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Introduccion






1.- Introduccién

1.1.- Epidemiologia

El cancer de préstata (CaP) es el cuarto tipo tumoral mas frecuente en el mundo.
En varones, es el segundo cancer con mayor incidencia y la quinta causa de muerte por
cancer. Segun los datos obtenidos por la serie de registros GLOBOCAN, en 2012 se
diagnosticaron 1 112 000 nuevos casos de cancer de préstata en todo el mundo (un 15%
del total de tumores diagnosticados en varones), mientras que el namero de muertes
producidas por este tipo tumoral fue de 307 000 (el 6.6% de las muertes producidas por
cancer en varones) (Ferlay et al. 2015). Sin embargo, esta distribucion global presenta
diferencias notables entre las regiones consideradas desarrolladas y las regiones en vias
de desarrollo. El cancer en general es una enfermedad asociada a las regiones
desarrolladas, donde la tasa de incidencia es dos veces superior a la que encontramos en
las regiones en vias de desarrollo (Jemal et al. 2011). Esta relacion es especialmente
destacable en el CaP, ya que el 70% de los nuevos casos diagnosticados se localizan en
paises desarrollados (759 000 casos de los 1 112 000 diagnosticados en todo el mundo),
pasando a ser el tumor méas frecuente en varones en estas regiones (Ferlay et al. 2015).
Una de las principales causas de esta diferencia es el empleo del método de diagndstico
basado en la determinacion de los niveles de antigeno prostatico especifico (PSA) en
suero, que identifica no solo los tumores clinicamente relevantes, sino también aquellos
de crecimiento lento que de otro modo escaparian al diagnéstico. Es por ello que las
regiones que presentan una tasa de incidencia mas elevada, como Australia, Nueva
Zelanda, Norteamérica y el norte de Europa, son aquellas en las que esta técnica de
cribado y de diagndstico estd mas extendida, coincidiendo ademas el repunte de la
incidencia con la incorporacion en los afios 90 de esta prueba (Jemal et al. 2011). El
envejecimiento de la poblacion y el incremento de la esperanza de vida en las regiones
occidentales justifican igualmente estas altas tasas de incidencia, ya que el CaP esta

estrechamente asociado a la edad.

En Europa, el CaP es el tercero mas frecuente, con 416 700 nuevos casos
diagnosticados en el afio 2012 (lo que supone un 12.1% del total de casos) y una tasa de
incidencia ajustada por edad de 96 casos por 100 000 habitantes (Ferlay et al. 2013). En

Espafia, los datos son similares a los de los paises de su entorno, con una tasa de



incidencia ajustada por edad en el afio 2012 de 96.8 casos por 100 000 habitantes, lo que
en cifras equivale a 27 850 nuevos casos diagnosticados durante ese afio (Ferlay et al.
2013). Segun el Centro Nacional de Epidemiologia, en 2012 se produjeron en Espafa
6038 muertes por CaP. Las figuras la y 1b muestran los mapas de distribucién
geogréafica por Comunidades Auténomas de las muertes y la tasa de mortalidad,
respectivamente. En las regiones en las que se realizd este estudio (Andalucia, Canarias,
Catalufia y Pais Vasco) se observan diferencias relevantes. Andalucia es la regién con
mayor nimero de muertes por CaP (con 912 muertes, también es la Comunidad
Auténoma con mas muertes en el conjunto de Espafa), seguida de Catalufia (777), Pais
Vasco (363) y Canarias (237) (Figura 2a). Si por el contrario tenemos en cuenta la tasa
de mortalidad bruta (casos por 100 000 habitantes), se observa que el Pais Vasco
presenta una tasa de mortalidad muy superior al resto de las Comunidades Autonomas
(35.53, frente a las tasas del 22.23, 22.45 y 21.82 de Andalucia, Canarias y Catalufia,
respectivamente) (Figura 2b), asi como a la tasa de mortalidad bruta media de Espafa
(26.64). Esta diferencia entre las regiones del norte y del sur se observa en todo el

territorio espariol, tal y como muestra la figura 1b.
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Figura 1, mapas de distribucion geografica por Comunidades Auténomas del nimero de

defunciones (A) y de la tasa de mortalidad (B) como consecuencia del CaP.
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Figura 2, representacion grafica por Comunidades Auténomas del nimero de defunciones (A) y

tasa de mortalidad (B) como consecuencia del CaP.

1.2.- Diagndstico clinico del cancer de prostata y su tratamiento

Las altas tasas de incidencia del CaP registradas en las regiones desarrolladas se
deben en gran medida al empleo del test de diagnostico consistente en la determinacion
de PSA en suero, el cual se realiza habitualmente para la deteccion precoz de dichos
tumores en aquellos pacientes que se encuentran en edad de riesgo. Es el principal
método de diagnostico para el CaP, junto con el tacto rectal (TR). El objetivo de este
test, sin embargo, no es incrementar el nUmero de casos detectados, sino reducir la
mortalidad de los pacientes diagnosticados de CaP. La deteccion precoz ha contribuido
al incremento del diagndstico de tumores en estadios iniciales, localizados, lo que
probablemente ha favorecido la reduccion de la mortalidad por CaP recogida en algunos
paises occidentales como Estados Unidos, Canada o Suecia, donde la determinacion de
PSA en suero esta ampliamente implantada (Helgesen et al. 1996; Farkas et al. 1998;
Mettlin and Murphy 1998; Hankey et al. 1999; Meyer et al. 1999). Sin embargo, no
existen evidencias concluyentes sobre esta posible relacion directa (llic et al. 2007). No
obstante, la deteccion tumoral en estadios localizados permite abordar el tratamiento de
estos pacientes con estrategias dirigidas a la curacion de la enfermedad. Ademas de la
conducta de vigilancia activa, el tratamiento del CaP se completa con técnicas de
radioterapia (radioterapia externa y/o braquiterapia), cirugia (prostatectomia radical) y
tratamientos sistémicos (quimioterapia, deprivacion androgénica de primera y segunda

linea y nuevos agentes terapéuticos). El esquema de tratamiento es especifico para cada



caso en particular y depende de varios factores tales como la edad del paciente, sus
condiciones de morbilidad previas al tratamiento, la esperanza de vida, las toxicidades
generadas por los tratamientos, asi como de las caracteristicas clinicas y el estadio

clinico tumorales.

En el CaP, las caracteristicas clinico-patoldgicas vienen determinadas por el
estadio clinico tumoral y el Gleason score (GS). El estadio clinico representa la
extension tumoral; la forma en que se expresa mas habitualmente es mediante el sistema
de clasificacion TNM (tumor-node-metastasis), propuesto por el American Joint
Comittee on Cancer (AJCC) vy la International Union against Cancer (UICC) con el
objetivo de desarrollar un sistema de estadiaje universal y aplicable a cualquier
localizacion tumoral (Sobin et al. 2009; Edge et al. 2010). Este sistema viene expresado
en valores alfanuméricos que representan la extension anatomica de la enfermedad,
tanto en el tumor primario (T), como en los ganglios linfaticos regionales (N) y la
metéstasis a distancia (M). EI GS, por su parte, hace referencia al grado histologico del
CaP y su procedimiento de determinacion atiende a la especial distribucién anatdmica
que presentan los tumores en la préstata (pequefios nddulos cancerigenos distribuidos
por toda la glandula prostatica) (Gleason and Mellinger 1974). Estas caracteristicas
clinico-patoldgicas son relevantes a la hora de determinar el riesgo de cada paciente, lo
que sirve de guia para la seleccion del tratamiento mas conveniente (Tabla 1). Los
sistemas clasicos de clasificacion del riesgo emplean los niveles de PSA en suero, el
estadio T clinico y los valores de GS para dividir a los pacientes de CaP en tres grupos
de riesgo -bajo, intermedio y alto- segun la probabilidad de recaida que presentan tras
recibir diversos tratamientos locales (D'Amico et al. 1998; Blasko et al. 2000; Zelefsky
et al. 2000; Chism et al. 2004). Estos sistemas de clasificacion han sido la base para
establecer otros sistemas mas actuales, como el propuesto por la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN 2013) o el sistema de la Universidad de San
Francisco-California, conocido como CAPRA score (Cooperberg et al. 2005). La
combinacion de estos factores clinicos también ha sido utilizada por otros autores para
desarrollar modelos matematicos predictivos (Roach 1993; Roach et al. 1994), tablas y
nomogramas (Partin et al. 1993; Partin et al. 1997; Partin et al. 2001; Makarov et al.
2007; Zelefsky et al. 2007) a partir de extensas series de pacientes, con varios fines: i)
seleccionar aquellas personas sobre las que se debe realizar la prueba diagndstica, ii)

interpretar de forma mas exacta los nivel de PSA medidos en los pacientes, iii)



determinar la necesidad de realizar una biopsia y iv) seleccionar de forma especifica el
tratamiento mas adecuado para cada paciente (Helfand et al. 2015).

Tabla 1. Grupos de pronostico segun el sistema de clasificacion propuesto por AJCC y UICC

Grupo TNM PSA GS
Grupo | Tla-c NO MO <10 <6
T2a NO MO <10 <6
Grupo IIA Tla-c NO MO <20 7
Tla-c NO MO >10y<20 <6
T2a, b NO MO <20 <7
Grupo 11B T2c NO MO Cualquiera Cualquiera
T1-2 NO MO >20 Cualquiera
T1-2 NO MO Cualquiera >8
Grupo Il T3a, b NO MO Cualquiera Cualquiera
Grupo IV T4 NO MO Cualquiera Cualquiera
Cualquier T N1 MO Cualquiera Cualquiera
Cualquier T Cualquier N M1 Cualquiera Cualquiera

Nota: cuando no existan datos bien de PSA, o bien de GS, el grupo debera determinarse mediante la
categoria T y cualquiera de los datos de PSA o GS que estén disponibles. Cuando no existan datos de
ninguno de los dos valores, no es posible establecer el grupo; en ese caso utilizar la division del estadio.

Las técnicas empleadas para el tratamiento de CaP engloban los siguientes
métodos: vigilancia activa, prostatectomia radical (PR), radioterapia externa (RTE),
braquiterapia (BT), crioablacion (CA) y terapias de deprivacion androgénica (TDA)
(Mottet et al. 2015). La PR es el procedimiento mas extendido para el tratamiento de
pacientes con CaP localizado. Sin embargo, en las ultimas décadas las técnicas basadas
en la radiacion, tanto la RTE como la BT, han cobrado importancia como opcién de
primera linea de tratamiento debido a sus buenos resultados, tanto de forma exclusiva
como en combinacién con TDA (Bracarda et al. 2005; Cooperberg et al. 2010). Con
relacion a los resultados clinicos obtenidos tras el empleo de técnicas quirdrgicas o
radioterapicas, hay que subrayar que no existen estudios randomizados concluyentes
hasta la fecha. No obstante, los estudios observacionales sugieren que los resultados de
supervivencia libre de enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG) para pacientes de
CaP estratificados en funcion del riesgo son similares tras el empleo de cualquiera de
estas dos técnicas (en el caso del tratamiento radioterapico, ajustando los esquemas
dosimétricos y empleando técnicas de conformacion modernas) (Kupelian et al. 2004;
DiBiase and Roach 2015). Como alternativa al tratamiento curativo, la tendencia en los
ultimos afios es adoptar lo que se conoce como vigilancia activa en aquellos casos en los
que es improbable el desarrollo de CaP clinica o biolégicamente significativo. Esto es

debido a que la determinacion de PSA en suero no discrimina con eficiencia el CaP



agresivo de aquel que no lo es, de modo que muchos pacientes reciben un tratamiento
que no necesitan (PR o TDA), con los efectos secundarios y la pérdida en calidad de
vida que ello conlleva (Lund et al. 2014).

1.3.- Biologia molecular del cancer de prostata

1.3.1.- Maquinaria de reparacion de ADN

La integridad del ADN es un requisito esencial para garantizar la correcta
proliferaciéon y funcionalidad celulares. Los dafios producidos en dicha molécula juegan
un papel primordial en los procesos de mutagénesis y carcinogénesis. EI ADN contiene
toda la informacion necesaria para sintetizar las proteinas que participan en los procesos
celulares y las rutas metabolicas, imprescindibles para el correcto funcionamiento del
organismo. La secuencia de ADN codifica dicha informacion y pequefias
modificaciones pueden suponer la sintesis de una proteina con deficiencias funcionales
o0 incluso la total ausencia de produccion de la misma. Son varios los mecanismos que
de forma enddgena o exogena pueden alterar la secuencia genética. Uno de los
mecanismos enddgenos que generan mutaciones es la propia replicacion del ADN. Cada
vez que una célula se divide, debe replicar su material genético para transmitirlo a las
células descendientes. Este mecanismo de replicacion es muy preciso y tiene una tasa de
mutacion muy pequefia, pero teniendo en cuenta la enorme longitud (medida en pares de
bases) de la molécula de ADN, la probabilidad de que el mecanismo de replicacion
cometa errores no es nula. Por otro lado, de forma también enddgena, algunas moléculas
y productos metabdlicos inducen lesiones en el ADN, como es el caso de las especies
reactivas de oxigeno y otras sustancias reactivas. Los factores enddgenos son los
principales generadores de dafio en el ADN; en total, se ha estimado que las lesiones
producidas por causas endogenas son superiores a 20 000 por cada célula en el
transcurso de un dia (De Bont and van Larebeke 2004). Ademas de los factores
enddgenos, existen multitud de agentes exdgenos con capacidad mutagénica,
principalmente sustancias quimicas, radiacion ionizante y no ionizante, agentes
biologicos, etc. En estudios de epidemiologia se ha determinado que la alta incidencia
del cancer no puede ser atribuida Unicamente a procesos enddgenos y que la
participacion de factores exdgenos es una condicién necesaria en el 75 — 80% de los
casos de cancer (Doll and Peto 1981). No obstante, del mismo modo que los propios

procesos celulares generan riesgo de producir lesiones en el ADN, también las células



tiene capacidad para reparar dichas lesiones mediante los diversos mecanismos de
reparacion del ADN, encargados de mantener la integridad del material genético.

Las lesiones de ADN pueden ser de diversa naturaleza segin la causa que las
provoque (Helleday et al. 2014). De estas causas, son frecuentes las pérdidas
espontaneas de una base nitrogenada, ya que el enlace N-glicosidico entre la base
nitrogenada y la pentosa es labil. Se estima que este fendmeno ocurre en una proporcion
de 10* por célula y dia (Lindahl 1993). También de forma enddgena son habituales los
procesos de desaminacion (pérdida de un grupo amino de una base nitrogenada), lo que
da lugar a una base nitrogenada diferente y como consecuencia, a un cambio en la
secuencia de nucleétidos. Los agentes alquilantes, generalmente de origen exdgeno,
producen una metilacién del 4&tomo 6 de oxigeno de la guanina (O°-metilguanina), lo
que hace que tenga mayor afinidad por la timina y no por la citosina como seria lo
correcto (Eadie et al. 1984), favoreciendo asi la sustitucion de una base por otra. En
condiciones normales, las especies reactivas de oxigeno participan en el metabolismo
celular y son necesarias para algunos procesos celulares, pero producidas en exceso
generan un estrés oxidativo que puede originar lesiones en el ADN. Entre otras
modificaciones, las especies reactivas de oxigeno producen dobles enlaces en las bases
nitrogenadas, asi como la sustraccion de un atomo de hidrogeno (H) de la timina y de la
pentosa (Cooke et al. 2003). El resultado de estas modificaciones sigue siendo la
alteracion de la secuencia de nucleétidos de la molécula original de ADN, pero en este
caso también se puede generar una modificacion fisica de la molécula mediante la
rotura de la cadena de ADN. Las radiaciones ionizantes son agentes muy lesivos que
producen la rotura completa de la molécula, bien sea por la rotura de una de las cadenas
o de forma mas extrema, mediante la rotura de la doble hélice (single strand break, SSB
y double strand break, DSB, respectivamente) (Santivasi and Xia 2014). Por el
contrario, las radiaciones no ionizantes tienden a generar modificaciones bioquimicas,

entre ellas los dimeros de pirimidinas.

1.3.1.1.- Mecanismos de reparacion de dafio al ADN

Para cada tipo de dafio al ADN existe un mecanismo de reparacion especifico
que en situaciones de normalidad identifica y repara dicha lesion, manteniendo la
integridad del material genético (Wood 1996). Como hemos visto, son muchos los

factores que modifican el ADN a lo largo de la vida de una persona en cada una de las



celulas de su cuerpo, de tal forma que si no existiera esta capacidad intrinseca de
reparacion tan eficiente, la propia esencia del ADN como transmisor de la informacion

hereditaria se veria comprometida.

Figura 3, resumen esquematico del mecanismo de reparacion del ADN por escision de una base (BER).
Abreviaturas: APE1, apurinic/apyrimidinic endonuclease type 1; XRCC1, X-ray repair cross-
complementing protein 1; RFC, replication factor C; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; FEN1,

flap endonuclease 1.
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Figura 4, resumen esquematico del mecanismo de reparacién del ADN por escision de un

nucledtido (NER). Abreviaturas: XPA, xeroderma pigmentosum complementation group A; XPC,
xeroderma pigmentosum complementation group C; HR23B, RAD23 homolog B; RPA, replication
protein A; XPB, xeroderma pigmentosum complementation group B; XPD, xeroderma pigmentosum
complementation group D; TFIIH, human transcription factor I1; XPG, xeroderma pigmentosum
complementation group G; XPF, xeroderma pigmentosum complementation group F; ERCC1, excision
repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 1; RFC, replication factor

C; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; FEN1, flap endonuclease 1.
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Figura 5, resumen esquematico del mecanismo de reparacion del ADN por desapareamiento
(mismatch repair). Abreviaturas: MSH2, MutS protein homolog 2; MSH6, MutS protein homolog 6;
MLH21, MutL protein homolog 1; PMS2, PMS1 protein homolog 1; EXO1, exonuclease 1; RFC,

replication factor C; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; FEN1, flap endonuclease 1.
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Figura 6, resumen esquematico del mecanismo de reparacion por recombinacion homéloga de
las roturas dobles de cadena de ADN. Abreviaturas: MRE11, meiotic recombination protein 11; NBS1,
nijmegen breakage sindrome 1 perotein; EXOL, exonuclease 1; RPA, replication protein A; BRCA1L,
breast cancer 1 protein; BRCA2, breast cancer 2 protein; XRCC3, X-ray repair cross-complementing

protein 3.
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Figura 7, resumen esquematico del mecanismo de reparacién no homologo de unidn de extremos de las
roturas dobles de cadena de ADN. Abreviaturas: DNA-PKcs, DNA-dependent protein kinase, catalitic
subunit; Ku70, X-ray repair cross-complementing protein 6; Ku80, X-ray repair cross-complementing

protein 5; Artemis, DNA cross-link repair 1C; LIG4, ligase 4; XRCC4, X-ray repair cross-
complementing protein 4.



Para revertir la metilacion de la guanina es necesaria la participacion de la
enzima O°-metilguanina-DNA metiltransferasa, que actCia de forma directa sobre la
lesion de ADN, uniendo el grupo metilo de la guanina a uno de sus residuos de cisteina,
perdiendo su funcionalidad al finalizar (Pegg 1990). Sin embargo, la mayoria de
procesos para reparar las lesiones del ADN cuentan con la participacion coordinada de
un conjunto de enzimas y proteinas. EI mecanismo de reparacion por escision de una
base (base excision repair, BER) (Figura 3) se encarga de reparar aquellas lesiones que
consisten en la sustitucion de una base nitrogenada por otra que no es la correcta. El
procedimiento consiste en varios pasos mediante los que se produce la hidrdlisis de los
enlaces N-glicosidicos de la base incorrecta para su escision y la incorporacion de la
base correspondiente en el lugar que queda libre (Nemec et al. 2010). En ese mecanismo
de reparacion tambien participan las enzimas ADN-glicosilasas, que son las encargadas
de corregir los errores por desaminacion de las bases nitrogenadas (Krokan and Bjoras
2013). Cuando el error se origina por la pérdida de una base, quedando un loci apurinico
o0 apirimidinico, son las AP endonucleasas las que reconocen la lesion. Los mecanismos
de reparacion por escision de un nucleétido (nucleotide excision repair, NER) (Figura
4) son similares a los anteriores, pero actuan sobre el nucledtido completo. Estos
mecanismos se encargan principalmente de eliminar los aductos mas visibles, como los
dimeros de pirimidinas, aductos cisplatino-purina y aductos formados por carcin0genos
policiclicos como el acetilaminofloreno (Wood 1996). La reparacion del ADN por
desapareamiento (mismatch repair, MMR) (Figura 5) es el mecanismo que media el
reconocimiento y la reparacion de los errores producidos durante la replicacion del
ADN en los que la enzima ADN-polimerasa introduce una base incorrecta en un loci
determinado. Del mismo modo que en el caso anterior, este mecanismo requiere de la
actuacién conjunta de una serie de enzimas que participan en equilibrio y de forma
coordinada (Li 2008). Si hablamos de la lesion mas drastica que puede sufrir la
molécula de ADN, las roturas de cadena son sin duda una de ellas, en especial cuando
son las dos cadenas las que se ven dafiadas, quedando la molécula dividida en
fragmentos. La reparacién de las roturas simples de cadena (single strand breaks, SSB)
requieren de una enzima ligasa que sea capaz de unir los extremos libres de la cadena
dafada. Por su parte, la reparacion de las roturas dobles de cadena (double strand
breaks, DSB) requieren de un mecanismo mucho mas complicado, que incluye una serie
de complejos proteicos y otras enzimas. Los fallos producidos en la reparacién de este

tipo de lesiones pueden suponer la pérdida de fragmentos enteros de cromosomas o la
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union de fragmentos no consecutivos que hagan perder el sentido de la codificacién
genética, lo que supone la muerte o senescencia celulares, asi como el origen de células
cancerosas. Las roturas dobles de cadena requieren de un complicado proceso para su
reparacion. Este puede producirse mediante mecanismos de recombinacion homologa
(homologous recombination, HR) (Figura 6), en los que previamente se produce una
reseccion de cada una de las cadenas dafiadas, utilizando de modelo el cromosoma
homdlogo para la sintesis de las cadenas lesionadas (Le Guen et al. 2015). O bien, la
reparacion de DSB puede llevarse a cabo mediante un mecanismo no homdlogo de
union de extremos (non-homologous end joining, NHEJ) (Figura 7), en el cual se
procede a la unién de los extremos libres producidos en la lesién sin emplear el
cromosoma homologo como molde. Debido a que este segundo mecanismo no es
selectivo a la hora de la reparacion, ya que puede unir cualquier extremo de ADN que se
encuentre libre, clasicamente se ha tendido a pensar que la NHEJ favorece los procesos
de mutacion, mientras que la HR es una mecanismo conservador de la secuencia de
ADN (Lieber 2010).

Los mecanismos de reparacion del ADN son imprescindibles para mantener la
integridad celular, ya que las lesiones en la molécula de ADN pueden generar
mutaciones que impidan el normal funcionamiento de la célula, provocando la muerte
de la misma o en algunos casos contribuyendo a su malignizacion, lo que puede derivar
en una célula cancerigena. Sin embargo, pequefias modificaciones genéticas son
imprescindibles para generar la variabilidad necesaria para permitir a los organismos
adaptarse a los cambios del medio. Los mecanismos de reparacion deben mantener el

equilibrio entre la estabilidad gendmica y la diversidad genética (Le Guen et al. 2015).

1.3.1.2.- Genes implicados en la reparacion del ADN

Los mecanismos de reparacion del ADN son procesos celulares muy complejos
en los que participan una gran cantidad de moléculas. Para cada mecanismo de
reparacion existen un conjunto de enzimas con diversas funciones que van desde el
reconocimiento de las lesiones o errores, la eliminacion de las bases o nucleotidos
erroneos, la generacion de extremos apropiados para la incorporacion de nuevos
nucleotidos, la propia incorporacion de nucleétidos y por ultimo, la union de los
extremos libres (Wood et al. 2001). Ademas, los mecanismos de reparacion estan en

estrecha relacion con otros procesos celulares, como la proliferacion celular, la
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replicacion del ADN o la apoptosis, lo que facilita el mantenimiento de un equilibrio
entre todos ellos, evitando que celulas inviables continten dividiéndose. Detras de esta
regulacién se encuentran una serie de moléculas que gestionan todos estos procesos
celulares y que tradicionalmente se han dado en llamar “guardianes del genoma” (Tong
et al. 2001; Meulmeester and Jochemsen 2008). En este apartado vamos a desarrollar
aquellos genes relacionados con algunos mecanismos de reparacion del ADN que han

sido incluidos en el presente estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Genes de reparacion del ADN. Tabla modificada de Wood et al. 2001

Nombre del gen Actividad Localizacion
(sindnimos) cromosémica
XRCC1 Funcion de ligamiento de enzimas PARP 19q13.2
ERCC2 (XPD) Funcion helicasa de extremo 5° a 3> del ADN 19913.2-913.3
ERCC1 Subunidad de incision en 5’ 19913.2-913.3
XRCC6 (Ku70) Union a los extremos de ADN 22q13.2-q13.31
XRCC5 (Ku80) Unioén a los extremos de ADN 2035

LIG4 Funcién ligasa entre los extremos libres de ADN 13033-934
PARP1 Unidn a los extremos de cadena simple de ADN

ATM Organizacion de procesos celulares 11g22-923
MVP Organizacion de procesos celulares 16p13.1-p11.2
p53 Organizacion de procesos celulares 17p13

Abreviaturas: XRCC1, x-ray repair cross-complementig group 1; ERCC2, excision repair cross-
complementing rodent repair deficiency, complementation group 2; ERCCL, excision repair cross-
complementing rodent repair deficiency, complementation group 1; XPD, Xeroderma pigmentosa grupo D;
XRCC6, x-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cell 6; XRCC5, x-ray repair
complementing defective repair in Chinese hamster cell 5; LIG4, ligasa 4; PARPL1, poly (ADP-ribose)
polymerase; ATM, ataxia telangiectasia mutada; MVP, major vault protein.

La mayoria de los genes que se han seleccionado codifican proteinas con
actividad enzimatica que de una forma directa participan en los procesos descritos
anteriormente. El gen que codifica para la proteina x-ray repair cross-complementig
group 1 (XRCC1), se localiza en el cromosoma 19g13.2. Esta proteina se ha descrito
como uno de los agentes imprescindibles para la reparacion de tipo SSB, mediante su
interaccién con la mayoria de enzimas operantes en este mecanismo (Thompson and
West 2000). Se ha reportado su interaccion fisica con la ADN ligasa Illo (Caldecott et
al. 1996), la ADN polimerasa [ (Caldecott et al. 1996; Kubota et al. 1996) y las poli
(ADP-ribosa) polimerasas 1 y 2 (Masson et al. 1998; Schreiber et al. 2002). En el
trabajo de Brem et al. se demuestra claramente que XRCC1 es necesaria para la
reparacion eficiente de SSBs y el mantenimiento de la estabilidad genémica (Brem and
Hall 2005). Muchas de estas enzimas participan a su vez en los mecanismos BER, por
lo que también es imprescindible la coordinacion de XRCC1 en estos mecanismos

(Marsin et al. 2003). También en el cromosoma 19q13.2-913.3 se localiza los genes que
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codifican para las proteinas excision repair cross-complementing rodent repair
deficiency, complementation group 1 (ERCCL1) y excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency, complementation group 2 (ERCC2). Ambas forman parte del
complejo proteico que actla en los mecanismos NER con actividades diferentes:
mientras ERCC2 tiene actividad helicasa, ERCC1 se encarga de formar el extremo 5’
(Evans et al. 1997). En los pacientes que sufren xeroderma pigmentosa (una alteracion
de genes relacionados con la reparacién del ADN), la proteina ERCC2 es deficiente.
Estos pacientes se caracterizan por ser muy sensibles a la radiacion UV y son 2000
veces mas propensos a padecer cancer de piel, asi como a padecer otras afecciones de la
piel a causa de su exposicién al sol (Lehmann 2001). La proteina Ligasa 4 (LIG4) esta
codificada en el cromosoma 13g33-g34 y su actividad enzimatica consiste en unir los
extremos libres de ADN. Es la enzima ligasa més flexible conocida, es capaz de ligar
extremos de ADN incompatibles (Gu et al. 2007) y participa en la reparacion de DSB
mediante el mecanismo no homologo (NHEJ) (Grawunder et al. 1998). Otros genes que
tienen un papel imprescindible en el mecanismo de reparacion NHEJ son los que
codifican para las proteinas X-ray repair complementing defective repair in Chinese
hamster cell 6 (XRCC6, también conocida como ku70) y X-ray repair complementing
defective repair in Chinese hamster cell 5 (XRCC5, también conocida como ku80) que
se localizan en los cromosomas 22q13.2-13.31 y 2935 respectivamente. Estas proteinas
reconocen los extremos de la doble cadena de ADN Yy se une a estos favoreciendo el
reclutamiento del resto de enzimas participantes en su reparacion (Lieber 2008). La
familia de proteinas polimerasas (poly (ADP-ribose) polymerases, PARP) esta
compuesta por hasta 17 proteinas diferentes. La proteina PARP1 es una enzima que
tiene afinidad por los extremos de cadena simple de ADN. Una vez se une a la
cromatina, induce el reclutamiento del resto de maquinaria de reparacion de SSB
(Berger 1985).

Otros de los genes que han sido seleccionados para este estudio codifican para
proteinas que hasta el momento no se han descrito como enzimas con actividad directa
en los mecanismos de reparacion. Sin embargo, son proteinas que tienen papeles muy
relevantes en el control de muchos procesos celulares, principalmente el control del
ciclo celular y de la senescencia y muerte celulares en respuesta a las lesiones genéticas;
estas proteinas son iniciadoras de los mecanismos de reparacion del ADN. La proteina

kinasa ataxia-telangiectasia mutada (ATM) viene codificada en el cromosoma 11q22-
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g23. No participa directamente como parte de ninglin mecanismo de reparacion de
ADN, si no que regula la respuesta del ciclo celular cuando se produce una lesién
(Shiloh and Rotman 1996). En particular, regula la ruta que conduce a la muerte celular
programada (apoptosis), asi como varios puntos de control del ciclo de proliferacion
celular. Las mutaciones que provocan defectos en la proteina ATM son las responsables
de causar el sindrome de ataxia-telangiectasia, que se caracteriza por una
neurodegeneracion progresiva (ataxia), asi como una dilatacion de los vasos sanguineos
(telangiectasia). Ademas, los pacientes que sufren este sindrome padecen infecciones
recurrentes por deficiencias en la respuesta inmune y presentan mayor predisposicion a
padecer algunos tipos de cancer, siendo también particularmente sensible a los efectos
de la radiacion ionizante (Canman and Lim 1998). La proteina p53 aparece mutada en el
60% de las neoplasias (Levine et al. 1991) y el gen que la codifica (situado en el
cromosoma 17p13) es considerado uno de los primeros genes supresores de tumores
descritos como tal. Es una proteina clave en varios procesos celulares, regulando el
ciclo celular y la apoptosis en funcidn de las posibles lesiones producidas en el ADN
(Levine and Oren 2009) (interacciona con la proteina ATM). El gen que codifica para
major vault protein (MVP) se localiza en el cromosoma 16p13.1-p11.2. Esta proteina
forma parte de un complejo proteico que de forma genérica se denomina como Vault
por su similitud estructural a la de un barril, el cual esta formado a su vez por otras dos
particulas proteicas mas pequefias (VPARP y una telomerasa, TEP1), asi como por un
conjunto de pequefios fragmentos de ARN no codificante (VRNA) (van Zon et al. 2003).
En un inicio, MVP se relaciond con la resistencia a farmacos. Con posterioridad se ha
asociado con otros procesos celulares, entre ellos con una posible participacion en el
mecanismo de reparacion NHEJ por su interaccidn con las proteinas Ku (Lloret et al.
2009).

1.3.1.3.- SNPs en genes de reparacion del ADN y CaP

La capacidad de reparacion de las lesiones de ADN es una caracteristica celular
esencial para el mantenimiento de la integridad genética. Las alteraciones que afectan a
esta capacidad estan asociadas con el desarrollo de ciertas enfermedades, entre ellas el
cancer. Previamente se han nombrado algunas deficiencias en las que, ademas de otros
efectos, se observa una mayor predisposicion a desarrollar determinados tipos de
tumores (ataxia-telangiectasia y la xeroderma pigmentosa). Una célula cancerigena no

es mas que una célula que ha adquirido capacidades que le permiten sobrevivir y
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proliferar sin control y en condiciones extremas. Las nuevas capacidades adquiridas son
el resultado de la acumulacion de mutaciones genéticas y para ello, las deficiencias en
los mecanismos de reparacion del ADN tienen un papel primordial. Estas variaciones
genéticas hacen que se produzca un fallo generalizado de los sistemas de control celular
de modo que, aun siendo células inestables genéticamente, no entran en apoptosis, sino
que siguen proliferando de forma ilimitada. Las células afectadas, cuanto mas
sobreviven sin control, presentan mas probabilidad de seguir acumulando errores que le
proporcionan la facultad de escapar al control inmunolégico o de migrar a nuevos
tejidos. Es por ello que las células tumorales son tan dificiles de eliminar, haciendo del
cancer una enfermedad compleja en su tratamiento. En la Ultima década, probablemente
cientos de polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs) en genes de reparacion del ADN
han sido estudiados con el fin de establecer una relacién con el riesgo de padecer
distintos tipos de cancer. La revision de Koberle et al. analiza de una forma muy extensa
y detallada las publicaciones que existen hasta la fecha sobre SNPs localizados en genes
de reparacion del ADN vy el riesgo de desarrollar cancer, asi como con la respuesta al

tratamiento para algunos de ellos (Koberle et al. 2016).

Ademas de su relacion con la aparicion de errores genéticos en las células
tumorales, los mecanismos de reparacion del ADN también han sido asociados con la
respuesta al tratamiento con farmacos (Zamble and Lippard 1995) y a radioterapia
(Parliament and Murray 2010). Tanto la quimioterapia como la radiacion ionizante son
factores que inducen dafio en el ADN, siendo este su principal mecanismo de accion.
Sin embargo, algunos tejidos normales se ven afectados por sus efectos; que estos
presenten mayor o menor grado de toxicidad depende de su capacidad para reparar las
lesiones genéticas. Esta variabilidad entre pacientes, tanto en la respuesta al tratamiento
radioterapico, como en el desarrollo de toxicidad dependiente de la radiacion en el
tejido normal, es uno de los retos a los que se enfrentan los médicos en el manejo
clinico de los pacientes con céncer. En la bldsqueda de estrategias que faciliten la
programacion de un tratamiento individualizado, muchos de los analisis de variabilidad
genética realizados en los Gltimos afios van dirigidos a estudiar la radiotoxicidad en
tejido sano; en este campo, los genes involucrados en la reparacion del ADN son los
mas estudiados. Del mismo modo que con el riesgo de cancer, son muchas las
publicaciones que existen en relacién a los tratamientos, por lo que ya hay varias

revisiones que tratan de recoger toda la informacién relacionada. La revision de
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Borchiellini et al. contiene los SNPs de genes de reparacion del ADN que se han
estudiado en relacién a la respuesta a la radioterapia (Borchiellini et al. 2012) y lo
mismo pero para quimioterapia viene recogido en la revision de Bouwman et al.

(Bouwman and Jonkers 2012).

En CaP existen varios estudios en los que se analiza el valor prondstico de
determinados SNPs localizados en genes involucrados en la reparacion del ADN, en
relacion con el riesgo de padecer este tipo tumoral, asi como las posibilidades que estos
resultados ofrecen para el desarrollo de terapias personalizadas basadas en
biomarcadores especificos, tal y como se estd aplicando en otros tipos tumorales
(Flaherty et al. 2012). Recientemente, la red que investiga el atlas genémico del cancer
(The Cancer Genome Atlas Research Network, TCGA), ha publicado la secuencia
exonica completa de 333 pacientes con CaP localizado y en 62 de los 333 pacientes
(19%) los tumores presentaban aberraciones somaticas o de linea germinal en genes
clave de los procesos de reparacion del ADN (BRCAL, BRCA2, CDK12, ATM, FANCD2
y RAD51C) (Cancer Genome Atlas Research 2015). En cuanto al riesgo de padecer
CaP, las mutaciones germinales en BRCAL aumentan este riesgo (Leongamornlert et al.
2012). En XRCC1 se han analizado diversos polimorfismos en estudios de casos y
controles en los que se ha determinado que el SNP R399Q (codon Arg399Gly) influye
en el riesgo de desarrollar CaP (Xu et al. 2007). Sin embargo, este resultado no se ha
validado con un nimero mayor de pacientes en la poblacion caucasica (Rybicki et al.
2004). En el gen PARP, el polimorfismo rs1136410 esta relacionado con el riesgo de
CaP y con disminucion en la funcion enzimatica en respuesta a dafios oxidativos
(Lockett et al. 2004). En XPD se han estudiado varios polimorfismos, pero de la
mayoria de los estudios no se sustraen resultados significativos (Rybicki et al. 2004;
Ritchey et al. 2005; Bau et al. 2007).

Aunque existen algunas asociaciones, en general los estudios de variaciones
genéticas no muestran resultados concluyentes. Muchos de ellos se realizan en
poblaciones muy pequefias y los resultados que se obtienen no son validados cuando se
incluye un mayor nimero de pacientes. Sin embargo, el convencimiento de que la
variabilidad genética es un elemento clave para la individualizacion del tratamiento de
los pacientes hace que cada afio aumente el nimero de publicaciones en relacion a este

tema de estudio.
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1.3.2.- Metabolismo de andrégenos

El CaP es un cancer hormono-dependiente, esto es, que requiere de la presencia
de andrégenos para su iniciacion, promocién y progresion (Huggins 1967). Es por ello
que la ablacién androgénica ha sido clasicamente la principal intervencion terapéutica
para el tratamiento de CaP. Sin embargo, en un momento determinado del desarrollo
tumoral, un gran nimero de los tumores de prostata progresan a un estado de
insensibilidad androgénica, de modo que estos tratamientos dejan de tener efecto
(Eisenberger et al. 1985). Las terapias anti-androgénicas se han dirigido en primera
instancia a la supresién de los androgenos de origen testicular, bien mediante castracion
quirdrgica o mediante el empleo de hormonas sintéticas. En estos casos, la produccion
de andrégenos continta en las glandulas suprarrenales, lo que dificulta la supresion
completa de la sintesis de estas hormonas (Eisenberger et al. 1998). El desarrollo de
tumores resistentes al tratamiento se manifiesta mediante un aumento de los niveles de
PSA en suero, progresion de la enfermedad y sintomas de empeoramiento. No obstante,
no todos los tumores resistentes a hormonas manifiestan la misma respuesta a
tratamientos de deprivacion androgénica (TDA); se ha desarrollado una clasificacion de
estos tumores resistentes a hormonas basada en dicha respuesta al tratamiento y se han
propuesto distintas terapias hormonales para cada uno de ellos (Rini and Small 2002).
La resistencia a los TDA supone en la actualidad un reto para el manejo de los pacientes

con CaP.

Los andrégenos son las hormonas sexuales masculinas derivadas del
ciclopentanoperhidrofenantreno, siendo su principal y més abundante representante en
suero la testosterona (T). La T se sintetiza principalmente en los testiculos y en menor
proporcion (10 %) en las glandulas suprarrenales. Los androgenos son los precursores
de las hormonas estrogénicas, por lo que pequefias cantidades de T también se producen
en los ovarios y en las glandulas suprarrenales de las mujeres. La T es la responsable de
los caracteres sexuales masculinos y su principal funcion en adultos es el correcto
desarrollo espermatico. La figura 8 muestra un esquema de los procesos metabolicos
mediante los que se sintetiza la T. La sintesis de T esta mediada por la enzima 17-
hidroxilasa/17, 20-liasa, codificada por el gen del citocromo P450 17A1 (CYP17Al). La
dihidrotestosterona (DHT) se conoce como el derivado prostatico de la T, aunque se
produce no solo en la préstata, sino también en los testiculos, las glandulas

suprarrenales y los foliculos capilares. ElI proceso metabdlico por el cual la T se
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convierte en DHT esta catalizado por la enzima 5-alfa-esteroide reductasa (SRD5A)
(McConnell 1995). Esta hormona tiene méas afinidad por los receptores androgénicos
que la propia T. El papel de la DHT en el desarrollo del CaP fue conocido mediante el
descubrimiento de la deficiencia del polipéptido alfa 2 de la enzima 5-alfa-esteroide
reductasa (SRD5A2), pues los individuos que padecian esta alteracion no presentaban ni
hiperplasia benigna de prostata (HBP) ni CaP. Desde que esto se hizo patente, ha
aumentado el interés por desarrollar inhibidores de 5-alfa-esteroide reductasa (Sa-Rl).
De entre los diferentes compuestos desarrollados, solo dos farmacos han sido aprobados
por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) para el uso clinico: finasterida, que
inhibe SRD5A2, aprobado para el tratamiento de HBP y alopecia masculina; y
dutasterida, el cual inhibe SRD5A1 y 2, aprobado para el tratamiento de HBP (Edwards
and Moore 2002; Andriole and Kirby 2003). Teniendo en cuenta que la DHT es el
principal androgeno prostatico, el empleo de Sa-RIs parece un método razonable para la
prevencion del CaP (Thompson et al. 2003; Andriole et al. 2010). Sin embargo, los
estudios dirigidos a analizar estos resultados no determinan si el efecto de los farmacos
se debe a su capacidad de prevencién o a la reduccion de tumores ya existentes (Walsh
2010).

1.3.2.1.- SNPs en genes del metabolismo de andrdgenos y CaP

Desde que los andrégenos han sido considerados como un factor de riesgo para
el CaP, ha aumentado el interés por estudiar los polimorfismos relacionados con su
sintesis y metabolismo. La revision de Schleutker recoge algunos de los genes que
participan en la sintesis y metabolismo de la T, asi como sus SNPs mas relevantes en
relacion al CaP (Schleutker 2012).

El gen CYP17Al1 se localiza en el cromosoma 10924.3 y codifica para un
miembro perteneciente a la familia de enzimas del citocromo P450. Tiene actividad
17a-hidroxilasa y 17,20-liasa en el metabolismo de la T. La existencia de relacion entre
la presencia de ciertos polimorfismos en el gen CYP17Al y el CaP es un hecho
cuestionado (Lindstrom et al. 2007; Setiawan et al. 2007; Mononen and Schleutker
2009). Sin embargo, se han sugerido que algunos polimorfismos de CYP17A1 podrian
estar asociados con el riesgo de CaP (Wang et al. 2011). A pesar de los resultados
contradictorios, CYP17A1 sigue considerandose un factor importante en la progresion

del CaP y en la actualidad es diana terapéutica para el farmaco acetato de abiraterona, el
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cual ha demostrado ser muy activo en el tratamiento del CaP mediante el bloqueo
especifico de esta enzima (Yang 2011). No obstante, solo un estudio analiza la relacion
entre SNPs localizados en el gen CYP17A1 y la respuesta al tratamiento con acetato de
abiraterona, realizado en pacientes metastasicos de CaP resistente a castracion. En este
estudio se relaciona el polimorfismo rs2486758 con menor tiempo de progresion
bioquimica (Binder et al. 2016).
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Figura 8, esquema de la ruta metabdlica de la testosterona y su posterior derivacion a dihidrotestosterona,
asi como de las enzimas que participan en ella. Abreviaturas: CYPIIAI, cytochrome P450scc; CYP17,
steroid 17a-monooxygenase; 17p-HED, 17-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 33-HED, 3-beta-
hidroxiesteroide deshidrogenasa.
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Los genes que codifican para las enzimas SRD5A1 y SRD5A2 se localizan en
los cromosomas 5p15.31 y 2p23, respectivamente. Ambas enzimas convierten la T en
DHT mediante un proceso irreversible. En estos genes se han identificado varios
polimorfismos relacionados con el riesgo de padecer CaP (Paz-y-Mino et al. 2009; Li et
al. 2010; Setlur et al. 2010; Li et al. 2013). Sin embargo, para la mayoria de SNPs, los
resultados son bastante contradictorios. Hasta la fecha, no se han publicado estudios que
relacionen SNPs localizados en estos genes con la respuesta al tratamiento con
finasterida o dutasterida, a pesar de que es sabido que la presencia de determinados
polimorfismos en un paciente puede condicionar la efectividad de determinados
farmacos (Ma and Lu 2011).

Los genes implicados en la sintesis y metabolismo de andr6genos son claros
candidatos a presentar relacion con el riesgo de padecer CaP, asi como con la respuesta
a los tratamientos que inhiben de forma especifica la actividad de las enzimas que
codifican. No obstante, son muy pocos los estudios que han tratado de establecer esta
relacion y los que existen no muestran resultados concluyentes. Esto no ha sido
impedimento para que en la actualidad los farmacos que actian como inhibidores de
estas enzimas tengan una aplicacion relevante en la practica clinica de los pacientes con
CaP.

1.3.3.- Polimorfismos de nucledtido simple (SNPs)

El material genético de las células humanas se organiza en un total de cuarenta y
seis cromosomas, veintitrés de ellos procedentes de un progenitor y los otro veintitrés
procedentes del otro. Cada molécula de ADN (consistente en todo el material genético
contenido en los cuarenta y seis cromosomas), estd formada por una fraccion
codificante, es decir, que contiene la informacion necesaria para la sintesis de proteinas
(los exones dentro de los genes) y por una fraccion no codificante, que contiene
elementos del ADN como los intrones, las secuencias estructurales y algunas otras
regiones de las cuales ain no se conoce su funcion. Solo aproximadamente el 1.1% del
ADN estd formado por estructuras codificantes (Venter et al. 2001). No toda la
secuencia de nucleotidos de la molécula de ADN es igual en todos los individuos. Son
precisamente las variaciones en dicha secuencia de ADN las que proporcionan las
diferencias de fenotipo entre los distintos sujetos. Incluso dentro de la misma célula, el

material genético procedente de cada progenitor contiene una secuencia distinta. Los
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alelos son las formas alternativas que puede presentar un mismo gen y que se pueden
manifestar con diferencias en la funciéon de dicho gen, produciendo variaciones en las
caracteristicas hereditarias. Dentro de una poblacion existe un nimero determinado de
alelos para cada gen, que viene representado por las secuencias de ADN mas frecuentes
en esa poblacion para ese gen en concreto. Cuando en la estructura del ADN se produce
una alteracion en la secuencia que genera una variacion diferente a la de los alelos méas
frecuentes, entonces hablamos de mutacién genética. Estas alteraciones suelen
generarse a lo largo de la vida de un individuo de forma natural, debido a fallos en el
proceso de replicacion del ADN o mediante sustancias que el propio organismo genera,
y de forma no natural mediante la accion de diferentes agentes externos. La mayoria de
las mutaciones se corrigen. Generalmente no son transmitidas a la descendencia; solo en
el caso de que se produzcan en las células germinales se trataria de mutaciones

hereditarias.

Los polimorfismos son variaciones genéticas que se generan mediante
mutaciones hereditarias y que son transmitidas a varias generaciones de descendientes,
de modo que su presencia alcanza cierta relevancia en la poblacién (por encima del 1%
de los integrantes). Estas variaciones pueden localizarse en zonas no codificantes del
genoma, considerandose variaciones silenciosas, pues no tienen repercusion en el
fenotipo del individuo; o bien pueden conferir al portador alguna caracteristica diferente
al resto de miembros de la poblacion, pudiendo aportarle alguna ventaja adaptativa, o
por el contrario, favorecer el desarrollo de determinadas enfermedades (Guttmacher and
Collins 2002). Dentro de las posibles modalidades de variaciones genéticas, los
polimorfismos de nucleo6tido simple (single nucleotide polymorphisms, SNP) son los
mas frecuentes, constituyendo hasta el 90% de las variaciones genéticas humanas. Estos
polimorfismos consisten en la sustitucion de un unico nucledtido de la secuencia de
ADN vy aparecen de media a lo largo del genoma humano cada 1300 bases. Las
variaciones en una Unica base pueden modificar la lectura de la secuencia de ADN y dar
origen a proteinas alteradas en su estructura lo que, en general, supone una pérdida de la
funcionalidad proteica. Este es el principal mecanismo mediante el cual una variacion
genética puede dar origen a una enfermedad. Sin embargo, existen otros mecanismos.
Puede por ejemplo darse el caso contrario, en el que una proteina aumenta su capacidad
funcional originando una situacién de toxicidad o pérdida de control de procesos

(Guttmacher and Collins 2002). En cualquier caso, desde que se publicé la secuencia
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completa del genoma humano, el interés por relacionar las variaciones genéticas con el
desarrollo de enfermedades ha crecido exponencialmente, viéndose reflejado en la
multitud de publicaciones cientificas que se han reportado desde entonces.

Los avances en la tecnologia de genotipado, que permite la obtencién de
resultados mas réapidos y baratos, han contribuido a que cada vez sean mas los estudios
observacionales que tratan de relacionar variaciones en genes candidatos con el riesgo
de padecer diversas enfermedades, entre las que destaca la patologia tumoral (Lin et al.
2006). La metodologia llamada “del gen candidato” consiste en realizar estudios
individuales en los que es el investigador el que selecciona los polimorfismos que va a
someter a andlisis, habitualmente localizados en genes involucrados en procesos
celulares previamente relacionados con el desarrollo de la enfermedad que esté
estudiando (cancer en este caso). Una de las limitaciones que presentan este tipo de
estudios de asociacion genética es el numero de casos incluidos. Asi, para que los
resultados estadisticos sean validos y representativos de la poblacion, el tamafio de la
muestra ha de ser lo suficientemente grande (Altmuller et al. 2001). En las primeras
publicaciones de genes candidatos se cuestiond la validez de los resultados
estadisticamente significativos debido a que el nimero de pacientes era bastante
reducido. Para tratar de validar estos resultados, se procedid al desarrollo de meta-
andlisis, aumentando de este modo el tamafio muestral. No obstante, algunos autores
discutieron la validez de esta solucidn al presentar una heterogeneidad estadisticamente
significativa entre los estudios que componian cada uno de los meta-analisis (loannidis
et al. 2001). Ademas de la limitacion del tamafio muestral existen otros factores
limitantes tales como el coste excesivo de este tipo de disefios experimentales “gen a
gen”, factores de confusion debidos a la estructura poblacional y geogréfica o sesgos en
la seleccion. Con todo, este tipo de disefio ha sido mejorado y en la actualidad ha sido
sustituido en parte por estudios de tipo genome-wide association studies (GWAS), o lo
que es lo mismo, el estudio de las variaciones genéticas de todo el genoma o de regiones
muy amplias de este, en relacion a la presencia de la enfermedad (Wang et al. 2005).
Los estudios GWAS representan un disefio mas eficiente a la hora de diseccionar
genéticamente las enfermedades complejas si lo comparamos con los estudios de
asociacion tradicionales. Una de las principales ventajas que ofrecen estos estudios es
que no parten de una hip6tesis (como ocurre en los estudios de gen candidato, en los

que se seleccionan los genes a estudiar), sino que permiten poner a prueba al genoma
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completo (Seng and Seng 2008). Ambos tipos de estudios han servido para evaluar la
asociacion entre variaciones genéticas y el riesgo de padecer cancer, y de forma
concreta con el riesgo de padecer cancer de prostata.

1.3.3.1.- SNPs y CaP.

La revision de Dong et al. recoge los resultados de todos los estudios de meta-
analisis observacionales publicados hasta 2008 en los que se evaluaba la asociacién
entre polimorfismos genéticos y el riesgo de padecer cancer. Para ello, se seleccionaron
aquellos estudios que cumplian ciertos requisitos: i) que incluyese al menos 500 casos
entre todos los estudios que comprendian el meta-andlisis, ii) que evaluasen el riesgo de
padecer cancer, iii) que no tratasen sobre marcadores genéticos de los antigenos
leucocitarios humanos (human leukocyte antigen, HLA) y iv) que estuvieran publicados
en inglés (Dong et al. 2008). De esta recopilacion se sustrae que en esa fecha se habian
realizado estudios en 18 localizaciones tumorales diferentes (siendo las mas abundantes
cancer de mama, cancer de prostata y cancer de pulmon), para polimorfismos en un total
de 99 genes diferentes (principalmente genes relacionados con la reparacion de ADN)
(Dong et al. 2008). De igual modo, loannidis et al. publicaron mas tarde una revision
recopilando los estudios mas relevantes que mediante GWAS evaluaban la relacion de

las variaciones genéticas con el desarrollo del cancer (loannidis et al. 2010).

Los estudios epidemiologicos hasta la fecha sugieren que el desarrollo del CaP
estd fuertemente influenciado por factores genéticos (Lichtenstein et al. 2000; Schaid
2004). Es por ello que existe un gran interés en determinar el papel que presentan los
SNPs, no solo en el riesgo de padecer cancer, sino también su papel como marcador
prondstico y predictivo. Muestra de ello son las decenas de publicaciones que se han
generado a partir de estas premisas, especialmente basadas en estudios GWA y que Van
den Broeck et al. recogen excepcionalmente en una reciente revision (Van den Broeck
et al. 2014). Actualmente, la determinacion de polimorfismos no tiene una aplicacion
real en la practica clinica como factor de riesgo del CaP. Sin embargo, cuando se
combina con la determinacion de los niveles de PSA en suero, el papel predictivo de
esta ultima se ve incrementado (Nam et al. 2009; Aly et al. 2011). Mas aun, resultados
recientes sugieren que los niveles de PSA en suero también estan sujetos a variabilidad
genética, lo que podria explicar entre el 40 y el 45% de las variaciones de los niveles de

PSA observados en la poblacién (Gudmundsson et al. 2010). Hasta la fecha, alrededor
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de 100 SNPs han sido relacionados con el riesgo de desarrollar CaP, los cuales
explicarian el 35% del componente heredable de este tipo tumoral (Eeles et al. 2013).
Con el desarrollo de la tecnologia y el incremento en el conocimiento sobre
polimorfismos, los estudios de variaciones genéticas incluyen cada vez mas SNPs. Los
resultados sugieren que incrementando el nimero de SNPs en estudio, aumenta su valor
en la prediccion del riesgo de desarrollar CaP. En el trabajo de Lindstrom et al.
(Lindstrom et al. 2012) se evaluaron 25 SNPs relacionados con el riesgo de CaP en
7509 pacientes y 7652 controles, encontrando que los portadores de mayor nimero de
estos SNPs presentaban cinco veces mas riesgo de ser diagnosticados de CaP. Sin
embargo, los resultados no son tan claros cuando se trata de relacionar los
polimorfismos con la agresividad tumoral; ademas hay que tener en cuenta que para
muchas de las asociaciones encontradas aun no se conoce su significado biologico con
claridad (Xu et al. 2010).

1.3.4.- Biomarcadores clinicos en cdancer de préstata.

Para la mayoria de tumores solidos, la extensién anatomica de la enfermedad es
considerada el principal factor predictivo de supervivencia. Desde su desarrollo en
1958, el sistema de clasificacion del estadio tumoral TNM es la principal herramienta de
determinacion de la extension anatomica y es la base para la eleccion del tipo y la
intensidad del tratamiento inicial (Greene and Sobin 2008). Con posterioridad, otros
factores como el tipo y el grado histologicos, la edad del paciente o su comorbilidad,
han contribuido a completar la informacion de supervivencia y la respuesta terapéutica,
permitiendo establecer un tratamiento mas especifico a las condiciones del paciente. Sin
embargo, en el camino hacia el tratamiento individualizado, son los marcadores
biolégicos o biomarcadores los que estan adquiriendo especial relevancia. En las
Gltimas décadas, la incorporacion de los marcadores biologicos en el estudio clinico del
paciente oncologico estd permitiendo dividir las clases tumorales tradicionales en
subgrupos que presentan diferentes comportamientos y de este modo ajustar la
prediccion de la supervivencia y la aplicacién del tratamiento de una forma mas
especifica a cada paciente concreto. Ademas de su funcién clinica, los marcadores
biolégicos también se emplean en la actualidad como dianas terapéuticas para el
desarrollo de farmacos que acttan solo en aquellos tipos tumorales en los que una
determinada molécula esté alterada. Uno de los casos mas significativos es la

determinacion de los receptores de estrogeno y progesterona y del marcador Her2/neu
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en el cancer de mama, los cuales determinan el subtipo tumoral, condicionan el
pronodstico y establecen qué pacientes se beneficiarian de un posible tratamiento
hormonal y cuéles de inmunoterapia anti-Her2 (Buzdar and Howell 2001). La
relevancia de la incorporacién de marcadores bioldgicos en la determinacion de la
supervivencia o del tratamiento a aplicar es controvertida y no es igual para todos los
casos. Sin embargo, con los resultados de que se disponen en la actualidad, es razonable

pensar que los biomarcadores contribuyen a establecer una terapia méas individualizada.

Solo una pequefia parte de los diferentes tipos de céncer tiene un origen
hereditario (alrededor del 10%) (Balmain 2001). No obstante, la genética y la aparicion
de células cancerigenas estan intimamente relacionadas ya que son las alteraciones
genéticas las que habilitan a dichas células de su capacidad de proliferacion vy
metéstasis. Y adn las alteraciones genéticas en si no reflejan la complejidad de los
procesos oncologicos. Determinados tipos de marcadores biologicos establecen el
estado de algunos fendomenos relacionados con el tumor, como son la angiogenesis, la
apoptosis, la proliferacion, el metabolismo, la hipoxia o la resistencia a determinados
farmacos. Cuando hablamos de marcadores bioldgicos debemos diferenciar entre
marcadores moleculares (receptores de membrana, proteinas con actividad kinasa,
antigenos tumorales, péptidos liberados por el tumor...) y marcadores genéticos. En este
altimo se distinguen a su vez marcadores asociados al ADN (polimorfismos de
nucleodtido simple, aberraciones cromosomicas, alteracion del niamero de copias de
fragmentos de ADN, inestabilidad de microsatélites, alteraciones en la metilacion de
regiones promotoras...) y marcadores asociados al ARN (sobre-expresion o infra-
expresion de transcriptomas y modificacion de la expresion de ARN regulador -
microARN-) (Ludwig and Weinstein 2005). Para evaluar y validar el uso de un
marcador bioldgico en la practica clinica se han establecido cinco fases: i) exploracion
preclinica (fase 1), ii) analisis clinico y validacion (fase I1), iii) estudio longitudinal
retrospectivo (fase I1), iv) cribado prospectivo (fase 1V) y v) control del cancer (fase V)
(Pepe et al. 2001). Realizar estas fases de forma que los resultados tengan relevancia
cientifica requiere de una planificacién complicada, que en muchos casos es dificil de
conseguir (Barker 2003; Mandrekar and Sargent 2009). De la gran cantidad de
marcadores bioldgicos que se han determinado como relevantes en relacion al
diagndstico y pronostico del cancer, solo una pequefia parte se ha incorporado a la

practica clinica diaria (Ludwig and Weinstein 2005).
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1.3.4.1.- Antigeno Prostéatico Especifico (PSA) y sus derivados

La determinacion de PSA en suero como test de diagnostico del CaP es uno de
los ejemplos que muestran la gran importancia que representan algunos de estos
marcadores bioldgicos en la practica clinica actual, y no solo en su papel como factor
diagndstico, sino también como uno de los factores necesarios en la determinacién del
riesgo de la enfermedad. La incorporacion de la determinaciéon de PSA como
herramienta de diagnostico para el CaP ha supuesto un incremento en el nimero de
pacientes diagnosticados de esta enfermedad y sin embargo, desde ese momento, la
mortalidad por CaP se ha visto reducida (datos disponibles en:
http://seer.cancer.gov/statfacts/html/prost.html). Méas aun, los niveles de PSA elevados
estan relacionados con un mayor riesgo de padecer CaP, asi como con mayor grado y
estadio tumorales y con un mayor riesgo de presencia de metastasis (Catalona et al.
1993). A pesar de ello, son varias las razones que hacen que la determinacion de PSA en
suero no sea un biomarcador ideal. La principal de ellas es que la determinacion del
nivel de PSA en suero no permite distinguir entre tumores agresivos de aquellos que no
lo son. En la préactica clinica, cuando la medicion de PSA es elevada (tradicionalmente
por encima de 4 ng/ml de sangre), subsecuentemente se realizan un examen de tacto
rectal (TR) y una biopsia de tejido que permitan confirmar el diagndstico. Sin embargo,
de las biopsias que se realizan a pacientes con niveles por encima de esos 4 ng/ml, un
bajo porcentaje (del 25% al 30%) revelarian la presencia de cancer (Parekh et al. 2007),
aungue estos resultados no estan del todo claros. Del mismo modo, el diagnostico
mediante PSA es suficientemente sensible para detectar muchos de los tumores de bajo
riesgo, lo que supone una sobredimension de los casos diagnosticados vy
consecuentemente un exceso de tratamiento de los casos de CaP (Howrey et al. 2013),
estimando que el porcentaje de pacientes sobrediagnosticados mediante PSA esta entre
el 25% y el 50% (Auvinen et al. 2016). Pese a todas sus limitaciones, la determinacion
de PSA en suero es una muestra de la importancia que tienen los marcadores biolégicos
en el diagnostico, pronostico y tratamiento del CaP y en extension, de la importancia de

los biomarcadores en la préctica clinica del cancer.

La principal debilidad que presenta la estimacion de PSA en suero es su baja
especificidad. Con el fin de aumentar la especificidad de dicha determinacién, se han
propuesto otros test derivados del PSA en suero, como son la velocidad de PSA (tasa de

cambio de PSA en el tiempo), densidad de PSA (relacion entre PSA y volumen
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prostatico), niveles de PSA especificos por edad y tiempo de duplicacion de PSA
(Benson et al. 1992; Carter et al. 1992; Oesterling et al. 1995; Schmid 1995). Sin
embargo, estas variantes no han mostrado un incremento del valor pronostico del test
clasico de PSA en suero. En los afios noventa comenzaron a descubrirse isoformas de
PSA que han permitido el desarrollo de indices de diagnostico basados en dichas
isoformas (Tabla 3). La mayor parte del PSA que se determina en suero (PSA total o
tPSA) aparece ligada a una proteina plasmatica denominada a-1-antiquimotripsina. Sin
embargo, una parte del PSA se encuentra libre, no asociandose a ninguna proteina (PSA
libre o fPSA). Debido a esto, es posible la inmunodeteccion selectiva de la proteina a-1-
antiquimotripsina, pudiendo calcular de este modo el porcentaje de fPSA en suero
mediante la relacion tPSA = fPSA + PSA ligado a a-1-antiquimotripsina (de La Taille et
al. 1997). La determinacion del porcentaje de fPSA ha sido aprobada por la FDA (Food
and Drug Administration) para la deteccion precoz de CaP en aquellos hombres con
niveles de PSA (tPSA) entre 4 y 10 ng/ml, en base a los resultados obtenidos en el
ensayo multicéntrico de Partin et al. (Partin et al. 1998). Por otro lado, el fPSA esta
compuesto a su vez por tres isoformas: i) proPSA, ii) fPSA intacto y iii) PSA benigno.
En el estudio de estas isoformas no se ha detectado un incremento del valor predictivo
con respecto al % fPSA, salvo por la isoforma [-2]proPSA, que si parece tener un papel
relevante en la deteccion precoz del CaP, asi como en la identificacion de las formas
agresivas del tumor (Lazzeri et al. 2013; Heidegger et al. 2014). Tomando como
referencia la determinacion de PSA vy sus derivados, recientemente se han desarrollado
varios test que tienen por finalidad mejorar la especificidad del diagnostico de CaP
mediante los niveles de PSA en suero. Estos indices, junto con otros test empleados en
la practica clinica actual del CaP, vienen recogidos en la revisién de Gaudreau et al.
(Gaudreau et al. 2016). El prostate health index (PHI), desarrollado por Beckman
Coulter Inc., consiste en una férmula matematica que incorpora tres isoformas de PSA,
([-2]proPSA/fPSA) x PSAM. Esta formula se emplea para distinguir caracteristicas de
malignidad del CaP en pacientes mayores de 50 afios, con niveles de PSA entre 4 y 10
ng/ml y con tacto rectal normal (TR). En el estudio de Lazzeri et al., el PHI aparece
como un factor capaz de discriminar entre CaP de inflamacion prostatica crénica e
hiperplasia benigna de prostata en pacientes con PSA en niveles de entre 4 y 10 ng/ml y
TR normal (Lazzeri et al. 2013). Por otro lado, el conocido como 4KScore, desarrollado
por OPKO Lab Inc., representa la combinacion de cuatro proteinas calicreinas: i) tPSA,

ii) fPSA, iii) PSA intacto y iv) péptido relacionado con calicreina 2 (hK2). Este indice
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también incorpora informacion clinica, como la edad y el historial de biopsias negativo
precedente, y sirve para determinar la probabilidad de presencia de CaP en una biopsia
determinada. En el estudio retrospectivo de Vickers et al. se mostré que la medida de
4KScore aumenta la exactitud predictiva para el diagnéstico clinico del CaP comparado
con el nivel de tPSA y la edad (Vickers et al. 2011).

Tabla 3. Biomarcadores derivados de la determinacion de PSA en suero. Modificada de Gaudreau

et al. 2016

Biomarcador Descripcion Aplicaciones Muestra
Antigeno prostatico Antigeno prostatico especifico  Diagnéstico del CaP Suero
especifico (PSA) Seguimiento del CaP
PSA libre (fPSA) PSA no enlazado a proteinas Diagnostico del CaP Suero
del plasma
[-2]proPSA Cadena sencilla de PSA no Diagndstico del CaP Suero
procesada completamente
Prostate Health Formula matematica de tres Distinguir  condiciones Suero
Index (PHI) biomarcadores: prostaticas de malignidad
([-2]proPSA/fPSA) x PSA?  en pacientes > 50 afios
con PSA entre 4 — 10
ng/ml y TR normal
4K Score Inmunoensayo de cuatro Estimacion de la Plasma
calicreinas: tPSA, fPSA, PSA probabilidad de presentar sanguineo

intacto y peptido relacionado CaP agresivo en la
con calicreinas 2 (hK2) primera biopsia y
sucesivas

Abreviaturas: CaP, cancer de prostata; TR, tacto rectal.

1.3.4.2.- Otros biomarcadores proteicos

El CaP, al igual que la mayoria de tipos tumorales, presenta una gran
heterogeneidad celular que dificulta en muchos casos la eleccion del tratamiento méas
adecuado para cada caso en particular. En el contexto de un tumor de prostata,
encontramos subpoblaciones de células resistentes a cualquier intervencion terapéutica,
posibilitando la aparicion de células potencialmente metastasicas (Rycaj et al. 2016). De
hecho, se ha determinado que existen notables diferencias en el genotipo y fenotipo de
células metastasicas de CaP, no solo entre diferentes pacientes, sino incluso entre
células del mismo paciente (Shah et al. 2004). Por lo tanto, es imprescindible ampliar el
conocimiento sobre la biologia del CaP, de modo que el tratamiento pueda adecuarse de
forma mas especifica a cada paciente. En este sentido, los biomarcadores han sido

objeto de estudio durante las ultimas décadas, con el fin de encontrar herramientas que
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puedan ayudar a los médicos a prescribir un tratamiento cada vez mas personalizado
(Moschini et al. 2016).

Los biomarcadores clasicamente estudiados han sido las proteinas, en especial
aquellas que participan en los mecanismos celulares con un claro papel en los procesos
de tumorigénesis, como son la proliferacion celular, la apoptosis, la supervivencia
celular, la motilidad y la reparacion de dafios en el ADN. Los estudios dirigidos a
evaluar el valor prondstico de estas proteinas se basan en el analisis de la expresion
proteica en el propio tejido celular. Las proteinas que intervienen en el control y
regulacién de la proliferacion celular han sido las primeras en asociarse con los
procesos de carcinogénesis. La pérdida de control de la proliferacion celular es el primer
paso de una compleja serie de cambios celulares que desembocan en la aparicion del
cancer. La proteina Ki-67, la cual se expresa en aquellas células en proceso de
expansion, es marcador no solo de la presencia tumoral, sino que también lo es de
tumores metastasicos en CaP (el indice de Ki-67 es mayor en tumores que en
hiperplasia benigna de prostata y a su vez es mayor en aquellos tumores con metastasis)
(Verma et al. 2015). Esta proteina es reconocida como un importante marcador de
metéstasis a distancia y de muerte relacionada con CaP (Khor et al. 2009; Fisher et al.
2013). En relacion a la proliferacion tumoral, también cabe destacar el factor de
crecimiento dependiente de insulina (insuline-like gorwth factor, IGF) en sus isoformas
| y I, asi como su receptor de membrana (IGF-1R). Algunos de los estudios realizados
hasta la fecha sugieren que niveles elevados de estas proteinas estan asociados con
mayor riesgo de padecer CaP (Pollak et al. 1998; Biernacka et al. 2012). Es de destacar,
que la relevancia de IGF en el desarrollo de CaP radica en su capacidad de activar la
traslocacion nuclear del receptor de andrégeno en ausencia de hormona androgénica
(Culig et al. 1995). El factor de crecimiento transformante-f (transforming growth
factor-f, TGF-B), interviene en varios procesos celulares tales como la formacion de
6rganos o la inmunomodulacién, asi como en la progresion del cancer. En condiciones
normales, TGF-p participa en el mantenimiento de la homeostasis celular; sin embargo,
cuando presenta desregulacion contribuye a la formacion tumoral (Barrack 1997). En
CaP, altos niveles de TGF-p esté relacionado con peor Gleason score, metastasis 0sea,
angiogénesis y prondstico clinico desfavorable (Wikstrom et al. 1998; Elliott and Blobe
2005). El receptor de membrana del factor de crecimiento epidérmico humano (human

epidermal growth factor receptor type 2, HER-2), es otra de las proteinas que
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intervienen en la proliferacion celular. Esta proteina ha sido muy estudiada en algunos
tipos tumorales y hoy representa un importante marcador biologico para la clasificacion
del cancer de mama, asi como una significativa diana terapéutica para el tratamiento de
diversos tipos tumorales (Yarden 2001; Sacco and Worden 2016). Los resultados sobre
el analisis de los niveles de HER-2 en CaP no son tan esclarecedores. Sin embargo,
existen estudios que relacionan este marcador con la progresién tumoral hacia una
enfermedad mas agresiva (Di Lorenzo et al. 2004). El factor de crecimiento del
endotelio vascular (vascular endotelial growth factor, VEGF) es una proteina implicada
en los procesos de angiogénesis, tanto normales como patoldgicos y por lo tanto, tiene
un papel relevante en el desarrollo tumoral. En CaP, asi como en otros tumores sélidos,

VEGF presenta una expresion superior a la de células normales (Wegiel et al. 2005).

En el desarrollo de celulas cancerigenas, el ADN sufre maltiples alteraciones y
mutaciones que confieren a las células una capacidad descontrolada de proliferacion. En
condiciones normales, las células disponen de mecanismos que les permiten reparar
estas lesiones del ADN. Algunas de las proteinas que participan en estos procesos de
reparacion han sido propuestas como posibles factores bioldgicos para la prediccion del
resultado clinico en CaP. La proteina p53 es una proteina reguladora, clave en varios
procesos celulares, la cual tiene por objetivo mantener la integridad celular, de modo
que si se produce un dafio en el ADN, p53 interviene en la activacion de los
mecanismos de reparacion del ADN. Si la lesion perdura, p53 favorece la apoptosis
celular, evitando la duplicacion de células aberrantes. La proteina p53 fue una de las
primeras cuya mutacion se asocio al desarrollo del cancer, siendo asi uno de los
primeros marcadores biologicos conocidos. No en vano, Levine et al. determinaron que
p53 aparece mutada en el 60% de los tumores humanos (Levine et al. 1991). En CaP no
es un marcador muy estudiado, sin embargo algunos resultados sugieren que p53 se
expresa por encima de lo normal en los tumores de prostata comparado con su expresion
en las enfermedades benignas, en las que dicha expresién no es significativamente

diferente a situaciones de normalidad (Verma et al. 2015).

Las proteinas Ku70 y Ku80 forman un complejo que interviene en el mecanismo
de reparacion no homélogo de las roturas de la doble cadena de ADN. Este complejo
reconoce los extremos libres que resultan de la rotura y se une a ellos para estimular el
inicio de la reparacién mediante la union de otras enzimas en la zona lesionada. En CaP,

la expresion de Ku70 mejora el valor predictivo del PSA al combinarla con el GS, de
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manera que en los pacientes con GS < 7 o niveles bajos de Ku70 tratados con
radioterapia y deprivacién androgénica no se observo recaida bioquimica (aumento de
los niveles de PSA) (Hasegawa et al. 2016).

La proteina Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) es otra proteina reguladora
que mantiene la integridad celular actuando de “llave” de distintos procesos celulares
tales como arresto del ciclo celular, apoptosis y reparacion del ADN. Es una proteina
ampliamente estudiada en su papel de marcador biol6gico de distintos tipos de
carcinomas; sin embargo, en CaP no existen muchos estudios en los que se evalle dicho
papel. En el estudio de Angele et al. se determiné que los niveles de ATM en las
muestras de CaP eran significativamente méas elevados que los de tejido normal (Angele
et al. 2004).

Otra proteina encargada de la regulacion de la integridad celular es la proteina
Ligasa 4 (LIG4), la cual se encarga de regular la replicacion, la recombinacion y la
reparacion del ADN. En CaP, los niveles de expresion de esta proteina son
significativamente mayores con respecto al epitelio de préstata normal (Grupp et al.
2015); también en este estudio se observa una relacion significativa entre la expresion

de LIG4 y recaida bioguimica temprana.

Un proceso celular clave en la malignizacion celular es la pérdida de control
sobre la apoptosis. Este mecanismo de muerte celular programada es un mecanismo de
regulacion sobre aquellas células que bien por senescencia, bien por aberraciones en su
material genético, o por cualquier otro motivo, se convierten en células inviables
incapaces de cumplir su funcion. En las células cancerigenas, el equilibrio que regula la
apoptosis se rompe, de modo que células con multitud de fallos en su ADN son capaces
de sobrevivir y proliferar sin ningn control. En el proceso de regulacion de la apoptosis
hay dos proteinas clave, la proteina B-cell limphoma 2 (Bcl-2) y sus proteinas
relacionadas (una familia de proteinas de hasta 25 miembros) y la proteina Bcl-2
associated X protein (BAX). Estas dos proteinas tienen funciones antagonistas en la
regulacion de la apoptosis y mantienen el equilibrio mediante sus niveles de expresion.
Bcl-2 es una proteina antiapoptotica (Korsmeyer 1992) que se expresa en aquellas
células que deben sobrevivir, como células precursoras o células del sistema nervioso,
descendiendo sus niveles de expresion en las células maduras. Por otro parte, BAX es

una proteina proapoptotica, de modo que cuando los niveles de BAX aumentan en el
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citoplasma, se induce la muerte celular (Oltvai et al. 1993). Tal y como explica Oltvai et
al., estas proteinas tienen la capacidad de formar homodimeros entre si y al mismo
tiempo unirse entre ellas formando heterodimeros Bcl-2/BAX. Cuando los niveles de
Bcl-2 son elevados, las moléculas de BAX son “secuestradas” formando heterodimeros,
hasta que por el exceso de Bcl-2 ésta comienza a unirse en homodimeros Bcl-2/Bcl-2,
los cuales inhiben la apoptosis. En determinadas circunstancias, los niveles de BAX se
ven incrementados (mediante la accion de p53 entre otras), de manera que el exceso de
moléculas de BAX comienza a formar homodimeros BAX/BAX, los cuales inducen la
apoptosis. La expresién de estas proteinas se ha relacionado con la aparicién de
neoplasia (Bagg and Cossman 1992; Hickman 2002). En CaP, la expresion de estas
proteinas se ha asociado significativamente con un incremento de la recaida en
pacientes tratados con radioterapia externa como tratamiento exclusivo (Pollack et al.
2003). El indice obtenido entre las expresiones de las dos proteinas, Bcl-2/BAX, se
relaciona de forma significativa con los tumores que no responden al tratamiento

radioterapico (Mackey et al. 1998).

Todos los marcadores anteriores y algunos mas han sido estudiados para
establecer su valor como factores predictivos, o bien de prondstico, del riesgo de
padecer CaP, asi como de los resultados clinicos o de la respuesta a un determinado
tratamiento de los pacientes. En el meta-anélisis de Zhao et al. se llegan a recoger 92
proteinas diferentes evaluadas como posibles biomarcadores de pronostico en diversos
estudios (Zhao et al. 2014).

1.3.4.3.- Plataformas de diagnostico

En los dltimos afios, el avance en las técnicas de protedmica y genémica ha
acelerado la comprension de la biologia del CaP, ademas de hacer mas accesible el uso
de estas tecnologias para el diagndstico de rutina en la practica clinica. En este contexto,
varias compafiias han desarrollado plataformas o paneles de diagnostico y pronostico,
las cuales incluyen el andlisis de una serie de proteinas o bien, de mutaciones o
variaciones genéticas que previamente han sido relacionadas con los procesos de
génesis tumoral del CaP (Cuzick et al. 2011). En la tabla 4, publicada por Gaudreau et
al. (Gaudreau et al. 2016), vienen recogidas las plataformas de diagnostico mas

relevantes.
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Tabla 4. Plataformas de diagnéstico del CaP. Modificada de Gaudreau et al. 2016

Biomarcador Descripcion Aplicaciones Muestra
Progensa, medicion Test de amplificacion de Decision de repetir una Orina
de prostate cancer acidos nucleicos de la biopsia en hombres > 50
antigen 3 (PCA3) concentracion de PCA3 y afos con > 1 biopsias
ARN de PSA en orina negativas
Prostarix Algoritmo  de regresion Decision de primera Orina
logistica de combinacién de biopsia o repetidas en
cuatro metabolitos de la pacientes con TR
orina: sarcosina, alanina, negativo y niveles de
glicina y glutamato PSA moderados
Promark Test protedmico de 8 Diferenciar tumores  Tejido
biomarcadores agresivos de los que no
lo son en biopsia
ConfirmMDx Test de metilacion multiple Decision de repetir una  Tejido
de ADN biopsia
Oncotype DX Medicion de expresion de 17  Individualizacion del  Tejido
genes relacionados con 4 tratamiento del CaP en
rutas moleculares diferentes  funcion de su agresividad
Prolaris Expresion de 46 genes para Individualizacion del  Tejido
dar un indice de progresion tratamiento del CaP en
del ciclo celular funcion de su agresividad
Decipher Test genémico de medicion Clasificacion de riesgo  Tejido

de 22 biomarcadores de

de metastasis en

ARN de mdltiples rutas pacientes con riesgo
bioldgicas intermedio/alto post-
cirugia

Abreviaturas: CaP, cancer de prostata; TR, tacto rectal.

El test Progensa (Hologic Inc.) consiste en un test de amplificacion de acidos
nucleicos que mide la concentracion de ARN del antigeno prostatico 3 (prostate cancer
antigen, PCA3) y de PSA en orina después de la realizacion de un tacto rectal. El fin de
este test es determinar la necesidad de realizar una segunda biopsia cuando la primera
ha sido negativa. Segun los resultados, la medicién de PCA3 mediante Progensa
(PCA3-mRNA/PSA-mRNA) CaP
considerablemente superior a la de los niveles de PSA en suero (Pepe and Aragona
2011).

tiene una capacidad de diagnostico de

El panel de diagndstico Prolaris, desarrollado por Myriad Genetics Inc., consiste
en un test de medicion de la expresion de ARN de 31 genes que participan en la
progresion del ciclo celular y 15 genes de referencia en muestras de tumor primario.
Este test clasifica a los pacientes con CaP localizado en funcion de la agresividad de su
enfermedad, junto con otros parametros clinicos como el GS o niveles de PSA
(Crawford et al. 2014). Este algoritmo fue primeramente elaborado en 2011 (Cuzick et
al. 2011), estableciéndose como el factor predictivo de recurrencia mas significativo

junto con los niveles de PSA. Desde esta fecha se han realizado varios estudios de
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validacion (Cooperberg et al. 2013; Freedland et al. 2013; Bishoff et al. 2014; Cuzick et
al. 2015).

El test OncotypeDX Genomic Prostate Score (GPS) (Genomic Health Inc.)
incluye 12 genes relacionados con la progresion del CaP (metabolismo de andrdgenos,
proliferacion, organizacion celular y respuesta del estroma) y 5 genes de referencia
(Knezevic et al. 2013). En el estudio de validacidn, este test permitia predecir el riesgo
de alto grado y/o confinamiento tumoral en el érgano en biopsias de tumores extraidos
mediante prostatectomia radical (Klein et al. 2014). Recientemente, el test GPS se ha
relacionado con patologia adversa en pacientes de riesgo muy bajo, bajo o intermedio
después de ser tratados con prostatectomia radical (Cullen et al. 2015).

El test Decipher PC, disefiado por GenomeDX Biosciences, mide 22
biomarcadores de ARN no codificante con el fin de clasificar en categorias segun el
riesgo de metastasis a los pacientes con riesgo intermedio/alto tras recibir
prostatectomia radical, (Badani et al. 2013). También el test Decipher se ha mostrado
como mejor factor predictivo de metastasis clinica temprana comparado con otros
marcadores genéticos, plataformas multi-gen y el resto de variables clinico-patologicas
(Erho et al. 2013).

La compafiia MDxHealth ha desarrollado la plataforma ConfirmMDx, la cual
determina ciertos marcadores epigenéticos de metilacion de algunos genes relacionados
con la proliferacion celular. El objetivo de este test es diferenciar entre los verdaderos
resultados negativos en biopsia de préstata de aquellos que pueden ocultar la presencia
de células cancerigenas (Trock et al. 2012). Con respecto a este test, se han llevado a
cabo algunos estudios de validacion; en el estudio DOCUMENT, este test se asocio de
forma independiente con la deteccion del CaP en una segunda biopsia tomada a los 13
meses (de media) de haber obtenido un resultado negativo inicial, mostrando un valor

predictivo de resultado negativo del 88% (Partin et al. 2014).

El test ProMark (Metamark Genetics Inc.) es una determinacion protedmica
compuesta de 8 biomarcadores medidos mediante un mecanismo cuantitativo
automatizado de inmunofluorescencia que se realiza en los casos de biopsia negativa
(Shipitsin et al. 2014). En los estudios de validacion, el test ProMark proporciond
informacion independiente acerca del sistema de estratificacion del riesgo (Blume-
Jensen et al. 2015).
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Por altimo, Metabolon Inc. ha desarrollado el indice Prostarix Risk Score con la
finalidad de facilitar la decision de realizar una biopsia (inicial o secundaria) en
pacientes con tacto rectal negativo y niveles medios de PSA. Este test permite distinguir
entre enfermedades benignas de préstata, CaP clinicamente localizado y metéstasis (Jain
et al. 2012; McDunn et al. 2013), para ello mide cuatro metabolitos en la orina
(sarcosina, alanina, glicerina y glutamato), los cuales son combinados para obtener un

algoritmo de regresion logistico.

Estas plataformas de diagnostico estan aprobadas en su mayoria por la
Asociacion estadounidense FDA, asi como incluidas en maltiples guias de practica
clinica de CaP. Su desarrollo se fundamenta en el hecho de que es bastante improbable
que un Unico biomarcador sea capaz de guiar las decisiones clinicas futuras. El uso de
plataformas de diagnostico requiere de un soporte estadistico complejo que obliga a un

disefio previo en ensayos clinicos o meta-analisis (Gaudreau et al. 2016).
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Pacientes y Métodos






2.- Pacientes y métodos

2.1.- Pacientes

En este estudio, se incluyeron un total de 601 pacientes diagnosticados con
cancer de prostata localizado no metastasico, de origen espafiol, con etnicidad
establecida hasta la segunda generacion parental. Las muestras de los pacientes
presentaron la siguiente distribucién geogréfica (Tabla 5): 91 de Andalucia (15.14%),
51 del Pais Vasco (8.48%), 238 de Canarias (39.61%) y 221 de Catalufia (36.77%). La
relacion de Instituciones participantes en el reclutamiento de pacientes y recogida de
muestras de sangre aparece descrita en la tabla 5. El estudio fue aprobado por el Comité
de Investigacion y Etica de cada uno de los hospitales participantes.

Tabla 5. Origen regional de los participantes en el estudio

Origen regional n (%) No. de hospitales
Andalucia 91 (15.14) 2
Pais Vasco 51  (8.48) 1
Canarias 238 (36.60) 1
Catalufia 221 (36.77) 4
Total 601  (100) 8

Para todos los pacientes incluidos en el estudio se recogieron los siguientes datos
clinicos: tamafio tumoral clinico (cT), niveles de antigeno prostatico especifico (PSA)
en suero al diagndstico y el Gleason score (D'Amico et al. 2000). El tamafio tumoral
clinico se evalu6 mediante tacto rectal (TR), seguido de ecografia transrectal (ET) e
imagen por resonancia magnética (RM). Los niveles de PSA en suero se determinaron
mediante quimioluminiscencia en un analizador Architect i2000 (Laboratorios Abbott,
IL, EEUU). El Gleason score fue determinado en biopsia por un patélogo. Los
individuos se clasificaron en tres grupos de riesgo de acuerdo con la clasificacién

D’Amico (D'Amico et al. 1998): riesgo bajo, intermedio y alto.

2.2.- Aislamiento y cuantificacion de ADN

Las Instituciones participantes fueron las encargadas de realizar las extracciones
de sangre de los pacientes con CaP. Todas las muestras se recogieron en tubos de

hemograma de 3 ml con EDTA-3K (Venosafe, Terumo Medical Corporation, Japén) y
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fueron enviadas al Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin para su analisis
genético. El ADN se aislo a partir de 380 ul de sangre mediante el sistema de
purificacion iPrep (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) con los Kits
especificos de extraccion de ADN genémico a partir de sangre iPrep™ PureLink™
(Invitrogen, por Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU). Una vez aislado, tanto la
concentracion de ADN de cada muestra como su calidad, se determinaron usando un
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EEUU).

2.3.- Criterios de seleccion de los SNPs

Los SNPs fueron seleccionados a partir del proyecto HapMap de datos
procedentes de individuos con ascendencia europea (CEU) (disponible en
www.hapmap.org). La determinacion del desequilibrio de ligamiento por pares
(pairwise linkage disequilibrium, LD) se realizo en el software Haploview version 4.2
(http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/programs/medical-and-
population-genetics/haploview/haploview) (Barrett et al. 2005). Esta estrategia se basa
en los bloques de haplotipos formados por los agrupamientos de SNPs (Gabriel et al.
2002). El proyecto HapMap permite la disponibilidad de una coleccion de SNPs
genotipados, asi como el software de analisis para facilitar la construccion de nuevos
haplotipos (International HapMap 2003). De esta forma, seleccionando un modesto
namero de SNPs en uno de los bloques es posible recuperar mas del 95% de la
heterocigosis presente en un locus. La herramienta Haploview permite seleccionar los
SNPs etiquetados basandose en los bloques de haplotipos identificados mediante los
datos de genotipos procedentes del proyecto HapMap. El valor de R? proporcionado por
Haploview fue mayor al 95% para todos los genes seleccionados en este estudio. Por
tanto, aunque el presente estudio es de tipo “gen candidato”, los SNPs incluidos en el
estudio fueron propuestos por Hapmap y Haploview, contribuyendo de esta forma a
disminuir el sesgo propio de una seleccion manual y dirigida de los polimorfismos en
base a lo establecido en la bibliografia. Ademas, seleccionando los SNPs de esta forma,
se proceden a estudiar SNPs menos conocidos y por tanto, se contribuye en mayor

medida al conocimiento cientifico.

2.4.- Genes y SNPs

La radioterapia basa su eficacia y efectividad en la produccién de lesiones en la

estructura del ADN. EIl genotipo que presenta cada individuo condiciona la capacidad
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de reparacion del ADN vy por lo tanto, la respuesta al dafio que sobre éste produce la
radiacion. Como consecuencia, la variabilidad genética entre individuos determina la
diferente susceptibilidad que presentan los pacientes a la radioterapia, asi como la
probabilidad de desarrollar efectos adversos tras el tratamiento. Por todo ello, SNPs
localizados en genes de reparacion del ADN (ya sea reparacion homologa o no
homdloga) se han asociado tradicionalmente con la toxicidad inducida por radiacién en
varios tipos tumorales. Por esta razdn, se estudiaron un total de 10 SNPs en 6 genes
diferentes que codifican para proteinas involucradas en la reparacion homobloga de
ADN: x-ray repair cross-complementing protein 1 (XRCC1) (Langsenlehner et al. 2011,
Mangoni et al. 2011), excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 2 (ERCC2) (Zhang et al. 2010), excision repair Ccross-
complementing rodent repair deficiency, complementation group 1 (ERCC1)
(Biggerstaff et al. 1993), ligasa IV (LIG4) (Damaraju et al. 2006), ataxia telangiectasia
mutada (ATM) (Tanteles et al. 2012), y proteina tumoral p53 (TP53) (Chang-Claude et
al. 2009). Ademas, se estudiaron un total de 22 SNPs localizados en 4 genes
relacionados con la reparacion no homologa de ADN: X-ray repair complementing
defective repair in Chinese hamster cell 6 (XRCC6) (Suga et al. 2008), X-ray repair
complementing defective repair in Chinese hamster cell 5 (XRCC5), major vault protein
(MVP) y poly (ADP-ribose) sintetase 1 (PARP1). La descripcion de todos estos

polimorfismos se recoge en las tablas 6a y 6b, respectivamente.

Dado que el CaP es un tumor hormono-dependiente, donde los andrdgenos
ejercen un papel primordial, es l6gico pensar que polimorfismos en genes relacionados
con el metabolismo de los androgenos pueden tener algin papel en la respuesta a los
tratamientos o en el comportamiento bioldgico de este tipo tumoral. En este sentido, se
estudiaron un total de 32 SNPs localizados en tres genes diferentes: citocromo P450
17A1 o esteroide 17-alfa monooxigenasa (CYP17A1) (Hamada et al. 2007), 5-alfa-
esteroide reductasa, polipéptido alfa 1 (SRD5A1) y polipéptido alfa 2 (SRD5A2)
(Aumuller et al. 1996). Las enzimas codificadas por estos genes forman parte de la ruta
metabolica de produccion de testosterona (T) (en el caso de CYP17) y de su conversion
a dihidrotestosterona (DHT). Las variaciones genéticas localizadas en estos genes
condicionan la respuesta prostatica a dichos andrégenos (Lindstrom et al. 2006). La

descripcion de todos estos polimorfismos se recoge en la tabla 6c¢.
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Tomadas en conjunto, se estudiaron un total de 64 variaciones genéticas.

Tabla 6a. Descripcion de los SNPs en genes de reparacion homéloga del ADN incluidos en el estudio y analizados con
OpenArray

Gen Simbolo ID Assay ID SNP Alelos Chr Posicion

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1

XRCC1 C__ 622564 10 rs25487 CIT 19913 44055726
C__ 622570_10 rs25489 CIT 19913 44056412
C_ 11463404 _10 rs1799782 AlG 19913 44057574
Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 2
ERCC2/XPD C__ 3145033_10 rs13181 GIT 19913 45854919
Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 1
ERCC1 C__ 2532959 1 rs11615 AIG 19913 45923653
Ligasa IV
LIG4 C__ 11427969 _20 rs1805388 AIG 13933 108863591
C__11427968_10 rs1805386 AIG 13933 108861913
Ataxia telangiectasia mutada
ATM C__33307908_10 rs17503908 GIT 11922 108215397
C__45273750_10 rs1800057 C/IG 11922 108143456

Proteina tumoral P53
P53 C__ 2403545 10 rs1042522 CIG 17p13 7579472

Abreviaturas: Chr, cromosoma; C, citosina; T, timina; A, adenina; G, guanina. Todos las sondas estan comercialmente
disponibles en Applied Biosystems (ver referencia en ID Assay).
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Tabla 6b. Descripcion de los SNPs en genes de reparacion no homologa del ADN incluidos en el
estudio y analizados con OpenArray

Gen Simbolo D Assay ID SNP Alelos  Chr  Posicion
X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 6
XRCC6 C__30443011_20 rs5751131 AIG 22 41629053
C_ 15872242 20  rs2267437 CIG 22 41620695
C__ 128361 10 rs11912946 CIT 22 41658157
AHQJH31 rs7291732 AIC 22 41642253
AHRSF99 rs881092 AIC 22 41653206
X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5
XRCC5 C__32572528_10 rs16855458 AIC 2 216146098
C__ 3231053_10 rs9288516 AT 2 216188541
C__ 8838367_1_ rs1051677 CIT 2 216205525
C__ 8838368_1_ rs1051685 AlG 2 216205653
Poly (ADP-ribose) polymerase 1
PARP1 C__ 9632806_10 rs8679 AIG 1 226360853
C__32303980_10 rs3219123 AlG 1 226367647
C__11639250_10 rs1805410 CIT 1 226380964
C__32303938_10 rs3219062 GIT 1 226383047
C__ 11639249 1 rs1805414 G/A 1 226385663
C__11639199_10 rs1805404 AlG 1 226402257
C__27478754_10 rs3219027 AlG 1 226402712
Major vault protein
MVP C__ 2851907_10 rs9923649 G/A 16 29820817
C__30952394_10 rs12149514 AIG 16 29820296
C__ 2851919 20 rs4788186 G/A 16 29829904
C__ 2851933_20 rs3815824 TIC 16 29841539
C__25599707_10 rs35916172 G/A 16 29844761
C__27480544_10 rs3764944 G/A 16 29844810

Abreviaturas: Chr, cromosoma; C, citosina; T, timina; A, adenina; G, guanina. Todos las sondas
estan comercialmente disponibles en Applied Biosystems (ver referencia en ID Assay), excepto para
los SNPs rs7291732 y rs881092, que fueron especificamente disefiados para este estudio.
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Tabla 6¢. Descripcion de los SNPs en genes relacionados con el metabolismo de andrégenos incluidos en el estudio y
analizados con OpenArray

Gen Simbolo ID Assay ID SNP Alelos Chr Posicion

Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 1

SRD5A1 C__ 2935721_10 rs166050 AIG 5p13 6643847
C__ 7569675_10 rs501999 CIT 5p13 6635601
C__9766953_10 rs518673 AIG 5p13 6629930
C__ 2935715_10 rs3822430 AIG 5p13 6651970
C__ 820231_20 rs500182 GIT 5p13 6635799
C__1238034_20 rs8192120 AIC 5p13 6632320
C__27891058_10 rs4702378 CIT 5p13 6643874
AHS1EGH* rs1691053 AIG 5p13 6677165
C__ 7569805_10 rs39848 CIT 5p13 6669762
C_ 29424231 10 rs3797179 AIG 5p13 6666922

Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 2

SRD5A2 C__ 2791128 10 rs2208532 AIG 2p13 31788989
C__ 345976_10 rs12470143 CIT 2p13 31763558
C__15876107_20 rs2281546 GIT 2p13 31757024
C__ 2791143 10 rs3754838 TIC 2p13 31808300
C__30116919_10 rs4952222 AIC 2p13 31799863
C__ 2791134 10 rs7562326 CIT 2p13 31798765
C__15755333_10 rs2300702 C/IG 2p13 31788018
AHUACMP* rs4952197 AIG 2p13 31767131
C__ 2362605_10 rs676033 CIT 2p13 31808970
C__ 2362601_10 rs523349 C/IG 2p13 31805706
C__ 2486459_10 rs9332975 CIT 2p13 31750417
C__11160708_10 rs7594951 CIT 2p13 31791793

Cytochrome P450 17A1

CYP17A1 C__11201601_10 rs3781287 GIT 10p10 104595420
C__11201597_10 rs1004467 AIG 10p10 104594507
C__ 2852784_30 rs743572 AIG 10p10 104597152
C__ 3284585_10 rs10883782 AIG 10p10 104583932
C__ 3284587_10 rs619824 AIC 10p10 104581288
C__15807798_10 rs2486758 CIT 10p10 104597480
C__ 25597854 10 rs17115100 GIT 10p10 104591393
C__11201596_10 rs4919686 AIC 10p10 104592249
C__ 3284577_10 rs10786712 CIT 10p10 104596396
C_ 12119916 _1_ rs6163 AIC 10p10 104596924

Abreviaturas: Chr, cromosoma; C, citosina; T, timina; A, adenina; G, guanina. Todos las sondas estdn comercialmente
disponibles en Applied Biosystems (ver referencia en ID Assay), excepto para los SNPs rs1691053 y rs4952197, que
fueron especificamente disefiados para este estudio.
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2.5.- Genotipado

El genotipado de SNPs se realizd con un termociclador Biotrove OpenArray®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Las muestras de ADN utilizadas para el
genotipado con OpenArray (OA) se encontraban dentro del rango de calidad de 1.5 —
2.2 para los ratios de absorbancia A260/280 y A260/230. Previamente al proceso de
genotipado, todas las muestras se diluyeron a una concentracion de ADN de 50 ng/pul tal
y como especifican las recomendaciones del fabricante. Asi mismo, en cada array se
incorporé un control libre de ADN (con la denominacion de non-template control,
NTC) consistente en agua doblemente destilada y libre de ADNasas. Una vez mezclado
el ADN con la master mix, se transfirieron las muestras a los arrays mediante un
cargador automatico. Posteriormente y de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante, estos se introdujeron en el casete con liquido de inmersién y fueron sellados
con pegamento para evitar la evaporacion de la muestra. Los ensayos multiples de
TagMan se llevaron a cabo en un sistema Dual Flat Block (384-well) GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) con el siguiente ciclo de
PCR: paso inicial a 93°C durante 10 minutos, seguido de 50 ciclos de 45 segundos a
95°C, 13 segundos a 94°C y 2 minutos y 14 segundos a 53°C; para terminar, un paso

final durante 2 minutos a 25°C y el proceso de holding a 4°C.

Los resultados de fluorescencia se midieron utilizando el software OpenArray®
SNP Genotyping Analysis version 1.0.5 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU).
El andlisis del genotipado se realizé con el software TagMan Genotyper version 1.0.1
(disponible  en:  http://www.lifetechnologies.com/es/en/home/global/forms/tagman-
genotyper-software-download-reg.html). Para este andlisis se empled el método
autocalling como método de determinacion. Como valor de calidad de los datos de
genotipado se seleccion6 un umbral de 0.95 de determinacion. Los analisis de
genotipado se realizaron de forma separada para cada poblacion y de forma automatica

sin ninguna asignacién manual de genotipo (Figura 9).
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Figura 9, diagramas de dispersion del genotipado del SNP rs1042522 en las poblaciones de
Andalucia (A), Pais Vasco (B), Canarias (C) y Catalufia (D), mediante el ciclador Biotrove OpenArray®
NT. Cada grafica representa un diagrama de dispersion de uno de los alelos (sonda FAM) y el otro alelo
(sonda VIC). Las muestras homocigotas aparecen en color azul o rojo; los heterocigotos emiten
fluorescencia de ambas sondas y aparecen representadas en verde. Las muestras NTC aparecen en forma
de cuadrados azul claro y representan la fluorescencia base de aquellas muestras que no poseen ADN para
amplificar. Las muestras “no determinadas” aparecen como puntos negros y las “no amplificadas” como
puntos naranjas. Estos diagramas de dispersion se obtuvieron mediante el software TagMan Genotyper

software version 1.0.1.

2.6.- Analisis estadisticos

Las frecuencias genotipicas y alélicas se determinaron utilizando el entorno de
web SNPator (SNP Analysis to Results, del Centro Nacional de Genotipado Espafiol y
del Instituto Nacional de Bioinformatica) (Morcillo-Suarez et al. 2008). El exceso
relativo de heterocigosis fue determinado con el fin de comprobar las compatibilidades
de las frecuencias genotipicas con el equilibrio de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg
equilibrium, HWE). De este modo, los valores de p para el test standard exact HWE
lack of fit se calcularon utilizando SNPator. Las comparaciones de las frecuencias
genotipicas y alélicas entre las poblaciones, asi como los analisis de haplotipos, también

se realizaron con ese entorno de web.

El analisis de componentes principales (principal component analysis, PCA) se
realizd con las aplicaciones Clases y Métodos de SnpMatrix y XSnpMatrix (Clayton

2012) implementados como paquete de R y disponible en Bioconductor (version 2.11;
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http://bioconductor.org). Este analisis consiste en transformar un grupo de variables
originales en otro grupo de variables -los componentes principales- obtenidos como una
combinacion lineal de los primeros. Las nuevas variables contienen toda la informacion,
pero la mayoria de los componentes principales presentan una variabilidad tan pequefia
que pueden ser ignoradas. De esta manera, pocos componentes (generalmente 3 o
menos) pueden representar y explicar razonadamente bien el grupo de objetos de la
muestra sin perder informacion significativa. Los PCA reducen la complejidad de los
datos y permiten la representacion gréfica de las variables.

Se llevaron a cabo la construccion de agrupamientos jerarquicos no supervisados
(Eisen et al. 1998) de los SNPs de cada poblacién, para lo cual se uso el programa
MultiExperiment Viewer version 4.9 (disponible en www.tigr.org). Los clisteres o
agrupamientos se realizaron utilizando la distancia de correlacion Euclidiana. Para
obtener los clusteres de forma satisfactoria, los homocigotos salvajes se codificaron

como -1, los heterocigotos como 0 y los homocigotos mutados como 1.

Los analisis estadisticos adicionales se llevaron a cabo con el programa PAWS
Statistics 15 (IBM Corporation, Armonk, NY, EEUU).

51



52



Hipotesis






3.- Hipotesis

1. La homogeneidad genotipica de una poblacion es un factor clave a la hora de
hacer estudios de asociacién genética y de respuesta a tratamientos farmacoldgicos.
Comprobar este hecho daria garantias de fiabilidad en los subsecuentes estudios

realizados.

2. La presencia de determinadas variaciones genéticas relacionadas con los
procesos de reparacion del dafio al ADN (tanto en los mecanismos de reparacion
homdloga como no homdloga) podrian condicionar el comportamiento bioldgico del
cancer de prostata en términos de agresividad y progresion.

3. La presencia de determinadas variaciones genéticas relacionadas con genes
involucrados en el metabolismo de los androgenos podrian condicionar el
comportamiento bioldgico del cancer de prostata en términos de agresividad vy

progresion.
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4.- Objetivos

1. Comprobar la homogeneidad de la distribucion alélica y genotipica de genes
relacionados con la reparacion del dafio al ADN y genes involucrados en el
metabolismo de andrégenos en una serie de pacientes espafioles con cancer de préstata,
para conocer asi el comportamiento genotipico de los polimorfismos incluidos en el

estudio.

2. Valorar si la presencia de polimorfismos de nucledtido simple en genes
relacionados con la reparacibn homdloga del dafio al ADN condicionan el

comportamiento clinico del cancer de prostata.

3. Valorar si la presencia de polimorfismos de nucledtido simple en genes
relacionados con la reparacion no homodloga del dafio al ADN condicionan el

comportamiento clinico del cancer de prostata.

4. Valorar si la presencia de polimorfismos de nucledtido simple en genes
relacionados con el metabolismo de androgenos condicionan el comportamiento clinico

del cancer de prostata.
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Capitulo I






5.- Capitulo I: La heterogeneidad
en la distribucion de polimorfismos
entre poblaciones del mismo origen
étnico como factor de confusion en
estudios de asociacion genética

5.1.- Introduccion

Los polimorfismos genéticos son variantes del genoma que se caracterizan por
aparecer como mutaciones en algunos individuos, tener la facultad de ser transmitidos a
la descendencia (son heredables) y, tras varias generaciones, adquirir cierta frecuencia
dentro de la poblacion (al menos el 1%). Los polimorfismos son la base de la evolucion;
algunos polimorfismos pueden estar silenciados, pero los que no lo estan pueden
conferir beneficios al individuo que los porta o por el contrario, pueden estar
involucrados en el desarrollo de enfermedades (Guttmacher and Collins 2002). Los
polimorfismos mas frecuentes son los polimorfismos de nucledtido simple (single
nucleotide polimorphysms, SNPs). La distribucion genotipica de una poblacion viene
determinada por su origen étnico y es diferente a la de poblaciones con un origen étnico
distinto. Sin embargo, las diferencias de distribucién genotipica observadas dentro de
las poblaciones de una misma etnia sugieren que este no es un factor suficiente para
asegurar la homogeneidad de una muestra. En este sentido, se han descrito varios ejes
de estratificacion significativos en la distribucion genotipica de la poblacion europea, el
principal sigue una tendencia norte-sur-este, pero también se ha determinado una
tendencia a lo largo del eje este-oeste (Bauchet et al. 2007). En el caso de Espafia,
aungue la poblacion que habita en la peninsula ibérica muestra una sustancial
homogeneidad genética (Laayouni et al. 2010), existen resultados que sugieren que la
influencia de las poblacion del noroeste de Africa en algunas poblaciones espafioles
produce ciertas diferencias que pueden incrementar el riesgo de falsos positivos en los

estudios de epidemiologia genética (Pino-Yanes et al. 2011).

La radioterapia (RT) es un tratamiento eficiente que se ofrece a pacientes con

cancer de proéstata localizado como una alternativa viable a la cirugia (Bracarda et al.
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2005). Aunque ambos tratamiento muestran resultados comparables en términos de
supervivencia (Kupelian et al. 2004), las principales diferencias entre ambas terapias
estan relacionadas con los efectos adversos que producen cada una de ellas. El control
tumoral mediante RT requiere el uso de dosis méaximas que son liberadas manteniendo
un riesgo tolerable de toxicidad en el tejido sano no tumoral circundante, siendo la
toxicidad clinica el principal factor limitante de la eficacia del tratamiento radioterapico
(Johansson et al. 2000). El papel de la genética en la respuesta del tejido sano a la RT es
un hecho aceptado por la comunidad cientifica y podria contribuir a explicar la gran
variacion de toxicidad del tejido sano que experimentan los pacientes tratados con esta
técnica, incluso cuando se administran dosis y esquemas de tratamiento similares
(Bentzen and Overgaard 1994). La radiacion causa la pérdida de estructura y
funcionalidad de la mayoria de moléculas bioldgicas, incluido el ADN. La capacidad de
reparacion del ADN engloba una variedad de mecanismos tal y como se ha descrito
anteriormente (reparacion por escision de nucleotido o base, recombinacion homdloga,
union no homologa de extremos y reparacion por desapareamiento), y que condicionan
en cada individuo de forma particular la respuesta del tejido tumoral y del tejido sano a
la radiacion (Henriquez-Hernandez et al. 2012). Debido a ello, los estudios de tipo “gen
candidato” se han centrado en aquellos genes involucrados principalmente en el
reconocimiento y la reparacion del dafio en el ADN (como los genes ATM, XRCC, XPD,
ERCC, LIG4 y TP53, entre otros), asi como genes relacionados con la expulsion y

eliminacion de radicales libres (SOD2) o la respuesta anti-inflamatoria (TGFB1).

La asociacion entre los SNPs y la toxicidad inducida por radiacion se ha
estudiado extensamente (West and Barnett 2011) y en este contexto se han formado
numerosos consorcios con el fin de identificar las variaciones genéticas que se
relacionan cominmente con el desarrollo de toxicidad inducida por radiacién (West et
al. 2010). Aunque prometedores, los resultados hasta ahora obtenidos fallan en la fase
de validacion (Barnett et al. 2012) y hoy por hoy, el desarrollo de una firma de SNPs
que determine la prediccion de la toxicidad es todavia un objetivo lejano. Esta falta de
resultados validados puede ser explicada por diferentes razones: presencia de factores
de confusidn, un tamafio muestral insuficiente, falta de consenso en la metodologia
empleada para determinar el genotipo, diferencias en la estadistica o diferencias en los

métodos de valoracién de la toxicidad inducida por RT (West et al. 2012); de estas
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razones, la heterogeneidad de la poblacién estudiada es un factor cuyo efecto ha sido

habitualmente infravalorado.

Con todas estas presunciones en mente, hemos disefiado un estudio con el
objetivo de evaluar la distribucion genotipica de 10 SNPs localizados en 6 genes
diferentes involucrados en la reparacion de ADN y que se asocian clasicamente con la
toxicidad inducida por radiacion. El estudio se ha realizado en una amplia serie de
pacientes de cancer de préstata espafioles, tal y como se ha descrito en la seccién de
“Pacientes y Métodos” de esta Tesis Doctoral, para determinar la homogeneidad de la
poblacién y revelar potenciales factores de confusion que hayan podido ser
subestimados en los estudios de asociacion entre los SNPs y la toxicidad inducida por

radiacion.

5.2.- Resultados

Todas las muestras genotipadas en este estudio cumplian con los criterios de
calidad expuestos en el apartado “Pacientes y Métodos” y todas ellas fueron genotipadas
con el mismo lote de material y en el mismo momento. Se genotiparon un total de 601
muestras para 10 SNPs. De las 6010 posibles determinaciones, el 94.36% fueron
genotipadas exitosamente. Los niveles de determinacion para los SNPs considerados
fueron (mediana (rango)): 79.5% (68.1 — 91.2%) para la poblacién de Andalucia, 100%
(80.4 — 100%) para la poblacion del Pais Vasco, 97.7% (94.5 — 99.2%) para la
poblacion de Canarias y 97.9% (83.3 — 99.1%) para la poblacion de Catalufia.

Las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas tras el analisis aparecen
recogidas en la tabla 7. Se encontr6 que, en total, 4 SNPs de dos poblaciones diferentes
presentaban desviacion del HWE, indicando un exceso relativo de heterocigosis para
esos SNPs: rs25487 (XRCC1) en sujetos de Catalufia y rs13181 (ERCC2), rs11615
(ERCC1) y rs180057 (ATM) en sujetos de Andalucia (Tabla 7). La distribucion
genotipica fue diferente entre las poblaciones de estudio para 4 de los 10 SNPs:
rs25487, rs13181, rs11615 y rs1805386 (LIG4) (test de »*, Tabla 7), lo que muestra una
distribucién diferencial de genotipos entre las distintas poblaciones para esos SNPs

concretos.

Se realizd un analisis jerarquico no supervisado con el fin de visualizar dichas
diferencias de distribucion genotipica entre las cuatro poblaciones en estudio. Tal y

como se muestra en la figura 10, los polimorfismos quedan distribuidos en dos cldsteres
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principales, cada uno de ellos con un nimero y una identidad de SNPs diferente,
sugiriendo cierto grado de heterogeneidad entre las poblaciones. Ademas de lo anterior,
se utilizo la herramienta de entorno de web SNPator para comparar las poblaciones de
forma individualizada, una frente a otra. Las diferencias en las distribuciones
genotipicas se encontraron principalmente entre la poblacion de Andalucia y el resto de
poblaciones (test de 4%, Tabla 8). Més atn, las mayores diferencias se encontraron entre
las poblaciones de Andalucia y Catalufia, que presentaron 3 SNPs (rs25487, rs13181 y
rs11615) distribuidos diferencialmente entre los pacientes de CaP de ambas
poblaciones.

Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos incluidos en el estudio. Se incluyen las
diferencias significativas entre las poblaciones, asi como la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE).

% Determinacion Genotipos HWE Alelos

XRCC1

rs25487 cC CT TT C T
Andalucia 0.79 0.49 0.34 0.18 ns 0.65 0.35
Pais Vasco 0.80 0.44 0.51 0.05 ns 0.70 0.30
Canarias 0.95 0.48 0.41 0.11 ns 0.68 0.32
Cataluia 0.83 0.36 0.55 0.09 i 0.63 0.37

p value 0.012

rs25489 CcC CT TT C T
Andalucia 0.91 0.81 0.19 0.00 ns 0.90 0.10
Pais Vasco 1.00 0.86 0.14 0.00 ns 0.93 0.07
Canarias 0.97 0.87 0.13 0.00 ns 0.93 0.07
Cataluna 0.98 0.90 0.09 0.01 ns 0.95 0.05

p value 0.178

rs1799782 AA AG GG A G
Andalucia 0.85 0.00 0.09 0.91 ns 0.05 0.95
Pais Vasco 1.00 0.00 0.08 0.92 ns 0.04 0.96
Canarias 0.99 0.01 0.12 0.87 ns 0.07 0.93
Cataluna 0.98 0.01 0.11 0.88 ns 0.06 0.94

p value 0.936

ERCC2

rs13181 GG GT TT G T
Andalucia 0.74 0.19 0.15 0.66 e 0.27 0.73
Pais Vasco 1.00 0.06 0.37 0.57 ns 0.25 0.75
Canarias 0.98 0.11 0.45 0.44 ns 0.33 0.67
Cataluna 0.97 0.09 0.53 0.38 ns 0.35 0.65

p value 0.0001

ERCC1

rs11615 AA AG GG A G
Andalucia 0.70 0.58 0.20 0.22 e 0.68 0.32
Pais Vasco 1.00 0.43 0.43 0.14 ns 0.65 0.35
Canarias 0.98 0.43 0.41 0.16 ns 0.63 0.37
Cataluna 0.99 0.32 0.52 0.16 ns 0.58 0.42

p value 0.001

LIG4

rs1805388 AA AG GG A G
Andalucia 0.74 0.06 0.12 0.82 ns 0.12 0.88
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Pais Vasco 0.98 0.04 0.38 0.58 ns 0.23 0.77

Canarias 0.99 0.03 0.25 0.72 ns 0.15 0.85
Catalufia 0.99 0.05 0.22 0.73 ns 0.16 0.84

p value 0.051

rs1805386 AA AG GG A G
Andalucia 0.85 0.78 0.16 0.06 ns 0.85 0.15
Pais Vasco 0.98 0.84 0.16 0.00 ns 0.92 0.08
Canarias 0.96 0.73 0.25 0.02 ns 0.85 0.15
Catalufia 0.98 0.66 0.28 0.06 ns 0.80 0.20

p value 0.029

ATM

rs17503908 GG GT TT G T
Andalucia 0.81 0.03 0.08 0.89 ns 0.07 0.93
Pais Vasco 0.98 0.00 0.20 0.80 ns 0.10 0.90
Canarias 0.99 0.01 0.20 0.79 ns 0.10 0.90
Cataluiia 0.98 0.01 0.17 0.82 ns 0.09 0.91

p value 0.088

rs1800057 CcC CG GG C G
Andalucia 0.80 1.00 0.00 0.00 * 1.00 0.00
Pais Vasco 1.00 0.94 0.06 0.00 ns 0.97 0.03
Canarias 0.97 0.95 0.04 0.01 ns 0.97 0.03
Cataluia 0.99 0.92 0.08 0.00 ns 0.96 0.04

p value 0.186

TP53

rs1042522 CcC CG GG C G
Andalucia 0.68 0.63 0.26 0.11 ns 0.76 0.24
Pais Vasco 1.00 0.41 0.49 0.10 ns 0.66 0.34
Canarias 0.97 0.61 0.32 0.07 ns 0.77 0.23
Cataluia 0.98 0.60 0.35 0.05 ns 0.78 0.22

p value 0.059

Abreviaturas: ns, no significativo. Las diferencias de distribucién se llevaron a cabo mediante el test
estadistico de x°. Las poblaciones y SNPs desviadas del HWE estan marcadas con un asterisco (*) (p <
0.01).

Tabla 8. Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas entre las
poblaciones en estudio. Se incluyen solo los SNPs diferencialmente distribuidos

Poblaciones  Frecuencia alélica Frecuencia genotipica

Can vs. And - rs13181

Can vs. Vasc - -

Can vs. Cat - -

And vs. Vasc - rs1805388
rs13181

And vs. Cat - rs25487
rs13181
rs11615

Vasc vs. Cat rs1805386 -

Abreviaturas: Can, Canarias; And, Andalucia; Vasc, Pais Vasco; Cat, Catalufia.
Los andlisis se realizaron incluyendo las tres variables genotipicas. Las diferencias
fueron significativas cuando p < 0.01.
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Figura 10, non-supervised hierarchical clustering de los distintos SNPs en pacientes de CaP de las
poblaciones de Andalucia (A), Pais Vasco (B), Canarias (C) y Catalufia (D). Los clUsteres fueron
realizados utilizando la correlacion de distancia Euclidiana y el ligamiento medio y fueron procesados
con el programa MultiExperiment Viewer (http://www.tigr.org). Los dendogramas muestran los clusteres
de los SNPs. A ellos se ha unido el simbolo del gen para identificar cada SNP. Las lineas azules debajo de
cada panel muestran los dos cllsteres principales generados.

Para identificar las diferencias globales entre las poblaciones, se llevé a cabo un
analisis de componentes principales (PCA). Los componentes 1 y 2 fueron los
responsables del 15.3% y del 14.3% de la diferencia entre poblaciones, respectivamente.
En la representacion gréafica conjunta de dichos componentes no se apreciaba
discriminacion de las poblaciones entre si (Figura 11A). Sin embargo, cuando los
componentes se analizaron por separado, el primero fue capaz de distinguir entre las
poblaciones de Andalucia y Catalufia (Figura 11B), corroborando los resultados
observados en la t abla 8 y mostrando diferencias claras en las distribuciones de

genotipos entre las poblaciones analizadas.
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Figura 11, diagrama de representacién de los dos componentes principales obtenidos del analisis de las
poblaciones (A) y diagrama de cajas del componente principal 1 entre las diferentes poblaciones (B).
Simbolos en el diagrama A: ° (hegro), Andalucia; A (rojo), Pais Vasco; x (azul), Canarias y + (verde),

Catalufia. Abreviaturas en el diagrama B: And, Andalucia; Vasc, Pais Vasco; Can, Canarias y Cat,
Catalufa.

Por ultimo, el analisis de haplotipos se llevé a cabo con la herramienta de
entorno de web SNPator. Tal como se muestra en la tabla 9, se encontr6 que los
haplotipos mas frecuente en cada poblacion eran diferentes para cada una de ellas. Para
los SNPs del cromosoma 11 (donde esta codificado el gen ATM), el haplotipo GG se
encontraba ausente en la poblacién de Andalucia. Para los SNPs del cromosoma 13
(donde esta codificado el gen LIG4), los haplotipos GG y AA mostraron una
distribucién diferente en las distintas poblaciones. En el caso de los SNPs del
cromosoma 19 (donde estan codificados los genes XRCC1, ERCC2 y ERCC1), el
haplotipo CCGGG estaba presente solo en los pacientes de CaP de las poblaciones de
Catalufia y Canarias, mientras que el haplotipo CCGTG solo aparecio en los pacientes
de Andalucia y Pais Vasco. El hecho de que los haplotipos méas frecuentes sean los
mismos en todas las poblaciones sugiere un elevado grado de similitud entre los

individuos de la misma etnia, algo por otra parte esperable.

69



Tabla 9. Andlisis de los tres haplotipos més frecuentes (%) en los cromosomas 11 (gen ATM), 13 (gen
LIG4) y 19 (genes XRCC1, ERCC2 y ERCC1) entre las poblaciones estudiadas

Haplotipo/chrll Andalucia  fr Pais Vasco fr Canarias fr  Catalufia  fr
Hap 1 CT 93.18 CT 89.82 CT 89.15 CT 91.27
Hap 2 CG 6.80 CG 7.24 CG 8.23 CG 4.87
Hap 3 GT 0.02 GG 2.74 GG 2.39 GG 3.86

Haplotipo/chrl3
Hap 1 AG 76.08 AG 69.81 AG 70.17 AG 64.14
Hap 2 GG 11.89 AA 22.27 AA 15.22 GG 19.60
Hap 3 AA 10.53 GG 7.11 GG 14.49 AA 16.23

Haplotipo/chrl9
Hap 1 CCGTA 3252 CCGTA 31.19 CCGTA 27.37 CCGTA 26.11
Hap 2 TCGTA 1486 CCGTG 1481 TCGTA 17.03 TCGTA 1431
Hap 3 CCGTG 1137 TCGTA 1429 CCGGG 1232 CCGGG 12.37

Abreviaturas: chr, cromosoma; fr, frecuencia; Hap, haplotipo. Los haplotipos en el cromosoma 11 estan
formados por el locus rs1800057 y rs17503908, respectivamente; los haplotipos en el cromosoma 13
estan formados por el locus rs1805386 y rs1805388, respectivamente; los haplotipos en el cromosoma 19
estan formados por el locus rs25487, rs25489, rs1799782, rs13181 y rs11615, respectivamente.

5.3.- Discusion

La radiogendmica es el estudio de la variabilidad genética, principalmente de los
polimorfismos de nucledtido simple (SNPs), en relacion con el desarrollo de toxicidad
inducida por los tratamientos radioterapicos. Estos estudios van dirigidos
principalmente a la busqueda de un test capaz de predecir qué pacientes de cancer tienen
mayor probabilidad de desarrollar efectos adversos tras la administracion de
radioterapia (RT) (Henriquez-Hernandez et al. 2012). La prediccion de la toxicidad en
tejido normal permitiria ajustar la dosis de radiacion para cada paciente de forma
individual, con el fin de evitar estos efectos adversos, poniendo especial interés en
aquellos casos de pacientes con CaP en los que altos niveles de radiacion estan
asociados con un mejor resultado del control bioquimico y una reduccion de la
metéastasis a distancia (Zelefsky et al. 2011). El papel que desempefia la variabilidad
genética en el desarrollo de la toxicidad inducida por radiacion ya ha sido probado
(Andreassen and Alsner 2009). En este aspecto, la gran variabilidad interindividual
observada entre los distintos casos parece estar explicada en parte por la genética, ya
que esta variabilidad llega a producirse entre pacientes con caracteristicas clinicas muy
similares y tratados con los mismos esquemas de tratamiento (Buchholz 1999). Existe
bastante bibliografia que hace referencia al papel predictivo de algunos SNPs concretos

con respecto a la toxicidad del tejido normal, sin embargo, los estudios de validacion no
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han corroborado dichos resultados, poniendo en cuestién la utilidad de los SNPs como
herramienta predictiva de la toxicidad inducida por radiacion (Barnett et al. 2012).

En una poblacidn, la asociacion estadistica que pudiera existir entre el genotipo
de un locus determinado y la aparicion de un rasgo binario concreto (como seria el caso
de ausencia/presencia de toxicidad inducida por radiacion) puede mostrarse de tres
maneras (Clayton 2001): i) el locus puede estar relacionado con el rasgo de forma
causal (la presencia de diferentes alelos conlleva diferente riesgo de presentar
toxicidad), ii) el locus puede no ser la causa por si mismo, pero podria estar
suficientemente cerca de un locus que si sea causal, estando en desequilibrio de
ligamiento con él, o iii) la relacion observada puede ser el efecto de una estratificacion o
una mezcla de la poblacion. Esta Gltima relacion puede actuar como factor de confusion,
creando asociaciones aun en ausencia de una union causal real o bien encubrir dicha
relacion de causalidad. Es por ello que, con el fin de excluir falsas asociaciones, es
imprescindible llevar a cabo un disefio y/o analisis experimental adecuado, teniendo en
cuenta para ello que los sesgos que resultan de errores sistematicos (como sesgos en la
seleccion de los pacientes o en los resultados de las mediciones) persisten conforme
aumente el tamafio de la muestra. Algunas de las causas que podrian suponer la
inclusion de este tipo de errores sistematicos serian: i) la presencia de varios grupos
étnicos en la poblacion estudiada, ii) variaciones entre los grupos respecto a las
diferencias alélicas del locus en estudio y iii) diferencias en la frecuencia de la
enfermedad entre dichos grupos por razones que no estén relacionadas con el locus de
interés. En relacion con lo anterior, se sabe que la etnicidad es uno de los factores que

influye en la aplicabilidad de la farmacogenética (Sai and Saito 2011).

Todas las poblaciones incluidas en este estudio son consideradas como
caucasicas. Sin embargo, la historia natural de algunas de las poblaciones, como la
poblacion de Canarias o la del Pais VVasco, son consideradas genéticamente diferentes.
Mientras que la poblacion canaria estd influenciada por la migracion de Africa
Noroccidental y la colonizacion europea (Rando et al. 1999), la poblacién vasca tiene
un origen muy distinto (Calafell and Bertranpetit 1994). No obstante, en una
publicacion reciente se genotiparon 120 SNPs de 30 individuos procedentes de 10
poblaciones diferentes de Espafia (la poblacion canaria no estaba incluida en este
estudio), concluyendo que las poblaciones estudiadas eran genotipicamente similares

(Laayouni et al. 2010). Sin embargo, ninguno de los SNPs considerados en el presente
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estudio estaba incluido en el articulo resefiado. Nuestros resultados indican que la
distribucion genotipica de 4 SNPs fue diferente entre las poblaciones de Andalucia, Pais
Vasco, Canarias y Cataluiia. Estos resultados se compararon con la cohorte de pacientes
de cancer de prostata mas grande analizada en Espafia (Fachal et al. 2012), con un total
de 698 pacientes de CaP procedentes de Galicia analizados para 14 SNPs localizados en
los genes ataxia telangiectasia mutada (ATM), excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency, complementation group 2 (ERCC?2), ligasa 1V (LIG4), MutL
protein homolog 2 (MLH2) y x-ray repair cross-complementing protein 3 (XRCC3).
Tres de los SNPs analizados también se incluyeron en este estudio: rs1805388 (LIG4),
rs1805386 (LIG4) y rs1800057 (ATM). La distribucion genotipica de los SNPs
rs1805388 y rs1805386 fue significativamente diferente entre la poblacion gallega y las
poblaciones incluidas en nuestro estudio (test de ¥°, p = 0.001 y p = 0.007,
respectivamente). Esto pone de manifiesto la variabilidad genética para determinados
SNPs que pueden presentar poblaciones de la misma etnia procedentes del mismo pais.
De acuerdo con nuestros resultados, la poblacion de Andalucia es la que presenta
mayores diferencias en la distribucion genotipica de algunos SNPs, mostrando las
mayores disparidades con la poblacién de Catalufia (resultados observados con el test de
v’ y el PCA). Las diferencias entre poblaciones también fueron evidentes en el anélisis
de haplotipos. Estos resultados sugieren que debe tenerse en cuenta cada SNP de forma
independiente a la hora de buscar variables de confusion que puedan influir de forma
importante en la interpretacion de los resultados en estudios de asociacion de
variabilidad genética. Asi, aquellos estudios disefiados para determinar la asociacion
entre SNPs y la toxicidad inducida por radiacion, siguen habitualmente un disefio de
casos y controles. En ellos se asume que las dos series de sujetos pueden emplearse para
proporcionar estimaciones no sesgadas de las correspondientes distribuciones
genotipicas de miembros afectados y no afectados de cualquier poblacion subyacente
(Clayton 2001). Esta suposicion fundamental puede no darse en la realidad, dando lugar
a hallazgos sesgados que pueden ser clasificados en dos categorias: i) sesgo de
seleccion, causado por un muestreo inapropiado de casos y controles y ii) sesgo de
informacion, causado por errores de medidas diferenciales entre casos y controles.
Cuando una variable de confusion es detectada en un estudio, el método clasico
empleado en los estudios de epidemiologia consiste en la estratificacion de los analisis
en funcion de dicha variable potencial, probando las posibles asociaciones entre los

factores de interés (como el genotipo) y la enfermedad en cada uno de los estratos
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(como los diferentes grados de toxicidad inducida por la radiacion). En lo que concierne
a la presencia de sesgos derivados de la estratificacion de la poblacion en los estudios
genéticos de casos y controles, estos deben ser atenuados mediante un disefio y analisis
de casos y controles apropiados, la evaluacion de la probabilidad de que los sesgos méas
habituales puedan presentarse en un estudio determinado (Wacholder et al. 2000) v, si
es necesario, el empleo de métodos de correccién (Reich and Goldstein 2001).

Este estudio también presenta algunas limitaciones que deben ser tenidas en
cuenta. Primero, todas las muestras procedian de pacientes con CaP, los cuales pueden
presentar una frecuencia genotipica diferente a la que presentan los sujetos de la
poblacién sana. Sin embargo, en estudios disefiados para evaluar posibles asociaciones
entre SNPs y toxicidad inducida por radiacién, los sujetos que acttan de control no son
individuos sanos, sino que son pacientes con nulo o escaso grado de toxicidad, mientras
que los casos son aquellos pacientes con alto grado de toxicidad, de modo que no se
comparan sujetos de ambas poblaciones, sino que todos los sujetos son enfermos de
cancer. De este modo, estos estudios reproducen el disefio estandar de los estudios de
casos y controles. En segundo lugar, el nUmero de sujetos de las diferentes poblaciones
varia extensamente. Sin embargo, el hecho de que las mayores diferencias no se
encuentren en la poblacién con el menor nimero de pacientes (poblacion del Pais
Vasco, con 51 muestras) sugiere que esta limitacién no es decisiva en la interpretacion
de los resultados. Ademas, si la heterogeneidad entre poblaciones es considerada un
sesgo sistematico, este es independiente del tamafio poblacional. En dltimo lugar, para
hacer un analisis ciego, los datos clinicos de los pacientes (TNM, estadio clinico, grado
tumoral, fallo biogquimico o Gleason score) no estuvieron disponibles durante este
andlisis. En este sentido, es posible que alguno de los polimorfismos pueda influir en las
caracteristicas clinicas del tumor, pudiendo plantearse ademas como factores de riesgo
para otras caracteristicas de la enfermedad (Henriquez-Hernandez et al. 2010;

Henriquez-Hernandez et al. 2010).

Por otro lado, deben destacarse algunas de las ventajas que presenta este estudio:
i) el nimero de sujetos incluidos en el estudio es suficiente como para obtener datos
fidedignos sobre la distribucion genotipica de estos 10 SNPs en las poblaciones de
pacientes de CaP estudiadas (especialmente para Canarias y Catalufia), ii) todos los
sujetos fueron hombres, evitando un posible sesgo asociado al sexo y iii) todas las

determinaciones (6010 determinaciones en total) fueron realizadas con el mismo
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método (OpenArray®, Applied Biosystems), con el mismo lote de material y por el

mismo investigador, minimizando los errores de origen técnico.

5.4.- Conclusiones

Las diferencias en la distribucion de genotipos entre diferentes poblaciones de la
misma etnia puede ser un factor de confusion importante y podria influir en la falta de
validacién de los resultados obtenidos en los estudios de SNPs asociados con la
toxicidad inducida por radiacion. Esto es de especial relevancia cuando se llevan a cabo
extensos meta-analisis con sujetos procedentes de distintos paises (Barnett et al. 2012).
Los resultados aqui expuestos sugieren que la homogeneidad entre las personas
(especialmente entre aquellos sujetos considerados controles del estudio) deberia ser
probada antes de proceder con cualquier otro analisis.
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Capitulo 11






6.- Capitulo II: Variaciones intra-
étnicas en el gen 5-alfa reductasa como
factor implicado en la variabilidad de
respuesta clinica a los inhibidores de
esta enzima

6.1.- Introduccion

El cancer de préstata (CaP) es un tipo de cancer hormono-dependiente que
necesita de la presencia de androgenos para su iniciacion y la posterior progresion de la
enfermedad (Huggins 1967). Es por ello que la ablacion androgénica ha sido la principal
intervencion terapéutica para el tratamiento de aquellos CaP hormono-sensibles
(Eisenberger et al. 1998). Aunque la testosterona (T) es el andrégeno mas abundante en
suero, la dihidrotestosterona (DHT) es el principal andrégeno prostatico. EIl proceso
metabolico por el cual la T pasa a ser DHT estd catalizado por la enzima 5-alfa-
esteroide reductasa (SRD5A). Este proceso de conversion se lleva a cabo en la prostata,
los testiculos, los foliculos capilares y las glandulas adrenales (McConnell 1995). El
papel de la DHT fue conocido con posterioridad al descubrimiento de la deficiencia del
polipéptido alfa 2 de dicha enzima (SRD5A2), de tal manera que los individuos que
padecian esta alteracién no presentaban ni hiperplasia benigna de prostata (HBP) ni
CaP.

Se han identificado tres isoenzimas de SRD5A: polipéptido alfa 1 (SRD5A1),
polipéptido alfa 2 (SRD5A2) y polipéptido alfa 3 (SRD5A3) (Aumuller et al. 1996). Las
isoenzimas SRD5A1 y SRD5A2 son las mejor estudiadas y estdn implicadas en la
reduccion de esteroides 5-alfa (steroid 5-alfa-reduction). Desde que se descubrieron las
implicaciones de la deficiencia de SRD5A2 se ha incrementado el interés en el
desarrollo de inhibidores para 5-alfa-esteroide reductasa (5a-RI). De entre los diferentes
compuestos desarrollados, dos farmacos han sido aprobados por la U.S. Food and Drug
Administration (FDA) para el uso clinico: finasterida, que inhibe SRD5A2, aprobado

para el tratamiento de HBP y alopecia masculina; y dutasterida, el cual inhibe SRD5A1

77



y 2, aprobado para el tratamiento de HBP (Edwards and Moore 2002; Andriole and
Kirby 2003).

En las décadas mas recientes, la incidencia del CaP ha aumentado en la mayoria
de paises desarrollados, incluyendo Espafia. Por el contrario, la tasa de mortalidad
debida al CaP se ha reducido simultdneamente (Quaglia et al. 2003). Esto, junto con el
hecho de que la incidencia del CaP tiene una elevada dependencia de la edad, hace de
esta enfermedad un blanco ideal para la quimioprevencion. Dado que el CaP es
altamente dependiente de los androgenos y que la DHT es el principal androgeno
prostatico, el empleo de 5a-RIs parece un método razonable para la prevencién del CaP
(Thompson et al. 2003; Andriole et al. 2010). Algunos autores han mostrado una
reduccion de la incidencia de CaP en biopsias aleatorias, sin embargo, este hallazgo
podria representar una disminucion o una inhibicion del crecimiento de tumores ya
existentes y no un indicador de prevencion tumoral (Andriole et al. 2010). Otros
autores, por el contrario, no han apreciado un decrecimiento significativo de la
incidencia de CaP (Wilt et al. 2008; Murtola et al. 2009). En la actualidad, se ha llegado
a la conclusién de que dutasterida y finasterida no previenen el CaP, sino que
simplemente reducen tumores con poco potencial de letalidad (Walsh 2010). En el CaP,
se ha descrito una disminucion de la expresion del gen SRD5A2 y consecuentemente,
una reduccion de la actividad enzimatica (Luo et al. 2003), un hecho que posiblemente

condiciona la respuesta a los inhibidores de 5-alfa-esteroide reductasa.

Los polimorfismos se definen como variaciones genéticas que aparecen como
mutaciones en algunos individuos y son transmitidas a la descendencia hasta alcanzar
una frecuencia en la poblacion de al menos el 1%. Estas variaciones son consideradas la
base de la evolucién, de tal forma que aquellas variaciones que se consolidan en la
poblacion pueden aparecer silenciadas, aportar algun tipo de beneficio a los individuos
que las portan, o bien pueden estar involucradas en el desarrollo de ciertas
enfermedades (Guttmacher and Collins 2002). Los polimorfismos mas frecuentes son
los polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs). En los genes que codifican para las
enzimas SRD5AL y 2 se han identificado varios polimorfismos relacionados con el
riesgo de padecer CaP (Paz-y-Mino et al. 2009; Setlur et al. 2010). También la actividad
enzimatica de SRD5A esta modulada por ciertos SNPs localizados en estos genes
(Giwercman et al. 2005; Cussenot et al. 2007). Del mismo modo, tanto los niveles de

hormonas esteroides (sexuales) circulantes y de globulina transportadora de hormonas
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esteroides (SHBG), como el resultado clinico del CaP (en términos de fallo
bioquimico), estan influenciados por algunos SNPs localizados en los genes que
codifican para estas enzimas (Ahn et al. 2009; Audet-Walsh et al. 2011). Estas
variaciones genéticas en genes clave de las rutas de andrdgenos parecen ser importantes
en la respuesta prostatica a dichos androgenos (Lindstrom et al. 2006). Como se ha
argumentado en el capitulo anterior, las diferencias en la distribucion genotipica entre
distintas poblaciones de una misma etnia pueden ser un importante factor de confusién
en estudios de asociacién, especialmente cuando se llevan a cabo extensos meta-analisis

con sujetos procedentes de diferentes paises (Henriquez-Hernandez et al. 2013).

Con todas estas premisas hemos disefiado este estudio que persigue evaluar la
distribucion genotipica de 22 SNPs localizados en los genes SRD5A1 y SRD5A2, en un
amplio conjunto de pacientes de CaP espafioles, con el fin de determinar la
homogeneidad de la poblacion y revelar potenciales sesgos asociados con el fallo de 5a-

RIs cuando estos tratamientos son prescritos.

6.2.- Resultados

Todas las muestras genotipadas en este estudio cumplian los criterios de calidad
indicados en el apartado “Pacientes y Métodos” y todas ellas fueron genotipadas con el
mismo lote de material y al mismo tiempo. Un total de 601 pacientes espafioles de CaP
fueron genotipados para 22 SNPs: 10 SNPs localizados en el gen SRD5A1 y 12 SNPs
localizados en el gen SRD5A2. De las 13 222 posibles determinaciones genotipicas, el

94.31% fueron genotipadas con éxito.

Los resultados de frecuencias genotipicas y alélicas se muestran en la tabla 10.
En 6 de los 10 SNPs localizados en el gen SRD5A1 se observd un exceso relativo de
heterocigosis, lo que es indicativo de una desviacién del HWE. Lo mismo ocurri6 en 9
de los 12 SNPs localizados en el gen SRD5A2.

Para comparar las poblaciones, una frente a otra de forma individual, se utilizo la
herramienta SNPator. Los resultados muestran diferencias de distribucion genotipica
entre las poblaciones. Se hallaron diferencias en la distribucion de genotipos entre las
diferentes poblaciones en estudio en 12 de los 22 SNPs: rs166050, rs501999, rs518673,
rs3822430, rs8192120, rs39848 (SRD5AL); y rs2208532, rs12470143, rs2281546,
rs3754838, rs523349, rs9332975 (SRD5A2) (test de %, Tabla 10). De acuerdo con estos

resultados, las poblaciones de Catalufia y Andalucia mostraron las mayores diferencias,
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presentando una distribucion genotipica diferente en 11 de los 22 SNPs (6 localizados
en el gen SRD5A1 y 5 en el gen SRD5A2).

Tabla 10. Frecuencias alélicas y genoctipicas de SNPs localizados en los genes SRD5A1 y SRD5A2 entre las
diferentes poblaciones

% Genotipos Alelos Consecuencia MAF
determinacion funcional
SRD5A1
rs166050 AA AG GG A G Intron variation 0.12
Andalucia 0.75 0.65 0.21 0.14 0.75 0.25
Pais Vasco 0.98 0.52 0.42 0.06 0.73 0.27
Canarias 0.99 0.62 0.33 0.05 0.79 0.21
Catalufia 0.94 0.57 0.37 0.06 0.76 0.24
p value 0.025
rs501999 CC CT TT (o T Intron variation 0.49
Andalucia 0.70 0.48 0.20 0.32 059 041
Pais Vasco 1.00 0.29 0.49 0.22 0.54 0.46
Canarias 0.99 0.29 0.49 0.22 0.53 0.47
Catalufia 0.98 0.30 0.43 0.27 0.51 0.49
p value 0.003
rs518673 AA AG GG A G Intron variation 0.32
Andalucia 0.75 0.19 0.19 0.62 029 0.71
Pais Vasco 1.00 0.16 0.37 0.47 0.34 0.66
Canarias 0.96 0.07 0.42 0.51 0.28 0.72
Catalufia 0.96 0.10 0.40 0.50 0.30 0.70
p value 0.006
rs3822430 AA AG GG A G Synonymous codon 0.30
Andalucia 0.77 0.37 0.24 0.39 0.49 0.51
Pais Vasco 1.00 0.27 0.61 0.12 0.58 0.42
Canarias 0.97 0.33 051 0.16 0.58 0.42
Cataluiia 0.97 0.37 0.47 0.16 0.60 0.40
p value <0.001
rs500182 GG GT TT G T Intron variation 0.20
Andalucia 0.81 0.01 0.14 0.85 0.08 0.92
Pais Vasco 1.00 0.02 0.18 0.80 0.11 0.89
Canarias 0.98 0.01 0.17 0.82 0.09 0.91
Cataluiia 0.99 0.01 0.18 0.81 0.10 0.90
p value 0.961
rs8192120 AA AC cC A C Intron variation 0.43
Andalucia 0.80 0.14 0.22 0.64 0.25 0.75
Pais Vasco 0.99 0.08 0.42 0.50 0.29 0.71
Canarias 0.97 0.10 0.42 0.48 0.31 0.69
Cataluiia 0.98 0.10 0.48 0.42 0.34 0.66
p value 0.015
rs4702378 CC CT TT C T Intron variation 0.24
Andalucia 0.82 0.07 0.23 0.70 0.18 0.82
Pais Vasco 1.00 0.06 0.20 0.74 0.16 0.84
Canarias 0.99 0.04 0.33 0.63 0.21 0.79
Cataluia 0.99 0.06 0.33 0.61 0.23 0.77
p value 0.304
rs1691053 AA AG GG A G ND 0.15
Andalucia 0.87 0.90 0.09 0.01 0.95 0.05
Pais Vasco 1.00 0.90 0.08 0.02 0.94 0.06
Canarias 0.98 0.86 0.13 0.01 0.93 0.07
Cataluia 0.99 0.85 0.15 0.00 0.93 0.07
p value 0.341
rs39848 CcC CT TT C T Downstream 0.43
variation
Andalucia 0.70 0.32 0.22 0.46 0.43 0.57
Pais Vasco 0.96 0.22 0.43 0.35 0.44 0.56
Canarias 0.97 0.11 0.50 0.39 0.36 0.64
Catalufa 0.94 0.16 0.45 0.39 0.39 0.61
p value <0.001
rs3797179 AA AG GG A G Intron variation 0.12
Andalucia 0.70 0.00 0.17 0.83 0.09 0.91
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Pais Vasco
Canarias
Catalufia

p value

SRD5A2

rs2208532
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufia

p value

rs12470143
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufia

p value

rs2281546
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufia

p value

rs3754838
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Cataluiia

p value

rs4952222
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Cataluiia

p value

rs7562326
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Cataluiia

p value

rs2300702
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Cataluiia

p value

rs4952197
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Cataluia

p value

rs676033
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Cataluia

p value

rs523349
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufa

p value

rs9332975
Andalucia

0.96
0.99
0.96

0.70
0.99
0.99
0.92

0.81
1.00
0.99
0.98

0.83
1.00
0.99
0.99

0.78
1.00
0.96
0.98

0.85
1.00
0.99
0.97

0.80
1.00
0.98
0.97

0.81
0.96
0.99
0.94

0.80
0.99
0.99
0.97

0.81
0.99
0.99
0.98

0.78
0.92
0.71
0.89

0.77

0.00
0.05
0.03

0.45
0.20
0.34
0.28

CC
0.45
0.26
0.32
0.29

GG
0.09
0.00
0.03
0.02

CC
0.10
0.00
0.03
0.02

0.00
0.00
0.00
0.00

CC
0.05
0.00
0.03
0.02

CcC
0.28
0.12
0.21
0.16

0.12
0.04
0.06
0.06

CC
0.57
0.60
0.50
0.50

CC
0.55
0.64
0.18
0.52

CcC
0.10

0.29
0.25
0.26

AG
0.28
0.42
0.46
0.54

CT
0.24
0.53
0.51
0.54

GT
0.07
0.27
0.22
0.25

CT
0.11
0.23
0.20
0.20

AC
0.01
0.00
0.00
0.00

CT
0.12
0.23
0.20
0.21

CG
0.34
0.49
0.47
0.50

AG
0.19
0.28
0.31
0.36

CT
0.31
0.32
0.39
0.43

CG
0.27
0.32
0.52
0.40

CT
0.07

0.71
0.70
0.71
0.213

GG
0.27
0.38
0.20
0.18
0.001

TT
0.31
0.21
0.17
0.17
0.001

0.85
0.73
0.75
0.73
0.001
TT
0.79
0.77
0.77
0.78
0.010
CC
0.99
1.00
1.00
1.00
0.086
TT
0.83
0.77
0.77
0.77
0.321

0.38
0.39
0.32
0.34
0.127
GG
0.69
0.68
0.63
0.58
0.117
TT
0.12
0.08
0.11
0.07
0.402
GG
0.18
0.04
0.30
0.08
<0.001
TT
0.83

81

0.14
0.17
0.17

0.59
0.41
0.57
0.55

0.57
0.52
0.57
0.56

0.12
0.14
0.14
0.14

0.16
0.12
0.12
0.12

0.01
0.00
0.00
0.00

0.12
0.12
0.13
0.12

0.45
0.37
0.44
0.41

0.22
0.18
0.22
0.24

0.72
0.76
0.70
0.71

0.68
0.80
0.45
0.72

0.14

0.86
0.83
0.83

0.41
0.59
0.43
0.45

0.43
0.48
0.43
0.44

0.88
0.86
0.86
0.86

0.84
0.88
0.88
0.88

0.99
1.00
1.00
1.00

0.88
0.88
0.87
0.88

0.55
0.63
0.56
0.59

0.78
0.82
0.78
0.76

0.28
0.24
0.30
0.29

0.32
0.20
0.55
0.28

0.86

Intron variation

Intron variation

Intron variation

ND

Intron variation

Intron variation

Intron variation

Intron variation

ND

Missense

utr variation

0.44

0.37

0.17

0.12

0.04

0.14

0.45

0.25

0.35

0.35

0.14



Pais Vasco 1.00 0.00 026 0.74 0.13 0.87

Canarias 0.99 0.03 0.19 0.78 0.13 0.87
Catalufia 0.98 0.02 0.20 0.78 0.12 0.88
p value 0.002
rs7594951 CcCC CT TT C T Intron variation 0.11
Andalucia 0.75 0.84 0.10 0.06 0.89 0.11
Pais Vasco 1.00 0.76 0.24 0.00 0.88 0.12
Canarias 0.99 0.77 0.20 0.03 0.88 0.12
Catalufia 0.98 0.78 0.20 0.02 0.88 0.12
p value 0.193

Abreviaturas: MAF, frecuencia del alelo menor; ND, no disponible.
Las consecuencias funcionales y las MAF se encuentran disponibles en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
Las diferencias estadisticas entre las distribuciones genotipicas fueron calculadas mediante el test 2.

Para visualizar las distribuciones genotipicas entres las cuatro poblaciones se
realiz6 un andlisis de agrupamiento jerarquico no supervisado. Tal y como se muestra
en la figura 12, los polimorfismos localizados en SRD5A1 se distribuyen en tres
clusteres principales, cada uno con diferente numero e identidades de SNPs, sugiriendo
heterogeneidad entre las poblaciones. Para SRD5A2, los SNPs se distribuyeron en dos
clusteres principales, muy similares para las poblaciones del Pais Vasco, Canarias y

Catalufia, pero claramente diferente a la poblacion de Andalucia (Figura 13).
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Figura 12, agrupamiento jerarquico no supervisado de los distintos SNPs del gen SRD5AL1 de las
poblaciones de Andalucia (A), Pais Vasco (B), Canarias (C) y Catalufia (D). Los clsteres fueron
realizados utilizando la correlacion de distancia Euclidiana y el ligamiento medio y fueron procesados
con el programa MultiExperiment Viewer (http://www.tigr.org). Los dendogramas muestran los clisteres
de los SNPs. Las lineas azules debajo de cada panel muestran los clUsteres principales generados.
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Figura 13, agrupamiento jerarquico no supervisado de los distintos SNPs del gen SRD5A2 de las
poblaciones de Andalucia (A), Pais Vasco (B), Canarias (C) y Catalufia (D). Los clUsteres fueron
realizados utilizando la correlacion de distancia Euclidiana y el ligamiento medio y fueron procesados
con el programa MultiExperiment Viewer (http://www:.tigr.org). Los dendogramas muestran los clisteres
de los SNPs. Las lineas azules debajo de cada panel muestran los dos clUsteres principales generados.

El analisis de los componentes principales (PCA) se llevo a cabo para identificar
diferencias globales entre las poblaciones. Los componentes 1, 2 y 3 fueron
responsables del 43.7%, 22.6% y 15.3% de la varianza para SRD5AL, respectivamente
(porcentaje acumulado de 81.6%); y del 48.8%, 33.2% y 9.1% de la varianza para
SRD5A2 (porcentaje acumulado de 91.1%). EI primer componente se distinguié frente a

los otros componentes para ambos genes (Figuras 14A y 14B), mostrando las

especialmente para el gen SRD5A1 (lo que concuerda con lo observado en los andlisis

Se realiz6 un andlisis de haplotipos con la herramienta SNPator. Para SRD5A1
(localizado en el cromosoma 5), el haplotipo GCCTATGGCA solo estaba presente entre

los sujetos de la poblacion de Andalucia. Para SRD5A2 (localizado en el cromosoma 2),

las poblaciones analizadas,



se observé una mayor homogeneidad en la distribucion de haplotipos. Estos resultados
sugieren mayor variabilidad en el gen SRD5A1 que en el gen SRD5A2, tal y como se
sustrae de los resultados del resto de los analisis realizados. No obstante, el hecho de
que los haplotipos méas frecuentes sean iguales en todas las poblaciones, alude a una

similitud entre los individuos de la misma etnia.

Andaluc Pais Vas Canari Cataluna Andalucia Pais Vasc Canarias Catalui

Figura 14, diagrama de cajas del componente 1 en las diferentes poblaciones después del anélisis del
componente principal (PCA) para SRD5A1 (A) y SRD5A2 (B).

6.3.- Discusion

La presencia de determinados polimorfismos en un paciente puede condicionar
profundamente la efectividad de determinados tratamientos farmacologicos (Ma and Lu
2011). De forma especifica, se ha descrito que ciertos SNPs en SRD5A2 (como el
polimorfismo rs523349) modifican la actividad enzimatica y condicionan la conversion
de T a DHT (Cussenot et al. 2007). Se sabe que las frecuencias genotipicas y alélicas
varian mucho segun la etnia del individuo. Al mismo tiempo, se esta incrementando el
reconocimiento de las diferencias intra-étnicas como importante factor condicionante de
la variabilidad de la respuesta a farmacos observada entre diferentes individuos. Como
consecuencia, se ha creado una nueva rama de conocimiento denominada farmaco-etnia
(Yasuda et al. 2008), la cual podria describirse como el estudio de influencia de la
diversidad étnica en la respuesta a farmacos y la toxicidad generada por estos. La
apreciacion de diferencias asociadas a la etnia queda a menudo oculta por la necesidad
de grandes poblaciones para la realizacion de ensayos clinicos, que debido precisamente

al gran tamafio, presentan inevitablemente una gran diversidad de individuos. Asi, tal y
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como indica la hoja de datos de finasterida, “el efecto de la raza en la farmacocinética
de finasterida no ha sido estudiado”. En el capitulo anterior de esta Tesis Doctoral se
han reportado las diferencias en la distribucion de genotipos entre poblaciones de la
misma etnia (Henriquez-Hernandez et al. 2013), resaltando la importancia de las
diferencias asociadas a la etnia cuando se hacen estudios de asociacién genética. Hemos
querido explorar este campo no solo en lo referido a genes relacionados con la
reparacion del ADN, sino también en genes relacionados con el metabolismo de los
andrégenos, moléculas importantes en el desarrollo de la patologia tumoral prostética.
Por ello, se disefid este estudio con el objetivo de evaluar la distribucion genotipica de
22 SNPs localizados en los genes SRD5A1 y SRD5A2 en un amplio conjunto de
pacientes espafioles de CaP, con el fin de determinar la homogeneidad de la poblacion y

revelar potenciales sesgos asociados, en este caso, a la prescripcion de 5a-RIs.

Nuestros resultados muestran que la distribucion genotipica de 12 de los 22
SNPs estudiados fue estadisticamente diferente entre las poblaciones incluidas en el
ensayo. La poblacion espafiola es considerada caucéasica. Sin embargo, la historia
natural de cada subpoblacion presenta significativas variaciones, ya que cada una de
ellas ha recibido de diferente manera el impacto de las distintas fuentes poblacionales
originadas por la gran complejidad en los procesos migratorios del Mediterraneo,
generando asi la composicion genética caracteristica de la poblacion espafiola
(Ambrosio et al. 2010). Mientras que la poblacién de la peninsula ibérica parece haber
sido originada por migraciones de la peninsula ardbiga, fertile crescent, la region
balcanica y el norte de Africa (Ambrosio et al. 2010), la poblacion canaria ha sido
influenciada por la migracion del noroeste de Africa y la posterior colonizacion europea
(Rando et al. 1999). Las diferencias entre poblaciones fueron también evidentes en el
analisis de haplotipos, lo cual sugiere que cada SNP debe ser considerado
individualmente cuando el fin sea encontrar posibles variables de confusion que puedan
ser cruciales para la interpretacion de los resultados. EI hecho de que la variabilidad
encontrada en SRD5A1 sea mayor que la obtenida para SRD5A2 apoya esta observacion.
A pesar de estos resultados, como norma general, ni la etnia ni la dotacion genética de
los pacientes es tenida en cuenta a la hora de disefiar un ensayo clinico. Los inhibidores
5a-RI, bloqueadores especificos de la enzima responsable de sintetizar DHT, despuntan
como tratamientos prometedores para la prevencion del CaP. Sin embargo, los mas

estudiados hasta la fecha, dutasterida y finasterida, parecen no ser Utiles para esta
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prevencion (Walsh 2010). En el presente trabajo sugerimos que los SNPs localizados en
SRD5A1 y SRD5A2 podrian ser un factor relevante a tener en cuenta cuando el objetivo
sea determinar la respuesta a estos farmacos. El hecho de que rs523349 — un SNP
claramente involucrado en el éxito de la quimioprevencion del CaP mediante So-RI
(Cussenot et al. 2007) — aparezca diferencialmente distribuido en nuestro estudio,
refuerza estos hallazgos. Esta hipOtesis se basa en la premisa de que ciertos
polimorfismos localizados en estos genes parecen estar asociados no solo con los
resultados clinicos (Audet-Walsh et al. 2011), sino también con el riesgo de padecer
CaP (Li et al. 2010; Li et al. 2013) y con las diferencias en los niveles de globulinas
circulantes portadoras de hormonas sexuales y hormonas sexuales esteroideas (Ahn et
al. 2009). Ademas del papel conductor que desempefian los SNPs en la farmaco-
etnicidad, existen otros factores que interaccionan de forma combinada para determinar
el resultado final (como diferencias ambientales, diferencias en las practicas locales o
diferencias en la interaccion farmaco-farmaco) (O'Donnell and Dolan 2009). Teniendo
en cuenta todo lo anterior, es necesario que los estudios y ensayos clinicos encaminados
a determinar la utilidad de Sa-RI en la quimioprevencion del CaP se sustenten sobre un

buen disefio de la poblacion de estudio.

El presente trabajo tiene algunas limitaciones que deben observarse. Primero,
para cegar el estudio, los datos clinicos de los pacientes no estuvieron disponibles, esto
es, no se utilizaron datos sobre estadio TNM, grado tumoral, fallo bioquimico o Gleason
score. La presencia de ciertos SNPs del gen SRD5A2 en hombres jovenes con CaP esta
asociada con una enfermedad mas agresiva en el momento del diagndstico (Scariano et
al. 2008). Del mismo modo, algunas caracteristicas patologicas del CaP parecen estar
influenciadas por SNPs localizados en el gen SRD5A2 (Jaffe et al. 2000). Estas
observaciones enfatizan la necesidad de seleccionar los pacientes cuidadosamente, no
solo en cuanto a sus caracteristicas clinicas y demogréficas, sino también en relacion a
su etnia. Segundo, el estudio esta enfocado en los genes SRD5A1 y SRD5A2, ignorando
posibles asociaciones con otros genes y polimorfismos. Se ha establecido una relacién
entre SNPs localizados en el gen 3-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1l
(HSD3B2), los cuales se asocian con el incremento del riesgo y la agresividad al CaP, y
SNPs de SRD5A2, que modifican estas cualidades (Neslund-Dudas et al. 2007). En el
mismo sentido, se ha sugerido una relacion entre SNPs del gen CYP17A1 (un gen que

codifica una enzima clave en la sintesis de andrdgenos) y SNPs del gen SRD5A2 (Onen
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et al. 2007). Tercero, el nimero de sujetos de cada una de las poblaciones varia
ampliamente. Sin embargo, el hecho de que las mayores diferencias no hayan sido
encontradas en las poblaciones con menor nimero de pacientes (Pais Vasco, con 51
muestras) sugiere que esta limitacion puede no ser decisiva en la interpretacion de los
resultados. Finalmente, hemos observado que diferentes SNPs se desvian del HWE,
especialmente en la poblacion de Andalucia. EI HWE se define como una ecuacién
predictiva para las frecuencias genotipicas en grandes poblaciones en términos de
frecuencias alélicas de un locus. Ademas de lo limitado del tamafio muestral (n = 91
para pacientes de Andalucia), es posible que la distribucién genotipica en esta poblacion
esté fuertemente influenciada por caracteristicas tumorales no tenidas en consideracion.
Ademas, dado que las condiciones bajo las cuales el HWE es estrictamente valido son
muy severas y que las poblaciones reales no satisfacen la mayoria de estas condiciones,
la aplicacion del HWE para la prediccion de las frecuencias genotipicas es cuestionable
(Lewontin and Hartl 1991; Chakraborty 2002). En este sentido, un estudio de casos y
controles, especialmente en la poblacion de Andalucia, se presenta necesario para

confirmar y encontrar explicacion a estos hallazgos.

Por otro lado, deben resaltarse varias ventajas: i) el estudio incluye un nimero
de sujetos suficiente para obtener datos fidedignos sobre la distribucién de estos 22
SNPs en las poblaciones de CaP estudiadas (especialmente para Canarias y Catalufia);
ii) todos los sujetos son varones (los Sa-RI estdn contraindicados en mujeres),
eliminando asi el posible sesgo derivado del género vy iii) todas las determinaciones
(13 222 en total) fueron realizadas con la misma metodologia (OpenArray, Applied
Biosystems), con el mismo lote de material y por el mismo investigador, minimizando
asi los sesgos de origen técnico. Todos los analisis han sido automaticos y no ha habido

determinacion manual de genotipos en ningin caso.

6.4.- Conclusion

La diferencia en la distribucion de genotipos de SRD5A1 y SRD5A2 entre las
diferentes poblaciones de la misma etnia puede ser un factor responsable del fallo de los
tratamientos basados en 5a-RI. Nuestros resultados sugieren que la dotacion genética
debe ser tenida en cuenta (especialmente en ensayos clinicos que incluyan gente de

diferentes etnias) en la determinacion de la efectividad de este tipo de farmacos.
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Capitulo I11






7.- Capitulo III: Polimorfismos de
nucleotido simple en genes de
reparacion del ADN como factores de
riesgo asociados a la progresion del
cancer de prostata.

7.1.- Introduccion

El cancer de prostata (CaP) es una enfermedad compleja, cuyo comportamiento
tumoral parece estar influenciado por factores hormonales y genéticos. El estadio
tumoral, el grado tumoral en términos de Gleason score y los niveles de antigeno
prostatico especifico (PSA) en suero son factores utilizados clinicamente para la
clasificacion de los pacientes en los diferentes grupos de riesgo, condicionando las
decisiones que los facultativos toman con respecto al tratamiento de este tipo de
pacientes. Sin embargo, se estima que para impedir una muerte relacionada con CaP,
293 hombres deben ser cribados y 12 de ellos tratados, lo que sugiere que los factores
predictivos usados diariamente en la clinica necesitan ser mejorados. La investigacion
en el area de la gendmica apunta a la identificacion de nuevos marcadores para el CaP,
sin embargo, los resultados no son concluyentes (Kote-Jarai et al. 2008) y es patente la
necesidad de determinar nuevos biomarcadores que pronostiquen el comportamiento

tumoral y ayuden asi a tomar decisiones criticas respecto al tratamiento.

El ADN de las células estd expuesto a numerosos elementos que lo dafian
continuamente, como los radicales libres de oxigeno enddgenos y algunos quimicos de
origen exdgeno. Para invertir las lesiones producidas en el ADN, las células disponen de
diferentes rutas de reparacion (Wood et al. 2001). Los defectos en estas rutas de
reparacion del ADN pueden incrementar el nimero de mutaciones persistentes que son
transmitidas a las generaciones de células hijas, provocar inestabilidad genémica y en
Gltima instancia, condicionar la agresividad de la enfermedad tumoral (Park et al. 2009).
Existe una ruta de reparacion diferente para cada tipo de dafio que puede sufrir el ADN,
y todas ellas son esenciales para el mantenimiento de la integridad del genoma (Yu et al.

1999). Asi, encontramos la reparacién por escision de una base (base excision repair,
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BER), reparacion por escision de un nucledtido (nucleotide excision repair, NER),
reparacion por desapareamiento (mismatch repair, MMR) o reparacion de roturas de
doble cadena (double strand break repair, DSBR). La variabilidad genética de los genes
involucrados en dicha reparacion podria conferir susceptibilidad a la aparicion de
determinados tumores y ademas, estar asociada con la agresividad de la enfermedad
(Zhu et al. 2004), pudiendo incluso inducir la transformacion del tejido normal en
tumoral mediante la adquisicién de propiedades oncol6gicas. Los polimorfismos de
nucleotido simple (SNPs) se definen como variaciones del genoma que estan asentadas
en la poblacion, presentando al menos una proporcion del 1%. Teniendo en cuenta que
hay millones de SNPs en el genoma humano, el hecho de que se seleccionen aquellos
SNPs que puedan afectar a las funciones fenotipicas y que en altimo término
contribuyan al desarrollo de enfermedades es un hecho poco probable. Los estudios de
gen candidato se centran en la seleccion de genes y polimorfismos que han sido
previamente relacionados con una enfermedad y de los cuales ya se conoce su funcion.
Entre los genes involucrados directamente en la reparacion de ADN en humanos (Ronen
and Glickman 2001), seis de ellos ya han sido estudiados en amplias series de pacientes
espafoles con CaP, seleccionados por su relevancia en los mecanismos que dirigen la
enfermedad (Henriquez-Hernandez et al. 2013): x-ray repair cross-complementing
protein 1 (XRCCL1), excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 2 (ERCC2), excision repair cross-complementing rodent repair
deficiency, complementation group 1 (ERCC1), ligasa 4 (LIG4), ataxia telangiectasia
mutada (ATM) y proteina tumoral p53 (TP53).

Como hemos visto en los Capitulos | y 11 de esta Tesis Doctoral, el origen étnico
de la poblacion en estudio es un factor imprescindible a tener en cuenta en los estudios
de asociacion de genes. De hecho, en la literatura encontramos multitud de
publicaciones que estudian variaciones genéticas que son factores de riesgo para ciertas
enfermedades entre sujetos de un determinado origen étnico, pero cuyos resultados no
son validos en sujetos de otras etnias (Correa-Cerro et al. 1999; Giwercman et al. 2008).
Ademas, se ha publicado que las diferencias en la distribucion genotipica entre
diferentes poblaciones de la misma etnia pueden ser un importante factor de confusion
en los estudios de asociacidn genética (Henriquez-Hernandez et al. 2013). En relacion a
lo anterior, mientras que las cohortes estudiadas son a menudo multi-étnicas, la guia
STROGAR (STrengthening the Reporting Of Genetic Association studies in
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Radiogenomics) recomienda indicar si la etnia estd identificada y codificada en la
determinacion de las asociaciones genotipo-fenotipo y alienta al uso de cohortes de
poblaciones étnicamente uniformes (Kerns et al. 2014).

La hipdtesis de este trabajo sugiere que las variaciones genéticas en genes
involucrados en la reparacion del ADN confieren diferente comportamiento a las células
del CaP y pueden suponer fenotipos clinicos diferentes. Es por ello que el objetivo se
fundamenta en determinar la relacion existente entre 10 SNPs localizados en 6 genes
que participan en la reparacién del ADN y que han sido clasicamente asociados con el
riesgo de padecer CaP (Park et al. 2009), con la agresividad tumoral, en una amplia
muestra de pacientes esparioles con CaP.

7.2.- Resultados

Todas las muestras genotipadas cumplian con los criterios de calidad
establecidos en el apartado “Pacientes y Métodos” y todas ellas fueron genotipadas con
el mismo lote de material y al mismo tiempo. Vistos los resultados obtenidos en el
Capitulo | de esta Tesis Doctoral, excluimos del presente estudio a los pacientes
procedentes de Andalucia, para garantizar una homogeneidad de la muestra en cuanto a
la distribucion de los polimorfismos en estudio, minimizando asi el sesgo debido a
variacion intra-étnica. Asi, el nimero total de pacientes incluidos en este Capitulo 111
fue de 494. Se genotiparon 10 SNPs en un total de 494 pacientes de CaP. Del total de
las 4940 posibles determinaciones, el 97.17% fueron genotipadas satisfactoriamente.
Las frecuencias genotipicas y alélicas se muestran en la tabla 11. Las frecuencias del
alelo menor (minor allele frequencies, MAF) obtenidas fueron similares a las reportadas

en la literatura. Todos los SNPs se encontraban en HWE.

Tabla 11. F ias alélicas y icas de los paci incluidos en el estudio (n = 494)
Gen/SNP Funcion chr n Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas MAF# Consecuencia
funcional#
XRCC1 BER 19913
rs25487* 436 cc 0.42 CT 0.48 TT 0.10 (o} 0.66 T 0.34 0.26 missense
rs25489 483 cc 0.88 CT 0.12 TT 0.00 (o} 0.94 T 0.06 0.06 missense
A 0.06 G 0.94 0.13 missense
rs1799782* 487 AA 0.00 AG 0.12 GG 0.88
ERCC2 NER 19913
rs13181 482 GG 0.10 GT 0.47 TT 0.43 G 0.34 T 0.66 0.24 missense
ERCC1 NER 19913
A 061 G 039 0.36 synonymous
rs11615 488 AA 0.39 AG 0.46 GG 0.16 codon
LIG4 DSBR 13923
0.17 G 0.83 0.15 missense
rs1805388+ 488 AA 0.04 AG 0.25 GG 0.71
08 G 017 0.10 synonymous
rs18053867 480 AA 0.70 AG 0.26 GG 0.04 codon
ATM DSBR 11922
G 0.09 T 0.91 0.06 intron variant
rs17503908 486 GG 0.00 GT 0.18 TT 0.81
c 0.97 G 0.03 0.02 missense
rs1800057 486 cc 0.94 CG 0.06 GG 0.00
TP53 DSBR 17p13
C 0.76 G 0.24 0.39 missense
51042522 484 CcC 0.59 CG 0.35 GG 0.06

Abreviaturas: BER, reparacion por escision de base; NER, reparacion por escision de nucleétido; DSBR, reparacion de rotura doble de cadena; chr, cromosoma; MAF, frecuencia del alelo menor.
#Informaci6n disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/

*SNPs en desequilibrio de ligamiento.

F SNPs en desequilibrio de ligamiento.
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La distribucion de las variables clinicas viene detallada en la tabla 12. La
mayoria de los pacientes de CaP eran cTla — cT2a (54.7%), PSA < 10 ng/ml (61.9%) y
Gleason score < 7 (45.7%). No se observaron diferencias en las variables clinicas entre
las poblaciones de las diferentes regiones de Espafia (dato no mostrado).

Tabla 12. Descripcion de las variables clinicas

Variables clinicas n (%)
Tamafio tumoral clinico (cT)
cTla—cT2a 270 (54.7)
cT2b—cT2c 141 (25.8)
cT3-cT4 66 (13.4)
ND 17 (3.4)
PSA al diagnostico (ng/mL)
<10 306 (61.9)
10 -19.99 103 (20.9)
> 20 79 (16.0)
NA 6 1.2)
Gleason score
<7 226 (45.7)
7 195 (39.5)
>7 71 (14.4)
NA 2 (0.4)
D’Amico grupo de riesgo
Bajo 120 (24.3)
Intermedio 184 (37.2)
Alto 173 (35.0)
ND 17 (3.4)

Abreviaturas: PSA, antigeno  prostatico
especifico; ND, no disponible.

De los 10 SNPs analizados, rs11615 (MAF = 0.39) y rs17503908 (MAF = 0.09),
localizados en los genes ERCC1 y ATM respectivamente, mostraron una distribucion
significativamente diferente entre los pacientes con CaP en relacién a las variables
clinicas (Tabla 13). De este modo, rs11615 se asocid significativamente al tamafo
clinico tumoral (test de ¥?, p = 0.002), mientras que rs17503908 lo fue con los valores
de Gleason score (test de y%, p = 0.005). Con respecto a rs11615, se observé que de
entre los 259 pacientes diagnosticados con un tamafio tumoral cT1a — cT2a, 175 fueron
portadores del alelo G (67.57%). Por otro lado, de entre los 66 pacientes diagnosticados
como ¢T3 — cT4, 31 portaban el alelo G (46.97%), siendo estadisticamente significativa
esta diferencia de distribucién (Figura 15A). En lo referente a rs17503908, 169 de los

224 pacientes (75.45%) clasificados con un Gleason score < 7 fueron genotipados como
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TT, mientras que 59 de los 70 pacientes (84.29%) clasificados con un Gleason score > 7
fueron genotipados como TT, siendo estadisticamente significativa esta diferencia de
distribucion (Figura 15B).

Tabla 13. Asociaciones significativas entre variables clinicas y SNPs
Tamafio tumoral clinico (cT)

SNP Genotipos cTla—cT2a cT2b—cT2c cT3-cT4 p#
rs11615 AA 84 63 35 0.002
AG 140 51 23
GG 35 23 8
Gleason score
<7 7 >7
rs17503908 GG 0 2 0 0.005
GT 55 22 11
TT 169 166 59
# Test 2.
A B
100% - 100% 1
90% 90% 1
80% 1 80% -
TOOO 4 -0°o 1
60% 60% 1
30% 50% A
40% A 40% -
30% A 30% |
20% 1 20% |
10% J 10% |
0% 4 0% |
cTla—cT2a c¢2b—-cT2c cT3—-cT4 <7 7 >7
BAA| 2469 160 (63) 53105) BT 75.4 (169) 87.4 (166) 843 (59)
@AG [ 5410140 372(51) 34823) Wer| 245063 HEG2) 34N
[Jec | 13565 168 23) 1218) Hee 0.0(0) 102 0.0 0)

Figura 15, distribucion genotipica del SNP rs11615 entre los distintos tamafios tumorales (A) y la
distribucion genotipica del SNP rs17503908 entre los distintos valores de Gleason Score (B).

En posteriores analisis se explord el papel especifico de los SNPs rs11615 y
rs17503908 en relacion con las variables clinicas a las que se asociaron. Para ello se
desarrollaron los analisis de acuerdo con varios modelos genéticos: recesivo, dominante,
homocigoto y heterocigoto (Tabla 14). Se observo que los pacientes portadores de los
genotipos GG + AG para el SNP rs11615 presentaron menos riesgo de desarrollar
tumores cT2b — cT4 que aquellos pacientes de CaP con genotipos AA (OR = 0.504
(Intervalo de Confianza (CI) del 95% = 0.346 — 0.734), p < 0.0001). Los mismos
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resultados se obtuvieron en el modelo heterocigoto (Tabla 14). La tendencia fue similar
para el SNP rs17503908. Los pacientes de CaP portadores de los genotipos GG + GT
presentaron menos riesgo de desarrollar tumores con mayor Gleason score que aquellos
pacientes de CaP portadores del genotipo TT (OR = 0.478 (CI 95% = 0.299 — 0.764), p
= 0.002), y similares resultados se obtuvieron para el modelo heterocigoto (Tabla 14).
Tanto A como T son los alelos ancestrales para los SNPs rs11615 y rs17503908,
respectivamente. De acuerdo con nuestros resultados, los genotipos homocigotos
salvajes estan asociados con factores de peor pronostico y aquellos pacientes de CaP
AA —r1s11615y TT —rs17503908 presentan mayor riesgo de desarrollar tumores cT2b —
cT4 (OR = 2.207 (Cl 95% = 1.472 — 3.310), p < 0.001) y Gleason score > 7 (OR =
2.219 (C1 95% = 1.379 — 3.570), p < 0.001), respectivamente.

Tabla 14. Analisis univariante de los polimorfismos rs11615 (ERCC1) y rs17503908 (ATM) en relacion a las variables clinicas tamafio clinico tumoral (cT) y Gleason score

Modelo recesivo Modelo dominante Modelo homocigoto Modelo heterocigoto

GG vs. AG + AA GG + AG vs. AA GG vs. AA AG vs. AA
Variable clinica n SNP OR (95%Cl) p OR (95%Cl) p OR (95%Cl) p OR (95%CI) p
cT, 1a-2a/2b-4 270/207 rs11615 1.02 (0.62 - 1.68) 0.928 0.50 (0.35-0.73) <0.0001 0.67 (0.39 —1.16) 0.152 0.45 (0.30 —0.70) <0.0001
GGvs.GT+TT GG +GTvs. TT GGvs. TT GTvs. TT
OR (95%CI) p OR (95%Cl) p OR (95%CI) p OR (95%CI) p

Gleason, <7/>7 226/266 rs17503908 NA = 0.48 (0.30 —0.76) 0.002 NA = 0.45 (0.28 -0.72) 0.001

Abreviaturas: OR, odds ratio; Cl, intervalo de confianza; NA, no aplicable (debido al escaso nimero de muestras: solo 2 genotipados como GG-rs17503908).
Prueba estadistica: regresion logistica binaria (categoria de referencia para SNP rs11615: AA. Categoria de referencia para SNP rs17503908: TT).

Del mismo modo, se estudio el papel de los SNPs rs11615 y rs17503908 en el
contexto de los grupos de riesgo segun la clasificacion D’Amico, la cual estima la
agresividad bioldgica de los tumores de prostata en funcion de los parametros clinicos y
los agrupa en diferentes categorias de riesgo que reflejan la capacidad de crecimiento y
expansion. Los resultados mostraron que los pacientes de CaP con genotipo TT para el
SNP rs17503908 presentaban mayor riesgo de desarrollar tumores de alto riesgo segun
la clasificacion D’Amico (OR = 1.694 (Cl 95% = 1.015 — 2.827), p = 0.044). Por el
contrario, no se observé esta tendencia para el SNP rs11615 (Figura 16). No obstante,
aquellos pacientes de CaP portadores de los genotipos AA — TT para rs11615 y
rs17503908 conjuntamente, presentaron el mayor riesgo de desarrollar tumores de alto
riesgo segun la clasificacion D’Amico (OR = 2.566 (Cl 95% = 1.277 — 5.156), p =
0.008) (Figura 16). Los resultados fueron similares cuando las series se dividieron en
riesgo bajo vs. riesgo intermedio — alto segun la clasificacion D’ Amico (OR = 1.978 (CI
95% = 1.022 — 3.830), datos no mostrados). Estos resultados estan en consonancia con
los resultados mostrados anteriormente y sugieren que estos genotipos especificos se

asocian con factores de mal prondstico (Figura 17).
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SNPsy genotipos OR (95%IC), valor p

1s11615/rs17503908, GG/GG vs. AA/TT 2.57(1.28—5.16),0.008

rs11615/rs17503908, otros vs. AA/TT —— 1.43(0.96-2.14),0.077

1517503908, GG+GT vs. TT —_—— 1.69 (1.01—2.83),0.044

1s11615. GG+AG vs. AA B — 1.41(0.96—2.07). 0.080
= 0 1 2 3 4 5 6

Figura 16, diagrama Forrest de los odds ratios (OR) con un 95% de intervalo de confianza (IC)
para los polimorfismos rs11615 (ERCC1) y rs17503908 (ATM) y los grupos de riesgo de recaida segin
D’ Amico. Cada rombo representa el OR y la linea horizontal indica el 95% de IC. Para la regresion
binaria logistica, los pacientes fueron dicotomizados en dos grupos segun el siguiente criterio: riesgo bajo

— intermedio vs. riesgo alto segun la clasificacion D’ Amico

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Bajo Intermedio Alto

PAA-TT 61.1(33) 68.4(52) 82.9 (63)
[]66+G6G| 389(1) 31.6 (24) 17.1 (13)

Figura 17, distribucion genotipica combinada de los SNPS rs11615 y rs17503908 de acuerdo con los
grupos de riesgo segun la clasificacion D’ Amico. La distribucion genotipica es estadisticamente diferente
(test 2, p = 0.017).

Ningan otro polimorfismo mostré asociaciones significativas con las variables

clinicas.
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7.3.- Discusion

Las lesiones en el ADN son muy frecuentes y conducen a variaciones genéticas
tales como deleciones, amplificaciones, reordenamientos y traslocaciones cuyo
resultado es la alteracion de la homeostasis celular y la aparicion de comportamientos
tumorales (Wood et al. 2001). En este estudio se investiga la posible asociacion entre 10
SNPs localizados en genes que codifican para proteinas involucradas en la reparacion
del ADN vy la agresividad tumoral de un amplio grupo de pacientes espafioles con CaP,
siguiendo un sistema de gen candidato basado en los estudios publicados previamente
(Henrigquez-Hernandez et al. 2013). Se observ6 una fuerte asociacion de los genotipos
AA —rs11615 y TT —rs17503908 con variables clinicas de mal prondstico.

Durante la Gltima década se ha producido un incremento en el interés que suscita
el estudio del papel de los SNPs en el desarrollo y progresion del CaP. En esta linea, se
han explorado en profundidad algunos SNPs localizados en genes que codifican
proteinas de reparacion del ADN, especialmente en relacion con la prediccion de la
toxicidad inducida por radiacion (Van den Broeck et al. 2014). ERCCL1 es un gen
localizado en el cromosoma 19913 que codifica para una proteina relacionada con la
reparacion por escision de nucledtido, formando junto con XPF una endonucleasa libre
especifica nuclear (Ronen and Glickman 2001). En el contexto del CaP, se ha reportado
que polimorfismos localizados en ERCC1 podrian predisponer a las células del epitelio
prostatico a una transformacion hacia células cancerigenas (Matoka et al. 2012). Sin
embargo, existe una falta de informacidn sobre el papel de este gen en la agresividad de
la enfermedad. Las variables genéticas del cromosoma 19913 han sido evaluadas en
7370 casos de CaP sin que se haya encontrado relacién con la agresividad tumoral
(Kote-Jarai et al. 2008). A pesar de lo amplio de la serie, los pacientes incluidos
proceden de paises diferentes y en él no se tiene en cuenta la etnicidad como factor de
confusién, mas aun si apreciamos que incluso las diferencias observadas entre
poblaciones dentro de la misma etnia sugieren que la raza no es factor suficiente para
asegurar la homogeneidad de una muestra (Bauchet et al. 2007). En nuestro estudio se
observa que los pacientes de CaP portadores del genotipo AA — rs11615 presentaron
mayor riesgo de desarrollar tumores de mayor tamafio. Por el contrario, el alelo G en
combinacion con rs3212986 (también en el gen ERCC1) se ha relacionado con una baja
expresion de ERCCL1, lo que supone una reduccion de la capacidad de reparacion del

ADN y en consecuencia con una mejor respuesta a quimioterapia/radioterapia
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(Woelfelschneider et al. 2008). Por extension, la presencia del alelo A mantendria los
niveles normales de ERCC1, condicionando asi la malignidad del tumor y la respuesta
al tratamiento. En este sentido, el alelo G, que no es el alelo ancestral, podria conferir

ventajas clinicas en términos de tamafio tumoral.

El gen ATM esté codificado en el cromosoma 11g22. En respuesta a las roturas
de doble cadena del ADN (double-strand breaks, DSBs), ATM fosforila una variedad
de proteinas que estan involucradas en la reparacion de este tipo de lesiones genéticas y
en el control del ciclo celular (Ronen and Glickman 2001). La inactivacion de
ATM/ATR es un paso crucial en la promocion de la inestabilidad genémica inducida por
andrégenos y en la carcinogénesis de préstata (Chiu et al. 2012); ademas, algunas
variantes del gen ATM podrian conferir un incremento moderado en el riesgo de padecer
cancer de prostata. Las variables genéticas de ATM se han asociado con la toxicidad
inducida por radiacion (Cesaretti et al. 2007; Barnett et al. 2012), aunque ninguna de
estas asociaciones se ha confirmado en estudios de validacion (Barnett et al. 2012). Se
ha observado una tendencia similar en el contexto de la agresividad tumoral (Browning
et al. 2006). En nuestro trabajo, los pacientes con CaP que portaban el genotipo TT —
rs17503908 presentaron mayor riesgo de desarrollar tumores de alto grado. De este
modo, la presencia del alelo G, el cual no es el alelo ancestral, podria conferir ventajas
clinicas en términos de Gleason score. Aungue este es un resultado novedoso en CaP,
existe una gran variedad de mutaciones tipo missense y variantes de ATM entre los
pacientes de cancer de mama, pudiendo contribuir algunas de ellas en la etiologia y

progresion de la malignidad de la enfermedad (Dork et al. 2001).

Dado que los genotipos salvajes parecen representar un factor de riesgo asociado
con la agresividad tumoral, evaluamos el papel combinado de ambos genotipos en
relacion con los grupos de riesgo establecidos por D’Amico. Observamos que los
pacientes que portaban los genotipos homocigotos de ambos polimorfismos (AA + TT)
presentaron mayor riesgo de desarrollar tumores de alto riesgo de acuerdo con esta
clasificacion. Los genes ERCC1 y ATM estan codificados en cromosomas diferentes y
por tanto no hay una combinacion conservada de los polimorfismos. Sin embargo, las
frecuencias genotipicas para AA —rs11615 y TT — rs17503908 fueron de 0.39 y 0.81
respectivamente, con un total de 148 pacientes de CaP portadores de ambos genotipos
(29.9% del total de la serie). En consecuencia, un analisis combinado podria dar una

idea sobre el papel de ambos polimorfismos como factores de prediccion de la
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agresividad tumoral. No obstante, debe tenerse en consideracion que las consecuencias
funcionales de rs11615, asi como rs17503908, no son de tipo missense, esto es, no se
produce una sustitucion de aminodcidos en la traduccion proteica, por lo que la
relevancia bioldgica de este tipo de alteraciones genéticas no es clara. A pesar de ello,
las evidencias sugieren que las mutaciones sinénimas también son importantes y ya
existe una lista de mutaciones sinGnimas que crece con rapidez y que se asocian al
desarrollo de enfermedades humanas (Cartegni et al. 2002; Chamary et al. 2006).
Aungue de manera mas sutil que en el caso de las mutaciones tipo missense, los SNPs
sinbnimos pueden afectar a la funcion de la proteina alterando las estructuras
secundarias del ARN y en consecuencia, reduciendo la expresion proteica (Nackley et
al. 2006) y posiblemente afectando el plegamiento y la funcién de dicha proteina
(Kimchi-Sarfaty et al. 2007). Por ello, es posible que ambos polimorfismos puedan ser

importantes en la determinacion de las caracteristicas tumorales del CaP.

Los estudios de asociacion de genes candidatos son a menudo criticados por su
falta de validacion. Para ello debe considerarse en un futuro préximo la realizacion de
estudios de validacion, utilizando una cohorte de pacientes de CaP independiente y
randomizada (Patnala et al. 2013). Del presente estudio deben subrayarse algunos
factores limitantes: i) aunque 494 pacientes con CaP pueden parecer suficientes para
obtener datos estadisticos de confianza, es posible que algunos resultados tengan
naturaleza estocastica, especialmente para aquellos SNPs con baja MAF; ii) no se han
tenido en cuenta otros factores asociados con el CaP, tales como la edad, la historia
familiar, habitos toxicos o algunos tipos de dieta y iii) estas observaciones deben ser
confirmadas en una cohorte independiente. A pesar de lo anterior, este estudio también
presenta una serie de ventajas que contribuyen a su credibilidad: i) es un estudio
multicéntrico que proporciona pacientes de diferentes regiones del pais, minimizando
los sesgos que se producen en los estudios llevados a cabo en un Unico hospital; ii)
todos los sujetos fueron de origen espafiol y en la seleccion de individuos se ha reducido
la posible influencia de las variaciones intra-étnicas (Henriquez-Hernandez et al. 2013)
y iii) todas las determinaciones (4940 en total) fueron llevadas a cabo con la misma
metodologia (OpenArray, Applied Biosystems), con el mismo lote de material y por el

mismo investigador, minimizando asi los sesgos de origen técnico.
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7.4.- Conclusion

Los pacientes con céncer de préstata portadores de los genotipos homocigotos
salvajes para rs11615 o rs17503908 presentaron variables clinicas de peor pronostico,
un hecho acentuado en aquellos pacientes homocigotos para ambos polimorfismos.
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Capitulo IV






8.- Capitulo IV: Asociacion entre
polimorfismos de nucle6tido simple
en genes de reparacion de rotura doble
de cadena del ADN vy agresividad del
cancer de prostata en la poblacion
espaiiola.

8.1.- Introduccion

El cancer de prostata (CaP) es una enfermedad compleja, condicionada por
factores hormonales y geneticos. Tanto el estadio tumoral como el grado tumoral
(medido en términos de Gleason score) y los niveles de PSA al diagnostico son
utilizados en la rutina de la practica clinica diaria con el fin de clasificar a los pacientes
en distintos grupos de riesgo, lo que condiciona la decision sobre el tratamiento de la
enfermedad. Sin embargo, estos factores de prondstico clinico solo son capaces de
explicar una parte de la variabilidad en los resultados clinicos que se observan entre los
pacientes (Fraser et al. 2015), haciéndose necesaria la introduccion de nuevos factores
que mejoren la prediccion del prondstico y de la respuesta al tratamiento de manera

individualizada.

La rotura doble de cadena de ADN (DNA double strand break, DSB) es la forma
mas perjudicial de lesion en esta molécula, conduciendo a las células a la rotura de sus
cromosomas Yy condicionando el posterior reordenamiento cromosémico (Khanna and
Jackson 2001). Las DSBs pueden tener un origen exogeno (mediante la exposicion a
radiacion ionizante) o enddgeno (exposicidn a especies reactivas de oxigeno); también
pueden originarse durante la recombinacién somatica, la replicacién del ADN y cuando
se producen roturas de cadena simple (DNA single strand breaks) (Khanna and Jackson
2001). Las DSBs no reparadas o reparadas erroneamente pueden provocar muerte
celular, inestabilidad gendmica y/o transformacion oncogénica (Sharpless et al. 2001).
En células eucariotas, las DSBs se reparan mediante dos mecanismos diferentes: la

recombinacion homéloga (homologous recombination, HR) y la unién no homologa de
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extremos de ADN (non-homologous end joining, NHEJ) (Shrivastav et al. 2008).
Algunos polimorfismos de nucletdtido simple (SNP) — definidos como mutaciones
hereditarias que estan presentes en al menos el 1% de una poblacion — en genes que
codifican para proteinas implicadas en la HR se han propuesto como nuevos factores
asociados con la agresividad del CaP (Henriquez-Hernandez et al. 2014). Debido a la
complejidad del genoma de los mamiferos, la HR no es un mecanismo demasiado
eficiente ya que encontrar una secuencia homologa a un fragmento determinado de
ADN es un proceso muy complejo. Es por ello que la NHEJ juega un papel
predominante en la reparacion de las DSBs (West 2003). Esta afirmacion tiene sentido
si se tiene en cuenta que la mayoria del genoma humano esta formado por secuencias no
codificantes. Por todo lo anterior, algunas de las variaciones genéticas mas comunes en
aquellos genes que codifican para proteinas involucradas en la reparacion de DSBs de
ADN son buenas candidatas como biomarcadores de baja penetrabilidad del cancer
(Tseng et al. 2009).

El mecanismo de reparacion no homéloga comienza con el reclutamiento de las
proteinas Ku70 y Ku80 que se unen a los extremos del ADN. La proteina Ku70 esta
codificada en el gen XRCC6 (X-ray repair complementing defective repair in Chinese
hamster cell 6), mientras que la proteina Ku80 esta codificada en el gen XRCC5 (X-ray
repair complementing defective repair in Chinese hamster cell 5). Existen otras
proteinas que participan en la union de los extremos del ADN (tales como la proteina
kinasa de ADN (DNA-PK), XRCC4 y ligasa 4 (LIG4)). No obstante, el buen
funcionamiento del complejo Ku70/Ku80 es critico al inicio del mecanismo de
reparacion no homdéloga (Bassing and Alt 2004). Sin embargo, no se han realizado
estudios en CaP sobre las variantes polimérficas de los genes relacionados con la
recombinacion no homologa y su potencial asociacion con variables clinicas de

agresividad tumoral y pronostico de la enfermedad.

Las particulas conocidas como Vaults, son particulas ribonucleoproteicas con
una estructura en forma de barril (Kedersha et al. 1991) formadas por tres proteinas:
major vault protein (MVP), vault poly (adenosine diphosphate-ribose) polymerase
(VPARP) y telomerase-associated protein 1 (TEP1), junto con pequefios fragmentos de
ARN no traducidos (VRNA). Clasicamente, MVP se ha asociado con el desarrollo de
resistencia a farmacos (Scheffer et al. 1995). Sin embargo, en los Gltimos afios ha

crecido el interés en esta particula, especialmente en como los niveles de transcripcion
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del gen MVP y de la proteina en si, se ven incrementados en respuesta a agentes lesivos
del ADN, incluyendo la radiacion ionizante (Shimamoto et al. 2006). Ademas de su
implicacion en la regulacion de varios procesos celulares, incluyendo mecanismos de
transporte, transduccion de sefiales y respuesta inmunitaria (Lara et al. 2011), su
interaccion con otras proteinas como PTEN o Bcl-2 sugiere que MVP interviene de
alguna forma en el destino celular (Chung et al. 2005; Ryu et al. 2008). Es mas, MVP se
ha relacionado recientemente con la maquinaria de reparacion de DSBs a través de su
asociacion con la expresion de Ku70/Ku80 (Lloret et al. 2009). Es por ello que SNPs
localizados en el gen MVP puedan influir en el comportamiento del CaP, bien por su
papel en la resistencia al tratamiento, la regulacion de la apoptosis o con los
mecanismos de reparacion de ADN (Lara et al. 2011).

La poly (ADP-ribose) sintetase 1 es una proteina codificada por el gen PARP1,
que participa en la diferenciacion, proliferacion y transformacion tumoral (Thomas and
Tulin 2013). La proteina PARP1 interviene en la reparacion de DSBs de ADN mediante
su interaccion con BRCAL/2, asi como con otras proteinas (Schultz et al. 2003). PARP1
y Ku compiten por la reparacion de DSBs del ADN mediante diferentes mecanismos de
reparacion no homologa (Wang et al. 2006). En los ultimos afios, el empleo de
inhibidores de PARP1 en pacientes con cancer de ovario y mama con mutacion en los
genes BRCA1/2 ha mostrado unos resultados prometedores (Fong et al. 2009), asi como
en pacientes con CaP (Zhang 2014). El hecho de que PARP1 participe como nexo entre
los mecanismos de reparacion homologa y no homdloga del ADN, asi como su
creciente interés como diana terapéutica, hacen de este gen un buen candidato para ser
estudiado como condicionante de la agresividad tumoral. En la actualidad, no se ha

estudiado el papel de SNPs localizados en este gen en el contexto del CaP.

El objetivo de este estudio ha sido explorar la hipotesis de que las variaciones de
genes involucrados directa (XRCC6 y XRCC5) o indirectamente (MVP y PARP1) con la
reparacion de DSBs del ADN confieren un incremento en el riesgo de presentar un CaP
mas agresivo. Segun nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se estudian SNPs

localizados en estos genes en relacion con el CaP.
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8.2.- Resultados

8.2.1.- Variacién intra-étnica de SNPs

Todas las muestras genotipadas cumplieron con los requisitos de calidad
expuestos en el apartado “Pacientes y Métodos” de esta Tesis Doctoral. Se genotiparon
un total de 22 SNPs en 601 pacientes (Tabla 6). Del total de las 13 222 posibles
determinaciones, 12 608 fueron genotipadas satisfactoriamente (95%).

Como se ha expuesto en los Capitulos I y I, las diferencias en la distribucion de
genotipos dentro de las diferentes poblaciones de una misma etnia son un importante
factor de confusién en los estudios de epidemiologia genética (Henriquez-Hernandez et
al. 2013; Henriquez-Hernandez et al. 2015). Por ello, en un primer lugar analizamos la
distribucién genotipica entre sujetos de diferentes regiones de Espafia, resaltando que
todos los pacientes de CaP de este estudio son de origen caucasico. Las frecuencias
genotipicas y alelicas se muestran en la tabla 15. Se observa que 9 de los 22 SNPs
analizados presentan una distribucion diferente de acuerdo a la region geografica a la
que pertenecen: rs5751131, rs2267437, rs7291732, rs881092 (XRCC6); rs1051677
(XRCC5); rs3219123, rs1805410, rs1805414 (PARP1) y rs4788186 (MVP). Tal y
como se ha observado para otros SNPs (ver Capitulos | y 1), la poblacion de Andalucia
mostré una distribucién genotipica y alélica significativamente diferente de las
observadas en las poblaciones del Pais Vasco, Canarias y Catalufia. Es por ello que los
pacientes de Andalucia se excluyeron del resto de los analisis con el objetivo de
homogeneizar la serie y disminuir los sesgos. Hemos seguido esta estrategia

previamente en el Capitulo I11.

8.2.2.- Variables clinicas asociadas a los SNPs individualmente

Por las razones anteriormente comentadas, en los subsiguientes analisis se
incluyeron un total de 494 pacientes de CaP. La distribucion de las variables clinicas
aparece detallada en la tabla 12. De manera sucinta, observamos que la mayoria de los
pacientes de CaP presentaban un tamafio tumoral clinico cT1a — cT2a (54.7%), un nivel
de PSA al diagnéstico < 10 ng ml™ (61.9%) y un Gleason score < 7 (45.7%). Asi, de los
494 pacientes incluidos, 304 (61.5%) se clasificaron como tumores de riesgo bajo-

intermedio de acuerdo con la clasificacion de D’ Amico.
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Tabla 15. Frecuencias alélicas y genotipicas de los genes considerados en
las distintas poblaciones en estudio. Se muestran las diferencias estadisticas
entre los diferentes genotipos

% determinacion Genotipos Alelos

XRCC6

rs5751131 AA AG GG A G
Andalucia 0.97 0.78 0.22 0.00 089 0.11
Pais Vasco 1.00 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00
Canarias 0.99 0.99 0.01 0.00 099 0.01
Catalufia 0.99 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00

p value 0.0001

rs2267437 CC CG GG C G
Andalucia 0.70 053 0.25 0.22 0.66 0.34
Pais Vasco 0.98 0.40 0.34 0.26 057 043
Canarias 0.86 042 034 0.24 059 041
Catalufia 0.94 0.40 047 0.13 0.63 0.37

p value 0.008

rs11912946 cCC CT 717 C T
Andalucia 0.93 0.89 0.11 0.00 095 0.05
Pais Vasco 0.92 0.96 0.04 0.00 098 0.02
Canarias 0.96 0.96 0.04 0.00 098 0.02
Catalufia 0.98 0.94 0.06 0.00 097 0.03

p value n.s.

rs7291732 AA AC CC A C
Andalucia 0.92 0.00 0.12 0.88 0.06 0.94
Pais Vasco 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00 1.00
Canarias 0.99 0.00 0.00 1.00 0.00 1.00
Catalufa 0.99 0.00 0.00 1.00 0.00 1.00

p value 0.0001

rs881092 AA AC CC A C
Andalucia 0.91 0.00 0.12 0.88 0.06 0.94
Pais Vasco 1.00 0.00 0.02 0.98 0.01  0.99
Canarias 0.99 0.00 0.01 0.99 0.01  0.99
Catalufa 0.99 0.00 0.03 0.97 0.01  0.99

p value 0.0001

XRCC5

rs16855458 AA AC CC A C
Andalucia 0.73 0.09 020 0.71 019 081
Pais Vasco 0.96 0.02 0.45 0.53 0.24 0.76
Canarias 0.98 0.03 0.36 0.61 021 0.79
Catalufa 0.96 0.05 0.32 0.63 021 0.79

p value n.s.

rs9288516 AA AT TT A T
Andalucia 0.84 0.00 0.01 0.99 0.01  0.99
Pais Vasco 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00 1.00
Canarias 0.99 0.01 0.05 0.94 0.03 0.97
Catalufa 0.98 0.00 0.05 0.95 0.02 0.98

p value n.s.

rs1051677 cC CtT 71T C T
Andalucia 0.81 0.07 0.15 0.78 0.14 0.86
Pais Vasco 0.86 0.02 0.12 0.86 0.08 0.92
Canarias 1.00 0.00 0.22 0.78 0.11  0.89
Catalufa 0.98 0.01 021 0.78 0.11  0.89

p value 0.001
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rs1051685
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufia

p value

PARP1

rs8679
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufia

p value

rs3219123
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufia

p value

rs1805410
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufa

p value

rs3219062
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufia

p value

rs1805414
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufia

p value

rs1805404
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufa

p value

rs3219027
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufa

p value

MVP

rs9923649
Andalucia
Pais Vasco
Canarias
Catalufa

0.87
1.00
0.99
0.99

0.83
0.96
0.96
0.95

0.82
1.00
1.00
0.98

0.77
0.98
0.98
0.97

0.82
1.00
0.99
0.99

0.75
0.94
0.98
0.92

0.77
1.00
0.99
0.99

0.82
1.00
1.00
0.99

0.74
0.98
0.98
0.95

0.81
0.84
0.82
0.80

AA
0.75
0.55
0.59
0.60

AA
0.03
0.02
0.01
0.00

CC
0.10
0.00
0.03
0.03

GG
1.00
0.98
0.99
0.99

GG
0.30
0.17
0.09
0.10

0.04
0.02
0.01
0.02

0.07
0.06
0.04
0.02

GG
0.81
0.76
0.73
0.74
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AG
0.14
0.14
0.15
0.19

AG
0.18
0.39
0.33
0.34

AG
0.01
0.16
0.06
0.16

CT
0.23
0.30
0.30
0.33

GT
0.00
0.02
0.01
0.01

GA
0.23
0.42
0.38
0.42

AG
0.16
0.29
0.20
0.19

AG
0.27
0.33
0.26
0.30

GA
0.16
0.22
0.25
0.24

GG
0.05
0.02
0.03
0.01
n.s.

GG
0.07
0.06
0.08
0.06
n.s.

GG
0.96
0.82
0.93
0.86

0.001

TT

0.67
0.70
0.67
0.64

0.047

TT

0.00
0.00
0.00
0.00
n.s.

0.47
0.41
0.53
0.48
0.0001

GG
0.80
0.69
0.79
0.79
n.s.

GG
0.69
0.61
0.70
0.68
n.s.

0.03
0.02
0.02
0.02

A
0.88
0.91
0.90
0.90

0.84
0.74
0.75
0.77

0.03
0.10
0.04
0.07

0.21
0.15
0.17
0.20

1.00
0.99
0.99
0.99

0.59
0.63
0.72
0.69

0.12
0.17
0.11
0.11

0.19
0.23
0.17
0.17

0.89
0.87
0.85
0.85

G
0.12
0.09
0.10
0.10

0.16
0.26
0.25
0.23

0.97
0.90
0.96
0.93

0.79
0.85
0.83
0.80

0.00
0.01
0.01
0.01

0.41
0.37
0.28
0.31

0.88
0.83
0.89
0.89

0.81
0.77
0.83
0.83

0.11
0.13
0.15
0.15



p value n.s.

rs12149514 AA AG GG A G
Andalucia 0.76 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00
Pais Vasco 0.96 0.92 0.08 0.00 0.96 0.04
Canarias 0.99 0.96 0.04 0.00 0.98 0.02
Catalufia 0.94 0.96 0.04 0.00 0.98 0.02

p value n.s.

rs4788186 GG GA AA G A
Andalucia 0.76 0.48 0.20 0.32 0.58 042
Pais Vasco 1.00 0.35 0.45 0.20 0.58 042
Canarias 0.99 0.35 0.49 0.16 059 041
Catalufia 0.97 0.44 042 0.14 0.65 0.35

p value 0.001

rs3815824 TT TC CC T C
Andalucia 0.78 0.04 0.17 0.79 0.13 0.87
Pais Vasco 0.98 0.02 020 0.78 0.12 0.88
Canarias 0.98 0.02 024 0.74 0.14 0.86
Catalufia 0.98 0.02 0.23 0.75 0.14 0.86

p value n.s.

rs35916172 GG GA AA G A
Andalucia 0.85 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00
Pais Vasco 1.00 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00
Canarias 1.00 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00
Catalufia 0.99 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00

p value n.s.

rs3764944 GG GA AA G A
Andalucia 0.81 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00
Pais Vasco 1.00 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00
Canarias 0.99 0.99 0.01 0.00
Catalufia 0.99 1.00 0.00 0.00 1.00 0.00

p value n.s.

Abreviaturas: n.s., no significativo.

Nota: diferencias en la distribucion genotipica determinadas por el test y?

De los 22 SNPs analizados, 4 de ellos mostraron una distribucion
significativamente diferente entre los pacientes de CaP de acuerdo con las variables
clinicas consideradas (Tabla 16): rs2267437 (XRCC6), rs1051685 (XRCC5), rs3219123
(PARP1) y rs3815824 (MVP). La distribucion genotipica de dichos SNPs estaba en
equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 16. Asociaciones significativas entre las variables clinicas y los SNPs. La distribucion de los
pacientes esta expresada en nimeros absolutos y en porcentajes (entre paréntesis)

Tamafio clinico tumoral (cT)

SNP (gen) Genotipos cTla—cT2a cT2b—-cT2¢c cT3-cT4 p#
rs2267437 (XRCC6) CcC 105 (24.3) 41 (9.5) 29 (6.7) 0.004
CG 107 (24.8) 45 (10.4) 20 (4.6)
GG 37 (8.6) 38 (8.8) 10 (2.3)
PSA al diagndstico (ng/mL)
<10 10-19.99 >20
rs1051685 (XRCC5) AA 253 (52.4) 73 (15.1) 71 (14.7) 0.007
AG 46 (9.5) 25 (5.2) 6 (1.2)
GG 3 (0.6) 4(0.8) 2 (0.4)
rs3219123 (PARP1) AA 1(0.2) 0 (0.0) 1(0.2) 0.041
AG 29 (6.0) 18 (3.7) 4 (0.8)
GG 274 (56.6) 84 (17.4) 73 (15.1)
rs3815824 (MVP) TT 4(0.8) 2 (0.4) 5 (1.0) 0.025
TC 61 (12.7) 29 (6.0) 18 (3.8)
CcC 238 (49.6) 69 (14.4) 54 (11.3)
Gleason score
<7 7 >7
rs2267437 (XRCC6) CcC 91 (20.4) 58 (13.0) 31 (7.0) 0.037
CG 82 (18.4) 78 (17.5) 19 (4.3)
GG 31 (7.0) 41 (9.2) 14 (3.1)
Grupo de riesgo D’Amico
Bajo Intermedio Alto
rs2267437 (XRCCB6) CcC 52 (12.0) 58 (13.4) 64 (14.8) 0.015
CG 46 (10.6) 76 (17.6) 52 (12.0)
GG 12 (2.8) 34 (7.9) 39 (9.2)

# Test de .

De los SNPs estudiados, se encontro que rs2267437 estaba significativamente
asociado con la variable cT (test ¥, p = 0.004). Asi, 37 de los 249 pacientes de CaP con
tumores cT1a — cT2a eran portadores del genotipo GG (14.8%), mientras que de los 183
que presentaban tumores cT2b — cT4, 48 portaban el genotipo GG (26.2%). Los mismos
resultados se observaron en relacion con las variables Gleason score y los grupo de
riesgo segun D’Amico (test ¥ p = 0.037 y p = 0.015, respectivamente) (Tabla 16). En
ambos casos, los portadores del genotipo GG presentaron unas caracteristicas tumorales
de mayor agresividad. En esta linea, el genotipo GG se detectd en 12 de los 110
pacientes con tumores de riesgo bajo, mientras que aparecié en 73 de los 323 pacientes
con tumores de riesgo intermedio-alto (10.9% vs. 22.6%, respectivamente). En los
andlisis univariantes, el genotipo GG del polimorfismo rs2267437 (XRCC6) aparece
como un factor de riesgo en relacién con el desarrollo de tumores de prostata mas
agresivos (Tabla 17). EIl hecho de que los modelos recesivos y homocigotos muestren

resultados significativos, refuerza el papel del genotipo GG como factor pronostico de
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la presencia de caracteristicas tumorales mas desfavorables. En este sentido, aquellos
pacientes de CaP portadores del genotipo GG presentan mayor riesgo de desarrollar
tumores de mayor tamafio (OR = 2.04 (ClI 95% = 1.26 — 3.29), p = 0.004), presentan
mayores niveles de PSA al diagndstico (OR =2.12 (ClI 95% = 1.19 — 3.78), p = 0.044) y
presentan tumores de mayor riesgo segin D’Amico (OR = 2.38 (Cl 95% = 1.24 — 4.58),
p = 0.0009) que aquellos pacientes que porten los genotipos CC/CG (Tabla 17).

Tabla 17. Analisis univariante del SNP rs2267437 (XRCC6) en relacion a las variables clinicas
Modelo recesivo Modelo dominante Modelo homocigoto Modelo heterocigoto

GGvs.CG+CC CG+GGyvs.CC CCvs. GG CGyvs.CC
Variables clinicas n OR (95%CI) p OR (95%CI) p OR (95%CI) p OR (95%CI) p
CT, 1a-2a/2b-4 270207  2.04(1.26-3.29)  0.004 118(0.80-1.74) 0413 195(1.15-3.29) 0013 0.91(059-140) 0673
PSA, <20/>20 409/79 212 (1.17 -3.78) 0.011 1.30(0.75-2.21) 0.355 2.07 (1.08 - 3.98) 0.029 0.96 (0.52 -1.77) 0.892
Gleason, <7/>7 226/266 1.65 (1.01 - 2.68) 0.044 1.37 (0.94-2.01) 0.100 1.81(1.07 -3.08) 0.027 1.21(0.80-1.83) 0.368
Grupo riesgo, Bajo/Int-Alto  120/357  2.38(1.24—-458)  0.009 1.48 (0.95-2.29)  0.080 259 (1.30-5.18)  0.007 1.19(0.74-1.89) 0475

Abreviaturas: OR, odds ratio; Cl, intervalo de confianza; Int, intermedio.
Test estadistico: regresion logistica binaria (Categoria de referencia: CC).

Tal y como se observa en la tabla 16, SNPs localizados en diferentes genes
estaban relacionados con los niveles de PSA al diagnostico. Entre los 404 pacientes que
mostraron niveles de PSA al diagnéstico < 20 ng ml™, 78 de ellos eran portadores del
alelo G en el polimorfismo rs1051685 (XRCC5) (19.3%), mientras que 8 de los 79
pacientes con niveles iniciales de PSA > 20 ng ml™* portaban el alelo G (10.1%) (test Xz’
p = 0.007). Estos resultados sugieren que el alelo G actuaria como factor protector,
reforzado este hecho por los resultados obtenidos en el analisis univariante (datos no
mostrados en tabla). Asi, aquellos pacientes de CaP portadores del genotipo AG
mostraron menor riesgo de presentar niveles altos de PSA al diagnéstico (OR = 0.388
(C1 95% = 0.16 — 0.93), p = 0.033) que aquellos pacientes portadores del genotipo AA.
Por el contrario, los pacientes portadores del genotipo TT para el polimorfismo
rs3815824 (MVP) mostraron mayor riesgo de presentar niveles altos de PSA al
diagnodstico (OR = 4.74 (Cl 95% = 1.40 — 16.07), p = 0.013) que aquellos pacientes
portadores del genotipo CC. Finalmente, aunque el polimorfismo rs3219123 (PARP1)
estaba significativamente asociado con los niveles de PSA al diagnéstico (test % p =
0.041, Tabla 16), este SNP no parece ser un factor de riesgo para esta variable en el

analisis univariante.

8.2.3.- Andlisis combinados de miiltiples SNPs
Los resultados obtenidos sugieren que los genes considerados en el presente
estudio pueden contribuir al comportamiento tumoral, debido tanto a interaccion directa

como indirecta con el mecanismo de reparaciéon no homologo. Se estimé el efecto
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combinado de los genes asociados significativamente con las diferentes variables
clinicas (Figura 18). Para ello, consideramos el polimorfismo rs2267437 (XRCC6) como
la base de este andlisis, debido a su alto impacto en las diferentes caracteristicas
tumorales (tal y como se muestra en las tablas 16 y 17). Aunque la asociacién con
XRCCS5 no fue significativa (OR = 2.11 (CI 95% = 0.91 — 4.94)), si lo fue la asociacion
con los polimorfismos rs3219123 (PARP1) o rs3815824 (MVP), siendo esta un factor de
riesgo asociado a los grupos de riesgo segin D’Amico. De este modo, los pacientes de
CaP portadores de genotipos diferentes a los considerados como referencia (CC + CC y
CC + GG para rs2267437 + rs3815824 y rs2267437 + rs3219123, respectivamente)
presentaron mayor riesgo de desarrollar tumores de riesgo intermedio-alto segln
D’ Amico (Figura 18). Sorprendentemente, la combinacion de estos tres SNPs no mostré
un incremento significativo en el riesgo, sugiriendo que rs2267437 (XRCC6) y
rs3815824 (MVP) tienen un papel predominante en el comportamiento del CaP (OR =
3.33 (C1 95% de 1.56 — 7.17), p = 0.002).

SNPs Genotipos n Exn(B) (IC95%) valorp
152267437 +1rs3815824 (CC+CCvs.otros) 127vs. 74 334(156-17.17),0.002
152267437 +1s1051685  (CC+ AG vs.otros)  27vs. 235 2.11(0.91-4.94) 0.084
152267437 +1s3219123 (CC+ GG vs.otros)  158vs. 79 248(1.20-5.14).0.014
152267437 +1s3815824 (CC+CC+GGvs. 113vs.67 321(1.43-7.19).0.005

+1s3219123 otros)
0 1 2 3 -‘$ 5 6 7 8

Figura 18, diagrama Forrest de los odds ratios (OR) con un 95% de intervalo de confianza (IC) para los
polimorfismos rs2267437 (XRCC6), rs3815824 (MVP), rs1051685 (XRCC5) y rs3219123 (PARP1)
analizados de forma combinada y los grupos de riesgo de recaida segtin D’ Amico. Cada rombo representa
el OR y la linea horizontal indica el 95% de IC. Para la regresién binaria logistica, los pacientes fueron
dicotomizados en dos grupos segun el siguiente criterio: riesgo bajo vs. riesgo intermedio-alto segun la
clasificacion D’ Amico.

8.3.- Discusion

Aunque algunos alelos polimérficos de los genes relacionados con la reparacion
no homologa podrian predisponer a sus portadores a un mayor riesgo de desarrollar
tumores mas agresivos, hasta la fecha no se han obtenido evidencias clinicas directas de

que esto sea asi en pacientes con CaP. En capitulos anteriores de esta Tesis Doctoral, se
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ha reportado que las variaciones genéticas mas comunes en genes involucrados en la
reparacion homologa (como XRCC1, ERCC1 o ERCC2, entre otros), estan asociadas
con variables clinicas de mal pronéstico para el CaP (Henriquez-Hernandez et al. 2014).
En este capitulo, nos centramos en el estudio de los genes clasicos involucrados en la
reparacion no homdloga del dafio al ADN (XRCC6 y XRCC5), asi como de otros genes
asociados con la reparacioén de DSBs (PARP1 y MVP). Hasta donde nosotros sabemos,
este es el primer estudio que analiza la influencia de estos cuatro genes en el
comportamiento tumoral del CaP. Aunque es un estudio de tipo “gen candidato”, en este
caso se utiliz6 un enfoque de seleccion de SNPs haciendo uso de la plataforma
informéatica HapMap, lo que reduce los sesgos inherentes a la seleccién manual de los
SNPs ampliamente estudiados y permite la inclusion de nuevas variantes génicas con

posibles papeles biologicos.

En este estudio se incluyeron un total de 601 pacientes de cancer de prostata de
cuatro regiones diferentes de Espafia. Las variaciones intra-étnicas en las frecuencias
genomicas Yy alélicas son un importante factor de confusion que es a menudo obviado.
La confusion puede aparecer si la poblacién contiene varios grupos étnicos, si las
frecuencias alélicas en el locus de interés difieren entre grupos o si la frecuencia de la
enfermedad también difiere entre los grupos por causas no relacionadas con el locus de
interés (Clayton 2001). Este fendmeno ha sido descrito en nuestra serie de pacientes
(Henriquez-Hernandez et al. 2013; Henriquez-Hernandez et al. 2015), un efecto
explicado por las diferencias en el devenir de la historia natural de las distintas
poblaciones (Calafell and Bertranpetit 1994; Rando et al. 1999). Tal y como era de
esperar, a la vista de los resultados reportados en los Capitulos 1 y Il de esta Tesis
Doctoral, la poblacion de Andalucia mostro diferencias significativas en la distribucion
genotipica y alélica, y por tanto, esa subserie de pacientes fue excluida de los analisis de

asociacion con el fin de eliminar los sesgos de tipo intra-étnicos.

Ku70/Ku80 es un complejo proteico codificado por los genes XRCC6 y XRCC5,
el cual esta involucrado en la iniciacion del proceso de reparacion no homdloga.
Especificamente, Ku70/Ku80 es responsable del reconocimiento de las terminaciones de
ADN en aquellos lugares donde se ha producido una lesion de tipo DSB (Bassing and
Alt 2004; Rivera-Calzada et al. 2007; Gomes et al. 2010). Debido a que Ku70/Ku80 es
un complejo formado por dos monémeros, la funcionalidad del complejo puede verse

comprometida si se producen cambios estructurales en las proteinas, y es bien conocido
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que los polimorfismos genéticos pueden comprometer no solo la unién de un complejo
proteico sino también la fuerza de los enlaces entre proteinas y ADN (Gomes et al.
2010). El polimorfismo rs2267437 de XRCC6 aparece como un factor de riesgo
asociado a variables clinicas de mal prondstico para el CaP en términos de tamafio
tumoral, nivel de PSA al diagnostico, Gleason score e incluso con los grupos de riesgo
segun la clasificacion de D’ Amico. Se ha investigado el polimorfismo rs2267437 para
establecer su papel como factor de riesgo de desarrollar céncer con resultados
inconclusos. Sin embargo, una revision sistematica reciente y un meta-analisis han
concluido que dicho SNP esta asociado con un aumento significativo del riesgo de sufrir
cancer de mama, carcinoma de células renales y carcinoma hepatocelular (Jia et al.
2015). No obstante, este estudio no incluyé ningun paciente con CaP, ni tampoco se
analizd ninguna asociacion con las variables clinicas. También parece haberse
establecido una relacion con el riesgo de desarrollo tumoral para el polimorfismo
rs2267437 — especificamente el genotipo GG — en otro meta-analisis (Xu et al. 2013).
Nuestros resultados refuerzan estos hallazgos anteriores y postulan al SNP rs2267437

como un factor genético novedoso en relacion al comportamiento biolégico del CaP.

El polimorfismo rs1051685 del gen XRCC5 ha sido previamente evaluado en
pacientes con mieloma. Aquellos pacientes portadores del genotipo GG presentaron
menor riesgo de desarrollar mieloma (Hayden et al. 2007). Estos resultados se han
probado también en pacientes espafoles con mieloma multiple (Cibeira et al. 2011) y
coinciden con los resultados presentados en este estudio de pacientes con CaP. Aungue
seria esperable encontrar un vinculo entre SNPs localizados en el gen XRCC5 y XRCC6,
cuando los polimorfismos rs2267437 y rs1051685 son analizados de forma conjunta, no
se observa dicha asociacion, posiblemente debido al pequefio tamafio de la muestra de
pacientes que son portadores de lo que podemos llamar este “genotipo protector” (n =
27). La frecuencia del alelo menor para rs1051685 fue de aproximadamente el 10%, lo
cual coincide con lo determinado especificamente para la poblacion europea (datos
disponibles en http://www.ncbi.nih.gov/projects/SNP/). Con los datos disponibles
actualmente, el papel potencial del polimorfismo rs1051685 necesita ser explorado mas

profundamente.

En la busqueda de bibliografia sobre las variables genéticas de PARP1, no se
han encontrado publicaciones previas que versen sobre el estudio de la asociacion entre

polimorfismos localizados en este gen y el cancer de prostata. Sin embargo, algunos
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SNPs localizados en PARP1 parecen estar relacionados con glioma (Adel Fahmideh et
al. 2014) y cancer gastrointestinal (Hu et al. 2014), pero no hay resultados en relacion al
polimorfismo rs3219123 o en el contexto del CaP. En nuestra serie, se observa una
asociacion entre este SNP y los niveles de PSA al diagnostico, pero los analisis
univariantes no arrojaron resultados significativos. Incluso cuando se analizé este SNP
en combinacion con rs2267437, los resultados continuaron siendo no significativos,
sugiriendo un papel poco relevante del polimorfismo rs3219123 (PARP1) en la biologia
del CaP.

Existe una Unica publicacién que haga referencia al papel de las variables
genéticas del gen MVP. Se trata de un articulo que tiene por objetivo explorar el papel
de los SNPs en genes de resistencia a multiples drogas en pacientes con epilepsia en el
I6bulo temporal medial con esclerosis del hipocampo (Balan et al. 2013). Los autores de
este estudio no observaron ningun papel de los diferentes SNPs de MVP — incluido
rs3815824 — en este tipo de pacientes. En este aspecto, MVP es un gen desconocido
cuyo interés se ha visto incrementado desde que fuera asociado a Ku70/Ku80 (Lloret et
al. 2009) y a su papel en la respuesta a la radioterapia (Lloret et al. 2008; Henriquez-
Hernandez et al. 2011; Henriquez-Hernandez et al. 2012). En este estudio se reporta por
primera vez que los pacientes de CaP portadores del genotipo TT para este gen tienen
mayor riesgo de desarrollar tumores de prostata de peor pronostico en terminos de nivel
de PSA al diagnostico (un factor prondstico clasico de este tipo de cancer). Ademas, en
combinacion con el polimorfismo rs2267437 (XRCC6), se incrementa el riesgo de
presentar tumores de mayor riesgo al diagndstico segun la clasificacion de D’Amico.
Los mecanismos que estan detras de esta asociacion no son aun conocidos, pero apoyan
la hipdtesis de la union potencial entre MVP y los mecanismos de reparacion no
homobloga (Lloret et al. 2009).

Las consecuencias funcionales de los SNPs incluidos en este estudio son
dificiles de determinar, ya que tanto rs2267437 como rs3815824 son variaciones
localizadas en intrones, las cuales no se traducen como proteinas. Sin embargo, mientras
que los intrones son eliminados, los exones se unen entre si mediante una compleja
modificacion post-transcripcional de ARN denominada splicing. Este proceso de
splicing esta conducido por los elementos reguladores cis. Por ello, aunque las
consecuencias que pueden tener los SNPs localizados en las regiones intronicas de estos

elementos reguladores son desconocidas, podrian influir en el spliciosoma (Jensen et al.
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2009). Ademas, se han asociado algunos SNPs localizados en regiones no codificantes
con algunas enfermedades humanas y, en cualquier caso, se necesita un mayor
conocimiento sobre su impacto en la funcion génica y la salud del individuo (Shastry
2009). Para finalizar, los SNPs localizados en regiones intronicas son considerados
herramientas in silico, tales como “F-SNP: una coleccion de SNPs funcionales,
priorizados especificamente para los estudios de asociacion a enfermedades”
(disponible en: http://compbio.cs.queensu.c/F-SNP/). Esto sugiere que este tipo de
variables genéticas tienen relevancia biolégica en las enfermedades humanas (Lee and
Shatkay 2008; Lee and Shatkay 2008). En esta linea, se necesitan mas estudios
funcionales para conocer en profundidad las consecuencias de los polimorfismos
rs2267437 y rs3815824 en relacién al CaP.

Este estudio presenta una serie de ventajas que le confieren credibilidad.
Primero, la gran confianza que ofrece tanto el sistema de genotipado, como los
resultados de las variables clinicas consideradas (rutinarias en la practica clinica diaria)
minimizan la posibilidad de resultados inferidos debido a la subjetividad del observador.
Segundo, este estudio se ha llevado a cabo en una serie de pacientes espafioles de CaP
que ha sido previamente homogenizada en relacion a la variabilidad intra-étnica, un
factor que se ha determinado como relevante en los estudios de asociacion con
polimorfismos. Y tercero, todas las determinaciones (13 222 en total) fueron realizadas
mediante la misma metodologia (OpenArray, Applied Biosystems), con el mismo lote
de chips y por el mismo investigador, minimizando asi los sesgos de origen tecnoldgico.
Por otro lado, este estudio también presenta algunas deficiencias que deben ser
resaltadas: i) aunque 601 pacientes de CaP parecen suficientes para obtener resultados
estadisticamente creibles, es posible que algunos resultados sean de naturaleza
estocastica (error de tipo 1), especialmente para esos SNPs con una frecuencia del alelo
menor mas baja y teniendo en cuenta que los estudios de asociacion se llevaron a cabo
en una serie final de 494 pacientes de CaP; ii) otros factores asociados con el CaP
(como son la edad, la historia familiar, habitos toxicos, volumen prostatico, nivel de
testosterona, otros genes involucrados en la reparacién de ADN o algunos tipos de
dieta) no han sido tenidos en cuenta en este estudio; iii) en este estudio no hemos
llevado a cabo el testado multiple (correcciones de Bonferroni), limitando asi la

fortaleza de algunos de los analisis estadisticos y iv) es necesario realizar estudios
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funcionales dirigidos a determinar las consecuencias biologicas de determinados SNPs
para entender el papel real de estas variaciones genéticas en el CaP.

Nuestros resultados, de forma conjunta, sugieren que las variaciones genéticas
en genes involucrados en procesos de reparacion de DSBs y otros genes intimamente
ligados a la reparacién no homéloga de ADN pueden ser relevantes para el CaP. La
inhabilitacion celular para responder de forma correcta o reparar los dafios en el ADN
conduce a una inestabilidad genética que, al final, puede incrementar la tasa de
desarrollo tumoral o condicionar la agresividad del tumor. De cualquier modo, con el
fin de comprender mejor las consecuencias bioldgicas de estas variaciones genéticas,
deben tenerse en cuenta otros genes involucrados en la reparacién de ADN (como p53,
ARM, BRCAL1 o BRCA2), especialmente a medida que se acumulan evidencias que
conectan las deficiencias de la respuesta celular a las DSBs de ADN vy la tumorigénesis
(Khanna and Jackson 2001).

8.4.- Conclusiones

En conclusion, este estudio muestra por primera vez que los polimorfismos
rs2267437 (XRCC6) y rs3815824 (MVP) estan asociados con las variables clinicas que
identifican los tumores de CaP de mayor agresividad. Estos resultados deben ser
considerados como generadores de hipotesis y por ello deben realizarse estudios
adicionales con cohortes de hombres mas extensas con el objetivo de validar los
mismos, asi como su efecto combinado. Mas ain, deben realizarse estudios funcionales

para comprender el papel de ambos SNPs en el CaP.
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Capitulo V






9.- Capitulo V: La presencia de
determinadas variaciones genéticas en
genes implicados en el metabolismo
de la testosterona estan asociadas con
la progresion del cancer de prostata:
un estudio multicéntrico espanol.

9.1.- Introduccion

El cancer de prostata (CaP) es una enfermedad hormono-dependiente que
requiere de la presencia de androgenos para su desarrollo (Huggins 1967). La sintesis de
testosterona (T) esta mediada por la enzima 17-hidroxilasa/17, 20-liasa, codificada por
el gen del citocromo P450 17A1 (CYP17Al). Sin embargo, la hormona efectora es la
dihidrotestosterona (DHT), considerada por tanto como el metabolito activo de la
testosterona. La T se convierte en DHT a través de la ruta Sa-reductasa, siendo la
funcionalidad de esta ruta la que condiciona la disponibilidad tumoral de DHT vy el

subsecuente desarrollo y progresion tumorales (Hamada et al. 2007).

Los polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs) son variaciones genéticas en la
secuencia de ADN que pueden condicionar la eficacia funcional de la enzima codificada
en un gen determinado (Roses 2000). Es de esperar que las alteraciones genéticas que
afecten a enzimas involucradas en la ruta metabdlica de la testosterona puedan alterar la
homeostasis hormonal y de este modo influir en el desarrollo y posterior progresion del
CaP.

La existencia de una relacion entre la presencia de ciertos polimorfismos en el
gen CYP17A1 vy el cancer de prostata es un hecho cuestionado (Lindstrom et al. 2007;
Setiawan et al. 2007; Mononen and Schleutker 2009). Aunque se ha sugerido que
algunos polimorfismos de CYP17A1 estan asociados con el riesgo de CaP (Wang et al.
2011) y su supervivencia (Wright et al. 2010), no esta claro el mecanismo por el que
SNPs localizados en este gen podrian afectar a variables clinicas del CaP tales como el

tamafio tumoral, los niveles de antigeno prostéatico especifico (PSA) o el Gleason score.
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En cualquier caso, CYP17A1 es considerado un factor importante para la progresion del
CaP, hasta el punto de ser en la actualidad una diana terapéutica para el tratamiento de
dicha enfermedad. El acetato de abiraterona es un nuevo farmaco usado en el
tratamiento del CaP que actia mediante el bloqueo especifico de CYP17A1 (Yang
2011). Sin embargo, no se ha estudiado el papel de los SNPs localizados en dicho gen
en la respuesta al tratamiento con acetato de abiraterona.

Las enzimas 5a-reductasa estan codificadas por los genes esteroide-5a-reductas,
a-polipétidos 1 (SRD5A1) y 2 (SRD5A2). Del mismo modo, el papel de los
polimorfismos en SRD5A1 y SRD5A2 en relacion con el CaP ha sido muy poco
explorado, aunque existen estudios que muestran asociaciones positivas de algunas
variaciones genéticas en SRD5A1 y SRD5A2 en la prediccion del resultado del CaP, en
términos de recaida bioquimica (Audet-Walsh et al. 2011). A pesar de ello, SRD5A1/A2
también son dianas terapeuticas para el tratamiento del CaP y el bloqueo especifico de
estas enzimas con dutasterida y finasterida ha mostrado que la disminucion de la
produccion de DHT mediante inhibidores de S5a-reductasa (So-RI) disminuye la
incidencia del CaP clinicamente localizado (Thompson et al. 2003; Andriole et al.
2004).

Dado que la presencia de variaciones genéticas en aquellos genes involucrados
en la biosintesis y metabolismo de andrégenos puede alterar la disponibilidad hormonal,
en el presente estudio partimos de la hipdtesis de que ciertos polimorfismos localizados
en estos genes podrian ser importantes para definir las caracteristicas bioldgicas de la
enfermedad y posiblemente influir en los factores prondsticos clasicos del CaP. Por
primera vez, se ha llevado a cabo un estudio para explorar la asociacion entre
variaciones hereditarias en SRD5A1/A2 y CYP17A1 y la progresion del CaP en una

cohorte de pacientes caucasicos espafioles con CaP.

9.2.- Resultados

Todas las muestras genotipadas cumplian con los criterios de calidad
establecidos en el apartado “Pacientes y Métodos” de esta Tesis Doctoral, y todas ellas
fueron genotipadas con el mismo lote de material y al mismo tiempo. Un total de 494
pacientes de CaP fueron genotipados para 32 SNPs (Tabla 6). De las 15 808 posibles
determinaciones, el 97.33% fueron genotipadas con éxito. Las frecuencias genotipicas y

alélicas se muestran en la tabla 18. Todos los SNPs se encontraban en equilibrio de
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Hardy-Wienberg (HWE). La distribucién de las variables clinicas esta detallada en la
tabla 12. Tal y como se ha expuesto con anterioridad, la mayoria de los pacientes eran
cTla — cT2a (54.7%), con un PSA al diagndstico < 10ng/ml (61.9%) y un Gleason
score < 7 (45.7%). No se observaron diferencias de proporcién en la agresividad del
CaP entre las diferentes regiones de Esparia.

Tabla 18. Frecuencias alélicas y genotipicas de los pacientes incluidos en el estudio

Gen/SNP n Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
SRD5A1

rs166050 479 AA 059 AG 036 GG 0.05 A 077 G 023
rs501999 488 CC 028 CT 047 TT 0.24 C 052 T 048
rs518673 476 AA 0.09 AG 041 GG 0.0 A 029 G 071
rs3822430 481 AA 033 AG 051 GG 0.16 A 059 G 041
rs500182 489 GG 001 GT 018 TT 0.82 G 009 T 091
rs8192120 483 AA 010 AC 045 CC 0.6 A 032 C 0.68
rs4702378 490 CC 006 CT 031 TT 0.63 C 021 T 0.79
rs1691053 488 AA 087 AG 0.13 GG 0.00 A 093 G 0.07
rs39848 472 CC 014 CT 047 TT 0.39 C 038 T 0.62
rs3797179 482 AA 004 AG 026 GG 0.70 A 017 G 0.83
SRD5A2

rs2208532 475 AA 030 AG 049 GG 0.21 A 054 G 046
rs12470143 488 CC 030 CT 052 TT 0.17 C 057 T 043
rs2281546 490 GG 002 GT 024 TT 0.74 G 014 T 0.86
rs3754838 480 CC 002 CT 020 TT 0.78 C 012 T 0.88
rs4952222 490 AA 0.00 AC 0.00 cCC 1.00 A 000 C 1.00
rs7562326 483 CC 002 CT 021 TT 0.77 C 013 T 0.87
rs2300702 477 CC 018 CG 049 GG 0.33 C 042 G 0.58
rs4952197 485 AA 0.06 AG 033 GG 0.61 A 022 G 0.78
rs676033 487 CC 051 CT 040 TT 0.09 C 071 T 0.29
rs523349 398 CC 040 CG 043 GG 0.17 C 062 G 0.38
rs9332975 487 CC 002 CT 020 TT 0.78 C 012 T 0.88
rs7594951 489 CC 078 CT 020 TT 0.02 C 088 T 0.12
CYP17A1

rs3781287 485 GG 021 GT 047 TT 0.32 G 045 T 0.55
rs1004467 486 AA 0.79 AG 020 GG 0.02 A 089 G 011
rs743572 465 AA 032 AG 048 GG 0.20 A 056 G 044
rs10883782 477 AA 0.65 AG 032 GG 0.04 A 081 G 0.20
rs619824 487 AA 022 AC 050 CC 0.28 A 047 C 053
rs2486758 482 CC 004 CT 029 TT 0.67 C 018 T 0.82
rs17115100 490 GG 080 GT 0419 TT 0.01 G 08 T 011
rs4919686 492 AA 048 AC 041 CC 0.0 A 069 C 031
rs10786712 491 CC 033 CT 047 TT 0.20 C 057 T 043
rs6163 474 AA 019 AC 048 CC 0.32 A 043 C 057

De entre los 32 SNPs estudiados, solo dos de ellos presentaron una distribucion
significativamente diferente entre los pacientes de CaP en relacion con los niveles de
PSA (Tabla 19): rs3822430 (frecuencia del alelo menor (minor allele frequency, MAF)
=0.41) y rs1691053 (MAF = 0.07), ambos localizados en el gen SRD5A1. Asi, de entre
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los 157 pacientes con CaP que presentaban niveles de PSA al diagnéstico < 10ng/ml, 92
de ellos (58.6%) portaban el genotipo AA para el polimorfismo rs3822430; mientras
que de los 180 pacientes con CaP con niveles de PSA al diagnéstico > 10 ng/ml, 115 de
ellos (63.9%) portaban el alelo G para el mismo SNP (test de ¥ p = 0.015). La misma
tendencia se observo para el SNP rs1691053 (test de 2, p = 0.008). Al estudiar el papel
combinado de ambos SNPs en relacion con el nivel de PSA al diagndstico, se observo
que los pacientes con CaP portadores del alelo G en ambos SNPs mostraron niveles de
PSA al diagnostico mayores que aquellos portadores AA — AA (73% vs. 27%, test de
v’, p = 0.002) (Tabla 19). Ademés, los portadores del alelo G para ambos SNPs
rs3822430 y rs1691053 presentaban mayor riesgo de tener niveles de PSA al
diagndstico > 20 ng/ml (test de regresion logistica binaria, Exp(B) = 2.812 (CI del 95%
= 1.397 — 5.657), p = 0.004) que aquellos portadores del genotipo AA — AA (datos no
mostrados). Ningun otro polimorfismo mostré asociaciones significativas con las

variables clinicas.

Tabla 19. Asaciaciones significativas entre el nivel de PSA al diagnostico y SNPs
PSA al diagnéstico (ng/mL)

SNP Genotipos <10 10-19.99 > 20 p#
rs3822430 AA 92 44 21 0.015
AG 44 44 14
GG 21 50 7
rs1691053 AA 272 89 59 0.008
AG 30 13 18
GG 0 1 0
rs3822430 - rs1691053 AA + AA 80 38 10 0.002
G portadores 213 64 66
# Test de .

Se estudid el papel de los tres haplotipos mas frecuentes detectados en nuestra
serie, localizados en los cromosomas (chr) 2 (donde se localiza el gen SRD5A2), chr 5
(localizacién del gen SRD5A1) y chr 10 (localizacion del gen CYP17A1) (Tabla 20). Los
analisis de haplotipo se realizaron con el programa SNPator. Para el chr 2, el 70.9% de
los pacientes con CaP presentaba uno de los tres haplotipos mostrados en la tabla; para
el chr 5, el 54.9% presentaba uno de los tres haplotipos mas frecuentes mostrados; y
para el chr 10, el 62% de los pacientes presentaba uno de los tres haplotipos mostrados
en la tabla. Se observd que entre los 23 pacientes homocigotos para el haplotipo
GCTTGTAGTA (localizado en el chr 5), 19 de ellos (82.6%) eran cTla — cT2a,
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comparado con el 55.4% (251 pacientes de 453) observado entre los pacientes con CaP
no homocigotos para este haplotipo (test de ¥ p = 0.018, datos no mostrados). Se
observo una tendencia similar para la variable clinica Gleason score < 7 (69.6% vs.
44.9%, test de %, p = 0.032). Ademas, tal y como se muestra en la tabla 21, observamos
que los pacientes con CaP no homocigotos para el haplotipo GCTTGTAGTA
presentaron un mayor riesgo de desarrollar tumores con un tamafio clinico mayor (test
de regresion logistica binaria, Exp(B) = 3.823 (CI 95% = 1.280 — 11.416), p = 0.016).
En el mismo sentido, los pacientes con CaP no homocigotos para el haplotipo
GCTTGTAGTA presentaron un mayor riesgo de tener un Gleason score mayor (test de
regresion logistica binaria, Exp(B) = 2.808 (Cl 95% = 1.134 — 6.953), p = 0.026).
Ningun otro haplotipo en el chr 5 0 en los chrs 2 y 10 mostraron asociacion significativa

con las variables clinicas consideradas en este estudio.

Tabla 20. Frecuencia de deteccion (%) de los tres haplotipos mas frecuentes localizados en los
cromosomas 2 (SRD5A2), 5 (SRD5A1) y 10 (CYP17A1)

Cromosoma 2 frec Cromosoma 5 frec Cromosoma 10 frec

Hapl TTTGGACTCCTC 32.8 GCTTGTAGTA 21.6 AAGCAGTAGT  28.1
Hap2 TTCACGCTCGTT 21.0 ACCTATGGCA 182 CGGAATCCAT 17.9
Hap3 TTCGGGCTCCTC 111 GATTACAGTA 151 CAGAATCCAC 16.0

Abreviaturas: hap, haplotipo; frec, frecuencia.

Haplotipos en cromosoma 2 estan formados por los SNPs: rs9332975, rs2281546, rs12470143,
rs4952197, rs2300702, rs2208532, rs7594951, rs7562326, rs4952222, rs523349, rs3754838, rs676033.
Haplotipos en cromosoma 5 estan formados por los SNPs: rs518673, rs8192120, rs501999, rs500182,
rs166050, rs4702378, rs3822430, rs3797179, rs39848, rs1691053.

Haplotipos en cromosoma 10 estdn formados por los SNPs: rs619824, rs10883782, rs17115100,
rs4919686, rs1004467, rs3781287, rs10786712, rs6163, rs743572, rs2486758.

Tabla 21. Haplotipos significativamente asociados a las variables clinicas
Haplotipo chr Exp(B) C.l. 95% p
CT1-T2avs. cT2b-T4

Homocigoto para GCTTGTAGTA# 5 1

Otros haplotipos 3.823 (1.280-11.416) 0.016
Gleason score (<7 vs. >7)

Homocigoto para GCTTGTAGTA# 5 1

Otros haplotipos 2.808  (1.134-6.953) 0.026

Abreviaturas: chr, cromosoma; C.1., intervalo de confianza.
# Categoria de referencia (Test estadistico: regresion logistica binaria)
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9.3.- Discusion

En el presente trabajo se ha estudiado el papel de 32 SNPs localizados en tres
genes importantes para el metabolismo de la testosterona (SRD5A1, SRD5A2 y
CYP17A1), en una cohorte espafiola de pacientes con cancer de prostata, asumiendo que
los diferentes niveles de testosterona y de dihidrotestosterona observados entre los
individuos de una poblacién podria estar influenciado por la presencia de polimorfismos
hereditarios localizados en estos genes, condicionando este hecho las caracteristicas
clinicas del tumor, maxime teniendo en cuenta el importante papel que los andrégenos

tienen en el desarrollo y comportamiento bioldgico del cancer de prostata.

En esta cohorte, la presencia de ciertos SNPs en SRD5A1 parece estar asociada
con algunas variables clinicas del CaP, tales como el nivel inicial de PSA. De este
modo, los portadores del alelo G para los SNPs rs3822430 y rs1691053 mostraron
mayor riesgo de presentar niveles de PSA al diagnostico > 20ng/ml. Este resultado
podria tener una importante influencia en la practica clinica rutinaria. En pacientes con
CaP tratados con 50-RI descienden los niveles de PSA (Ross et al. 2012). Mas aln, se
ha sugerido que el nivel sérico de DHT podria servir como un potencial marcador de
diagnostico de la actividad de la enzima Sa-reductasa intra-prostatica durante el
tratamiento de los pacientes con Sa-RI (Stanczyk et al. 2013). Por otro lado, el efecto de
los 5a-RI1 en términos del nivel de PSA y DHT podria estar altamente influenciado por
la presencia de determinados polimorfismos en el gen SRD5AL. Curiosamente, no hay
estudios que hayan investigado el papel de los SNPs localizados en este gen en relacion
con la respuesta a 50-RI. Si se conoce que SNPs especificos localizados en SRD5A1
estan asociados con baja actividad enzimatica (Signorelli et al. 2008), pero en cualquier
caso, el conocimiento sobre los polimorfismos de SRD5A1 en relacion con el CaP es
muy limitado y contradictorio. En un estudio reciente, los varones con genotipo AG o
GG en el polimorfismo rs1691053, en contraposicion a los que portaban el genotipo AA
en dicho polimorfismo, presentaban mayor riesgo de desarrollar CaP (Setlur et al.
2010), lo que apoya los resultados obtenidos en este estudio y sugiere que este SNP
podria estar relacionado con el CaP. Con respecto al polimorfismo rs3822430, se ha
estudiado en el contexto del fallo bioguimico sin haberse obtenido una asociacion
significativa (Audet-Walsh et al. 2011). La relevancia de los SNPs del gen SRD5A1 en
relacion al CaP parece reforzada por el hecho de que un haplotipo especifico de este gen

(GCTTGTAGTA) esté fuertemente asociado con las variables clinicas de tamafio
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tumoral y Gleason score. La influencia que este haplotipo especifico pueda tener en la
funcion de la enzima aln no ha sido examinada. Un andlisis sistematico tanto de
variables constitucionales, como de variables somaticas de la enzima esteroide-5a-
reductasa tipo Il (en CaP), indicaron variaciones farmacogenéticas significativas en la
respuesta a finasterida y dutasterida y permitieron mapear las areas de la enzima salvaje
responsables de la inhibicién tiempo-especifica para cada uno (0 ambos) de los
inhibidores (Makridakis and Reichardt 2005). Los SNPs son la base de la
farmacogenética y es posible que tanto SNPs individuales como haplotipos especificos
puedan explicar la heterogeneidad de respuesta a farmacos observada en la préctica
clinica. Sin embargo, en este trabajo ningiin SNP o haplotipo en el gen SRD5A2 parece
asociarse con cualquiera de las variables clinicas de la serie. No obstante, otros autores
si han publicado la relacion de los SNPs rs4952197 o rs523349 (ambos incluidos en
nuestro analisis) con la recurrencia bioquimica del CaP (Audet-Walsh et al. 2011). De
hecho, rs523349 es uno de los polimorfismos mejor caracterizados del gen SRD5A2 y se
ha asociado con mal pronostico en pacientes de CaP en términos de fallo bioquimico
(incremento de los niveles de PSA despues del tratamiento) (Shibata et al. 2002) y de
invasion extracapsular (Jaffe et al. 2000). Shibata et al. y Jaffe et al. publicaron sus
resultados en cohortes mas pequerias que las nuestras y Audet-Walsh et al. incluy6 en su
serie sujetos de distintos origenes étnicos. Como hemos expuesto anteriormente, la
homogeneidad étnica de la muestra tiene una fuerte influencia en los analisis de
variaciones genéticas (Henriquez-Hernandez et al. 2013; Henriquez-Hernandez et al.
2015). Las diferencias en las técnicas de determinacion genotipica o en las estrategias
para el andlisis de los SNPs podrian ser razones que expliquen las diferencias

observadas entre estos resultados y los publicados por otros autores.

En esta serie, ninguno de los polimorfismos en CYP17ALl presentd asociacion
estadisticamente significativa con las variables clinicas consideradas. Existen
publicaciones que muestran una asociacion entre los SNPs rs743572, rs619824 y
rs2486758 y el riesgo de desarrollar CaP (Mononen and Schleutker 2009; Wang et al.
2011). Sin embargo, los resultados son contradictorios y estan condicionados por el
grupo étnico (Hamada et al. 2007). Los resultados de otro trabajo mostraron una
relacion entre el polimorfismo rs10883783 y la supervivencia del CaP tras una media de
seguimiento de 13.2 afios (Wright et al. 2010). La funcion de este gen en referencia al

CaP parece estar limitado a su desarrollo en si mismo, sin alterar las caracteristicas
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bioldgicas una vez desarrollado. Esta hipotesis se ve reforzada por el hecho de que el
tratamiento con acetato de abiraterona presenta los mejores resultados cuando la
produccion testicular de testosterona es suprimida mediante un tratamiento hormonal;
de otro modo, la inhibicion especifica de CYP17A1 no tiene éxito (Shibata et al. 2002).

Los polimorfismos que afectan a la funcionalidad del gen SRD5A1 podrian
alterar la tasa de produccién de DHT y subsecuentemente la exposicion local a
andrégenos de las células prostaticas sensibles a estas sustancias, influenciando asi las
caracteristicas biolégicas del tumor: tamafio tumoral, nivel de PSA en suero y Gleason
score. EI modo en que estos SNPs y haplotipos pueden influir en la funcion de las
enzimas y en los niveles de testosterona es una cuestién que ain debe ser respondida. La
alta fiabilidad de los sistemas de genotipado y la objetividad de los valores clinicos
considerados (dado que se trata de técnicas rutinarias en la practica clinica) minimizan
las posibilidades de resultados inferidos por causa de la subjetividad de las
observaciones. El presente estudio se ha realizado en una serie de pacientes de cancer de
prostata esparioles, con un buen tamafio muestral (casi 500 sujetos) y homogeneidad en
cuanto a la etnia de los mismos, un factor que como hemos visto anteriormente, se ha

demostrado importante en estudios de asociacidén con polimorfismos.

9.4.- Conclusion

Este estudio revela la importancia de los polimorfismos de nucle6tido simple en
relacion con las caracteristicas bioldgicas al diagndstico del cancer de prdstata,
definiendo nuevas acciones del gen SRD5A1 en una cohorte de pacientes espafioles con
CaP. Experimentos futuros deberan explorar el papel de los genotipos en el seguimiento

de esta enfermedad.
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10.- Conclusiones

1. Las diferencias en la distribucion de genotipos entre diferentes poblaciones de
la misma etnia puede ser un factor de confusion importante y podria influir en la falta de
validacién de los resultados obtenidos en los estudios de SNPs asociados con la
toxicidad inducida por radiacidn. Esto es de especial relevancia cuando se llevan a cabo
extensos meta-analisis con sujetos procedentes de distintos paises. Los resultados aqui
expuestos sugieren que la homogeneidad entre las personas (especialmente entre
aquellos sujetos considerados controles del estudio) deberia ser probada antes de

proceder con cualquier otro analisis.

2. La diferencia en la distribucion de genotipos de SRD5A1 y SRD5A2 entre las
diferentes poblaciones de la misma etnia puede ser un factor responsable del fallo de los
tratamientos basados en 5a-RI. Nuestros resultados sugieren que la dotacion genética
debe ser tenida en cuenta (especialmente en ensayos clinicos que incluyan gente de

diferentes etnias) en la determinacion de la efectividad de este tipo de farmacos.

3. Los pacientes con cancer de prostata portadores de los genotipos homocigotos
salvajes para los SNPs rs11615 o rs17503908, localizados en los genes ERCC1 y ATM,
presentaron variables clinicas de peor pronostico, un hecho acentuado en aquellos

pacientes homocigotos para ambos polimorfismos.

4. Los polimorfismos rs2267437 (XRCC6) y rs3815824 (MVP) estan asociados
con variables clinicas que identifican los tumores de CaP de mayor agresividad. En
concreto, la presencia de variables genotipicas en estos dos genes, por separado o en
conjunto, se asocian a mayores niveles de PSA al diagnostico asi como a tumores de

mayor riesgo segun la clasificacion de riesgo de D’ Amico.

5. Determinados polimorfismos de nucleétido simple en el gen SRD5A1 parecen
ser relevantes en relacion con las caracteristicas biologicas al diagndstico del cancer de
prostata, definiendo nuevos haplotipos en el cromosoma 5 que podrian condicionar el

comportamiento biolégico de la enfermedad.
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Genetc pohmonphians are varians of the genome that appear
by muttions in some individoak, are tranamiged o of pring and
acquire mme frequency (2t keast 1% in dhe popolation afer mamy
generatons. Pohmorphisms are the hasis of evahmion and those
that are consobidated may be sllent or provide bensfim o
imdividoak, bt can ako he oleed in diease development [1].
The mast frequent pohymomphians are smgle nucleotide polymaor-
phisms (NP4, The ethnic arigin of 2 popolation determines the
dismibaton of genotypes in 2 population, and has not o he aqual
o others, Moreover, diflerences observed within populations of
the same shmic origin aggest that race & not 2 soficent oo
emsure the homogeneiny of the sample. In that sense, it & known
the pressnce of several sigmificam axes of smraiification, most
prominenly in 2 nonthem-mmh-2asten trend, b ake adong an
easlwest avk, among the genonpe dimiboton of Fornopean
popalation [J]. In the case of Spain, although popuolatorns
inhahiting the Therian Peninsula show 2 sobstamial genedc
homogensity [3], there are fndings suggestng that Mondhwest
African influences evising among the Spanish populations and
these differences might increase the nisk for fle positiees in
geneic epideminko gy studies [4].

Radiasion therapy (RT) & an efedive treatment ofiered 1o
patens with kcalived prostate cance 24 2 vishle aliamative 1o
surgery [3]. Although hoth theragies showed comparahle resulsin
terms of sunvival [6], the main differences hetween them are
related 0 adverse effecis Tomeonr comiral by BT reqoires the nse
of maximam deee that can be defversd while maintaining a
trderance vk of nommal tssee toacity, heing dimcad towicne the
factor Emitng the efficacy of the ireatment [7]. The mle of
genaics in the response of normal tksues 1o BT is widely accepted
hy the sciendfic commamine, and @t would hedp o explain why
patens meated with BT experince 2 large variation in nommal
tise tomicty, even when similar doses and schedoles are
adminisered [H]. Fadiagdom cames the kes of soucure and
fonaiom of mos hiokgic moleculs, inchdng DNA. The
imdividoal DNA repair capadn comsits of several mechanims
(muckentide and hase exciion repair, homaobogoos necomb nation,
non-homaolgow  endpining, mismakch repair and  elomers
meholism] and the mdhddual capaciy o repair damaged
DNA may modify the response of mmeor tisoe and normal
tissne 1o radiation [9). The, swodies of candidase ganes have hesn
fmnsed on genes mainly nvolved in DNA damage remgnigon
and repair (eg, ATH, XROC 1, XFD, ERCO L, TIGH, and TP5S
amemg others), and aka in free radical scavenging (eg, 2002, ar
ant-infammanry regamss (g, TEFE].

The association hefween SNPs and radiation tosdeity has heen
deeply explared [10] and mumerons comsonia have hem rmed 1o
idemify common genetc vanations assodated with the develop-
meme of radiation teadedty [11]. Akhoogh promising, the overall
mesolis Giled at the walidation stage [13] and woday, the
devednpment of 2 NP signamre assocaed to the prediction of
toacicity is s6ll far away. Although this ek of assnciagon could he
explamed by difierent reasons (presence of confimding fctors,
imsufficiem sample sipe, and lack of comssnss in the methodobogy
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e inerms of genonping, statistes, and even in dhe grading of
madiation nxicity] [15], the heterogensin of the stodied poguolae
toms & 2 G whose effect has hesn commenby mmderess maed.

With all those assumpons in mind, we designed 2 study 28 med
o evalnase the pmonypic dismibogon of 10 3NPs i 6 differem
genes mvolved in DNA repair and classically associated o
radiaton-indocad toddng, n o2 wide set of Spanih prosate
ancer pbens, 0 determine the homaogensity of the population
and to didess potental mdervaloed oonfounders in dhe
asmnciafion henvesn SNPs and radiaton toadciy.

Materials and Methods

1. Patients

A ol of 601 patiems with non-metasatic ocalimed prosaie
cancer [Pa) were ncloded in the stody. Geographical distribaion
of patients was as follows (Tahde 1 91 (15.14%) Fom Andaheia,
51 (AA48%) from Basqoe Commiry, 258 (59.60%) fom Canary and
T (567 T%) from Canlonia. Al patens were fom Spanih
anigin and 2l of them reedved writen indbmed coment hefore
sampie collaaion. All paricipans provided their wrigen informed
COTERATT 10 panticipte i this stody. The stody was approved by the
Ressarch and Erhics Commites of each insttoton pantidpant in
the study: Hospita Tniversimrio de Gran Canaria D, Negrim (Tas
Palmas de Gran Canaria), Hospial de la Esperanza. Parc de Saho
Mar (Barceloma), Hespital Tnfversimrio Virgen de bs Neves
(Gramada), Fospial Universiiari de Belhvie (1 Hospinlsa de
Thohregat), Onkobogiboa (Gwposroa ), ITnstm Catals dOmeolog ia
(L'Hogpialer de Liobregar), Flospind de b Sama Crew i Sam Pan
(Barcelona) and Hespial Universienio Virgen del Boco (Sevilla).

2 DA Eolation and Quantification

All the blood samples were st i the Flospitad Tiniversitario d-
firan Canaria T, MNegrim for DNA earaction and sobseoquen
analwes, DA was bolared from 300 pl of whole-hlond in an
iPrep punification system (Apphed Biosysems, Feoster Ciy, OA)
wing the Prep™ Poelink™™ gDNA Blood Kit [Apphed
Finastems)]. DA was quantied and the quality of @mples was
determined in 2 ManaDrop 2000 (Theyma Sciemific, Wilmingon,
TE}.

Table 1. Regional ancestry of study participants

Regional ancmby " = M. of hoapita
Brdaada T i 2
Baispan Corl oy 1 [EEE i
Camsy 18 @EEsy 1
Caraleria o pEm 4
Temd CTT 1

et 0 37 ool e (00 T S 000
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Table 2. Description of SHPs included in the study and analyzd by OpenAnay.
Gene name Symbol Ay 1D SHP 1D Bl Chr Ponitiion
Xy repair complementing debesEwe repain in Chiness ham e sl 1

i C__ _Ares 10 LWL 5 oT ey i3 A e

pi sl C__ _AEM 0 L L oT ey i3 Lot t]

RO ©__1 i34, _100 R e &G LLE S5 TS
|Encision rapair e somp lemantng redant repaic dafiseny, compleman@lion g

BT C___ 35033 10 [ RER GIT ey 3 E-E- ]
JEnzision rapair sronae somp lementng rodant repair daliseny, comp lemantion g 1

Bt C__ M _1_ mBilss L1 ey 3 b K]
Jigacen v

L C__1 . rmel 20 TS L1 1313 P

L C__iarme 10 S 1.5 FEZEL] LA
Atanis Lelang b ads e ded

ATM C__3330eE_10 [LRRE R L GIT i g 0D PR

AT C__A52TIreG_10 AT oG i g fOEY 43 5e
Tums ur protein PSS

a3 C___ MO0I545_10 (s A oG b - P
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Figure 1. Scatter plots showing genotyping of SNP rs10425232 in (A) Andalusia, [B) Basgue Country, (C] Canary, and |0 Catalonia
l.ut:.l Biotrowe O pendar ay® NT Cydler. Each graph deplots a scathemsd phot of one alliehe (FAM probe]) wemus Sieo®er alele (00 pmbe]. Those

SIMDES Tt 3 o OEEgoU s Jpnaar in hlma’r-l:l,h'hfuijgnm sarmples condain Suornes cence fom both pmbes and apoear In geeer Thee MTCs

appmr in lghtbiue squams and repeesent S adoground Suomsoenoe faom mples with no emplae DNA Samples non-detesmined appear as
black point and samples not amplifed appear 2 omnge poins. The scatfer plots were abtainad fom the TagMan Genotyper softwam warson 100

dal 107 journal pone IDEST35.g001
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3. Genes and SHPs and ATRDS2R0 of 1.7-1.0. A tetal of 300 ng of genamic TRA was
A noral of 10 SNPs in & different key genes invodved in DA wed A fmad amount of 150 ng was incorporated inwo the array
meqpair were stodisd: Xeoray repair crogecomplementing proein | with the amaoloader and genotyped according i the mamofctur

MROCT [14,15], =ddon repair cres-complemeandng rodent or's recommendations. A non-template conmal (NTO) comsiging
repair deficiency, complementtion groop 2 (EROCT [14], of TiYasedres dovhle-distilled water was inmodoced within each
exckin repRir cres-complenentng rodent repair deficiency, asmay. When the DNA and master mix were mamfered, the
complemenngon group 1 (ERCCL) [17], hease TV (LIGH) [14], bacded (A plate was filled with an immersion flod and seaded
afania telangiactasia motted (AT [19], and tomoor prosein pis with ghie. The mubhiplex Tankfan assay reactions were carried om
(TP53) [20]. Because BT aas prodocing DMA damage and m 2 Thal Flar Block (3ssell] Genedmp PCR Sysem 9700
genetic variztion i DA repair and demage regponse modify the (Apnhed Biceysems) with the follawing POR opele: an imiiall siep
sceqibifity o raditherapy, these SNPs have heen clisically at 9570 for 10 minuies fllowed by 50 opcles of 45 sconds a4
associated to radiafon-indocad tosdcity in several tumor types. 9570, 15 seconds a1 9470 and 2 mimoses, 14 seconds ar 35703

Descripfon of 3NPs & conined in Tahls 2. foll cawed by 2 final seep during 2 mimees 21 2570 and holding a1
0.
4. Genotyping The funrescence resuls were read using the OpenAmay® SNP

The SNP genotyping was made in 2 Bistrove OpenArmay® NT  Genotyping Analyss soffware version 105 (Applied Binastems).
Cycler (Apphed Bisystemsy. DNA fr OpenAmay (0A) was The genotyping analysis was made with the Taghfan Genonper
ditmed a1 a comcentration of 30 ngdpl and a ratio of A60/A280  sofiware version 101, (available a0 e/ www. imvitro gen.com./
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Figure 2 Mon-supendsed hierarchical dustering of SNPs in prostate cancer patients from (&) Andalusia, [B) Basgue Country, (C]
Canary and | Catalonia. Clustaring was made using Euclidean disance corelazon and avemge linkags and was pmcessed and displayed with

MubiBmperiment Viewer It tgrom L The denda shows clustering of SMPc The gene symibal was add ed to kdertify eadh SMP. Lines
below each paned shows the two main chm-gmtnhjrm

do 10U ET1/jourral pone MEI735.900F
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Table % Genotyps and alladic freguendies of gene Table 3. Cont
|polymonphisms in this study.
Call rate  Ganotypas Hwe  Alele
Calirms (Gencypes HWE At Ak e BO3 COE GAY 9w GOF OW
MRC B Cocrtey 00 GG B30 G il @
rurSAEY oo c T Carasy [ Gud B30 AR T
L B are hal a3 afE ra hE 058 Cataliria (L G QAT a2 L] [
e Commy B0 hdd G50 A e AW 030 Fp—— e
oy o5 Gdd a4 A A8 03 i 0 T Of C6 66 € &
Caita i 043 a3 055 am = @&y 0a7 A mlladiia e 1] POG GO0 GO0 kS Lo aas
== — Buricgiss Coaset oy i 0g4 GO M m W @m
ralieE o o T L Carmry i 005 054 G50 m Qe s
Aot oA L oM o m QW 00 Camleria L 002 GOd M m Wi wod
N Bz Ciosmiry il 3 hae dle Qi [ L I T P vallas A
Carry 047 L& A1 0 om0 QB O B
o i [HLT a0 a0y Qo [ [FL T B4 T of 6 GO c &
| e nira Ardadiia A B3 B3 & m % @M
Pl AR AA AS G48 A & Bunges Courtey LD B4l B4R BIE m @A 334
AedAk B85 ha aok AN A A8 0 Camry s BN 032 @7 2m 0 G an
N Eurazpom Sy il G dad 40 4 [~ e G Caaleria ] GEG 045 4o = Am ax
Carary L] @ a4kl aE ] [ L P i e
Carta i ogd @ at s ] T U
i S e . g ey, il o Winker g il HWED
I" — e T T RESEY, T ST ————
ERCCT clismibuion were aidaind by 77 et Popokiton ihowieg me HAE ware
s oa @ T @ 7 o1 7 kg O3 03
Eredailii o7 T o Qs * anr om
[~ e e = [Le s 1 e homee S Crloba 1 orms A2 mane geno npeer-on fiware-
Carary G Oil a4 QM A L3 o dounbadereghond] using anncalling 25 the call method The
it b G GO0 AE A% s T quality valee of the daw points genotype was deermined by 2
F i P d1:re:c.]1n?:| ahorwe (.95, 'l..":-r:mr!.'.p:ing analysis was dome for each
= popalaton separasedy (Figure 1)
a1 1E1E AA AG GG a & & Statistical .I'll"li'}ﬁﬁ-
—_— L e * L= CGrenongpe and allelic fraquencies were determined using the
| Ry i 43 24 AW W QS 03 wehehased envirnmment S Fanr (NP Analysis To Resubs, fiom
Carury oud G431 a4 2 mE 0aF the Spain’s Matonad Genotyping Center and the Mational Instioe
Cataliseia .03 BI RS AW e 08 04 fr Biomfrmatcs) [21]. Relative ewcess hewrosygosi was
F vl A determined to check oompatihifity of genonpe frequencies with
I Hardy-Weinherg equiitriuom (FIWEL Ths, pwaloes from dhe
Lis standard exact FITWE lack of fit test were caloolated nsing SN Pasor.
0L RS AR AG GG A G Comparisons of genonpic and allehic frequencies among poplz.
Bl e miE QN s L mid o gore, 25 well 35 hapionpe anabses were abuy done in SNFaor.
Neanizn Conmy GE G4 A3 0% ma aHE LT Principal component anadysis (POA) was made using dhe
Canry . AE A% AT 4 P EnpMamix and XSnpMamix -:l.:.-:..s.-raa and :'r'.-r:ﬂ?nds. [22], ingpie-
E— = S o S rr'.m,-.'d ;.-:. an B [u.rl:.ge and .I.'-'.ull.l'l.n from: 'E.:I.'ﬁ.i:'ﬂ'.‘h.ll.'.l.'ﬂ' las of
wersion 2.11; hape! fMicconducior.org). Tt consists in the ramsdor
F i magion of the st of original variahies in another set of variahies —
1SN RS AR AG OO A & principal componeanis — ohiined 25 2 linear combination ofthose.
Bl il G445 G d AE GE G The mew vaniahies retain all the mfrmagon, bur mest of the
 (O—— T A A% A6Y ma AE B8 pmincipal componens have so amall variahifity that can be
Camiry P ATE AW AX - T ignoned. This, few componens (generally 5 or bes) can represen
and explain reasomahly the s of ohjecs ofthe sample withoor kes
— paa fhee GE Qe o GE LE of information. POA reduces the complexity of the dua and
F g permits the graphical represnntion of the variahles.
AT Mon=sapervised heranchical chstering [25] of 3NP in eadh
L &G GT 7T & T populaton was made wing M uld Experimen Viewer (available a1z
www. bgr.ongl. (lsering was made using Eunchidean distance

comredation and average Gnkage. To socces perfomm the chsters,
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Figwe 3. Plot of the top two principal components from the analysis of populations (A), and boxplot of component 1 among the
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wikl hamozygous was encoded as —1, hewroaygows as 0 and Results
mutted homazygous a5 1. o

Al additional statisteal analyses were performed wsing PASW All the genotyped samples mer quality criteria 25 gated abowe,
Satistics 15 (TBM Corporation, Armonk, NY, USA), and all samples were genotyped with the same batch of material a2
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Table 4. Com parison among populstions of sllelic and

fpEnatypic redquendie.

Lomparivan Bl begquandies  Genolyse feguen

| Cam a Al - LRER 7]

Car v Baag - -

| ] - -

Eed v Bucy - i80S 358
AR -7

Bl v Can - B4
CHER 7]
miiEis

| EE A -

S it ra ety ol Bl il o iBenir

dddrdatiorre Cam, Camary, S, Amdalicla By Buarges Country; Car
Catalinia. The aralia o e g moty pie ok, o ot i iclucliog
o ek Bl 4 DI roed war i dbgificans with B valued <000,
el i 3 7 fpoisrmall pesema GOS0V 35 0004

the same fime. & dod of 601 PO2 patenis were genotyped for
10 ZPs. O the 6010 poesihle determinatons, H56% were
swccessfully genonped The call raes among populatons were
(median (range];: 79.5% (6H. 1-91.2 %) fr Andalosia, 100% (B4
100%) for Basque Comry, 97.7 % (94 5-99.2%) for Canary, and
97.9% (A5 .5-99.1 %) for Cazabomia.

The genotypic and allefic fraquencies are shown in Tabie 5 A
relative excess of hewroeygosiy, mdicating 2 deviation  finom
FIWE, was oblserved in 4 3NF from 2 different populations:
25407 (MXROCY) i sohjects from Cambomia and sl 5181
ERCO2), mll6l5 (EROCT and mslf0057 (ATH) in subjecs
from Andalesia (Tahle 5). The genatype distribation was difierent
hetwesn the sody popolatioms i 4 of the 10 SNPz m2587,
13181, 11615, and rslBOS3AE (TIGH) (37 et Tahle 3,
showing & difesrental dsmiboton of genotypes among poplas
tions. A nonesapervised hierarchical duser was perfrmed oyving
1o visualize the diflerences inthe genofype distribaions amomg the
four populators. Thos, as showm in Figare 2, pohmorphisms were
o i banted. s maen meain closters, each ome with & @erent momher

and ERCCT genes) amang the shedied populations.

SNP In DNA-Rapar Genes In Spanish Pestate Gncar

and identiny af 3NPs, sogpesting heterogeneity amang populations.
Muoreowver, the wehelasd tool SNFaor was used o compare
populatomn ndhidually one agains one. Differences i genonpic
distribations were mainly present betwemn Andalusia and the ather
popalaons (37 test, Table 4. Acoording &0 that resoli, dhe
populatoms from Catlonia and Andaloda showsd dhe greatea
differences, with 3 3NPs (25487, rsl 3181 and r=11615) differen-
tiadly disribhed amomg the POa patiens from bodh popolat o,

Principal component anahsi (POA) was done trying 1o idendfy
ghohal differences among popolations. Components 1 and 2 were
mespomside for the 15.5% and 14.5% of dhe vanance, respectivedy.
When hoth componens were ploged, the main componemns
seemed Mot to dBeriminae heneesn populitors (Fgme 3A)
Hionwever, when componens were anabyed ssparatdy, dhe first
ome conlle distinguish hetwesn the populations of Andalusia and
Catalomia (Figare 3B), comohoragng the resubs observed in
Tahie 4 and dearly showing the differences in the dismibmion of
genonges henvesn the analyred populatona

Finally, haglonpe anahysis was performed in SNPator, As
shown in Tahle 5, the three mest frequent haplotypes were
differert among populators. Thos, for SNFs in chromosome 11
(thoge located m ATM gene], the haplotype (303 was alwent i the
Andabeian population. For SNPs in chromosome 15 (o
kocased in LIGH gene), haplotypes GG and AA showed 2 differem
distrihition among the populations. Tn the me of SNFs in
chramesome 19 (theee keatsed in XROO], EROCE and ERCLD
genes), haplotype OOGGG was present only in PCa patenits from
Canary and Camlonia, while haplonpe QOGTG was present anly
in Pla patens from Andalusa and Basque Coumry. The faa
that the mest frequent hagionpes were squal in 2l popuolations
suggests a similanty bensesn indhaduak of the same sthmiciny.

Discws sion

Radingenomics & the smdy of genetc vanians, primarnily single
muclantide pohmmorphims (3NPs), ssociued with the develope
ment of radiatherapy oxcily, N an afempt to fnd an assay
capable of predicting which cancer patients are most likely o
develop adverse offecs affer BT [9). The predicton of normal
twne wwidny would allw the adjsting of mdiagon doses
mdiaduadly for each patiens, spedally when higher radiation

Table 5. Anshyiis of e thres most frequent haplotypes 5] in chromosomes 11 (ATM gene), 13 (Ligd gensl and 19 (RCCY, ERCC2

Haglot ypeic el Andaluiy i Bavgue Country
Hap (3] LERT o
Hap 2 oG . i
Hap 3 aT [T 6o
Haplotypaichrl ¥

Hap MG T MG
Hap 2 6 184 AR
Hap 3 Ak 1843 (]
Hapiatypaichr1®

Hap OOGTA EFLH] COGT A
Hap 2 TOGTA 1486 COGTG
Hap 4 OOGTG 1137 TCGTA

r Canary ir Catals nia r

- bl-a T Buns nem
raa oG ax oG 447

274 GG 230 EF-2

L] BG Taa? BG E4.04
nn ER 1523 GG 1Ed
i GG Ha4d  RA (%]
L COGTA 1737 OOGTA B
naa TOGTA 1703 TCGTA (LR E
H42 O0GGGE 13y O0GoG 123

i i 0

1 vl haoid B IE000ST aned 1T SOI00E, mlpeact il Bapictiad a1 B

ibupad Witk B BE0NEE wed 18058, mapacivaly; B glotiesl 6 Gt B buped Wit leos PO, 510 aTNMEL a8, aed B I1ELE gt el

i R 13 T Ml e 00K 00 35 0005
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doge lewvels are associaed with mprovad hiochemical contral
crcomes and reducton in distan metstases in POa pagens [24].
The rale of genetics in radiation-toadany has been proved [25]. Tn
that semse, penetics seem 1o commribaie 1o explain the high nter-
individnal variahifity ohserved hetween mases, even when patens
are smilar and are meated with the same treatment schedule [26].
Hionwever, although it has been pubfished 2 kot of hibfiography
reponting the predictve mole of some ENPs i normal tisoe
toacicity, the vabidation studies have Riled, caling imo question the
ntliny of SMNPs 22 2 ool for prediaing radistion-indoced soaiciny
[12].

Population assodaton between genotype 21 2 pantoolar koo
and a hinary wrait (such as presencefahsence of radiag on-indoced
toaicity] man arke in thres ways [27]: ) the boos may he oamally
related to the disease (differemt alleles carmying different risks], )
the koous may not itsel he casuad (ot may be sufficently clee to 2
cankal bocs 2 to be in Enkage disequiBbeiom whit i), or @) the
assnciation may he doe i comfmnding by popuolagon sratifica don
or admivmre. Confmding may act o create populagon
association in the afsence of 2 casnal Bnk or ohsoore 2 casual
redatiomship. Thus, it & mponant 1o exdode spurious assodaton
by appropriaee design andfor amalyes of stodies, taken o
acconmt that hizses that resub from sysematic emor (Fch as
sedefion hizses or hizses in measmring omonmes] persit 25 the
sample s moreass, Confommding would arse f the populaton
comizined several ethnic groups, if allels frequendes atthe oow of
mierest differed hetwesn groups, and if diease Fequenoy aba
differed henwesn groaps for reasons quite unrdated o the boow of
imterest. Tt is mown that ethnicity mSoences the applicabifity of
pharmaco genedos [2H].

Canary population,, as well a5 the restof popolations incloded in
this study, & considered 2s Caocasian, Hossewer, the namral
hisaory of, for exampde, Canary and Basque Counay, are different
Thus, while Camary population has influence from Monhwest
Africa migragon and Earopean colomisation [29], Basques have a
difierent onigin [30]. Fosever, in a revent poblished paper, 50
ndividoak from 10 different populations from Smin (Canary
population was not incloded m that sdy] were genonped for
120 8NP, concloded that the stodied popolations swere gamotype
ically simil ar [3]. None of the SNPs anrmsid dered in the present smdy
wene inchided in this previons amide We found dhat genotype
dismibmgon of 4 3NF was diferent among populatons from
Andalosia, Basque Coomry, Canary and Calonia, We companed
our fndings with the largest cohom of Pla patienis analyzed in
Spmin [51]. Aol of 680 Galician PCOa patents were soesned for
14 BNPs locased in the ATM, EROOCE TIGE, MIH1 and
XBOCS gemes. Three of these SNPs were incloded in owr
multcemter smoy: m1B05EAR (LI, =1R05586 (IIGH) and
mlA00057 (ATM). Genonpic dbmibotons of 1805588 and
r1H05 50 were significandy different among (abician and the
popalations meloded in the present stody (37 est, p=0.001 and
p=0.007, respectivedy), highlightng the wvariahiiny hensesn
popalations of the same ahmcity (Daocasiang) from the same
coamry in depending of each NP According 1o oor resuls,
Andalusia was the populagon difersntially dismiba shoneimg
the greatest dipanfy with Catlan (resobis olserved in 3" analyses
and POA)L Differences among populatomn were abw evident in
haplange anahsi and sohseqoent divributon Those resuls
suggest that each SNF nesd 1o be comsidened individually, oyving 1o
find possibie confounding sariahles that would be oocial for the
mierpretation of resulis. In casecomral studies, which & dhe ol
type of design in stodies for dsonwvering associations hawem SHNPs
and radiaton toaseity, the fandamemal ssompton & that dhese
twn series of subjecs (conmol and cases) may be nsed o provide

PLEE OME | wearspicsn neong
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mbiased estimates of the comsponding digrbmions among
affecied and wnafected members of some underdying population
[27]. Tha fandamental assompton may not be met m praoics,
leacing 1o hizsed findings that fall imo neo broad classes: sedaction
hias canssd by mapproprise sampling of cases and comimols, and
information hias camed by differemial measurement emrors in
mses and comrols, When the confmding variabie & detented i
the sindy, the classicall medhod in epideminda gy is by stratificadion
af the analysis by the poendally confumding variahle and teging
for associafion hetwesn foiors of inderest (e genonpe and
disease within straa (e grades of rediaton-dndoced ey
Concern over the presence of hias from popolaton stratification i
Fenedic case-onmnal studies should be alleviated by proper design
and amalysin of caseconind stodies, svaloation of the likd thood of
major hiss m 2 given aady [32] and, f neaded, medhods for
anmection [33)].

The present stody has some Eniations that should be nosed.
First, al subjecs were Pz patens and the genotype frequency
may he different if it & comparsd with 2 popuolation of healthy
subjens. However, in stodies desdgned o evaluase  possihle
amoriafions hetwesn SNFPs and mdiation tosdcity, comrols are
patienss with null-kow grade oftoaddne and cases are patiens with
high grade of toodcity, b 2l subjects are ancer patens. Thos,
this Emitation coold he consdered 25 an advantage hecame @
mimics the siandard design of such studies Second, the number of
suhijents from the differant popuolation varies widdy, However, the
fact that the main diferences were not fonmd in the population
with the smallsq number of patiens Basquoe Coomtry, with
51 Piiz) suggeas that dhis Emitation may not he deciive in dhe
imenpretation  of mesults. Moreover, if heterogensity  among
populatons & oomsidered 2 sysemnatic bias, @ & mdependent of
sample size Third, o Hind the anahsis, no clnicad daa om
piiers were available, that &, dhere are not dade ahoot THNM
saging, tumar grade, hiochemical Bilure, or Gleason Score. In
that semee, it & possible that some pohmorphim may mfoence
tumaor characterigics in the same way that it may pose 2 risk Qownr
for other diwease characerstics [5,35]. In the ather hand, some
ahanmges should he highlightad: §) it inclodes 2 mumber of
suhjens sufficdent i have refiabie data on the disributon of thess
10 EWF in the PCa popolations stded (eqpedally for Canary
and Catalomial; @) 2l suhjeds were male, then avoiding the
powihie hias generated by the gender; and @) all the deeermina.
goms (6,010 in totad) were performed with the same methodology
(OpenAmay, Applied Bisystems), with the same hawch of chips
and by the same nvemigator, this minimizing hiases from
techmical orign.

Conclusions

Differences i dsmriboton of genonpes within  differem
populatons of the same ethniciy could be an  impontam
aomdounding Gt responsibie for the bk of validagon of dhose
SNFs associated with radiation-induoced tostcity, especially when
exendve metaeanad vis with subjecs from different commiries are
carried cut [36]. Ohr resuls suggest thar squality hetwesn people
[eqrecially amomg these comsidered 25 comtnod) should be chedoed
hedore procesding with amy famher anahesi.
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Intraethnic variation in steroid-5-alpha-reductase polymorphisms
in prostate cancer patients: a potential factor implicated
in 5-alpha-reductase inhibitor treatment
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Introdaction

Steroid-5-alpha-reductase inhibitors are commonly wsed in
the treatment of benign prostatic enlargement and male
alopecia with controversial resulis. Eifmic diversity is an
imporiant factor, accounting for mierindividwal variation in
drugz responsivencss. The aim of this study was to evaluate
the penotypic distribution of 22 SMNPs in steroid-5-alpha-
reductase alpha polypeptides 1 and 2 in a set of 601 prostate
cancer patients from four different Spanish regions. The
penotyping was done in a Biotrove OpenAamay NT Cycler

*For cormespondence. E-mail: henriquer @@dcc wipgn es.

Twelve SMPs of 22 analysed were differentially distmbuted
among the different regions. Since all subjects were Cauo-
casian of Spanish origin, this result showed differonces in
genotype distribution among subjoct from the same ethnic
ornigin. These observations were confirmed in cluster analy-
sig, principal component analysis and in the differential dis-
fribution of haplotypes among the populations. [fferences
in distribution of genotypes within different populations of
the same ethnicity could be an imporant factor responsi-
ble for the wide vanety of pharmacological responsos to
steroid-5-alpha-reductascinhibibons.

Prostabe camcer (PCa) is a hormone-dependent tamour
which neads androgens for discase initiation and progression

Keywords. 5-alpha-reductase polymorphism; 5-alpha-reductase mhibdiors; Opondrmay; prostaic cancer; pharmacecthmicity.
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Luis Alberio Henriguer-Hermidrder el al.

{Hupzins 1967). Althougzh, testosterone (T) is the most abun-
dant serum androgen, dikydrodestosterone (HT) is the main
prostaic andmgen. T & converted o DHT by the enmxyme
sterpid-3-alpha-redoctase (SRD3A) in the prostate, testes,
hair follicles and adrenal glands (McConnell 1993). Since
the discovery of the implications of SRID3A2 deficiency, it
has been an imcreasing intorest in the development of steroid-
S-alpha-reductase imhibitors {Se-R1) Among several com-
pounds, only o drupes have been FIDA approved for clinical
uwsec finasteride, which inhibits SEODSA2 and was approved
for the treatment of benign prostatic enlargement (BPE) and
male alopecia; and dutasteride, which imhibits SRDSAT and
SRDSA? (approved for the treatment of BPE) (Edwards and
Moore 2002 Andriole and Kirby 2003). Mowadays, duta-
steride and finasteride do not prevent CaP, but merely tom-
porarily shrink tumours that have a low potential for being
lethal (Walsh 3010).

The enzymatic activity of SED5A is highly modulated
by simgle-nuclestide polymorphisms (SNPs) locatod in thess
penas (Giwercman ef @l 2005; Cussenot e al. 200T). Thess
penetic variations in key genes belonging to the androgen
pathway seem to be impornant for the prostate response
to androgens (Lindstrom ef a. 20061 We have recently
reported that differences in the distribution of penotypes
within different populations of the same ethnicity could
be an important confounding factor in association studies
{Henriquez-Hemandes ef af. i 3a).

W designed a study aimed o evaluate the penotypic dis-
tribution of 22 SNPs in SEDSAT and SRIDSAZ in a set of
Spanish prostate cancer patients, to determine the homosene-
ity of the population and io disclose pobential bias associated
witth the failure of 5o-RI when proscribad.

Materials and methods

A total of 601 patients with nonmetastatic localired prostate
cancer were included in this study. Geographical distribution
of patients was as follows (Henrigques- Hemandes erad. 20135a):
0 {15, 14%) from Andalusia 51 (B48%) from Basgque Couniry,
238 {39.60%) from Canary and 221 (36.77%) from Cat-
alonia. All patients were of Spanish origin and all of them
received written informed consent before sample collection.
Ethmicity of patients was established until the second parental
peneration. This study was approwved by the Research and
Ethics Committes of cach institution participant in the study.

DXNA was solated from 300 ul. of whole-blood in
an iPrep™ purification instrument using the iPrep™
PureLink™ gDNA Blood kit (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, USA)L DMNA inteprity was determined by Mano-

Dirop ND- 1004 {NanoDrop Technologies, Wilmington, USA).

SMPs were selected using data of individuals with Euro-
pean ancestry (CELY from the HapMap Project {available
at: hitpewaw hapmap.org). Peirwise linkage disoguilibrium
(LI} tagping was achicved with Haplowiew wver. 4.2 soft-
ware (free downloadad from hitpeferere broadinstitute. ong

33a

scientific-commumityscience/programsmedical-and-population-
geneticshaploview/haploview) ( Barmett ef al. 2005). The #°
given by Haploview was =095 for all genes. Description
of 5MPs is provided in table 1 in electronic supplementary
miaterial at htpsfwww.ins.ac.infjzened’.

The SMP genotyping was performed in 8 Biotrove
OpenAmay® NT Cycler {Applied Biosystems, Foster City,
USA) following the mstructions of manufacturer (Henniguez-
Hermander et al. 31 3b). The Auomescence results were read
using the OpenAmay® SNP penotyping analysis software
ver 105 (Applied Biosystems). The ponotyping analysis
was performed wsing Taghan Genotyper softwars ver. 1.0.1
{vailabliz at- hitpwraw invitrogen com/ site’ us)en’ bome' G o
bal'forms tagman-genotyper-softwancs-download-reg_ktml)
using autocalling as the call method. The quality valoe of the
data poimts was determined by a threshold above 0095, Geno-
typing amalysis was done for cach population separately and
it was dome sutomatically without any manual assipnment
of gemotypes as previously reported (Henriquez-Hemandes
el al. 23a). All the genotyped samples met the guality
criteria and all samples were genotyped with the same batch
of material and at the same time.

CGenotype and allelic frequencies were determined using
the web-based environment SMPator (SNP Analysis To
Results, from the Spain’s Mational Genotyping Center and
the Mational Instituie for Bicinformatics) (Morcillo-Suarer
el al. BOH).

Principal component analysis (PCA) was done using
SnpMatrix and XSnpMatrix classes and methods (Clayion
2017, implemented as an R packaps and awvailable from
Bioconductor (as of ver. 2.11; httpo/bicconductor.org). Mon-
supervised hicrarchical clustering of SMP in cach population
was done wsing MuliExperiment Viewer ver. 4.9 {available
at hitpo'wrww tigrong).

Resulis

A total of 601 PCa patients wenz genotyped for 22 SMNPg;
10 SMPs located in SROSA! pene and 12 SMPs located
im SRDSA2 pene. OF the 13222 possible determinations,
043 1% were successfully genotyped.

The genotypic and allzlic frequencies are shown in table 1.
The pemotype distribution was different among the study
populations in 12 of the 22 SNPs: mlea030, 501999,
518673, m3822450, 2102120, r=39848 (SRDS5A1): and
s220E532, mI2470145, m22R1546, 3 T54E5E, m525540,
9332975 (SRDSA2) (x* test, table 1), showing a differen-
tial distribution of genotypes among populations.

A nonsupervised hierarchical cluster was performed o
visualice the genotype distributions among the four popua-
lations. For SRD3A1, polymorphisms were distributed inbo
throemain chisters, cach one with different mumbers and iden-
titics of SMPs, suggesting hoterogeneity among populations
(figurz 1 in electronic supplementary material, left panel).
For SRID5A2, SMNPs were distnibuted into bwo main clusiers,
very similar for Basque, Canary amd Catalan populations,

Journal of Cenetics, Yol 54, Mo 1. Junz 2M5



Pharmacoethnicity of S-al pha-reduciase inhibilors

Tahle 1. Genotyps and allelic frequencies of SRO5A T and SRIOS5A? gene polymorphizms among the populstions.

Call raic Genotypo Allelcs Fumnctional conscquence MAF
SROSAT
s G605 Al Al GG A {3 Intron variation 0.2
Andalizsia 075 065 0.21 .14 075 0.25
Basqueo Country 0.58 052 .42 0.0 073 027
Canary 054 042 0.33 0.05 0.79 021
Catalomia 054 057 0.37 0.0 0.7 0.24
vl 0.025
301959 o T T C T Intron variation 045
Ansdalizsia 0.70 048 0.0 0.32 0.59 041
Basqueo Country 1040 0.2% 0.49 0.x2 0.54 .46
Canary 0.54 0.2% 0.49 0.x2 0.53 047
Catalomia 0588 030 0.4% 0.27 0.51 025
I valug 00,0603
=566 Ad Al GG A {3 Intron variation 032
Andalasia 075 0.1% 019 .62 0.3 0.71
Basque Country 1.0 0.1 0.37 0.47 0.34 .66
Canary 0.5 007 042 .51 0.I8 0.72
Catalomia 0.5 0.1 0.40 050 0.30 0.7
vl 01, Ok
rs3E22430 Ad AG OG A 3 Synonymous codon 030
Andalzsia 0.77 037 0.14 0.39 .49 051
Basque Country 1040 0.27 051 0.12 0.58 .42
Canary 0.497 033 0.51 0.16 058 042
Catalomia 0.47 037 0.47 0.4 0.0 040
Fvalue = (.01
500182 GG GT T G T Intron variation 020
Andalasia 0.5l 001 004 085 0.0 092
Basque Coamtry 1.0 0.02 018 080 011 05D
Canary 0.58 0.01 a.l7 082 0.0r 041
Catalomia 0.54 001 008 081 010 0.}
Fvalue 0,541
r=sEI192120 Ad AC CC A C Intron variation 043
Andalisia 0.80 0.14 0.x2 064 Q.25 0.75
Basque Country 054 0L0B 0.42 050 0.7 071
Canary 0.47 0.1 .42 045 0.31 069
Catalomia 0.58 0.1 0.45 042 0.34 066
Fvalue 0.015
r=4702378 o T T C T Intron variation 0.24
Andalisia 0.82 007 0.23% 070 018 052
Basqueo Country 1.0 006 0.0 074 006 LLE.
Canary 0.54 0.04 0.33 0635 0.21 0o
Catalomia 0.54 006 0.33 051 0.23% o
Fvalue 0,304
s G053 Ad Al GG A L MA Q.15
Andalissia 0.87 0.5 0.0 0.01 0.85 0.05
Basqueo Country 1.0 0.4} 0,08 0.0z 0.54 .06
Canary 0098 0.E6 013 Q.01 0.3 0.07
Catalomia 0.54 0.85 015 0.0 0.9% 007
I valug 0341
rsiPE4E o T T C T [wnstrcam variant 043
Andalizsia 0.70 032 0.x2 0.44 0.4% 0.57
Basqueo Country 0.5 0.22 0.4% 0.35 .44 .56
Canary 0.47 011 050 0.39 0.34 054
Catalomia 054 0.1 0.45 0.39 Q.39 0.1
vl = (.01
FEE L) W) Ad Al GG A 3 Intron variation 0.2
Ansdalizsia 0.70 LI 017 0.E3 0.0 091
Basqueo Country 0.5 LI 0.3 071 014 .56
Canary 0.54 0.05 Q.25 0.70 a7 0.83
Catalomia 0.5 003 0.16 LU o.17 083
Fvalue 0.213
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Table 1 (conid)
Call raic Genotypo Allchs Functional consoquence MAF
SRDSA2
rs2 0531 A Al GG A G Intron variation 044
Andalusia 070 0435 0.28 0.27 0.59 041
Basque Country 0.99 020 0.42 0.38 0.41 0.59
Canary 099 034 0.44 0.0 0.57 0.43
Catalonia 0497 028 0.54 0.18 0.55 0435
Fyalug 0.00]
rs1 2470143 CC CT TT C T Intron variation 037
Andalusia 081 045 0.24 0.31 0.57 0.43
Basque Country 1.00 026 0.53 0.21 0.52 048
Canary .99 032 0.51 Q.17 0.57 0.43
Catslomia 098 02e 0.54 017 0.54 044
Fvalun 0.001
1781 546 G0 aT TT a T Intron variation 017
Andalusia 0.83 00 0.a7 0.85 0.12 08K
Basque Country 1.00 L] 0.7 073 0.14 056
Canary .99 003 0.x2 075 0.14 0.&6
Catalonia 0.99 002 Q.25 073 0.14 0.E6
Fvalun 0.001
=37 54E3R cC CT TT C T MA 012
Andalusia 078 0.1 ol 079 0.14 0.E4
Basquec Country 1.00 L] 073 077 a.12 .58
Canary 0.9 003 0.3 077 0.12 0.8
Catalonia 098 002 0.0 078 a.12 08K
Fyalug 0.010
rsdR52F2] AA AL CC A C Intron variation 004
Andalusia 0.BS L] 0.01 0.99 0.01 099
Basquec Country 1.00 0.0 0.00 1.0 0.0 1.00
Canary 0.99 L] 0.00 1.0 0.00 L.00
Catalonia 0.97 L] 0.00 1.0D 0.00 L0
Fyaluo 0.0E6
7562326 oC CT TT C T Intron variation 0.14
Andalusia 0.80 005 0.12 0.83 Q.12 0.8H
Basque Country 1.00 0L 075 077 0.12 0.ER
Canary 098 003 0.0 077 0.13 0ET
Catalonia 0.97 002 0.21 037 Q.12 0.8H
Fvalun 0.321
=237 02 cC CG Ga C G Intron variation 0.45
Andalusia 0Bl 028 0.34 0.38 0.45 0.55
Basquec Country 0.9 012 0.49 0.39 0.37 043
Canary 099 021 0.47 0.32 0.44 0.56
Catalonia 0.94 0.l 0.50 0.34 0.41 059
Fyalug 0.127
4952197 AR Al Ga A G Intron variation 025
Andalusia 0.80 012 0.19 0.69 0.x2 0.78
Basque Country 0499 004 0.28 0.6 0.18 052
Canary 0.99 006 0.31 0.63 0.x2 0.78
Catslomia 097 006 0.34 0.58 0.24 0.76
Fvaluo LAl
=67 G033 oC CT TT C T MA 035
Andalusia 081 057 0.31 0.12 072 0.28
Basque Country 099 EYI] 0.3z 0.08 074 024
Canary 0499 050 0.39 ol 0a.7a 030
Catalomia 098 050 0.43 0.a7 071 02e
Fvalun 0.4032
rs5I3349 cC G GG C G Misscnse 035
Andalusia LI 055 0.37 0.1%8 0.68 032
Basque Country 0.9 044 0.32 0.04 0.80 020
Canary 071 018 0.52 0.30 0.45 055
Catslomia 089 052 0.40 0.08 07z 0.28
Fvalun w001
538 Journal of Genetics, Vol. 94, Mo I, Junz 201 5
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Table 1 [conid)
Call raie (icnotype Allels Functional consequoncs MAF
8332975 CC CT T C T uir variant ol4
Amdalusia 077 0.10 0o 0.5 014 0.8G
Basgquc Country 1.0 0.0 0.26 0.74 013 087
Camary o9 0.03 ole 07TE 0.13 0.87
Catnlomia 5E 0.02 0.20 078 0.1z 0.HE
Fvahe 0.002
=7 495] oC cT T C T Iniren variation 011
Amdalusia 075 0.84 0lo 0 0.ES 011
Basgquc Country 1.0 0.76 0.24 0.00 0.KE 0.1z
Camary LI 077 0.20 003 0.EE 0.1z
Catnlomia L 078 0.20 0z 0.KE 0.1%
Pvahe 0.193

MAF, mimor allele froquency; BMA, not availsble. Functional e P and MAF arc available at: hitpe'fwoasw. nchi_nbm nih. gow projocts
SN, Difforences in the gonotype distribution weore asscssed by x= test.

but clearly different from Andalusian population (fipure 1
in ¢lectronic supplementary material. right panel). PCA was
performed to identify global differences among populations.
Components 1, 2 and 3 were responsible for the 43.7%,
22.6% and 15.3% of the variance for SRIODSAL, respectively
{cumuolative percentape: B1.6%); and 4H.8%, 332% and
9.1% of the variance for SROSA2 gene, respectively (cumu-
lative percemtaes: 91.1%). The first component distinguished
betwesn the populations for both genes clearly showad the
differences im the distribotion of genotypes between the
amalysed populations (fipone 1)

Haplotype analysis was performed im SNPator. For
SRODGAL {chromosome 5), the haplotype GCCTATGGCA
was only present among the Andalusian subjects. For
SRIDFAZ (chromosome 2), there is a greater homogeneity in
the distribution of kaplotypes. The fact that the most frequent
haplotypes were equal in all populations suggests a similarity
between individuals of the same ethnicity.

Discussion

We have recently meported differemces in the distribution
of genotypes within different populations of the same eth-
micity {Henrigques-Hemander ef gl 200138), highlighting the
importance of cthnic-specific differonces in dmag respon-
siveness (Yasods of af, 2008; Ma and Lu 2001) In the
present paper, we observed that gemotype distribution of
12 of 2 SNPs were statistically different among the siod-
id populations. The Spanish population is considered as
Caocasian. However, the naturl history of cach subpopu-
lation i different, and there is a high complexity in the
Meditorrancan migration processes that impact in the dif-
ferent population sources on the penctic composition of ths
Spanish population (Ambrosio & o 20000 Whils Andalu-
sign population scems o be originated by miprations from
Amabian Peninsula, Fertile Crescent, Balkan region and
Morth Africa (Ambrosio ef a. 2000), Canary population
has been influenced from Morthwest Africa migration and
European colonization (Rando el of 1999, Differences

Journsl of Cenetics, Vol 24, Mo 2 Jun= 2015

among populations were also evident in haplotype analysis,
sugeasting that cach pene need to be considerad individually
io find possible confounding variables that would be crucial
for the imterpretation of results. Meither ethnicity nor genctic
endowment of patients is aken into accoumt in clinical mals.

So-R1 arisen as a promise reatment for PCa prevention,
as specific blocker of the eneyme responsiblz for the synithe-
sis of DHT. Wa supgest here that SMPs located in SROGA S
and SR0542 may be relevant factors to be considered when
assessing the response o these dmogs. Although, both penes
encode for key ereymes in the conversion of testosterone inbo
DHT and represent atiractive arpets for preventing prostate
capcer development, they ame expressed differentially in
the prostate tissue. Thus, under nomal physiologic comdi-
tions, SRD3A2 is preforentially expressed over SRDSAN
in the prostate (Thomas ef . 2005; Tiws ef al 2005). In
prostate cancer cells, however, the balance in expression of
these genes shift ioward predominant expression of SRD5A
(Titus ef qf. 2005, Stanbrowgh ef al. 2006), supporting a ol
for both eneymes in DHT bicavailability and carcinogene-
sis. Howewer, the importance of andmogens in carly cancer
initiation is emphasized by the fact that finastenide, a 5-AR
type 2 inhibitor, and dutasterida, a dual 5-AR inhibitor target-
ing both 5-AR type 1 and type 2 ereymes, have boen shown
that the risk of prostate cancer incidence reduce by almost
238 (Thompson ef af. 2003; Andriole of a. 201%). Since
SRD5A1 and SRID3AZ are differentially cxpressed and are
blockaded by different drugs. the mle of SMPs in each gene
should be studied intensely taking these biological peculiar-
ities im 0 account. However, the fact that rs523540—a SMP
cleary imvolved in the success of chemoprevention of CaP
using S-alpha-reductase imhibitors (Cussenof e all 2007—
appeared differentially distnbuted in our study, reinforce oor
findimgs.

The presemt smdy has some limitations that skould be
noted. First, io blind the analysis, no clinical daia of patienis
were gvailable, ie., there are no data sbout THM stag-
ing, tumowr grade. biochemical failure, or Gleason Scoro.
Second, the study was focussed on SRD3A1 and SROSAZ,
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Figure 1. Box plod of | amony the diffcrent popula-

tioms after PCA for (a) SRIDSAT and (b) SRIISAZ.

iznoTing possiblo associations with other genes and polymor-
phisms. Thus, the prostate cancer risk and approssiveness
confiormed by cortain ENPs located in 3 beta-hydroxysteroid
dehydrogenase type 1[I (HSD3B2) seem to be modified by
SMPs located i SRDSAZ (Meslund-Dudas er of. 20070 In
the same way, an association between SNPs im CYPITAL
(8 pone encoding a key emzyme in the synthesis of andiro-
pens) and SRDSA2 has been sugeested (Onen ef all. 2007).
Third, the number of subjects from different population
varies widely. However, the fact that the main differences
ware not found in the population with the smallest number
of patients {Basque Country, with 51 PCa) suggests that this
limitation may not be decisive in the interpretation of resolis.

On the other hand, some advantages should be high-
lighted: i) it includes 3 number of subjocts sufficient to have
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relighle data on the distribution of these 32 SNPs in the PCa
populations studied (especially for Canary and Catalonial;
(i) all subjocts were male (which s the most interesting
population since the Sa-RI are contraindicated in women),
then avodding the possible bias penerated by the gender; and
(iii) all the determinations {13,222 in total) were performed
with the same methodology, with the same batch of chips and
by the same investieator, thus minimizing biases from tech-
mical origin. All the analyses wers automated and there was
nio manual assignment of genotypes in any case.

Conclusions

Differences in distribution of penofypes in SEDSA1 and
SRD3AZ within different populations of the same cthnicity
could be an important factor responsible for the failure of
treatments based om So-RI. Our results suggest that peno-
typic endowment should be taken imo account (especially
in clinical trials imcluding people from different cthnics) in
assessing the effectivencess of these drugs.
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| Abstract

rvobed In DA =pair and prostale canosr progression

¥ Amidco high-risk tumaors {08 = 257 (0 5% 1238 - 516])

Baclgmund: 2ssidss serum levels of PLA them & a lack of prxstate cancer specfic blomarkers | 5 need 1o dewelon
rezw bbobogical markers associated with the tumaor behavior which would be valuable 1o beier individualiz Treatment
Tre alm of this study was 1o shucdate the relations hip bebawesn single nuceatide polymaorphisms (ShPs) Ingenes

Methods: A total of 494 prostate cancer patients from a Spanish muitcenter study were genotyped for 10058 In
XROCT, ERCCE, ERCCT, LG, ATM and TPS 3 genes The 5P genotyping was made in a Blotrove OpenAray® WT Cycler
Clirdcal tumeor stage dagrestle PLA serum levels, and Gleason scom at diagrasis were abtained for all parthcipants
Canotypic and alelic frequencies wene determined wsing the web-hased envimnment S MNPator

Results: SMPs rs1 1615 (ERCT) and rs1 7503908 (ATM) appeared as risk factors for prostate cancer aggressheness
Fatlents wild homorygouws for these SPs (A4 and TT, respecthealy] wes at higher risk for dessdoning c T - cT4
jOR= 221 jconfidence intenal () 95% 147 — 331), p< 0001) and Gleason scores = 7 (0R =222 (0195% 138 - 357,
o< 00001), mspacthely. Momower, those patents wikd homorygows for both S8Ps had the geatest rksk of pressniting

Conduslons: Genstic vargnts at DINA repalr genes are associated with prostate cancer pmgression, and would be
takan Inbo acoount when assessing the malignancy of prostate cancer

Heywords: Singls nucleotide polymonphism, BROCT, AT, Postate cancer, Opendngy, DA renaln, Spankh cohart

Ba ckground

Prostate camcer (PCa) is a complex disease highly infe-
erped by hormonal and genetic facors which would con-
alitioen e tumuar behandor. Tumor daging, tumor grading
iry Lerrmss o Crlem son sopre and disgrodic prostate specific
antigen (PSA) serum levels am clinically woed bo olbesly
patients into dilfersst prognotic A groops which will
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Rl lisr of sy irformation isavailbable o e ond of B aide
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opmdition  trestment decigiont However il is estimated
that 23 men have to be screened anmd 12 men have o be
b Loy avauicd oose desth related to PCa. Al hough mecent
advances in genomic msearch have made posible b iden-
tify mew biomarkems for PCa, malts are inconehsive [1]
and it seems bo be a nead for new biomarkers of tumors
b hervicur.

DMA & consantly damaged by endogenous oooygen e
radicals and exogenoes chemicals; thus differnt repair
pathways are svailable o mevers the differsn types of
Dt A damage [2]. Defecis in thes DRNA repair pathways
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oy increase persstent mutations in dasghter cell geners-
tions, genomic instabiity, and wltimately a more aggres-
sive diveave [3]. DMNA repair genes play a major role in
the DNA mismatch mepair pathway, which incledes bage
exrigon repair (BER), nudeotide excigon repair (WER),
mismatch repair (MME) and double drand break repair
(DEER); and are essential for maintaining the integrity of
the genome [4]. Genetic vardations in genes invelved in
O A repair wiould conler susceptibility to the tumao and
would be asocated to disease agrrsdvenss through the
alteration of DMA e pair pathways [5], which oould indece
tumor transiemation and aoquisition of encelogic prop-
erties Single nuclotide polymaorphisms (SHPs) ame de-
Bmved @ inberited mutations that are present in more than
1% aof the popubdiion. Given that there ame millions of
EMPsin the entire human genome, a major difficulty &
to choose target SHPs that are most likely to alflect
phenstypic ndions and uliimately coniribuie o diseage
development Candidate gene studies am focused on the
selection of genes that have been previowdy melated o a
divese, and thus come with pricr keowledge abowt gene
funsction. Among dorens of genes directly imolved in
DA pepair in hoemans [6], six of teem have beon poevi-
musly studied in a wide series of Spmnish PCa patients
haged om its relevance in the mechanizm of the dis-
eage [7]: X-ray mepaic cross-complementing protein 1
(XBCCH), excision repair crs-complementing rodent
repair deficency, complementation group 2 [(ERCCZ)
excigion repair cros-complementing mdent repair de-
Bciency, complementation group 1 (ERCCT), ligse IV
LIz, atida telangiectada mutated (ATM), and tumor
protein pi3 (TF53).

The ethnic origin of the studied population is a key
Bctor in gene-amociation dudies. [n that sense, the lit-
erature i full of genetic variances that are sk fetos
for certain diseases among subjects of an ethnic origin but
are not valid among subjects from other ethnicities [8.9].
Morspver, we have previowdy reported that diferences in
distribastion of genotypes within different populstions of
the same ethnicity could be an important oenbounsding
Betor in gene- atach tion studies [7]. In that sends, since
cohorts are often multi-ethnic, the STROGAR guidslines
repomumend Lo report whether ethmicity was controlled ke
in reporting of genotype-phenotype asocation, amd en-
courage the we of coborts from ethnically wnikoem popu-
st [100].

We hypothesize here that genetic vadations in DRNA
repair genes would confer different behavior to PCa celk
and would meslt in a distinet clinical phenotype. T s,
the sim of the presnt study was o elucidate the mb-
tionship between 10 SMPs located in & different gemnes
imvalved in DMA repair that have been ¢bssically assoc-
ated to PCa risk [3], and tumor aggresivensss in a wide
sl of Spanisgh PCa patienis.
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Methods
Patients
A total of 601 patients with non-metastatic localized pros-
tute cancer (PCa) from 4 different megions of Spain (15.14%
from Andalesia, 3 48% from Basgue Cowntry, 396008 frm
Canary [dands and 3677% from Catlonia) wene included
in the shuly [7] We have previomsly dvown that differ
ences in the distribution of geootypes within different
populations of the sme sthicily am an impoctnt oon-
bunding Beior in genetics epidemiaogy. In that sense,
Andalusian subjects dwwed the greatest differences [7].
Thus & honogenize the sample and minimize bias, we
enclided this subset of patients from the anabses. A bolal
of 484 PCa were incleded in the present dudy. All patients
provided written infommed consent before ssmple collec-
ton. The sudy was approved by ithe Research and Eihics
Committes of each institution participant in the stsdy:
Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin (Las
Palmas de Gran Canaria), Hospital de b Esperanes - Pare
de Salut Mar (Barcelona), Hoepital Universitario Virgen
de las Miewes (Gransda), Hospital Univesitari de Belhite
(LU'Hospitalet de Llobregat), Onkokogikoa {Guipuzooa),
[nstitut Catalh SOncoogia (LHospitalet de lolregat),
Hospital de la Santa Crew i Sant Pau (Barcelona) and
Hospital Universitario Vigen del Rodoe (Sevilla)
Clinical tumaor dee (0] diagnostic PSA serum levels, and
sty s [11] weere recruibed lor all PCa patients Clin-
il temar sze was amesed by digital rectal examination
(DRE) folowed by transrectal wirasonagraphy (TRUS)
and magnetic rsonance imaging (MEBL); PSA srum kvek
weere assesmed by chemiuminescence in an Architect
000 amalyrer [Abboti Labormatories, [L 1SAk Glemson
sopre was detemmined in the biopsy specimen by a path-
dogist. Subjects were cxtegarized into three dsk-based re-
currence groups sccording to DMAmico camilication [12]:
graphic and clinical data, 3 blood sample was taken after
the signature of informed congent. All samples wene sent
by courier o the Hospital Univemsitario de Gran Canaris,
foor DMA isolation and genotype analvees a follows.

DA isolation and quantification

A was obtained from blood samples at the Hosgpital
Universitario de Gran Canaria De Negrine DNA was o
teedd Frowrm 3000 gl ol whoole-dolonnd im an i Prep™ Purilication
Instrument wing the iPrep™ PurelLink™ gDNA Blood Kit
(Invitrogen, by Life Technologies, Carkbad, CA), and
its integrity was determined by NanoDrop ND- 1060
(ManoDop Technologies, Wilmington, DE).

Genes and SNPs

Atotal of 10 SNPs in 6 diflerent genes involved in DNA
repair were studied (Tabe 1)k XROCI (involved in base
excigion repair [6]), m25087, m25489, 1 799TR ERCC2
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Table 1 Description of clindcal vari abl es

indcal n %
Onical wumar sze T
clla=clia im 54T
P 14 (58
i3 - T4 2] (24)
Y 7 24
nizal BSa fngdnl)
<10 1o ] 1)
0=1279 jil= rin ]
L] T3 (1a00
L] & 3
Hieenn soone

T e L]
T 1% 293
w7 | {144)
A I )
mico groun
L 1 #43)
mmrmedas = 3T
Hgn e HE00
[ T 241

Al vl : PR ot il ariees, M R v k.

fimvodved in nockeotide eocision repair [6]L =13181; EROCT
(involved in nudeotide excision repair [6]) rell6lS;
L (invodved in double-strand bosak repair [6]), 1806388,
s 1H0EE ATM (involved in double-strand bk repair
[o]k rsl TROFNE, m1B0NET; and TEST (invobved in double-
wtrand boeak repir [6]), rsl (2522

Genotyping

The SMP gemtyping was pedormed in a Biotrove
Opendomay® NT Cycler (Applied Biosstems, Foster City,
CA) [13]. DNA samples loaded in the Openfemy (0A)
had 2 ADGNAZRD and A20N0 matios of 1.7-1.9, and
were adjusted to S0 ng'pl A total of 300 ng of genomic
DRA was used A Snal amownt of 150 ng was inooscps-
rated into the army with the autdosder, and was geno-
typed acconding to the mamefacturer's meoommmen dations.
A non-template control (NTO) consisting of Diase-free
dimsble-digilled water was introdeced within each sy
When the DRA and master mix weme trang@emed, the
hasded A plite was Blled with an immesion Deid and
sealed with ghee The mubiplex Taghdan sey e ctions
were carried out in a Dual Flat Bleck {384-well) Gensdmp
PCR Systern 9700 (Applied Biosvaterns) with the folkowing
PCR cyele an initial dep at 9°C lor 10 minuies ol lowed
by 50 cveles of 45 soonds at B0 13 secomds at 94T
and 2:14 minutes at 53%C; followed by a final step during
inﬁndbatﬂ-ﬂmﬂ}mklingrlfﬂ
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The Auorescence was read wsing the OpenArmy
SMP Genotyping Analyss software version LOS. (Applisd
Bicsysterns). The genotyping analysds was made with the
TagMan Genotyper software vemsion L. (mailable at:
hitpr /fwwaw invitrogencom) wdng autocalling as the call
method. The gquality value of the dala points was deter-
mined by a threshold above 0096, Genolype analysis was
pedommed with the same batch of chips and by the same
investigator, a8 previcushy reported [7].

Statistical analysis
Cenotype and allelic frequencies wers determined wsing
the web-based envimnment SHPator (NP Analyds To
Pesl s, from the Spain’s MNational Genoly ping Centre and
the Mational natitute [or Bisinformatics) [14]. Belative
expess of heterorygosity was determined to check come
patibility of genotype frequencies with Haedy- Weinbeng
equilibrium (HWE)L Thus povalues fmoom the standard
ezt HWE bk of Bt test were cale ulsted weing SNPator.

Comparisans of genotypic and allelic frsguencies were
ale dore in S Pabor.

All additional statistical analyses wene pedomed weing
PASW Statistics 15 (IBM Corporstion, Amonk, NY,
LA

Results

The majority of PCa patients were ¢Tla - ¢T2a (54.7%),
PSA < 10 ng/ml (61 9%), and Glexson scom <7 (45.7%)
Subsequently, a todal of 120 patienis | 20.3%) were clusi-
Bed a5 low rsk tumors acoording to [KAmics dasifica-
tion. We did not olserved dinical differences amaong
different regions of Spain (data not shown), Distrbution
af clinical variables is detailed in Table 1.

All the genotyped smples met the quality criteria stated
abuove. A total of 49 PCa patients were genotyped for 10
SMPa Of the 4940 pmsible determinationg, 97.17% wers
succesiully genotyped. The genotypic and allelic Fegueen-
cieg ane shavwm in Tabde 2. Minor allele freguencies (MAF)
were similar o those repored in U literature, AL SMPs
weere i HWE.

Among the 10 analyzed SNPs, rs11615 (minor allele
Fequency (MAF)= 039) and m17503908 (MAF = 0.09),
kocated in ERCCT and ATM respectively, were sgnifi-
cantly different distributed among PCa patients sccond-
ing to the dinical variables [Additional file 1) Thus,
11615 was significant]ly associated to the clinical tumaes
dre [y test, p= 0002) while 17503908 was mssociated
to the Glason soore [ test, p = 0005} Conceming to
11615, we observed that among the 25 patients diag-
niveed 3 ¢Tla = ¢T2a, 175 camied the G allele (6757%).
Ini the aibeer hand, AT ihe ﬁ&p%hdﬁ:ﬁ“d &%
T3 = T4, 31 carried the G allede [46.97%) [Additional
Ble 7). With respect to rs17500908, 169 of the 224 pa-
tients (75.45%) scord with Gleason <7 were genotyped
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Takble 2 Genotypic and all dic frequencies among Spanish prostate cancer patients
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as TT, while 59 of the 70 patients (84.29%) soored with
Gleaspn »7 were genolyped as TT (Additional Gle 2)
We axplored the secific mle of the SNPs m11615 and
m17303908 in rebtion 1o the ssciabed dinical varables.
genetic maosdele: recemive, dominant, homaey gote, and het-
emcrvaote models (Table 31 We obsarved that patients car-
rying the GG + AG genolypes for 516115 wem al lower
risk for develop ¢T2h- T4 tumaors than those A4 PCa
patients (OR = (50, (%6% Confidence Interval (CT) 0.35 -
073, p< @il ). This result was also observed in the
hetenveygote maodal [Table 3). Similar trend wes olserved
for w1758, Those patients camving the GG+ GT
genodypes were al lower dsk for develop Gleason
sores 7 o= 10 than thoese TT PCa patients (OR = (044,
(6% C1 030 = 076, p=0.0612), and this trend was also
abserved in the heterooygote maodel [Table 3. A and T are

the amcestral alleles for 11815 and rsl 7503908, re-
apactively. Acoording b our rsulls, wild homosygows ge-
mlvpes wers smsociabed Lo poor progiesis GBolors amd
s A A-m1 1615 and TT-rsl TSRIEB0E PCa palienls wera
al higher risk for develop ¢T2b - T4 (0R=221 {1 95%
147 = 331}, p < 0l ) and Gleston soomes = 7 (OR= 222
(C1 95% 138 — 357), po0uil), mepoectively [dats mot
b

We studied the role of 11615 and =175303908 in the
combext of MAmico dsk groups, a classGeation that esti-
maie the biolegic aggresdvenes of prosiale cncers by
grouping them into diferemt risk categores which m-
et the risk of cancer growth and spresd. Ouwr resulis
showed that those patients carrving the TT genotype lor
the a1 750890 SN P had an incressed f of developing
A mico high-risk tumaors (OR = Le4, (C1 95% 101 - 2.43),
p= L This trend was nol observed for m11615 SNP

Table 3 Univariste analyss for polymorphisms s11615 (ERCCT) and 17503908 (ATH] and clinical wariables

Recessive model IDosmnlinaanit: im0 ded Hom azygote Hetermzygois
Gl s Al AR ol o B s A ol v A Ao s A
Qinical warishle n SNP 0E = ) F 0E (=5 Ch F 3 s 0 P (3= (55 ) F
of, laTafiind  IOVET mIIES 1027 (067 = 168 09 050035 -078 <0001 05703 =106 0057 045030 - 0% «<00m?
Gy v T TT Gl (& v TT Gl v TT Gl v TT
R % ) P R Ch P 8 s O P 7 9% ) P

Gegeon, 7 27 FESES mITEIEWE MA

042 030 - DNy OO PdA,

045 (03 - 07 0000

v it = OO cxli £ ate, ) coslldincs interval N4 R apgiicalbi (o 1t be Deited iampds dite aaly 2 duckwpcs genotyped o G661 TSONE]
St ol R Rl iy hagite mgidde (Ral fiece catagedy fod TMIPF S 0 AR Ralfomed calnpedy o SMP a0 TS 008 TTL
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(Figure 1) MNonstheless, those PCa patients carcying the
AATT genotypes for r£16115 and 17509008 respectively,
had the grestest risk of developing XAmico high-risk tu-
mois f0R =257 (C195% L28 - 5.16), p = (u0H) [Fgueee 1)
Gimilar resilt was obiained when the series was dichaoio-
mized in low va indermedisbe-high DMAmico risk groups
JOR = 1.98 (C195% 1D - 3.83), data ol shown). These -
sulis are in line with previows resulis showed abwwve, and
spggest that thess specific genolypes are associabed Lo poor
s Bctors | Add tional Gle 3).

wil b climical variables

Discussion

DO A damage oocwrs very Fegoently and lesds 1o gene de-
letions, amplifcations, reamangsments, and transhecation
regulting im the alterstion of cell homeotagis and tumor
e harvioasr [2]. I the presemt shudy, we investigabed the as-
snciation betweon 10 SMPs located in DNA mepair gones
and the aggressivenes of prosiate cmcer in a wide i
of Spanish PCa patients, folowing a candidate-gens ap-
proach based ina previewsly published stdy [7] We o
served a strong ssociation of genolypes AA-m11615 amd
TT-m17503%04 in the development of cinical variables of
worsi progrioss Thess genstic varations would inlluence
e meelentide excision epair and double-sirand break
e pai - meschaniams of DHA, posible voring genomic in-
stalbility and the development of more aggressive cell phe-
miplypes that would cowse the appearance of fwmors of
poor prognosis (e, DA mico high- dsk tumaoes).

Ther: has been an incressing interes on the mle of
EWPs in the development and progression of PCa In ihad
serme, SMPs in DMA mepair genes have been deeply ox-
phored, especially in the prediction of redisiion -indwced
tmicity [15]. ERCCT & encoded in chromosoms 1913
andd il i involed in oecdeolide excision mepain, Trming
wilh KB, a free, noclear Map grocture-specilic endonecle-
s [B]. In the context of PCa, it has been meported that
palyvmoaphisms allecting EROCT may predispoe prostate
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epithelial calls to maligrant transibrmation [16], but there
s a lack of information about the mle of that gene in
disease ageresdvensss Genelic varanis al chromosome
19g13 have been evaluasbed among 7370 PCa cases, and
o asociation with tumor ageresivensss was observed
[]. Alihoegh this study incudes a big sefes, these pa-
tients came rom dilferent countries, and the etinic ongin
wars nol considered a0 a combbunding fctor, especially
when differences olserved within populations o the same
ethmic origin segeest that race is nol a sullicient Gebor Lo
engre the homagensity of the sample [17], a8 we have
aliay previoued vy published [7]. In the present stady, we have
abgerved thal PCa patient s carting AA-m11615 g nolype
were al higher risk for develop bigger tumors Allele G, in
combina tion with raS3212986 (als loeated in EROCT), has
been associated o lvw EROCT expresson, mesulling in m-
diured DMNA repair and betler chemotlerapyradiotherapy
redpomte [1H]. By extengion, A allale would be reguired 1o
o planiny rwrmal Jevels of EROC T, thoes comditioon nag tumos
rmaligrancy and msponse o iestment. In that sense, G al-
lele, which i not the ancestral allele, would conler clindeal
advaniage in terms of Lumor sie.

ATM & encoded in chromosome 11922 In responss
tor chimable-st mand braks (D5Bs), ATM phosphorvlates a
variety of proteing imolved in DEB mpair and cell cypcle
contra [6]. ATMATE inaclivation i a cracial step in
promoting androgen-indweed  genomic instabiity and
prostate carcinogensss [19], and some missense varinis
of the ATAM gene have been shown o confer a muosde rale
imcreased risk of prosate cmcer Genetic vadanis at
ATM have been amociated with radiation-indweed o
ity [An21], alihowgh none of the previously repoded
anspciations wem confmmed in a validated study [22). A
dmilar trend has been observed in the comtext of tumor
apgresmivensas [23] We have observed that PCa patients
cartving TT-rsl 7305908 genoly pe wers al higher risk ke
develop high-grade tumons. Thues, G allels, which is mod
the ancestral allele, would confer clinical advantage in
temms of Glason scome. Althoegh this s a novel msalt
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in PCa, a h:r;-& variety of distinet AT moutations and
varian ts exist among breas cancer patients, and some of
them can contribute to the eticksgy amd progresson of
the malignancy [24].

Since it seems that wild genotypes represent a dsk faclor
asiecia e wiith tumar mali v, wie evaluated the oome
bined mole of both genotypes in relation to 6k groups
established by XA mion We observed that patients carmy-
ing both wikd homazvgouws genotypes (AA + TT) were at
higher risk of develop DMAmico high-risk twmoers EROCT
arwd ATM are encoded in differnt chromosomes thas,
there i mot conserved combing fon of SNPs However, ge-
melyvpes Froguencies for AA-rel 1615 and TT-rsl 7503908
were 039 and 081, megpectively; and a total of 148 PCa
patients carried both genotypes (299% of the total series).
Consequently, 3 combined amahsic would give an idea
alsout the rade of both polymorphisms s prediciors of
'lm'rl:lrrrn]'g_mmd‘:g.-. omethedess, it has o e taken into ac-
count  that fmctional comsequences of 11615 amd
m17SENE are mol missenee; that iz there i@ mol aming
atid substitution in the trandated prodein. However, cu-
maubtive evidence suggest that synonymows mutations
are also important, and there is a rapidly growing list
of synomymous muistions that lead o human diseases
[25.20]. Symmymous SWPs coukd alfect protein function
altering BNA secondary structures, alfecting BNA stabil-
ity, and subsequently reducing protein expression [27]
and possibly affecting protein Bldng and fucion [24].
Therelore, it is possible that both pohmomphisms can
be important in determining the tumor characteristics
of prostale canoer.

Candidate aapciation dudies are oflen eriticized
for their lack of validation. Thes, a replication study wsing
ai independent and random cobort of PCa patients shiould
be comgiderad in near fsture [29]. The present dudy has
sme weakness tat need to be highlighted: i) althasgh
4 PCa patients seem sufficient 1o dviain satistically reli-
alle reaills it i possible that sme malis may be of sto-
chastic malure, egeaecially for thesse SWPs with lower MAF;
i) other Bctors associxted to prostate cancer (Le age, b-
miliar aggregation, tookc habits or seme kind of diets) have
mil been taken into socount in the prsent dudy; i) the
abservations should be confirmed in an independent co-
haort. Dresspite the abwwe, the present study provides a nume
ber of advantages that contribute to their credibility: i) it i
a mulicenier study that provides patients Fom differeni
aret of a country, minimizing the bis o stsdies per-
fommed in ome hospital i) all subjects are fom Spanish
origin, and it has been reduced the posible infuence of
intra ethnic variations [7]: i) all the determin ations (4,940
in total) were perfxmed with the same methodolegy
Oipendrmy, Applied Biosyveems), with the ssme babch of
chips and by the same investigato thaes minimising biases
from technical arigin
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Condusions

We lpund that genetic varants at DNA repair genes are
associated with dinical varables of poor progrosis e
prostate cancer. Progeective dudies are reguired o val-
idabe our reanis.

Beldlitio nal Ble 1: Segniboan JE0daBor DEtebin Jenecal bl
and SNPL

Bl dtie nall Ble 1= Ganotyps i of rE0 1605 aoreds the
e derecall Rvend SEpaE (A afed e dte i boe o 81 T S0G0E
acreds Tk dilleranit Ghaaton 2coms B L

Bl it mall be 32 Coen e g oty diswrilbaation of SIS rsl B0 5
el ra T R0NE o coeding feo 1l D7 Aenion ik -geoup. T Qorot s

clsmibuion vee ssrsicaly differont (riess, p =0 7

Commpaiifeg in s
T i s ol i £ © ey il Moy SOy MBS

Bt Frnt” o VB D T

Subemndal comarib o To comoopean s chesicge LAHH amd AL Aoy dsision
o daga FRA, MEAC, IWC, F5M MCE, FFG BOPC, MF, FG G5F, B, MICG FCE
N fralysis amed iinaonpinet atom of dat LaHH, &Y, BR and ORG. Caflngtie
it o i siimay i orl el P it ineolienced oot LA HH and FOL
Firal a pgrovsall of e vorsion oo be pobliched: FOL Al aubors road and
approred B fnal mariscip

Bt ey il fr Eeoey

LtgHH aind PO i rraambers of ol R cap o (COmes (LT ai T it el
CorecuT e oo krowocos of the geretc B for diftronces in
i ceselEn Iy e R (R RO GRS R e o e sty of (Camenior
o s P e oo T of acharss afocs nesadEneg Froin oo g

B indkgen ars

WAk o ¢ e nochnic | St froem e Il oy Do o (Hceqisal
Urivorsitario o Gran Cararia On. Megeing smif. Menid Goneiiee-Ciussado
e ‘Ririva Fosldo-Omecg. This vaodk e sialedclmed By o ofint froem o
Iresibuney oh Saladd Cartoes I Qtini ol o E coimaoniia y (Coempae tickad froen
Sy, 1D P11 E00 35T, Armdora ' e Fes 3 grane faoem B Irednunn
Carerlo de Irrasthoachdn ded Ciracor Q0L The fumdkers Fad m nole: im oy
oo, dara colleciom and analyes, dodsion o publsly, o preg adon of
e PreamsTi.

Paitber denils
"Rt i iy Coparmmae, Hicepimil Unisordo e Gran Carata D
e de La Ballona &'mp OF [0 0 Las Pl de Gram Canela,
Lits Pafirrees, Spain. drednuns Cario de Irveesmica ot ol Cincer, L Falras
Spein ‘Dirical Tonces Urdversidad o Las Falmees e G
Caraia, Lz Falmees, Spain.  Inednud SOnonicdia Badoneripics, Hospisl de &
Eporanc Fane o S Mar, Ursersctsd Pornpd Fabr, B dona, Spair
Laboaony of Garedc idertfcadan, Lagal Madicire and Taioolagy
Copeamrnei T, Facuibad e Madidna, Universdad de Gamda, Gramaeds, Spein
mﬂPlh:fUﬁ'ﬂ'ﬂty o Granacks Akl shmn (osaimimmant Conme fon
Coreemnics aned Crennitedyic ol Baaanch, Granad, Spain " Dopsam o of
IUnodagpy, Hoeplal Univorsk o Wingon oo s Misas Ganads, 5pain
nopar enone of Linoiogy, Hosptal Lnkvarsian o Boildnge, LHoopisio ce
Wik, 5 pair. o aglan Creniod oy Do e, Cimianioagilice, Ciipimone,
Spain “Hoalth Serdoms Rosca i & o, et oo Rocanca Mot | cel M
TR Earcciona, Spain. " Dpar rrene of Radafion Onoodogy, Redne Caead
dOrcdicga (00, LHospE ot de Linkeooar, Spain ™R fon Cinocicsgy
CopeamrnaiT, Hospial ohe la Samnd Cheid | Sant P, Banc dloma, Spain
Eadiaton Croodogy Dapa menan, Mokl UnivorsEanio ‘Engan el Rioi,
Sovilla, Spain. Daparmane o Imerarolody, Hoepil Ui deaio oo Gen
Cararta Dv. Magein, LasPalmas, Soain " Dopammert of Medical and Surgical
Saorencs, Universicdad de Las Failmes oo Gran Canenla, Lo Falmes, Sgain



Hmdquez-Hemander ef al. BAC Medien)! Geneties (2014) 15143

Frgivind 14 Sepnerniey 2004 Aocepnd |7 Do 2004
Pubdizhed pnling: 24 Decemiber 2014

Rl e el
L Foweelal T Enon OF, Sanbnd 1L, Cearandiar B8, Sohioutaer |, Imglkes 58,

Schairt O Thibodioms 5, Dok T, Meal Oy Donovan L HameyF, Coe 8, Maior
Wiogal W, Gy M, Muir K, Lophamnanon &, Fodda M8, Spurde &, Sedinga 5,

I EM, Gles G, Hoppe ], Chigppid s PO Humer P Foad s WO Harme | B,
Salings Ch, Koopimoiners 15, o of Miskiple: movell oo e camoed
oo load oo By am G amational Sy S FRECTICAL
Comspeiumm, Dynney Spiamng Sibwmonieys o X8, 1005 2-J061.

1 Woool A, Mlinchel M, Sgoancs | Lindabl T s DMA sl g,
Soiere 200, 2k 1284-1 783,

1 PaklY, Huang ¥ Sollors TA: Simglie: s Borie im OMA

R i e e [P Camnl PRI Mt Mod Bhol X004, 471361385

4 VuZ, Chon | Ford BN, Brackloy ME, Gickman EW Hisma s DNA regni
ﬂ_hllﬁmﬂfﬂ?m“ﬂw 1995 33321
5 Thu Y, Spix M, Amos O Lin |, Schabach ME, Wi X B ey clesionary

[ e e O el BN Y R Y i i el

CaaCe T ey CaneT Ao K04, 64205 121357

&  Fonen A, Gicanan BW: Hamans DHA s genes. Envion ol Movagen
AN, IRM] 38

7 HonriguerHomind LA, Vlendane A, Foo-Smal o F, MvaeziCubers M)

Coxar M, Sisres-Mows F, Ceaclb-Exove M, &yl 3G &, For minedsGaoimaic F,

Farmor M, Guecs F, Saraha-Pard G, Cravaon Barme | Oniz-Goncilio M
Caberafd Gin F, HemeraRamos E, Lara PC: Polyseorpiime: fm DMS sl
Qe i 3 ofene Of penorane ¢ a0l pathents from GiferenT oG e
Spuin Pemprcoameity Dt popalations 35 a ool ooedineg faooe
im assadarion sasdies. ALoS Ome 1040, 8x63T35

2  GvanomanC, Gweroman &, FocoronHE Toft G, Lumdn K, Bande IF,
Ly G wanorma T Pyl i gpiets mtgplading atedacgE

Aty g PROGTE Came how- i nedt mem and high-rsk
Scamdmcniang. it Aol X008, 313530,

T CoreaCaro L, Woir G, Hiusslor | Barthon F, DrodonE, Mangin: F, Foumiar G,
Cugsonoa O, Mo B ues W, Fass T, Carnd I, Wogol W (CRGCRE amd GOM

s i o P 3 ST PRSI0 S e A0 sacianed Wil By
[P R o i 3 F e Can (sl ice. S 1 Hum G 1909,

a3

Il Fers AL, oo Ruymschor O, Ancircseson CM, Bzl 0 Bsmem G, Chanag-Clance |

Dok 5, Doy I Dunving AM, Ckmor H, Roaonssoin B5, e O,

Bormzor 50 STROG AR - 5 Tiegdwiming =P pepaodineg of Qawmehc el

S i oIS Fadonher Oncod AN, 102188,
Il Epain B, Aldbrock W, AminME EgovaclL L T X005 s amaon |

sunerie gy off iingiica | pa Sy (SUF) oo condemmmoe on Giason

g of peoamanic capdincema. A g Asshod A0S, 2% 2281 42

12 DFAmiico MY, Wz ngmon R, Malkowi cz 5B, W ', Char MH, Hunwicz M,
armof P, Tomaamwad E, Rorchies AR, Wein &, Achic IP Udizieg
pEdhG of Erly oae-sper fic aipen falame © optimize
panienn seler dom or acfnaint gysuemic Setiagy tals § Ol Crod
000, B30I

11 Hensiguer Hemandes LA, alondano &, HemoraRamos E, Lo M,
Rharos-Fores & Lam FC High-thaceniyen Qeaoryping Sy 353

oo ol il nood i CeeCcinagye Expihamcs froes o dimegle
ipca Bedom. Sivbgicas 2013, 4434433

4 Monde-Suarer C Bogre | Sangros B, Gamaee E, oo O B, Milme R, Amigo ],

Famor-Admerka &, MononoE rada &, Gardher M, Caraks F, P ror-Lozam &
Cowmes O Brach E, Calafell F, Borrango |, Mervamo & SHP amilyds o
e (SHFanoe: a vesb-barad v i omenT celerned o smdsdcal
T peon SHF . Shovaformanis M08, 241643164

15 Wamdor Broeck T, ko 5 Cinckemalier L, Hebem O Prokesdc 5, Spam L,
Toaos L, Van Foppel H, Caossons F: The roe of simgle sdecdcs
[ e T T e e T e T T T E
checkiom making. Somed A AT 204, X6 MEITSI0

& Manda DU, Fac W, Har 05, Gregy L, Robineon AR, Modormbofor LI,
Farvard &Y, Maior C, Bacch Dl Deffciemy off DMA rnepaii meed s
ERCCH-NFF proamonss Deoaming o Ml [Fogmssiom im o g
mcomiing dom o, Frosae X002, T3 14-130.

17, EmchorM, McEwy B Foaron LM, G4llon EE, Sabksian T, Hovannosyn K, Daka R,
By D15, Shvivey M M sssocefine oot s gl i s oo withy

PO Iy QR el data. Am [ Hum e NN, B0 -05E

2L

Page 7of 7

‘Wi ol schineicor &, Popmrada O, LG C Linssisen |, Mayer C, Colobi O

Dubis | Bamsch H, ChangeO e | Schmaezoer P A disiee EROCE

Pagplooges & ascadaned wilh eRME eapeesion el bn pro e

A [ s & 1008, Ee1753- 1764

i VT, L |, T I, Vg T, B FF, Ling M. lineo ban o off ATM/ATR

DM s CihCapaiin [ i 2 PCCsJm imachaned Chaemcoaoral

el i P apiiEi | o, FLOS Ove MH3 725 11HR

Cisarond 18, Snock R, A o OF; Pone s 58, Fooers C8, Buml R, Sone NN,

Risorencin B & geecallly chens i ol cicssy ol Bacoyoms, pasciins

o ol i) 2 vl s et ed vt pecen g B achheE gy

ke | Rt Onood Shol Fys 2007, 680 410- 1416

Cosarond 18, Soovk RG, Loebver 5, Asorack D, Bomsnsin L, Saone BN,

Wall orezoim 5, Greem 5, Loob K, Edimaior M, Smich M, Rcseraein B3 ATM

Sy N A 3 el O el i RO T R e

S pa s e Ao e ne Caos. I S Al Do’ S Pl

ANE, SE1E-2E

Barra GO, Cdos O, Elioa R, B C, Liccanind C, Comcy O, WAkInsion 15,

Tyrer |, Miaa ¥, Fame F, Gulioad 3, Sycies MR, Hal E, Boromon 5,

Cearral oy OF; Bumos NG, Pramoal PO Dunring AM, Wiz CM inciapamcien

il i ool g ) e e e i e e e iy

mciahom noodcine a o 2ma sl saardy anor Ovna! 613, 136577,

Bicwwring) FE, Li H, Shimodawrs ET, Call QT H, Coase oy F; Cao C, Thoeng W,

LB BT eyl PRS 52 & SO0 & 5 m 2 moadaned with dis e

S sl 5 i [ & o Ly 006, &7320-13. 3

Dk T, Borad xR, Brormer M, Racdios O, MSpper K, Micks M, Serran B Hooor &,

‘Famird F, Sactinemani O Wk 5, Soubirmi nm M, Farsons 1H: Sparmes, of ATM

el AL PSR T i Pelepi il et S o iRl e T S
ey fies 20H, 567808 615

Charrarny 1%, Farrmioy 1L, Hurs LD Hosa ity sllimane: maoi-mitianral ov cliadon

o sl im maeseals, M Ay Genet A0S, 79E-108

Camognd L, Chaw 51, Kainor AR Lsneiing o slemos: ol e amcing

el . el Pl s Tt e pdicieg, M Ay G J0KED,

3385298

Fackdoy &G, Shaballra 58, Tohid ke [E, Samoniok B, Foedyrskyl O Makeroy 35,

ey W) O o L e caneciel- O moaivd rancle e Bapdongress

Ikl g DT o By it RN SeCOmOry ST

Seirree M005, 4B 19

Firmchd -Sarfany C, O IM, Kim W, S 7, Gilcagno A6, Ambader 5%,

oo MA & "l i et DR el s

sl ey, Soence AT, 305525-50

Famrala B, Cormenes | B B Canchiclng: g 3 Soadadom sassies:

a cogeeie o Qaiche i el i sl onacds SMIC Gener J03, M3

Submit your next manuscript to BloMed Central
and take full advantage of:

= Corraanient onilins: subimiss on

= Thomugh pear reviaw

= N spas constrals of coor figure dhaerge

= Immedizte publication on soepance

= Inchesion in PubMaod, CAS, Scopus and Googla Scholar
= Rgssaroh which It Trealy avallabia Tor redisribarton

i L

{ ) minnes Canml




Brochte Camcer and Beetatc Diseases (2006) 19, 78-34
© 2006 Macmdiian Feblhers Umited Al dghs moerved 1365-722116

LN A TUrE. 00 MY poan

ORIGINAL ARTICLE

Association between single-nucleotide polymorphisms in DNA
double-strand break repair genes and prostate cancer
aggressiveness in the Spanish population

LA Heand quer-Hermandas'27 & Valanciano®, P Foro-Amakot®, MU Aharer-Cubero™, IM Cozar”, JF Swhrer-Mowo™ 8 Castedls-Ermwe,
P Ferndnder-Gonmle®, B De-Paula-Carmnza®. M Femer'™, F Guedaa'', G Sancho-Panda™, | Caven-Bartle'”, M O iz Gordille™,
P Cabrers-Rokdin'™, 1l Rodriguer-aosn’™, E Hemersflamaos ™™ C Rodriguer-Gallaga'™ and PC Lara™*?

BACKGROUMND: Movel pradictors of prognosis and e astment nesponge Hor prostabe cancer (PCa) ane reguised to be ter individualize
trastment Singlenucleatide polymonghisms (SNPs) in four genes direaly (MRS {X+ay repair complementing defectve repair in
Chinese hamster cells 51 and XRCCS Di-ray = pair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1) ar indirectly |PARPT
and major vault protein (MVP involved in non-homokegous end joining were examined in 494 Spanish PCa patients
METHODS: A total of 22 SHPs were genatyped in & Botrove Opaniseay NT Cy dar. Clinical turmor stage, disgnastic PEA sarum bevals
and Glesson sare &1 disgnosis were obtained for all panicipants. Genotypic and allsfic freguendes wene determined using the
wishtns tad @rvimnment SHPsuor

RESILTS: (KRCOCH rad 267437 appeared a4 a rigk factor for developing mane aggressive PCa tumors. Thase paents canrying the GG
genotype were al higher fisk of developing bigger tumars jodds ratio (OF) = 204, 95% confidence interval 10 1.26-329 P= 0.004),
préesent higher disgnodstic PSA bevels (DR= 212, 95% O 1.19-378, P= 0101 1), higher Glesdon score (D= 1565 95% O 1.01-268,
P=00d4d) and DFAmico higher risk wmors (DOR=2 38, 95% O 1-24-458, P= 0009 than those patents amying the 000G
ety Thise patients canying the WP rs381 5824 TT genotype were st higher risk of peesenting higher disgnos fic PSA bevels
{OR=4.74, 95% Ol 1.40-1607, P=0L013) than these patients carrying the OC genotype. When bath SNPs wer analyzed in
combination, thods patients carrying the risk genotypes were st higher rigk of develoging DA mice higher sk tumars (Ofl= 333,
95 O 1.56-717, P=0.002]1

CONCLUSIONS: We believwe that for the fist Gme genetic variant st XRO0S and MUP genes am asodsted with risk of more
apgresshee ditesse, and would be taken into scoount when asiessng the malignancy of PCa

Postate Comaer and Prastabc Disegses (2018 19, 28-34 doi] 01038 \paan2 (1563 published online 12 January 2016

INTRODUCTION cmpgen spacies) arigin, and can shio be genemied during somatic

Prostste cancer (PCa) B & comphs doese conditimed by
hormonal and genstic factars. Tumar sBging, tunar grading
in tenms of Gesson score and diagnostic PSA serum levels ane
et i the daily clinical pracios to classfy paBent into il rent
prognatic sk groups that condition bestment dediion.
Hovwssver, these clinical prognostic Bacirs only explsin & propor-
tion of the patientdo-pabent varistion dbeerved in e clinial
Mm'nﬂh:een‘uﬂmh!t!rpﬂiﬂmﬂiﬁﬁﬁuizd
prognais and trestment responds s wngenty nesded

DA dibeubbe-strand break {DGB] & the most detrimental foom of
ONA damage, leading cels to chromosomal e sksge  and
rearrangements” DSBs can have sxogencus [that i, sxposuns o
ionizing radistion] and endogenous (that i due 1o reactive

recombination, DMNA EF!‘.A'I.EIH and when DNA Sngle-strand
[réals are ancountensd  Linepaired or misnepained SRS would
couse cell death, genomic instability andor oncogenic transfor-
mation. In eukasyotic cells, DSBs are repaired by two different
pathwenys: haomodogows recom binaton (HE) and non-hamaodogous
end joining INHEN" Recently, snglenucledtide palymorphisms
(5P —defined as inherited mutations that are present in = 1%
dlﬂh!pﬁphiﬂn—hﬁﬂ?&hﬂhﬂbﬁ!nrﬂpﬁa&dmmel
facewrs msocisted with PCa sggresseenes” Bacawme of the
compleity of mammalian genomes, ssaching of homologows
sequendes for HE & not efficient Thus, NHE) has a predominant
robe in DSE repaic® This fsct makes sende when i taken ino
sccount that most of the mammalian gename consists of non-
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afiing sequences” Thus, cammon vanant in genes invwohed in
DA DSE repaic am good candidates for kowspenelrance canoer
Homafery”

The NHIE) répaic mechanism starts with the recruitment of Ko A0
Kudl protsins to the DNA ends Ku70 i encoded by the Xaay
= pair complementing defective repair in Chinese hamster cells &
PROCE) gene, whereas Kudl i encoded by the X«ay repair
mmplementing defectve nepair in Chinese hamster cslls 5
PROCS) gene Athough other proteins. are invalved in end
ligation ithat is, DNA proten kinass (DMA-PE), ¥RCCH or gase IV
fLEG)], the wesll funciion of the KudlKudld complex i oritical
when WHE! stas® To our knowdsdge, studies concsming
polymonphic variant of NHE) genes have not besn done in PCa

Vaults am ribonuchkeprten particks with a holkew barre-liks
sructume ™ It i compoed of three potsing the major vault
mretsin | MV, the vault polyl sdenosine diphosphate ribae) poly-
merase shio known &5 VIPARP, and tedormernas e-ass ods Ed protein-
1. together with small untranslasted RNA (vANA). Clasically, MVP
has been associsted with the development of drug resstance ™
Howswer, in recent years there has been incressing intersst
i MVP, especially & MUP tamorifion and oten levels are
incres sed in response B DN A-damaging agents including ionizing
ediaten” I addien to s imphcation in the requlstion
of seversl cellulsr procesiss including trandpon mechanisms,
sgnal transduction and immone reponses, ™ the inteacton with
patners such &8 PTEM or B2 tuggest & mde in the sl
fate ™" Furthermons, MVP has been recenty linked to DSE repair
machinery due 1o an aisodistion with KuPl/FuBD expressen '™
Thae, SHIPS in MVIP would hawe & rale in PCa behavior, due o the
ﬂhﬁmimmnmﬂuwﬁﬁmﬂwhu
the smovistion with DNA damsge remir machanisrs.

PolyADPsiboss] syrthase 1 i & protsin ancoded by the gens
PARP, which i asocisted with differentistion, prodiferation and
wmor tensformation.”” PARPT ssams to have & role in DNA D5B
mepsic fuwcugh an intersction with BRCALD and dather genes™
Moresver, PARPT and Ku compets for repair of DMA DSBs by
ifferant WHE) patheays " In the Last yasrs, PARP inhibitors have
shown pramiging setivity in ovarian and breast cancers patients
wath BRCAT2 mutation,™ and also in PCa patient ™! The faa that
PARFT 5 & orossroad betwesn HR and MHE! and it B ako of
inerast 55 8 nowel therapeutic targset makes this gens 5 good
candiiclate seeoacinted with tumor sggrestiveness. Nowadays, the
mde of Sngle-mcleatide varistions in PARFT has not beéen §tudied
iin the context of PCa

The sim of this study was 1o test the hypothess that genesc
variants in genes involved dinealy (KR0S and XROCS) or indineatly
WP and PARFT) in DNA DSB repair aonfer increased dlk of more
aqgressive PCa To our knowledge, this is the first time that SHPs
lacated in thess genes are studied in PCa patients.

MATERIALS AMND METHODS

Patients

A ol of 501 patiens with non-meteEtsic boaleed PO from four
difierant megions of Span (15.19% fom Andausa, 345% fom Bsque
County, 3960 fom Canary kbnds and 2677% fom Caalonia) were
hdﬂ:hdhhtihﬂyhﬂl“lﬂﬂlﬂﬂﬂﬂﬂtr'ﬂlﬂrlﬂlhht
montead of 3 mulSoenter s fud y aimed o evaluate quality of e and cinkal
ouirome of PCa pathen = Nl patents prowided withen infommad consent
before mmple mledion. The sudy was appeowed by the Reseanmch and
Bhic Commites of eadch Institfion parfdpant in e sudy: Hospial
Uniserstado de Gan Carasa D Megin Las Palmas de Gan Carasa),
Hepal de la Emperanzm. Pam de Salut Mo (Baceloral, Hompial
Universtado Vimgan de las Miewes (Garada), Hospial Unisersitar de
Belvie LHospmlet de Uohmegatl, Onkologhoa (Gumooa), sshe
Canli d'Onoologia (L Hospimlet de Liobregat), Hospial de la Santa Creu
ihﬂﬁulmﬂmdiﬂnﬂm\mnﬂﬂﬂdﬂm
Ui:kdmtﬁuﬂduuttﬂpmw*

© 7016 Macmillan Publshes Limited

NP in NHE) and prostaie Canoer 3QQressieEnest
LA HersiquerHemadndez o al

irical tumor size (T, diagrostic PSAserum bevels and Glesson sore™
were moeuted for all PG patien®s o was assessed by digial mcial
eamnaton followed by Tanseoal umesonogmphy and magnetic
msonanae maging PESA sesumn levek weme ascesced by chemilumines-
mance in an Aschitect 3000 aralee (Abbof Labomtomes, Lakoe Bl
L, USAL Gieason soone was determined in the biopsy spacimen by a
specialzed genitousnary mathalogist fom @ach insTanion SubjEcs ware
orzed o Shimse rsk-hased mowTenoe QEDiuRs o Dmico
mm*mmumm&ﬂ“mm
graphicand cinical dat, a bood sample was tacen after $e shgratum of
informed consent. Al mmples wem sent by couner o the Hospial
Uniwarsaso de Gran Carafa D Negrin for DA lsolTon and genotype
arakses

DiMA isolsBon and quantification

DA was isolated fom 200 Wl of whole-biood I an Pep™ Pusfiation
Fretumant wEing e Prap ™ Puslink™ gDNA Blood Kt reitogen, by
Lfe Technologies, Carlhad, CA, USAL and I= Iniegrity wias detsrmined by
damolrop MD=1000 | Manolwop Technologies, Wilmington, DE, UEAL

Sedacbon orieria for SMPs

NP were seiecied usng dam of ndieduals with European ancesey (ICEL
imhmmmmummmm@.muu?
disequilibsum Qgging was achiesed with Fie Haphowiew w47 softean "
ﬂuﬂqthﬂdmmtmm[mtﬂqwﬂﬁﬂ
By selecEng a modest mumber of SNPs within 2 biode, € is possible o
Mo up o 5% af $he habemeyn ety presentt at alocus The B given by
Haploview was =095 for all genes.

Thus, 2 iotal of 27 SMPs in 4 diffiemnt genes involeed In DA D58
mpar wae suded Sumpkmenary Table 21): MBOOS, rsS7E120,
EIXMTAIT, m119012548 sSTETIZ, sSERI09E  NROCS,  roloERLanE
ESIERE1S, m105167T, m105152% FASF], rsB6 23219103, =1305%E0,
BIF190AT, S1S0S404 mE0sE0d sIPROET and MEP ESerasds
E1214EIL, S4TSR, raB 580, 3G T, s Toaant

8 Aot ypindg
The SNF genotyping was pariormed in 2 Biotose Opendtursy NT Cyclier
umﬂmngrmmmmﬁmmm&dmm
Open Ay (0A) had a AZS0ATE0 and A2S0V230 mTo of 1.7-1.9,and ware
adpusied 0 50 ngpl™ ' A ol of 300ng of ganomic DMA wasused A fral
amosun tof 150 ng wasinarporated inin the amay with e autalnad e, and
was genotyped acoording to ghe manuBoune’s  recommend aons
A nontempla® conrd onssting of Dhasefee double-disziled water
was intmduced within each assay. When the DMA and master mix ware
rarsfered, $ie boaded QN plate was filled with an mmersion fuid and
sedbed with gloe The mubiphex TagMan oy maclons were G
ot in 2 Dual Flat Block (384 well) GeneAmp PCR Sysem 9700 (Appliad
Borysiems) with the follosing POR cyclezan inffal siep & 52 T for 10 min
fiollowred by 50 opdies of 45 £ 2 95 90 135217 94 and 214 min at 2
fioilovsed by a firal siep during 2 min & 75 “C and holding at 4T

e fluomsoenoe was mad using the OpenAmay SMP Genotyping
Araiyss softeam vesion 105 (Appled Bosysemsl The g
aralysis was made with the Taghan Genotyper softeam werson 1001
Aailane att TpdAewalindimogenoom) wng amocaling as the il
method The quality walue of e data points was deesmined by a
fimshald above 0. Genotype analss ﬂpﬂ:mdmnﬂf‘
maich of dhips and by the same L as oot

Moot 1% i the tampls wese andanty selected fx ciefenation, and
fhe mesu ks wene all oon S5 wnt.

Statistical anahysis

Genotgpe and alelic fFequencies wes datesmined wsing e welrbased
erFonment SMPamr (SMP Anadysis To Results, from the Spain's Masoral
mhg%ﬂmmmhﬁﬁmﬂnm
s of was detesmined © chede compatbiiy of
genotype fequandes with Hardy-Weinberg aquilbdum. Thas, Pyalues
from T sandard exaa Hamdy-Wenbery equilibrum lade of fit test ware

addizoral staiszal aralyses wae
perfomed usng PASW Sascics 15 (BM, Armaonlk, MY, USA) as foliows
decnptive nadyses wem conducted for clinical variables, awgasal
wridhies wem mpmserted 2 absoute wmbes and  pesendges,

Prostate Cancer and Peosatc Dissases (J016), 78 =34
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SMPs in NHEN and pEtane CanoeT Jg0REStiNEneTs
L Herwriquez-Handnd & et ol

=@

mmpaasons babwaen groups weee pesommed wsing chissquared st
mmmmtmsnmmvﬂuﬂ

genetc wadakbles weme aralyzed using 3 Inear additive model emploding
bgiste regmestions. Diffesent ganetc modek wese Glken into acount

RESULTS

Intra-ethnic v aristions of SHIPs

All the genastyped samples met the guality crieris stated shove.
A total of 601 PCa patients weare genotyped for 22 SNPs. OfF the
13 222 possible determinations, 12608 wes successfully geno-
typed (95.0%]

W have préevioasly shown that diffesnces in e distdbuton of
g!mnpswﬂi\ﬂmpmhﬁumﬂﬂusmehimaum
impartant confounding fackr in genstics epidemiology. ™ * Thus,
wee first analyzed the genotype distribution among subjects fram
diffesmm Spankh regions, highlighting that all PCa pabents wess
frowm the Caurmsian anigin. The genotypic and sllefic fraguiencio 5
shawn in Suppleméentary Tablde 52 We olxarsed that 9 of the 22
aralymd SHPs weene i dig wibuwed WROCH r5751 131,
BI6PAET, oTA7EL rsEE1092; WROCSE) cs1051677, PARPT)
mI2T9 26, sl180500 1805414 and (AMVP rsATERIBE. As
expected, Andahsian population showed a genatypic and alleic
dtibubon chearly different from those repated among subjeds
from Basgue County, Canary lands and Catalonia Thus, we
exchubed Anchaheian patients Trem subsedquent anabses 1o har-
gerize e sampke and minimiz: bias We have previousty folkawed
this stategy of analyss”

Chirical varisbdes awocisted with individual SNPs
A total of 494 PCa were inchuded in the subsequent associstion
sudies. Dt wibution of cdhinical vadabies B demilad in Table 1.
The majaity of PCa patients were ¢T1a-<T2a {547%, PSA
-fmn-gml" 6199 and Glastan soore < 7 5PN Subde-
quertly, & total of 120 pEens 61.5%) were classfied a5 low-
inte s adiste i tumon stoording 1o DFAmce clesification.

Among the 22 asnalyred SNPs, KRO0A) 2267437, OROCH)
1051685 (PARPT mEN9E and MEPR rEE]5824,  weene
sgnificantly different distdbuted among PCa patient sccanding
bt e clinical varisbles (Table 2 Genotype distibution wes
consistent with Handy-Weinbeng equilibfum {data not shown)

We observed that ri2267437 was sgnificantly associsted with
the eT (i test, P=0004). Thas, among the 249 PG pasent with
eTa-cTia twmon, 37 carried the GG (TA8%, whibe
amang the 183 PCa patients with cT2b—cT4 tumors, 48 camied the
Gh genotype (2629 Similar msults were observed mgarding 1o
Glemon score and DFAmice risk groups i test, P=0037 and
F= 0015, respectively] {Table 2).In both cases, GG amen showed
mom sggredsve tuma charscterities; thas, GG genotype wal
detected in 12 ot of 110 low-risk tumars and in 73 out of 323
inesmediste-high Mk tumers (109 v 2260, 6 pactively].
Univariste anahyies showed that GG gendype lor (YRCCE)
FAIDETA3T appeared &5 & fsk facter Bor devebging mane
aggresiive PFla tumors (Table 3] The fact that recessve and
hamarpgote models showed significant resuits reinforces the mle
of GG genotype a5 & factor of wost tumor dharsctenistis. in that
semme tose PCa patients carrging the GG genolype wes St
higher risk of developing bigoer tumors jodds ratie (O = 204,
5% confidence interval 0 126329, P=0004), present
higher disgnostic PSA levels DR=212 95% O 119378,
P=0011], higher Geson score (DR=165 95% O 1.01-168,
P=0044] snd DFAmico higher risk tumors OR=238 95% O
124-458, P=0009 than those mafent camying the COCG
genatypes (Table 3).

Wie olbse reed that levels of disgnosBe PSA wene associsted with
three SNPS located in three diffemnt genes fr.d:le!].mw&gi-lﬂll

PCa patients showing disgnaste PSA levels < 20ngmi™). 78
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Table 1. Desomption of clinicl sarichies (n=494)
Varable n %)
Ok fumeor size 7]
cTla-cT2a frr) {547
CTE=CTaC 121 (253
CTE=cld 0] LT ]
M, 17 =4
inkil B3 fng mi— )
« 10 06 [ ]
10=19.99 1z Pk ]
= 0 i} &)
M, ] 3]
Glraron wore
<7 o] T
T 195 [ ]
=T | )
N, 2 sy
¥Amio rick group
Lo 120 (23]
Iy i ke 182 [ r ]
High 172 {350
M 17 4]
Mnbwesatore MO, nol Sealane

carried the (XROCS) 41051685 G allebe {19.3%), whils 8 out of 79
subijects with initisl PSA leveli = 2 ng mil~" carried the G allele
019 (P test. P=0007). This msult suggests that G alele
appeamd & a protective fadorn a fact minfored in univarise
analyiic those PCa patients carrying the AG genotype wene 1
lower dik of present higher disgnostic PSA levels (OR= 0338,
95% Ol 0.16-0.93, P=0033) than those patients carrying the AA
genotype |Hekrarygor modsl, data not shown). On the contrary,
these PCa patients carrying the (MUP) ra3815824 TT genotype
wesre sl higher risk of presenting higher disgnostic PEA bevels
{DR=474, 95% O 1.40-1607, P=0013) than those padent
carrying the O genotype Homarygows model, dots not shownl
Finally, sithough (PARPT m3219123 was sgnificantly sssocisted
with disgnostic PSA levels i s, P= 004 1; Table 2), this SNP did
not appear a5 & risk factor for Bt dinical varisble in univarise
anahysis data not shownl

Combined anatyses of muitiphs SHPs

Ad it is plausible that the genes considerad in the present study
comtribute 16 PCa bahavior—due 1o a direct or indim et inkmcbon
with NHE patiway—we sstimated the combined efect of the
sgnificantly smodamd genes (Figum 11 We consdend (R0TE
2267437 a8 the basics for these snalyses, becs s its high impact
in tumeor characterisBies (a8 previousdy shown in Tabies 2 and 31

the combination with (CRCCS) wai not s

OR=111, 95% O 091-494) the combined rae of (MROTA
r226TA3T with (PARPT) ra3219123 or (MUP) ra3815824 was sk
fackr smodated with the DXAmico &k goup. Thus, PCa pasent
canrying genotypes different from thate consdered a8 miemncs
{CCH+CC and OCHGG for r2267437+m3015804 and m2267437
+EN91 03, reapectively] wem st higher risk of developing
intermediste high [XAmics risk grous Figure 11 Interesfngly,
the combination of Bese thres SNPs did not showed & sgnificant
increment in the risk, suggesting that JRCCE r2267437 and
IMVP) r33815824 have a predaminant robe in PCa tumear behavior
{OR =333, 95% 01 1.56-7.17, P=0003).
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Although polymorphic alkses of NHE genes would medigpose
amien o a high risk of developing mare aggressive tumos, to
divie, no direct dinical evidence hat been abtained in patients
with PCa We have mreviously published that comman genesic
varistions in genes invobeed in HR {sudh a5 XROCT, ERGCT or EROCD,
among others) am associated with chinial variables of poor
Erognasis for PCA” In the present study, we oused in the study

Table 1 Signifiant aeoodations betwesn dinscal vasiabies and ShPs
sME Genolypes Oy dumewr siee &) pa
eTla-cT2a elPbeT2r cT3-cT
rEFPATAET (KRS o 105 (3431 2195 IF6RT) 00D
fac) 107 (348] 45 (10.4] 20 48]
GG 2T ian) 38 @asm 10 {23
Diagnosth P54 fng mi™")
< 10 D=19599 =20
rs10516E5 (MBS L) 253 524 TI(IETN T OQ4AT) OoarF
L 46 (35 I5iE3) 613
Gl 2 05 4908 Zna
rsIT11TE (BALPY] A 103 oo 1 oo
LC 23 0E0) 1837 4908
Lclc] ITL i5AG] B2 0172 TRIEN)
reIB1REIL (M) m 4 0= 2 04 5.0 OOEs
m 61 (1ZF] I3 0 18 &8
& z=8 ges] s ad) =3
Gheamn e
o7 F =7
FEFIOTAET (B0 oC 91 @04 5B Ed 3 Fao ouoET
4] 32 (184] TEITS 19 &3
Lelc] 31 (7] 41 3.3 12 31
L¥Amico ssk geoup
leew  Amimemediste  High
FEFOTAIT (MBOCE) oC 52 (120) =8{134) & 148 001s
Lo &6 (1os) A ITa 52 (120)
et 12 {5 2479 3333
Aredaiong MAVE Mmoo waull peEldng SME 5 Pl
e, XRCCS, K- my mgain oommgiamn an fng delea e mgair in Ohirese
havener cells 5 3ROCE Xoay separ oo plamenting deleaive repair in
Chirmse hamater oells & The didbanion of parents i egwesoed in
alrolune murnieess and peenTgE (in Dackes) “OhEoguane B

LSNP i NHE) and pRstate Can oEr 3g0Festeness
LA Herdgquez-Hemdndez = af

of classicsl ganes involed in NHE) (XRCCS and XROCS) a5 wedl s
ofher genes saocisted with DB DA repsic |PARPT and MUPL To
our knowdedge, this is the first comprehensive study that analyzes
the poddble rae of these four genes and its influenda: in PCa
behavior, Alhough it is & candidate gene study, we used an SHP
tagging appeoach that redues the biss inhedt to the seledion of
wellpublished SHPs and allows the inclusion of novel genetic
variants with possible new biokogical roles

A otal of 601 PCa patients fom 4 different Spanish regions
wer included in the study. Intra-ethnic varistions of genotype
and alledic fraquendies ane contidened &8 an important confound-
ing factor frequently obvisted Confounding would ariss if the
population contained Sevem| sthric groups, if allds fraguéendies st
the locus of inesma differed betwesn groups and if disesse
frequency ako differd betesen far reasons guik
uivelied B the loos of intersit’! The phenamenan was
previcasly chaerved in cur sedes ™ 5 fect aplained by
differances in the natural history of the populstions™™ As
expected, the Andslusian populstion showed sigrificant differ-
ences in genotype and allefic distribuon, and subsequently, this
subset of PCa patients was excluded from e ssocabon anabyses
o aviaied thee inte -2thinic biss

FuTO/80 i & petsin comple: encoded by XROCS and JROSS
genes which is invelved in stating the NHE) process_ Specifically,
kuT/B0 i responsible for the recognition of the DNA ends st the
site whene de DSB leson takes plece ™M & k7080 & a
cormplex formed by two different monomens, the functiona ity of
the camplex could be compromised i e sre sructursl changes
in the protsing, and itis well known that genstic polymonphiims
can oo promime niot only e binding of 8 proten comple, but
alio the skength of the bounds betwesn proténg and DA™
MROOS ri2 267437 appeard &5 & risk factor sisocisted with chinical
varishles of poor prognosis for PCa in temms of tumor sise
disgnoste PSA level, Gleason scone and even DXAmico risk groups
The r2267437 polymophism has besn invesfgaed &5 a risk
Baor for cancer risk with inconsistent results. Howewer, a moent
syitematic review and mets-analyss conduded that 2267437
SHP b mssocisted with a sigrificant incresse in risk of bresst
cancer, renal cell aminoma and hepstocsllulsr owinoma ™
Monetheless this sturdy did nat indude any PCa pasent and no
rmodatons with dinical vanisbles were analyred The nde of
142267 43 T—speifically the GG ganotype—in cancsr seams to e
estmbished in other meta-analysin™ Our msults réinfrce thess
préviows resuits snd podtulste 52267437 SNP &2 8 mowel genetic
factar for PCa behaviar,

The rale of XROCS rs]05 1685 has been previously evalusted in
mpeloms patients These patientd camying the GG genotyps wes
at bowesr risk of develop mysloma™ This result was proven amang
Spanish multiple mysdoma patients’® and agree with hose
reposted in the present study in PCa patients. Although it is
encpectable i find & ink betwesn SHPs in XACCS and XRO0E, wihen

Table 3. Unharate andyss for pofymosphieom raf267437 (GB008) and cnead varabbes

Clndzal wasabl n Beoecche mode! Dom inan tmode! Homozygode maode] Heterazmote mode!
Lol Juciias Lzl ws CC O ws GG O we O
08 @9 Q) P 08 {95% O P Of 95% CJ P 08 [95% O P
cl la=-Za/ih-4 Iy Lol 2h-339 0004 103 030-174] 0412 185 (L5339 0013 09] 0Re-1.40] QAT
PLA, - 0330 40979 ZNZ{I17-378] Q011 130 OT5-E2] 0385 07 (108398 0029 095 j052-177 08T
Gheksam, < 73T IDLADGES 1A65(101-2585) Q044 127 0401 Q100 1831 (1.0F-20E  QdETF 1.3 030-1.33 0358
Ak group, kesfnt-hiqh 1200357 23801 34-455) 0009 148 095339 0030 259 (130-508 Q007 119 074189 0475

Abredaiong Cl, oo nfdenoe meeeall ot ineanediae; OR, odds s XRO0S, Xogy mfail oo pementing delenive mpar in Chinde havane ok &

Smdical test: binary logishc mgestion (Relemnoe @iegory: OCL
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of odds ratios {Ofs) with 95% confidence nterval {00 for polymonphisms rs!iﬁ?-l!ﬂﬂi’.'ﬂ-’,l =015 H28 AP s 105 1685
5 and =321912% (PARPT) analyzed in combination and ¥Amio ssk recumence group. Each

diamond mepresent the OH, and the

Imﬂhurﬂutﬁﬂ!ﬁ%ﬂhﬂuhﬂyhph:mmpﬂhﬂxﬁmddﬂuﬂdnhtmwp 2 fodlows: low vs

intermedizte-high DAmio groups. SHP single-nucheotide

rA2267437 and rs1051685 wene analyred together we did not
aberve sudh msocistion podibly dee B the small ameunt of
patients camying the “petective’ genotype (n=17). The mino
aliede fraguency for ra105 1685 was around 10%, and this result
s es with those repored specifically in the European papulstion
idata availabie st hitpdfwweoncbinkrinihgowpraecs /SHPY.
With the data svasilable, the potentisl role o 1051685
patymarphisn needs 1o be apkred deenly.

W did not find previowsly published studied simed bo explona
the associstion betwsen genetic variants in PARFT and PCa. Other
SHPs in PARP] seem to be ssocised with m"uﬂ

tinal cancers'’ but nathing i repored in relstion 1o
A 19123 ar PCa. In our sefes, we ddtarced an &ssocistion
betwesan this SNP and disgnostic PSA levels, bt univariste
anahysis werd not batisticsl sgnificant. Even when 3219125 wes
analyzed in combination with r2267437, the resuls wens s
significant than thate obbined with r2 267437 slone, sudgoesting
& peocer role of PARPT] ra3219123 in the bealodgy of PFCa

There is anly one peviow pubBcation studving Te role of
fenetic variants in MIP. It i an anticle simed 1o explore e obe
af SMP4 in resistant genes in patients with mesial
ezl ket spikepay with b schercsis. T The authars
diid not abserve any rode of different SHPs in MPP—including
ra3815824—in this type of patients b that sense, MW is an
unknowm gene which ineres has incressed a8 its association with
Ku7 VKB el ™) and its rale in radison response™™ T jin the
chinical setting We mported here for the first time that PCa
patients camying the TT genolype wee st higher rsk of
developing worsl prosiste tumans in berms of disgnostic PSA
el §a clas sical prognosis fackos for this type of cancer]. Mossowves,
when ambined with (XR00] 2267437, these SNPs together
inressed the fk of a higher [FAmico score st disgnatin. The
mechanisms behind this ssocistion = wknown, bt supporn
ﬁmu:,hmﬂﬂﬂnapumuﬂﬂumnﬂw
and MHEL

The functional comsequences of the SHPL reported in e
prsent study are difficult 1o address a5 ra2 267437 and r4381 5824
are intron varistions which are not transduced o protsin
Howewer, introns ane remowved and exons are jained dufing a
LT e oo - b s eriptionaal mu-ﬁ-:mmﬂmj. named sphicing,
and the consequences of SHPs located in inton  mgions
an ¢ reguisiory elements which drive the splicing process ane
unknown but would influence the splicsosame ™ Morsover, SHPS
located in non-ooding region have been sssodisted with human
dfiseases and in any case, ane nesded bo a better understanding of
their immcl on gene function and health of an individual ™
Fnally, SNPs located in inton regions are consSdesd in
in sl took fuch &8 F-SHI & calledion of funcBonal SHIPs,
specifically pricrifeed ko disems awoistion shudie javailable st

Peces e Cancesr and Prostatic Desases (2016], F8-34

i

hitgefoom plio o gquesnsweaF-SHPTD. This fact suggests the
bikogical relevance of this type of genetic variations in human
diseases™™ In that sense fundional studies am mquired to
diischose the bidogical consequences of ri2267437 and =38 15824
in PCa

The present study prcides a number of that
cortribute Lo their credibility. First, the high confidence of the
genatyrng sysbem and the clinical and poink consdered |of total
roting in daily chinical pacis) minimice the posbility of
inferfing msults becsuse of the subjectivity of the slnervations
Second, the mesent study has besn pedormed in & sedes of
Spanish PCa patients who was homogensous regasding to inrs-
ethnic varisbility, 3 facior that has been shown 1o be imporant in
msocistion sudies with polymomphismy And third, all the
determinations {13222 in toal) were parformed with the same
metodokngy OperAnay, Appiied Bimystems), with the same
batch of chips and by the same investigator, thas minimisng
bimssn from technical arigin, On the other hand, the present study
has swome weskneses that need to be highlighted: §) athough
G601 PCa patients seem sufficient 1o obtain statistically nefiable
nesuits, it i pessible that some results may be of stochsastic natus
ftype | emorl, especially for those SNPs with bwer minar allele
frequency and taken ino sccount thal the awmociaBon studie
weere performed in & series of 494 PCa patent; fil other (acton
ansocisted with PCa (fhat &, age, familiar sggregation, ok habits,
prostate volume, testogtesns byel, other DNA mpai genes or
some kind of diets) have not been taken ino acmunt in the
present study; (il in the present study, we did not sccount for
multiphe testing fthat i, Bordersni corection), thus limiting the
strengith of some statistical anakyses; and fv) functional stdies to
disclise e Holegicsl consequences of the SMPs are maguired 10
wnaerstand the real rae o these genetic vadatons in PCa

Taken tgpether, our results Suggest that genetic variants in DNA
DSB repaic genes and other genes ckee misted 1o the MHE! could
b of redavance in PCa An inability of el 1 respond properdy b,
o i repain, DMA darmage b adh 1o genetic instability, which in tum
sy enhance the rate of cancer development or andition the
aggregivendss of the tumos Anyhow, Lo better understand the
bicdogical consequences of thess genetic varations, other genes
inwvodved in DNA repsir (Sudh a5 p53, ATM, BRCAT or BRCAZ) hawve 1o
b tabosn inte acmunt, especislly when thee am sooumulating
evidena connecting deficiendes in cellular responses 1o DNA
D585 with turmonigenssis.”

COMNCLUS OMNS

In summady, our study shows for the first time that (XRO0E)
ri2 5MAT and (MUVP 3815824 polymaonphisms are s5sodisted
with dinical variables o mane sqgremive PCa The present risuls
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have to be consdered a5 hypothesis generating and additional
sthurfies with a larger separste cohan of men should be dane bo
walidate e rasuits &5 well 2 their combined sffscts. Moreoser,
funationsl dhidies are reguired o undestand the rae of both
SMPy in PCa
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Genetic variations in genes involved in testosterone metabolism are
associated with prostate cancer progression: A Spanish multicenter study
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Background: Promate cancer (PC2) & an androgen-depend i dsmse Monethdes, the role of single nocleatide pohmamphizme (SKPs)
in gemes encoding androgen metaholism remains @ mexplorad aea.

Purpase: Toinvestgae the rale of germline variztions i cyinchrome PASD 17 Al {CTPT7AT ) and steroid-5a-raductase, a-paly peptides 1
and 2 (SRD5AT and SRDS5A2) genes in PCa

Patiens and methods: In ital, 494 conseoutive Spanish patiemis dizpnosed with nommetsisic loczlized PC2 were inchuded in dhis
malticemier smdy and wem genotyped for 32 SNPs in SROSAT SRDSA2, and CYPT7AS genes using a Biorove Openfumay NT Cycler.
Cliniml dets were available. Genotypic and allelic feguencies, as well as haplotype anayses, were determined wsing the wehhased
emvirnmment SNPaiw. All additiona] statktical malyses comparing clnical daa and SNPs wem paformed using PASW Sataics 15
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Resulis: The cal]l mie chizined (determined 25 the percenizpe of sucessful determinations) was 9753% of detection. A inta of 2 SNPsin
SROSAT—ra38 22450 and rs1691 053 —were associater] with prostte-speci fic antigen level 2 dizgnosis. Moreaver, (G camiers for hoth SNPs
were 2t higher risk of precenting imitizl prostsespecific antigen levels > 3ng'ml Exp(B) = LE1Z, 95% CE 13975657, P = 00
than those who are Ad-A A& camiers. Haplotype ana] yses showed that patients with PCa nonhomaozy goos for ghe haplotype GUTTGTAGTA
were 21 an devaied nsk of presenting higeer clima] mmar size (Bxpi) = 3823, 95% O3: L.280-11 414 P = 0.0 &), and higher (Gleason

saore (Exp) = ZLB0E, 95% CF L13-6955% P = (LI26L

Conchiwiom: SNPs in SRIOSAT seem io affect the climca] chancieristios of Spanish patents with PCa. T 2015 Ekevier ITnc. All righis

reserved.

Keywordy SNP, SRIFAL, SRINAZ, (OTPITAL Proseae camcer, Opendrmy

1. Inirosdec tion

Proatate cancer (PCa) & an andoogen-dependent disease
[1]. The synthesis of tesinse mn: i3 mediated by the ensyme
17-hydroxylase’1T20-yae, encoded by CFPITAD gene.
Drihydratestomtenas (HT) & comddensd the active meatab-
olite of ettaterone. Tesatenone i3 converted into DHET
through the So-reductse patlweay, thes conditioning tomos
availability of the homone and subsequent tomor deve log-
ment and progression [2].

Single nwcleaide polymosphisms (SMPs) ame simple
genetic varations in te DMNA sequence, which modfy
the efficacy of encoded enzymes [3). Genztde aleratons in
the lsmisEemne melsholiam patway are expected i alier
hormonal homeosmsis and likely influence PCa develop-
ment and prognession.

The association between CYPITALD gene polymoaphisms
anl PCa is combroversial [4-6). Alihough it has been
suggesind ithat some polymorphisms i (CFPITAD ane
asmociated with PCa Ask [7)] and survival [8], it & not clear
how SNFs in this gene affect clindical varables of PCa such
as windd dre, proste-seecific amigen (PSA) levels, oF
Glemion sooe. In any case, CFPITAL i3 considered an
invgpeortant factor for PCa progression and has beoome a new
therapeatic wrpet Thus, abiraterone acetale 15 a new drog
very active in the teatment of cenain PCa fuough specific
CYPITA!D Hockade [9), although the mle of SNPs in
CYPITAD in response o ahiralenone scetate has not been
exploned.

The Se-reductme enzymes are encoded by the serod-
Sa-reductase, a-polypeptide 1 (SROSAL) and sterodd-Se-
meductse, a-polypeptide 2 (SEDFAZ) genea The mle of
SEDIAT and SRIDIAZ polymorphisms in PCa las been Hole
siudied, although it has been dhown positive assosiaions of
several SROSAT and SRODISAZ varistions a5 independen
predicior of PCa outoome in erms of Mochemical recar-
rence [10]. Anyhow, SRDSANAZ are also therapewic
targeds, and the specific Blockade of these enzyimes with
dutssieride or finmseride has shown o decrese  ihe
production of DHT wsing Sereduwcinse inhibioss, dus,
decfesting the incidence of clhndcally kcalized PCa [11,12].

At a clindeal level, wmor sire, Gleason soode, and
premsattent semim level of PSA ane the mos imponsnt
prognadic factors [ 13). NMonetheless, although these ane key

factors thai affeci the owicome, e heterogeneiiy in clindcal
bethavior mequires the expansion of knowledge about the
disezne [ 14).

As the presence of penetic varation in e andiogen
biosynthests and metabolian genes may alier hormons
oavailability, we hypotesized here that cemain poly-
modplisims i e edodenme symthesis pathway may be
impoatant o define e Mological charscteristies of the
disesse, posably influencing te clamsie prognostic facions
of PCa. For the first time, we conducted a audy i explon:
ithe asmociation between germline vanation in SEDIA LS
and CFPI7AL and PCa progression in a cohon of Spanish
while patiens with PCa

L Materiak and methods
21 Paienm

Aiptal of 6 patiens with nonmetastaic localized PCa
wene indtally inchded i the siody. The patienis wene
meciiied from 4 different regions of Spain, a5 has been
previously published [15). Az gpemypic and allelic fre-
quencies vary among mbjects from tese reglons, and And-
alusian patents showed e gresed differences [15, 16], we
exchoded these mbset of patients from fuorther analyaes o
avodd hizs. Patlents who were indtially opersted were aka
excluded o form a homagenoos group of patients with PCa.
Thus, 494 abjects were incloded in e present smdy. All
patients were of Spanish origin and provided writen
informed consent before blood sample collection. The smdy
was approved by e Resach and Eihdes Commdies of
each institution et paicipaied in the smdy: Hospiial
Undversitario de Gran Camaria [v. Meprin (Las Palmas de
Ciran Canaria), Hepitl de la Egperanza Pac de Sale WMar
i(Barcelona), Hoapital Universitand de Bellvite (L Hmspiialet
de Llobregat) Onkologkoa (Guipurooa), Instimi Caiald
dilncokgia (L Hospitalet de Llobregat), and Hoapital de la
Sanis Cren | Sant Pao {Bancelona).

Climcal tumor sze (¢T), ndial PSA valee, and Gleason
sopde wene analyzed for all PCa ¢T was assessed by dgital
mectal examination, followed by wamaecta] olissonaegraphy
and magnetic feonance imagng PSA seam levels wene
amesied by chemiluminescence i an Architect XM
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ambyzer (Abbot Laboratories, TL) and Gleason soone was
determined in the Wopsy spacimen by a pathologist, Afier
collecting demographic and clindeal data a blood sample
was taken after signamre on the writen informed consen
form.

2.2 IDNA Lnedorien and quang feanion

All the blood samples were sent o the Hospitl
Universiiario de Gran Canaria Dr. Negrin for DMA exirac-
i and genoiyping amalyses. DNA was Bolaed finom
00l of whole blood in an iPrepPurification Instrmen
using e Frep Purelink gDNA Blood Ei (Tmvitrogen, by
Life Techmoksgies, Cakbad CA)L DNA inegity was doter-
mined by Manolvop ND-1000 (Manolop Technokgies,
Wilmington, DEL

23 Selrotinn cntena for SNPy

SNFs wene selected using dats of individuals with
Euwropean anceswy (CEU - Uish residents with anossiny
from WNonhem and Wesien Europe) from the Haphdap
Project {available at: woww hapmaporg). Parwie lnkage
dizequilibrium tagging was achieved with Haplovdew wi 2
sofitwane {free downloaded from Wipsdiww. broadinatine .
orgfscientific-c ommun iy/Acienc e/ program s madi cal -and-po
pulation-ge netic & haploviewlaphwview) [17]. This sirategy
i3 based on the haplodiype blocks formed by clustensd
SHPs [18]). By selecting & modest number of SMPs within
a block, it & possible o ecover up o 95% of the
heemeygosiy present ai a locus. Haploview tool allows
i selact tagped SMNP: basad on haplotype blocks identi-
fled using the existing genotype dat fioam the Haphbap
Pioject The R given by Haploview was =095 for all
genes, Thus, 32 SNPs located in 3 genes (SEDSAL, 10
SNPs; SRIDFAZ, 12 SMPa; and CYPITAL 10 NP were
siudied { Table 1)

24 Genopping

The SNFP genotyping was performed in a Biotrove
Opendrray NT Cycler (Appliad Biosysiems, Foser City,
CA) [19]. DNA samples loaded in Opendoray had Adaly
A0 and AIGVIA0 ratios of 1.7 i 1.9 and were adjusied
i 50 ngfpl. Owverall, 300 i of genomic DMA was used. A
final amount of 150 ng was incosporated into ithe amay with
the awioloader and genoiyped acoonding to the manufac-
turer'’s recommendations. A nonemplaie contnel consisting
of DiMase-free double-digilled water was inroduced witlhin
each assay. When the DNA and masier mix wene irans-
fermed, the loaded OpenAday plate was filled with an
imimerdon Aodd and sealed with gluoe, The multiplex
TagMan assay reactions weae carted outl in a Dual Fla
Block (38d-wel) GeneAmp PCR Switem 9700 (Appliad
Biosyatems) with the following PCR cyele: an indtial step
at 93°C for 10 minutes followed by 50 cycles of 45 seconds

Tainle 1
Cremorype: @nd all=le Tevpeens e ooy Spameh paresars w
[PICERE AT

Greme/SNP & Gemooyper e moes

Al fequences

FRIGAL

ralSEED 4T AN D39 AG 036 Gy OO% A& OLT7T O 013
O 458 O 0IE T 047 TT 0 O 03T T D4%
TS 4Th AN DO AG 041 Gy 030 A OLI% o 071
rdERI0 45l OAA D33 AL O8] Gl OU0G A 039 G 041
N ET 459 Gli 001 OGT OLE TT 0ET O ooy T 09l
rEEISINI0 4E1 AN DD AL O4% OO0 D46 A 03T O D6E
A TOEITE 490 OO0 Dos T 031 TT oad O 01 T OTw
raleSI0EE 45 AN DOET AG O3 iy OO0 A 093 O 0O7
rdEE 471 00 04 T 047 TT O3% O 038 T OUAT
rEdTHTITY O 4ET AN D04 AG OOpS ely 07O A OUIT 4y OER
SRIGAZ

FETIESIT  4TE AN D30 AG 049 Gl OZ1 A 054 O D4s
mlZI4oiad 455 O D30 T 032 TT T © 037 T D43
EITESS 490 Qi OO OGT 034 TT 074 @ 004 T DES
rdTHEIE 450 OO0 oo T 020 TT OTE O T T DEE
rASEITIT 490 AN DD AL 000 OO0 100 A OO0 O 1o
FETHAIEDNS  4E1 O oo T OZ0 TT 7T O o3 T DET
OO 47T 00 DE CG 049 Gl 033 O 04T o 05E
rRASEIINT O 4EL AN D06 AL 033 aly U6l A OIT O OTE
b TR 4ET OO0 051 T 040 TT oo O 071 T 0w
ffowines s ) 39E 00 D40 CG 043 by U7 O DT 4 03X
ESEEETS 45T OO0 oo T oCm TT OTE © X T DEE
rETIESE] 48y O O7E T O TT oo O 0= T 0T
CTFRIFAL

rdTEIZET 45 iy 021 OGT 047 TT 03T o 4% T DA
ralCHsT 4G AN D79 AG 00 Gely OO A OUE9 O 000
rATASTI 4% AN DT AL D4F iy 000 4 O36 O 044
ralOEEITET 47T AN OGS AL O3 Gy O A DOE] &y 0O
bl 457 AN OIT AL O30 O OIE &4 047 O 033
rEI4ELTIE  4ET OO0 oo T 09 TT ey O OU0E T DET
raAlTINEIO0 490 Gy OE0 OGT o009 TT ool o 0o T ol
YGRS 49T AN D4E AC 041 O U0 A Dey O 03]
RlOIEATIT 4901 OF 033 T 047 TT o O 037 T D43
bl 474 AN OLI9 AL O4F O 03T &4 O43 O OAT

al 95, 13 seconds at W4°C and 214 minuwes at 53°C
folloswed by & final step dudng 2 mimotes st 259%C and
holding at 4%C.

The fluorescence reaulis werne read using e Opendoaray
SNP Genotyping Analysis software verson 105, (Applied
Bioaysems). The gemdyping analysis was made with ihe
TaghMan Genotyper sofiware version 1.001. {available ar
bt dwewow Ao rogen. comysl tefus)endTwome /Global foms)
Laga n-genotyper -software-download-reg iml) using swio-
calling s the call method. The quality value of ihe data
peodnis was determined by a deeshold above (0095,

25 Senrivrieal analvii

Crentype and allelic frequencies wene determined using
the web-bated envimnmen SMPaior (SNP Analysi
To Resulis from the Spains National Genotyping Center
and the Nationa] Ietitie for Biodnforratica) [20]. Belative
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exces ey omity was deterrdned to check oomyatibd By
of genntype freguencies with Handy-We inberg equiliba uim
(HWE}). Thus, P valies from the standasd esact HWE lack of
fit test were caloubsied weng SMPaor. Comparsons of
genotypic and allelic freaguencies, 28 well as haplobyse
amalyses were also done in SMPaor. Haplodype analysis
wiat abo performed using the SMPaks tol.

Al additional siatistical analyses comparing clincal daia
and SHPs were performed using PASW Siatisics 15 (TBM
Comeoration, Ammonk, MY )L

3. Realis

Al e genotyped samples met the afodementioaned
quality criberia, and all samples wene genodyped with the
same batch of meterial and at the same tme. A iotal of 494
patients with PCa were genotyped for 32 SMPs. Of the
15808 possible deermimations, 9733% wene swooesshinlly
genotyped. The genotypc and allelic freaquencies ane shown
in Table 1. All SNPs were in HWE.

Distribution of clindcal varishles is dewmiled in Table 2.
Mo patiens with PCa were staped ¢Tla<T2a (54.7%),
had PSA < 10 ngfml (61.9%), and had Glesson sopme <7
(45. 7). We did nodt observed different proportion of
agpressivensss of PCa among different regions of Spain.

Among he 32 SNP: atudied, only 2 of them (3822430
[minor allele frequency {MAF} = (L41) and 1691053
(MAF = (.07, both located in SRDIA ) werne sgnificantly
differently diswibuted among patent with PCa acoodnding
b the indtal PSA level (Table 31 Thus, among the 157
patients with PCa showing initta] PSA levels < 10 ngfml,
O (5H.6%) camiad the genoype mI2240—A 4 wheness
among the 180 PCa patents showing imitial PSA kewk
= 10 aghml 115 {63.9%) camiad the G allel for this SNP

(chi-squane teat P = 00150 A simidbar reslt was obaamved
for the SNF ml69053 (P = (U00B)L We exploned ithe
combined mle of both SNFs in relation io the indtial PSA
lewvel { Talle 3}, and we observed that patenis with PCawho
camied the G allele showed highest kewek of nddal PSA
than those who were AA-AA camies (13% va 27%,
F o= 02 Momeover, G camiers for SNPs 382430
and 169053 wene at hgher fsk of presenting initial PSA
lewels =20 ngfml (ExpdB) = 2812 95% CI: 1.397-5657,
P = (0:; binary logstc megression test) than tuose who
are AA-AA camiers (data nol shown)l No other paoly-
mgapliam showed  signdficant asociations with clindcal
wiar il

We explwred the mole of the 3 mosi frequent haploiypes
deiected in our series in chromosomes (che) 3 {encoding
SRDSAZ gene), 5 (encoding SROSA] pene), and 10
(encoding CYPI7AL] gene) {Table 4). For chr 2 T09%
of patients with PCa presented one of the 3 most freguent
hapliypes; for che 5, 54.9% of patenis with PCa
presented one of the 3 most Trequent haplobypes; and for
chr 10, 3% of patients with PCa presented one of te 3
most frequent haplotypes. We observed that among 23
patents hoaoeygous for the haplotpe GCTTGTAGTA
(located in che 51, 19 (B26%) wene ¢Tla—cT2a, compansd
with the 554% {251 of 453) observed among patent with
PlCa nonhomozygous for this haplotype (chi-squane nest,
F o= (L8, data not shown) & similar resollt was
observed for Gleson soome <7 (§0.6% va, 44.9%, P =
L0325 Modeover, &5 shown in Tablk 5, we olwerved
ithat patients with PCa nonhomozygous for the haplodype
GCTTGTAGTA were &t higher fdk of presenting bdgoer
cT{Exp( B = 3823 95% (T 1 28011416, P = (0L01&).
In the same way, patients with PCa nonhomoz yoous
fod the haplotype GCTTGTAGTA wene & an elevated
risk of showing highesr Gleason scone (Expll) = 2 808,
95% CT: 1.134-6.953, P = (L026). Mo aher haplotypes in
chr 5§ or in chromosomes 2 and 10 wene sdgndficandy
asapciaed with e clindcal varsbles considered in the
siudy.

Tads 3
Signficam assoc i o berween il PEA evel and SNPs

ENP Geponypes  Immal PEA bevel mgiml P ovalee®
<10 10-19%F =IO
FIFETZ4T) AN ¥ 44 a aors
A “H€ oM K
LEE Il 30 T
FoldR 0L A I = & Qs
Al 3o 13 =
iy o 1 L]
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Grcamress I03 & <]
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Feguency of decnon (%) of e 3 mos freguens baplotypes locansd i chevamosomess 2 { SRIMAZ), chanmmomome 3 | SRTMRAL ), and chromesome 10

(CTPITAT) i cuer sewrien

cher 2 Frey cher 3 Freg cher 10 Freg
Hag! TITGGALCTOC T 1% GUTTGTAGTA 116 AAGUAGTAGT s |
Hagi TICACGUTTGTT 210 ACCTATGEC A 152 CGGAATOCAT 175
Hagid TIOGHGGCTOCT | R GATTACAGTA 15.1 CAGAATOCAL 160

e = (henmeaome; feg = fequency; hap = hapiotype.

Haplotypes in chromesome T are fomned by te SMPG sS0009TY aITaSs sI2T000, 49197, sI00T0F raX0Eial 3598, sTAETIN,

FREITTT AT, T and sl TG

Haplosypes im chromaponre 5 am formed by e SNPa: raf BST3, ra 190120, raSi 999, raSOOI ST, ral G800, rad TUDTE, i rMan, riT9r 179, radvss,

and rale .

Haplotypes in dheomresome 10 are fommed by de SNPs mS19E24, mICEEIET ral TI SN0, radd 19680, m] OMAAT, s3TEIZET, mIOTATILE, rabbad,

FRTAAFTE, ol rTARETIE

4. DMsrussion

The fele of 32 SMPs kecated in 3 key genes involved in
lestoeierone metaboliam (SRDFAT, SROSAZ and CYRITAD
hes been explored in a colwort of Spanish patiens with PCa,
o the assmption that interdnd vidial levels of tesodtenmne
and DHT meay be influenced by germmbine pobymosphisms in
those penes, and this fact oould deermine ¢lindcal characer-
istics of the wines, & phenmenon previously observed in
relation o SNPs located in genes involved in DMA nepedr
[21].

We have observed in our seres that cenain SNPs in
SRDIAL seem 1o be msocisted with clincal varahles of
Pa such = indital PSA levels. Thus, G camiers for SNFs
B2 2430 and ra1 G053 were at hoher ek of jpoesenting
indtial PSA levek =20ng/ml. This finding may have an
impontant influence in dadly clincal practocs. PSA levek
decreste in patients with PCa treated with Se-reductase
inhibitoas [22]. Moneower, it has been suggesied that DHT
sefuin level may serve a3 a poental diagnostic marker of
intraproatatic Se-reductase activity during treamment of
patenis with Sa-reducimse inhdbitors [23]. Thos, the effect
of Sa-reductae inhibiods on PSA and DHT levelk would
be highly influenced by the presence of conain genodypses
in SRDFAL. Interestingly, there ane no smdies exploring
the role of SMPs in SRDSAL in relation to e fedponse i
Se-reductase inhibdtoes. Tt & known that specific SNPs

Tasde 3

Haplorypes sgmificantdy sseccsned wah climcal variahles

Haploovpe cher ExpdE} 99ROl Fowale
eT-TIa va e TEB-T4

Homeeygos for GUTTHTAGTA® 51

s Baplodypes AETL (1 ZEO-10 406 OIS

LR oo SCole | 27 VA 2T}

Homeeygoas for GUTTGTAGTA* 81
(it Baphooypes LEmE
chr = (Benanccoame
‘Referamne caegory (biary oo Egraucs W)

GlA34-6933)  DODG

located in SRODSATD are smsociasted with low ensymatic
activity [24], but in any caste, e owledge of SROSAT
polymodphisms in PCa i3 very Bmdted and contradic oy,
In a recent dudy, men with AG or GG va. AA penodypses
in ral 21053 were st higher rsk of developing PCa [25],
which suppodts our fesulie and suggests a mle for this
apecific SN in PCa. Wit respect to ra3822430, it has
been smdiad in te coniexi of bocdhemical failure, with no
s gndficant assocatons fepaiied [10). The mle of SNPsin
SEDSAD in PCa sems to be reinforced by the fact that a
apecific haplotype in tat gene (GCTTGTAGTA) was
ationgly ssocisted with twmod sze and Glemton soone.
The consequences this specific aplaype may have in the
funciien of the enzyme have to be explored. Recently, a
ayatematic analyais of both constimtional and sodvetic
(PCa) varians of sterodd Se-reductase type I indicated
significant phamaosgenatic varation for both finasteride
and dutasteride response and allowed o map aress of the
wild-type enzyme that are mesposible for e tme-
dependent inhibiton for either (of bath) engyme nhib-
i) [26]). SNPs are the basics of pharmacopenetics, and
it & possible that individual SMNPs or specific haplobypes
can explain tis heemmgensity. However, we did
obaerve any SNP or haplotype in SRDSA? associaed with
any clinical varabhle in ow sedes. Moneteless, odher
awtods have published a mle of SMPs m4952197 o0
raf23349 (both included in our analyses) in bdochemical
recurmrence  [10]. In fact, m=523349 is one of the bea
characterized polymodphisas in SRDSA2 pene, and it has
been asanciated with poor prognosis in patients with PCa
in e of FSA failwe [27] or exiracapsular invasion [28].
Shibatm et al. and Jaffe ef al published their resuls
invalving smaller cohors of patients than owr sedes, and
Audei-Walsh e al. included subjecs from different ethnde
ofiging. We have recenty published that there i3 an
impontant influence of ethnics in the analysis of genetic
varations [15,16). Together with differences in the geno-
type deemmination techndgues or in the strategies for SN
analypes, hese could be plausible reasons & explain ithe
differences observed between ouwr fesuls and those

reponied by oters.
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In our seres nome of he polymomphisms in CYPIFAL
were aatistically associated with the clindcal varables
conaidered. An maociation between ithe risk of disesse
development and SNPs raT4357T2, rab 19024, and 2486158
has been reponied [5.7). However, the reslis are conira-
dictory and conditioned by the ethnic group [2). An
asmociation with PCa swvival has been recently mepsorted
for mlBRITEY polyimorphisim after a median follow-up of
132 years [R]. The mole of this gene in PCa appears o be
limdied & development, therehy, nod aliering e hological
claracteriatics of the twnor once @t has eecwred. This
hypotiesis seems i be neinfodoed by the fact that abiraes-
one acetate shows the best resulis when the testioolar
production of estoderone & inhibdied by homoonal best-
ment, otherwize, the specific nhibition of CYPITA! B nat
fruiful [27].

Functional polymaorphizses in SROIAT gene may affec
the production rae of dehydroteststenone and the subse-
quent kecal exposre 1o andropens of andogen-respaons ve
cells of the prostate, thos influencing biological characer-
istics of the wmor asessable by wmor sze, Gleason soone,
or dagnostic PSA level. How these SMPs and haplobype
may influence the funciion of the enzyme and the levels of
iestoiienone B & question that muos be amwered. In any
case, pur resulis should be consdered af a clindcal level and
wiould influence the therapeutic management of paiients
with PCa, paticularly in melation to hodmone meabivent.
Thus, patients with PCa who camy cenain pobymorphisims
of haplotypes maocisted with hgher levels of diagnostic
PSA (such = G cames for SNPs m3f22030 and
1601053 should have a proper  hosmomne-deps vatioan
treaiment i ensure the control of PSA level and mindmize
the risk of early biochemical relape.

The present study has some wealknesses that need o be
highlighted: (1) alihough 494 patents with PCa seem
sufficient o obtain statistically reliahle resulis, it is possible
that spme resulis may be of sochastic namre, especially for
those SHPs with lower MAF, (2) other factons asaociated
with PCa {Le, ape, familiar aggregation, toxic habilk, or
soie ldnd of dieis) have not boen taken iniy acooamit in ihe
present sudy; (3) &8 i 5 & molicener smdy, clindcal end
prinis were obtined by different physicians {including
patholegigs, wologiis, and radiation oncologiss), and
there may be an interobserver bizs in the determination of
any of these parameters; and {4) observations shoold be
confirmed in an independent cohom of patients ncluding
patholegy data from patients who have been weated with
radical prostaectomy. However, the present stdy poovides
a nuitiber of advaniages tat contrbae B thelr credibility.
Firat, the high confidence of e genotyping syatem and the
clinical end poinis considered {of ital mutine in daily
chndcal practice) mindmize the possibility of inferring
realE owing o e mbjectivity of the obseratons.
Second, the present smdy has been performed in a seres
of Spanish patients with PCa, which was homogensons
reganding ethndcity, a factor that has been shown o be

important in ssocilion siadies  with  polymosphdans.
Lastly, all the determinations (15808 in wdal) were
performed with the same methodology (Openduaray, App-
lied Biosydems), with the same baich of chips and by ihe
same investigaior, thas mindmizing biases from technical
o gin,

5. Conchusins

This stdy reveals the imponance of SNPs inonelation ko
the hiclogeal characteriaices of PCa o disgnosis, defining
novel sctions of SRIODISAT gene in a cohont of Spanish
patients with PCa Fulure experiments are waramed
explone the role of the genotypes in the follow-up and
IS,
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