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RESUMEN

Titulo del estudio: Caracterizacion molecular de un panel de genes relacionados

a cancer en biopsias de pacientes con cancer de mama triple negativo.

Introduccion: El cancer de mama triple negativo es un subtipo de cancer de mama
de naturaleza heterogénea que mediante el analisis inmunohistoquimico es
negativo para el receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP) y el
factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HERZ2). Aproximadamente el 15-20%
de todos los CM corresponden al fenotipo CMTN. A la fecha no existe terapia dirigida
para este tipo de canceres y la quimioterapia citotoxica sigue siendo el unico
tratamiento estandar. Tomando en cuenta algunas de las limitaciones mas comunes
en el analisis de las muestras de CMTN, nuestro grupo de investigacion realizé un
estudio prospectivo que incluyé una muestra homogénea de un total de 50 mujeres
con cancer de mama. Se determinaron, mediante la tecnologia de microarreglos de
expresion, los perfiles de expresion de los tejidos al momento del diagnostico. Lo
que se encontro fue una firma gendmica de CMTN compuesta por 2 componentes
esenciales: un componente metabdlico y un componente inmunoldgico, por lo que
deseamos continuar el estudio de este tipo de muestras. Objetivo: Caracterizar
biopsias de CMTN para identificar factores asociados a este subtipo de cancer de
mama. Material y métodos: A partir de un banco de muestras de tejido de biopsias
de CMTN y CMnTN se realiz6: 1) La secuenciacidon de un panel de genes
relacionados a cancer en muestras CMTN; 2) La medicion de la expresion de genes,
propuestos por el grupo de investigacion, en biopsias de CMTN y CMnTN vy 3) el
analisis cuantitativo de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL por sus siglas en inglés)
en las biopsias de pacientes con CMTN y la respuesta patologica. Resultados: Se
encontraron genes con variantes de cambio de sentido en 25 de 48 genes
analizados. TP53, PIK3CA y FLT3 fueron los genes que ademas de presentar
variantes intronicas, presentaron variantes con posibles consecuencias a nivel
transcripcional. EI gen con mayor numero de variantes fue TP53 con 15 variantes
en el total de las muestras analizadas, PIK3CA present6 4 variantes y FLT3
presentd una variante en la region de corte y empalme, ambas en el 84 % de las

13



muestras analizadas (16/19) . Se encontré una expresion diferencial de los niveles
de expresion de ANKRD11, BCL11A, FOXC1, LPIN1T y UGT8 en CMTN. No se
encontré una diferencia significativa entre la cantidad de Linfocitos Tumorales
Infiltrados y la Respuesta Patolégica Completa en las muestras de CMTN
analizadas. Conclusion: En este trabajo se confirmé la expresion diferencial de 5
genes (UGT8, BCL11A, ANKRD11, LPIN1 y FOXC1) seleccionados a partir de
estudios previos de nuestro grupo de trabajo, asi como la identificacion de
alteraciones en 25 genes de un panel de 48, principalmente en TP53, PIK3CA y
FLT3. No encontramos asociacion entre TIL y la respuesta patoldgica. Finalmente,
es la imperante necesidad de encontrar blancos moleculares de CMTN lo que le da
un valor sobresaliente a los genes que reportamos en este trabajo, pues pueden ser
considerados para posteriores evaluaciones como blancos terapéuticos o de
pronostico de CMTN.

Dra. C. Celia Nohemi Sanchez Dominguez

Director de Tesis
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Caracterizaciéon molecular de un panel de genes relacionados a cancer en

biopsias de pacientes con cancer de mama triple negativo.

I. INTRODUCCION

El Cancer de Mama (CM) es la principal causa de muerte por cancer entre las
mujeres y representa el 30% de todos los nuevos casos de canceres en poblacidon
caucasica. Una mujer que vive en los Estados Unidos tiene un 12.3% (1 de cada 8)
de riesgo de ser diagnosticada con cancer de mamaZ. En el afio 2012 se registraron
en el mundo 1.67 millones de casos nuevos segun datos de la OMS3. En México, el
CM ocupa también el primer lugar en incidencia de las neoplasias malignas en
mujeres, representa el 11.34% de todos los casos de cancer con un incremento
global de aproximadamente 1.5% anual, sin embargo, en los paises de economia

emergente este incremento es alrededor de hasta el 5%*.

A pesar de tener un mismo tejido de origen, el CM representa un grupo heterogéneo
de canceres de comportamiento biolégico complejo y con una gran variabilidad
clinica. En los ultimos 10 afos, se ha incrementado la investigacion a nivel molecular
y genético para subtipificar estos CM, lo que ha permitido determinar variables
clinicas, patologicas y moleculares para seleccionar modalidades de tratamiento y
pronosticar en algunos casos la evolucion de la enfermedad al momento del

diagnostico®.
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1.1 Clasificacion del cancer de mama

Tradicionalmente, basandose en pruebas de inmunohistoquimica estandar dirigida
a marcadores celulares que reflejan la disponibilidad de terapias blanco, el CM se
clasifica en cuatro principales grupos® 7:& °: (a) luminal A: positivo a Receptor de
Estrogeno (RE) y a Receptor de Progesterona (RP), negativo para la amplificacion
del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2 /HER?2), indice de proliferacion bajo (Ki-67<14%); (b) luminal B: RE
positivo, HER2 negativo o positivo, indice de proliferacion alto (Ki-67 >14%), RP
negativo o bajo positivo; (c) HER2 sobreexpresado: HER2 sobre expresado o
amplificado, RE y RP negativos; d) basal-like o CM triple negativo (CMTN): definido
por la ausencia de expresion de RE, RP y ausencia de la amplificacion de HER2.
Las terapias blanco estan disponibles para las categorias luminal A, B y HER2
amplificado pero no hay una opcién disponible de tratamiento dirigido para el CMTN
y la quimioterapia sigue siendo la mejor opcion terapéutica, sin embargo, bajo

recurrencia o quimiorresistencia, las opciones terapéuticas son muy limitadas™®.

A finales de los 90s cuando las plataformas para estudios gendmicos estuvieron
disponibles, los métodos de IHQ acompafnados de la tecnologia de microarreglos
de ADN complementario (ADNc), permitieron una clasificacion mas extensa del CM
y pudieron definirse cuatro subgrupos distintos de CM, los cuales difieren en
prondstico y en los blancos que expresan: luminal A, luminal B, HER2, tipo basal'"
12, Esta clasificacion esta basada en la consideracion de que hay dos tipos celulares
en la glandula mamaria, las células luminales y las células basales, estos dos tipos

celulares pueden ser distinguidos por IHQ como células luminales que expresan
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receptor de estrogenos (RE) y receptor de progesterona (RP) y que son positivos
para queratinas 8/18, mientras que las células basales son positivas para queratinas
5/6 y 1713 14, Debido al costo que involucra utilizar la tecnologia de microarreglos
en la clinica, las técnicas mas empleadas para la clasificacion del CM siguen siendo

la IHQy el FISH” &% 15, FIGURA 1.

Clasificacion de cancerde mama

Basado en marcadores celulares Basado en IHQ y firmas de expresion
(Inmunohistoquimica) génica (microarreglos)
Sensible a hormonas Luminal A CK8/18
Ki67<14%
RE+ RP+ HER2- RE+ RP+ HER2-
HER2 . CK8/18
Luminal B Ki67>14%
RE- RP- HER2+ RE+ RP+ HER2-
CMTN HER2
RE- RP- HER2- RE- RP- HER2-
Basal
RE- RP- HER2-

Fuente: Imagen tomada del articulo “Triple negative breast cancer: Deciphering
the biology and heterogeneity”"

Figura 1. Clasificacion del cancer de mama.

El 60 a 70% de todos los CM corresponde a subtipos RE o RP positivos’, que
generalmente responden a la terapia RE dirigida, como los moduladores selectivos
de RE (por ejemplo, tamoxifeno) o inhibidores de la aromatasa, que reducen las
concentraciones séricas de estrogenos. El 15 a 20% de los CM amplifican o

sobreexpresan el oncogen HERZ2, este tipo de cancer se asocia con mal prondstico,
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sin embargo, el advenimiento de tratamientos orientados a HER2 (por ejemplo,

trastuzumab) han mejorado mucho los resultados en mujeres con CM HER2+6,

1.2 Firmas Gendémicas en CM con valor prondstico.

A pesar de que no se han convertido en métodos de rutina, los métodos genémicos
se han empleado en estudios de investigacion con el fin de: a) conocer mejor la
naturaleza de estas variantes de CM, b) estratificar a los pacientes mediante la
valoracion de la evolucion de la enfermedad (evaluando las caracteristicas clinico
patolégicas) y c) entender la probable respuesta del paciente al tratamiento en

relacion al estado de RE, RP, HER2 y tasa de proliferacion® 7.

Mediante el analisis de expresion global con microarreglos, se han podido identificar
grupos de genes (firmas gendmicas) que permiten estimar el riesgo de recurrencia
de la enfermedad y/o predecir la respuesta a la terapia adyuvante en pacientes con
CM en estadios tempranos'® 192021 Algunas de estas firmas gendmicas han sido
validadas en grandes cohortes y han dado origen a algunas pruebas gendmicas
comerciales y proporcionan al clinico dicha informacién complementaria con el fin
de clasificar de una manera mas precisa a los pacientes con alto riesgo de
recurrencia, ofreciendo una atencibn mas personalizada. La primera firma
comercial, y todavia ampliamente distribuida bajo su nombre comercial es:
MammaPrint® (Agilent, Amsterdam, Holanda). Esta firma mide la expresion de
ARNm de 70 genes'®y fue aprobada por la Administracion de Alimentos y Farmacos
de Estados Unidos (FDA) y por los reguladores de la Unién Europea, como un

ensayo con valor pronostico para pacientes con CM menores de 61 afios de edad,

18



en estadio |/ Il, ganglios linfaticos negativos o uno a tres ganglios linfaticos positivos;
ademas de identificar con precision los pacientes que pueden evitar de forma segura
la quimioterapia adyuvante'® 22, MammaPrint estratifica los pacientes en grupos de
bajo o alto riesgo '8 sin embargo, aunque la discriminacién es buena entre los
canceres con RE+, no es asi con los canceres RE negativos 2 24, limitando su valor

clinico en este subgrupo de pacientes.

Otro ensayo ampliamente distribuido y disponible comercialmente es la prueba
Oncotype DX® (Genomic Health, Redwood City, CA, EE.UU.). Esta prueba se
emplea para clasificar a pacientes con CM subtipos Luminal A, By HER2+, pero no
a los CMTN, pues se ha disefiado para evaluar genes relacionados con RE, genes
de proliferacion, HER2 y genes relacionados con invasién, entre otros?°. Esta
prueba permite al oncologo discernir sobre si sera o no benéfico el tratamiento con
quimioterapia. Este ensayo mide la expresion de 21 genes que brinda informacion
de recurrencia de la enfermedad mediante una puntuacion que va de 0 a 100,
estratificando a las pacientes en grupos de bajo riesgo (puntuacion < 18), de riesgo

intermedio (puntuacién de 18 a 30) o alto riesgo (= 31 )2% 21,

Una tercera prueba, que consiste en un algortimo para la clasificacion molecular
intrinseca del CM, se ha denominado PAM50 (Figura 2). Esta fue disefiada para
mejorar la concordancia de clasificacién por IHQ y microarreglos?®. Esta firma de 50
genes puede clasificar los CM como luminal A, luminal B, HER2 y tipo basal. Con el
fin de traducir los diferentes subtipos intrinsecos a un valor prondstico asociado se

ha disefiado la puntuacién PAM5025. Una aplicacién de esta puntuacion es la
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identificacion de pacientes que podrian beneficiarse de la adicién de paclitaxel
semanal a la quimioterapia convencional con antraciclina como tratamiento
adyuvante del CM operable con propagacién a ganglios linfaticos.?®. En el 2013,
Prosigna (Seattle, WA, EE.UU) empez6 a comercializar un kit de diagnéstico que
cuantifica la expresion de ARNm de los 50 genes utilizados por el algoritmo para

calcular riesgo de recurrencia?’.

Subti Color key $ histogram
ubtipos:

Il Basal
B Luminal A
I Normal

B Luminal B
B HER2

Base-Like | Genes

MMP11:203876_s_at

MLPH 218211 s_at
OXA1:

CXXC5:222998_s_at
NAT1:214440_a
GPR1680:223423_at

H3:2( _at
KRT17:205157_s_at
KRT14:209351 ==
KRT5:201820_a
ORC6.219105_X at

RRM2209773 s at
MYBL2:201710_at

0_:
U BE2C 202954 ax

CCNE1 2135% zl
2T:223229_at

CENPF:ZDS172_s_al

CCNB1:228729_at

Fuente: Imagen tomada del articulo “Triple negative breast cancer: Deciphering
the biology and heterogeneity”"

Figura 2. Clasificacion molecular intrinseca de 48 muestras de tejido de cancer de

mama mediante el algoritmo PAMS0.

Ademas de estas pruebas, que son las mas comunmente distribuidas, existen otras
mas en el mercado?® 2% 30 en las que el denominador comun es la medicion de

expresion de genes relacionados con proliferacion. Es importante mencionar que
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estos ensayos de multiples genes son en su mayoria, si no es que exclusivamente,
aplicables a los CM tipo luminal, con esto nuevamente se remarca la necesidad de
la busqueda e identificacidén de marcadores con valor prondéstico y de respuesta al

tratamiento en pacientes con CM con receptores hormonales negativos.

1.3 Cancer de Mama Triple Negativo (CMTN)

Desde 1997, el National Comprehensive Cancer Network (NCCN) ha recopilado
datos de las mujeres con CM recién diagnosticado, representando a muchas
instituciones en todo Estados Unidos. El estado de HER2 por IHQ se afiadi6é a los
datos de la NCCN como un elemento de rutina en el afio de 1999; y el estado de
HERZ2 mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH) se afiadié en 2001. El término
“Cancer de Mama Triple Negativo” (CMTN) apareci6 por primera vez en la literatura
en el 2005%'. Y debido a la carencia de opciones terapéuticas efectivas, muchos
estudios se han enfocado al entendimiento de la biologia del CMTN para la

seleccidon de biomarcadores y blancos terapéuticos.

1.4 Factores de riesgo de CMTN.

EI CMTN comprende aproximadamente el 15-20% de todos los CM y sigue un curso
clinico agresivo incluyendo una alta incidencia de metastasis viscerales y al sistema
nervioso central. Comparado con el CM positivo para receptores hormonales, el
CMTN es frecuentemente asociado a mutaciones en BRCA1%? y aunque menos
frecuente también asociado a mutaciones en BRCA233. EI CMTN se ha asociado a
un indice alto de recurrencia local durante los tres afios después del tratamiento y

a un indice alto de muerte a los 5 afnos. La sobrevida es pobre después de
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presentarse metastasis a distancia®. A diferencia de lo que sucede en otros
subtipos de CM (Luminal A, B y HERZ2), donde el embarazo temprano ha sido
reconocido como un factor protector contra el CM, la gestacion parece ser un factor
de riesgo importante para desarrollar el fenotipo triple negativo. En un estudio®® se
reportd que las mujeres que tienen un mayor numero de hijos (tres o mas partos)
presentaban mayor riesgo (1,4 veces) de desarrollar CMTN. Mas adelante 3¢ se
reafirmé que la multiparidad esta asociada con un riesgo incrementado para el

desarrollo de CMTN.

Otras asociaciones con el subtipo triple negativo incluyen la falta de lactancia®” y
varios trabajos han hecho asociaciones con indice de Masa Corporal (IMC) alto,
presentar sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, obesidad y/o resistencia a
insuling3® 39 40; 41; 42,43, 44 - Consecuentemente, las pacientes con CMTN son el
subgrupo con peor pronéstico, lo cual es importante considerar en paises como el

nuestro que presenta una elevada prevalencia de obesidad y sindrome metabadlico.

Se ha descrito una relacion importante del CMTN con la ascendencia racial, ya que
éste representa aproximadamente el 21% de todos los CM en poblacion
afroamericanay el 15% de todos los CM en las poblaciones de origen anglosajona*®
46,47 En poblacion hispana se ha descrito también alta incidencia de este tipo de
cancer’8, con frecuencia de 21,3% en Peru*, de 27% en Brasil®®, 24.1% en

Venezuela®'y 23.1% en México.%?
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Los CMTN presentan una tasa alta de proliferacion®® ademas de ser altamente
agresivos3® %4 5556 En el estudio de Sorlie y colaboradores, en el que se evaluo la
respuesta al tratamiento en pacientes con CM tratados de manera uniforme, se
reportan diferentes resultados para los pacientes pertenecientes a los grupos de
distintos subtipos, entre ellos se reportd que los pacientes con CMTN tenian el peor
prondstico con una diferencia significativa en comparacion con los pacientes de los
grupos con cancer positivo a receptores hormonales'?. Mas adelante, Dent y
colaboradores, compararon las caracteristicas clinicas, la historia natural de la
enfermedad y el desenlace en mujeres con CMTN vs mujeres con otros subtipos;
sus resultados revelan que el CMTN predice una peor supervivencia global y
metastasis a distancia después del tratamiento®. A pesar del curso agresivo del
CMTN, este tipo de cancer puede ser altamente sensible a las drogas citotoxicas;
la proporcion de pacientes que alcanzan una respuesta patologica completa (RPC)
después del tratamiento se encuentran en el rango de 30-45%°%": %8 y los pacientes
que logran una RPC tienen excelentes resultados a largo plazo, con supervivencia
global mayor al 90%. Ademas, si se logra RPC, las pacientes con este u otros
subtipo de CM tienen una supervivencia global similar, sin embargo, los pacientes
con CMTN que presentan enfermedad residual, tienen peores resultados en
comparacion con los pacientes con enfermedad residual de otros subtipos de CM*6
% La agresividad del CMTN vy la escasez de opciones terapéuticas especificas
subrayan la necesidad de comprender las vias por las que éste tipo de cancer se

desarrolla.
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1.5 Clasificacion molecular de subtipos de CMTN

En 2007, Kreike y colaboradores reportaron que los CMTN eran sinénimo del

cancer del tipo molecular basal®®, sin embargo, posteriormente se comprobd que la

biologia molecular del CMTN es diversa y heterogénea®! y que el CMTN no es un

sustituto ideal del fenotipo basal. En 2011, Lehmann y colaboradores®? identificaron

6 subtipos de CMTN y un subtipo inestable. Los 6 subtipos incluyen dos clases del

tipo basal (BL1 y BL2), uno inmunomodulador (IM), uno Mesenquimal (M), uno de

tipo célula madre mesenquimal (MSL) y finalmente el subtipo luminal receptor de

androgenos (LAR). Ademas, el analisis de la expresion génica les permitio a los

autores identificar a su vez lineas celulares representativas de cada subtipo de

CMTN para después evaluar la respuesta de estas lineas a diferentes farmacos.

BL1: Este grupo se caracteriza por contener células de rapida division, con
indice de proliferacion aumentada y pérdida de control de ciclo celular.
Debido a esto, presenta elevada expresion (mMRNA) de Ki67 y responde a
agentes antimitoticos.

BL2: Presenta expresion de EGFR, TP63, MET, etc., e involucra
activacion de rutas de glucdlisis y gluconeogénesis

IM: Compuesto de células de respuesta del sistema inmune,
presentadoras de antigenos y expresion de citocinas. Se sobrelapa con el
CM medular de prondéstico favorable.

M y MSL: Estos grupos presentan marcadores de transicion epitelial
mesenquimal incluyendo de angiogénesis (VEGFR2) y mostraron ser

probablemente respondedores a desatinib (inhibidores de TK) y de mTOR.
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e) LAR: Este grupo se caracteriza por la expresion del receptor de andrégenos
(RA). Es RE negativo, pero mantiene un componente hormonal elevado
regulado por sintesis de esteroides, y por genes del metabolismo de
porfirinas y andrégenos/estrégenos. La expresion de RA es hasta nueve
veces mas que los otros grupos y son altamente candidatos para terapia

anti andrégenos

Las vias de sefalizacion son potenciales blancos farmacoldgicos en estos modelos
celulares para probar si el analisis de las distintas firmas gendmicas puede apoyar
la seleccion de la terapia. En general, se ha reportado que los subtipos BL1 y BL2
responden preferentemente a cisplatino, M y MSL a NVP-BEZ235, un inhibidor de
PIBK/mTOR vy dasatinib (inhibidor tirosina kinasa), y el subtipo LAR es sensible
unicamente a bicalutamida (agonista del receptor de andrégenos). Mas adelante,
Burstein y colaboradores®? con base a perfiles de expresion (ARN) o de marcadores
de un solo nucleotido SNPs (ADN) de 198 muestras de CMTN, confirmaron cuatro
de los subtipos reportados por Lehman: un tipo luminal receptor de andrégenos,
uno de tipo mesenquimal, y dos de tipo basal. Estos estudios de Burstein y Lehman,

sugieren la existencia de al menos cuatro subtipos estables de CMTN. Figura 3.
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Proliferacion celular y respuesta
a dafio celular.

Factor de crecimiento y de
sefializacién metabélica con INESTABLE BL1

0,
marcadores mioepiteliales. LAR 10%

Senalizacion mediada por 10%
sinapsis inmunitaria.

BL2
20%

MSL
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TEM, diferenciacion y potencial de
célula madre; factor de crecimiento y
sefializacion de angiogenesis

Senalizacion hormonal mediada
por receptor de andrégenos.

20% 20%

Proliferacion celular y respuesta
a dafio celular.

.

Fuente: Imagen tomada del articulo “Triple negative breast cancer: Deciphering
the biology and heterogeneity”’

Figura 3. Clasificacion (Lehman) de cancer de mama triple negativo, ontologia

génica y proporcion.

1.6 Tratamiento de CMTN

A las mujeres con CMTN no se les puede brindar terapias enddécrinas y tampoco
terapias dirigidas a HER2, por lo que las opciones de tratamiento se limitan a la
cirugia, radioterapia y la quimioterapia®* 5, siendo la quimioterapia el tratamiento
estandar del CMTN. En las ultimas décadas, el uso de quimioterapia mas agresiva
ha producido una clara mejora en la calidad de vida, sin embargo, se considera que
sera imposible mejorar estos resultados si se continia ofreciendo unicamente
terapia citotéxica a estas pacientes. En vista de esto, existe una necesidad por
encontrar nuevas “drogas inteligentes” capaces de resolver la quimiorresistencia y

reducir los riesgos de la quimioterapia en los pacientes que si responden.
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1.7 Basqueda de biomarcadores en CMTN

El mayor obstaculo para encontrar blancos accionables es la vasta heterogeneidad
tanto inter como intratumoral del CMTN. De hecho, varios afios de estudio han
fallado en mostrar alguna alteracion unificada que puede servir como blanco de una
terapia dirigida. Se han llevado a cabo diversos estudios en los que se analiza la
expresion génica en CMTN con la finalidad de identificar blancos terapéuticos. Lo
que podemos resaltar de estas investigaciones es la variabilidad de los datos
obtenidos en cada estudio, lo que nos indica que la validacién de estos posibles
blancos moleculares es necesaria y que aun se requieren mas estudios para
encontrar biomarcadores eficaces para el tratamiento de CMTN. En el Anexo | se
incluye una tabla con las caracteristicas de cada estudio y los principales genes

diferencialmente expresados.

Se ha utilizado ademas de los microarreglos de expresion genomica, la
secuenciacion de nueva generacion (NGS por sus siglas en inglés) para la
busqueda de marcadores, pues es una herramienta de gran utilidad en
enfermedades de origen multigénico como el cancer, en donde la acumulacion de
una serie de mutaciones en varios genes es la clave para el desarrollo tumoral. Se
ha reportado que existe una diferencia en el patron de mutaciones entre los subtipos

intrinsecos del cancer de mama®%:67,

De todas estas diversas investigaciones sobre CMTN se ha observado que este
fenotipo involucra diferentes vias de sefalizacion afectadas, incluyendo procesos

celulares, inmunologicos y metabdlicos como: expresion diferencial de queratinas
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basales, rutas de proliferacion y de regulacion del interferén, expresion baja en
claudina, transicion epitelial mesenquimal, expresion del receptor de androgenos
(RA) y activacion de angiogénesis (VEGF)®% 6% 62 Estos hallazgos han revelado
potenciales blancos moleculares®®, y diferentes tipos de drogas se encuentran
actualmente bajo investigacion, las cuales basicamente se pueden definir en cuatro
grupos: (1) Agentes que generan dafos en el ADN (por ejemplo, cisplatino,
ciclofosfamida); (2) agentes que inhiben la poli (ADP-ribosa) polimerasa (inhibidores
de PARP); (3) inhibidores de la tirosina quinasa y (4) agentes que inhiben sefales
rio abajo de vias de sefializacion (PI3K/AKT principalmente)®®. En la tabla 1 se
describen algunos de blancos terapéuticos y los tratamientos que se han probado

en CMTN.

Tabla 1. Potenciales blancos terapéuticos de CMTN.

Blanco Tratamiento Mecanismo de accion
terapéutico
VEGF Bevacizumab | Anticuerpo monoclonal anti VEGF, bloquea el crecimiento de la
neovasculatura del tumor (angiogénesis), pero se ha observado falta de
eficacia y un incremento de la toxicidad®?.
PARP Olaparib Inhibidores de PARP en pacientes con mutaciones en BRCA1/2, también
Iniparib han sido ampliamente estudiados debido a que han mostrado tener actividad
Veliparib selectiva en canceres deficientes de BRCA1 y BRCA2, sin embargo, no se
ha podido confirmar la relevancia de la inhibicién de estas enzimas™.
EGFR Cetuximab Anticuerpos monoclonales dirigidos a EGFR. Han sido evaluados como
Aftatinib monoterapia 0 acompafiando a la terapia basada en platino (carboplatino).
Aunque en un principio esta terapia se veia muy prometedora ha mostrado
resultados muy modestos’".
PI3K/mTOR Everolimus mTOR es un efector de la via de sefializacién de PI3K regulada por AKT y
Taselisib el supresor de tumores PTEN. Las proteinas que pertenecen a la via de PI3K
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Everolimus

frecuentemente se encuentran afectadas por mutaciones en los carcinomas
de mama, y la pérdida de PTEN es un descubrimiento frecuente en CMTN,
lo que incrementa la activacion de mTOR en la enferemedad71. Es por esto
que actualmente se encuentran en evaluacién drogas inhibidores de
mTOR72.

Receptor de

andrégenos

Bicalutamida

Enzalutamida

Algunos estudios preclinicos mostraron que el CMTN luminal que expresa el
receptor de androgenos (LAR) es sensible a la deprivacion de andrégenos.
Bicalutamida como monoterapia mostr6 tener un beneficio clinico en el 19%
de las AR positivos’™. Actualmente un estudio de Fase Il esta evaluado la
seguridad y eficacia de Enzalutamide en pacientes con CMTN y AR

positivos. Falta esperar por estos resultados.

P53

PRMIA-1
APR-246

Activadores de p53; rescatan la funcién de p53 en células deficientes en p53.

En resumen, las terapias dirigidas contra los blancos identificados en CMTN no han
mostrado una mejoria significativa, el problema puede radicar en la falta de
biomarcadores predictivos fiables, lo que remarca la importancia del desarrollo de
investigaciones que reduzcan al minimo la heterogeneidad entre muestras

analizadas en CMTN.

1.8 Linfocitos infiltrantes de tumor

Estudios recientes sugieren que el microambiente tumoral es critico para la
supervivencia, el crecimiento invasivo y la metastasis del cancer’®. Los
componentes celulares del microambiente tumoral incluyen fibroblastos, células
vasculares, leucocitos infiltrantes y células especializadas de soporte mesenquimal
unicas para cada microambiente tisular. Evidencia reciente ha implicado a los

leucocitos infiltrantes de tumores como actores en el desarrollo del cancer. El
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sistema inmune del huésped responde para combatir el cancer; el tejido mamario
normal no contiene agregados de células inmunes, pero los tumores de mama y el

estroma muestran niveles mas altos de infiltrados de células inmunes’.

Se ha demostrado que la presencia de una inmunidad antitumoral del hospedador
influye en la respuesta a los tratamientos citotoxicos. Denkert et al. demostraron que
una alta infiltracion tumoral por los linfocitos en el momento del diagndstico se
asocia con una mayor probabilidad de respuesta patologica completa después de
la quimioterapia neoadyuvante ’°. Mientras que las células B parecen representar
el linfocito predominante durante la progresién temprana del cancer de mama 76, los
linfocitos T infiltrantes (tanto CD4 + como CD8 +) son mas extensos en carcinomas
de grado superior y carcinomas invasivos’’. En tumores de proliferacion rapida, la
presencia de linfocitos T por determinacion histopatologica en los sitios tumorales
es un buen indicador prondstico cuando se compara con tumores no inmunogenicos
y se correlaciona con negatividad de ganglios linfaticos auxiliares, un diametro
tumoral mas pequefio, un grado histologico inferior, ausencia de recurrencia y mayor
supervivencia’®. La composicion exacta de la infiltracion de linfocitos T varia mucho,
sin embargo, puede afectar profundamente la progresién de la enfermedad y la

supervivencia general del paciente.

Aunque no esta claro si la presencia de linfocitos CD8 + por si sola proporciona
informacion prondstica, la presencia de porcentajes elevados de células T
cooperadoras CD4 + en sitios tumorales primarios se correlaciona positivamente

con la progresion de la enfermedad, incluida la diseminacion metastasica hacia los
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ganglios linfaticos centinela y el aumento del tamario del tumor primario’® 8081, Este
equilibrio entre una respuesta citotoxica protectora y una respuesta humoral puede
regularse sistémicamente por el estado inmune general del individuo, asi como
localmente por las células supresoras mieloides y las células T reguladoras, por lo
tanto ofrece blancos terapéuticos atractivos para la base inmunitaria contra el

cancer.

1.8.1 Linfocitos infiltrantes de tumor en cancer de mama triple negativo

El papel prondstico de los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL, por sus siglas en
inglés) en CM se ha evaluado en el contexto de ensayos aleatorizados con
adyuvantes, donde se ha observado que TIL al inicio del estudio se asocian con
tumores altamente proliferativos, de alto grado con RE negativos y representan un
fuerte factor prondstico para ciertos subtipos de cancer de mama, principalmente
para el cancer de mama triple negativo 8% 8% 8 E| porcentaje medio de tejido
estromal infiltrado con linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) en CMTN es del 20% en
TNBC #. Recientemente se reportd que a pesar de la heterogeneidad de tipo de
células inmunes que componen a los tumores de CMTN, las TIL promedio en una
seccion tefida con hematoxilina y eosina representan con fiabilidad las TIL de tumor
completo ademas de asociarse con el resultado y con el valor prondstico en el

tumor.8°
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Il. Antecedentes del grupo de Investigacion.

Tomando en cuenta algunas de las limitaciones mas comunes en el analisis de las
muestras de CMTN, nuestro grupo de investigacion realizé un estudio prospectivo
que incluyé una muestra homogénea de un total de 50 mujeres con cancer de mama
con una media de edad de 49 afios (26-71) y un IMC de 28.7 (20.7-40.1). De estas
50 pacientes, 26 tenian un diagnostico de CMTN y 24 de CMnTN. Se determinaron
mediante la tecnologia de microarreglos de expresion, los perfiles de expresion de
los tejidos al momento del diagnostico. Lo que se encontré fue una firma gendmica
de CMTN compuesta por 40 genes, 9 de ellos sobre expresados (FOXCT,
PRKX/PRKY, UGTS8, BCL11A, HMGA1, LPIN1, FAM171A1, HAPLN3, y ANKRD11)
y 31 sub expresados en CMTN. HMGA1 y LPIN1 son genes relacionados con
metabolismo de la insulina y UGT8 relacionado con metabolismo de esfingolipidos.
Estos genes resultan interesantes en nuestra poblacion la cual esta compuesta
principalmente por pacientes con IMC y niveles de glucosa elevados. FOXC1 y
BCL11A son factores de transcripcién, el primero ha sido propuesto como
biomarcador de metastasis y mal pronostico y el segundo promueve la formacion

del tumor en CMTN.

Todas las pacientes con CMTN recibieron NAT después del diagnéstico de biopsia
con aguja gruesa con Antraciclinas + Taxol y esquemas de Carboplatino + Taxol. A
estas pacientes se les dio un seguimiento y se evaluo si eran respondedores o no
a la quimioterapia y se analiz6 el perfil de expresion de las que si respondieron y no
respondieron a la quimioterapia, encontrando que las mujeres que respondian a la

quimioterapia presentaban una firma de expresion génica caracteristica, siendo que
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las muestras de mujeres que respondieron a la quimioterapia presentaban
expresion diferencial de los siguientes genes: LRRC7AS3, IL1RL, NOS1, ZNF618,
RFX2, C170rf37, SRD5A3 y GALNT7?. IL1RL por ejemplo, es un mediador
importante involucrado en muchas respuestas inmunes e inflamatorias inducidas
por citosinas modificando la respuesta de células T mediante la inhibicion de la
sefializacion de 1L33.86 NOS17, codifica una proteina que pertenece a la familia de
las sintasas de 6xido nitrico, que sintetizan 6xido nitrico a partir de L-arginina, lo que
es importante ya que las moléculas redox, como NO y ROS son mediadores clave
de la inmunidad; el NO activa vias de transduccion de sefales especificas en células
tumorales, células endoteliales y monocitos de una manera dependiente de la
concentracion. El balance NO / ROS es importante durante la transicidn de linfocitos
T.8” RFX2 es un gen miembro de la familia de genes reguladores del factor X, que
codifica factores de transcripcidn que contienen un dominio de union a ADN
helicoidal alado altamente conservado que se pueden unir a elementos en el
promotor del gen del receptor IL-5, la cual es una interleucina interleucina producida
por los Linfocitos T, y su funcion es estimular el crecimiento de las células B y
aumentar la secrecion de inmunoglobulinas. Aunque no se sabe exactamente el
papel de LRRC7A3, ZNF618, C170rf37, SRD5A3 y GALNT7 en la inmunidad, se
sabe que son genes que se expresan en ceélulas de la respuesta inmune. En
resumen, nuestro grupo de investigacion ha encontrado dos firmas de genes que
integran 2 componentes esenciales: un componente metabdlico y un componente

inmunologico.
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ll. JUSTIFICACION

ElI CMTN es a menudo el tipo de cancer mas agresivo y esta asociado con la mas
alta tasa de mortalidad en comparacion con los otros tipos de CM. Numerosos

avances se han hecho en el entendimiento de este cancer.

En México, existen pocos trabajos de investigacion que reporten el analisis de genes
relacionados a CMTN, lo que resulta preocupante, pues este subtipo de CM
compromete a un numero considerable de casos en la poblacién mexicana. Dado
que parte de la terapia de CM esta dirigida hacia los receptores, para este subtipo

de CM no existe terapia especifica.

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo han reportado una firma que esta
relacionada al CMTN, por lo que consideramos importante continuar con la
busqueda de genes conductores y otros factores con potencial valor prondstico y de

respuesta a tratamiento.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar biopsias de CMTN para identificar factores asociados a este subtipo de

cancer de mama.

4.1 Objetivos especificos

1. Evaluar por secuenciacion un panel de genes relacionados con cancer en un

grupo de biopsias de CMTN.

2. Evaluar la expresion diferencial de una firma de genes en CMTN compara

con CMnTN.

3. Analizar cuantitativamente linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) en las biopsias

de pacientes con CMTN vy la respuesta patoldgica.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Consumibles

Material requerido para la extraccion de acidos nucléicos: tubos de 0.2, 0.6, 1.5y
2.0 mL de eppendorf (Hamburgo, Alemania), hojas de bisturi de Hergom (México,
D.F), cajas Petri de SyM laboratorios (Puebla, Puebla), puntillas de 10, 20, 100, 200
y 1000 puL, tubos de 15 mL y criotubos de 2 mL de Corning (Corning, N.Y.) y perlas

de acero de 5 mm (Satinless Steel Beads 5mm) de Qiagen (Maryland, USA).

Material requerido para secuenciacion: tubos de 0.2, 0.6, 1.5y 2.0 mL de eppendorf
(Hamburgo, Alemania), puntillas de 10, 20, 100, 200 y 1000 uL, de Corning (Corning,

N.Y.).

Material requerido para PCR tiempo real: tubos de 0.2, 0.6, 1.5 y 2.0 mL de
eppendorf (Hamburgo, Alemania), puntillas de 10, 20, 100, 200 y 1000 uL, de
Corning (Corning, N.Y.) y placas y films para termociclador LightCycler 480 Il de

Roche (California, USA).

5.1.2 Reactivos

Reactivos requeridos para la extraccion de acidos nucléicos: Rneasy mini kit de

Qiagen (Maryland, USA), Dneasy Blood and Tissue kit DE Qiagen (Maryland, USA).
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Reactivos requeridos para secuenciacion: TruSeq Amplicon-Cancer Panel de
lllumina (California, USA).

Reactivos requeridos para analisis de tiempo real: High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Sondas TagMan (GAPDH, GRAMD1A, ANKRD11, LPIN1, UGTS,
BCL11A y FOXC1) y TagMan universal Master Mix de Life Technologies (CA, USA)

y agua grado molecular (Maryland, USA).

5.1.3 Material Biolégico
Tejido fresco de mama (biopsia) y acidos nucléicos (DNA gendémico y RNA total y

DNA complementario).

5.1.4 Equipo

Equipo utilizado para la toma de muestras: Centrifuga para tubos de 2mL y 15 mL
de Eppendorf (Hamburgo, Alemania), vortex de Scientific industries (N.Y, USA).
Equipo utilizado para la extraccion de acidos nucléicos: Thermomixer de Eppendorf
(Hamburgo, Alemania), TissueLyser de Qiagen (Maryland, USA), Qubit fluorometer
de Life Technologies (CA, USA), vortex de Scientific industries (N.Y, USA) y

Nanodrop de Thermo Scientific (Delawere, USA).

Equipo utilizado para PCR tiempo real: Termociclador LightCycler 480 Il de Roche

(CA, USA), campana de PCR de UVP (CA, USA), vortex de Scientific industries

(N.Y, USA) y centrifuga minispin de Labnet (NJ, USA).
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Equipo utilizado para secuenciacion: MiSeq llumina (CA, USA), termocicador

Eppendorf (Hamburgo, Alemania), vortex de Scientific industries (N.Y, USA).

5.2 Lugar donde se realizé el estudio.

Este proyecto se llevé a cabo en el Departamento de Bioquimica y Medicina
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon,
asi como en el Centro de Investigacién y Desarrollo en Ciencias de la Salud

(CIDICS) de la misma Universidad.

5.3 Diseno del estudio.

Se tratd de un estudio observacional de serie de casos.

5.4 Poblacién de estudio

Caracteristicas de la poblacion:

Se seleccionaron muestras de un banco de muestras de biopsias frescas de mama.
Las muestras procedieron de pacientes con adenocarcinoma ductal invasor de
glandula mamaria, que con base a criterios clinicos e histopatolégicos realizados
por médicos oncoélogos y patologos del Hospital Universitario fueron clasificados en

grupos de CMTN y CMnTN.

Criterios de inclusion: a) Sexo femenino, b) mayor de 18 afios, c) registro a la

respuesta del tratamiento neoadyuvante de Adriamicina y Cliclofosfamida y d)

consentimiento informado firmado. Criterios de no inclusion: a) Historia o presencia

de otra neoplasia, b) sin consentimiento informado y c) que tenga tratamiento
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diferente. Criterios de eliminacion: a) Informacién incompleta, b) material escaso de

muestras para el analisis y/o ¢c) muestras degradadas.

5.5 Descripcion del diseno.

1. Se identificaron las muestras que cumplian con los criterios de inclusion para este
estudio: 51 biopsias de tejido fresco, de las cuales 26 biopsias correspondian a
tumores de CMTN y 25 correspondieron a biopsias de CMnTN. Se seleccionaron
también 26 tejidos embebidos en parafina de tumores de CMTN.

2. A partir de las muestras de tejido fresco se llevaron a cabo extracciones de RNA
y DNA. A las muestras de ADN se les determiné la relacion 260/280, seleccionando
aquellas que tuvieran indice enre 1.8-2. A todas las muestras de RNA se les
determiné el indice RQI, procurando seleccionar las que tuvieran indices >8. Las
muestras fueron almacenadas en un bio-banco de acidos nucleicos.

3. Con el ADN proveniente del tumor se realizo la busqueda de mutaciones usando
un panel de genes relacionados con cancer, mediante secuenciacion de nueva
generacion.

4. Con el ARN del tejido se analizo la expresion de un conjunto de genes candidatos
asociados a CMTN mediante PCR en tiempo real.

5. Se cuantificaron los TIL de las muestras de tejido embebido en parafina y se

determind su asociacion con la respuesta a la quimioterapia neoadyuvante.

5.6 Metodologia experimental

5.6.1 Extraccion y almacenamiento de acidos nucléicos.
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Extraccién y purificacion ADN total de tejidos crio-preservados por columna
de afinidad. Se cortaron 30 mg de tejido en trozos pequefios, y se colocd en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Se agregaron 180 pl Buffer ATL. Posteriormente
se afadieron 20 ul de proteinasa K. Se mezcld en vortex para después incubarlo a
56 °C hasta que el tejido quedé completamente disgregado. Se agregaron 200 pl
de Buffer AL a la muestra, y se mezclo bien con vortex. A continuacidn, se agrego
200 pl de etanol (96-100%) y se volvidé a mezclar completamente agitando en voértex.
Se agregd la mezcla en la columna DNeasy Mini spin y se coloco en un tubo de
recoleccion de 2 ml. Se centrifugd a 6000 xg durante 1 minuto. Se desech¢ el tubo
de recoleccion. Se colocd la columna DNeasy Mini spin en un nuevo tubo de
recoleccion de 2 mL y se agregaron 500 pl de tampon AW1 y se centrifugd durante
1 minuto a 6000 xg (8000 rpm). Se colocé la columna DNeasy Mini spin en un nuevo
tubo de recoleccion de 2 ml, se agregaron 500 ul de tampon AW2 y se centrifugd
durante 3 minutos a 20,000 xg (14,000 rpm) para secar la membrana DNeasy. Se
desechd el tubo de recoleccion. Se coloco la columna DNeasy Mini spin en un tubo
de microcentrifuga limpio de 2 ml y se agregaron 200 pl de tampon AE directamente
sobre la membrana DNeasy. Se dejo incubar a temperatura ambiente durante 1

minuto, y luego se centrifugd durante 1 minuto a 6000 x g (8000 rpm) para eluir.

Extraccién y purificacion de ARN total de tejido animal. Se tomaron 30 mg del
tejido. Se agregaron 20 ml del buffer RLT. Se realiz6 la homogenizacién usando
TissueLyser LT. Se centrifugo el lisado durante 3 minutos a velocidad maxima. Se
retiré el sobrenadante y se transfirio a un nuevo microtubo. Se agregd 1 volumen de

etanol al 70% al lisado clarificado, y se mezclé inmediatamente pipeteando. Se
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transfirieron 700 pl de la muestra, a una columna y se centrifugd durante 15
segundos a 8000 xg. Se agregaron 700 pl Buffer RW1 a la columna giratoria Rneasy
y se centrifugd durante 15 segundos a 8000 xg. Se agregaron 2 veces, 500 pl de
buffer RPE a la columna giratoria Rneasy y se centrifugd durante 15 segundos a
8000 x g (=10,000rpm). Se colocé la columna giratoria RNeasy en un nuevo tubo de
recoleccion de 1.5 ml y se eluyd con 30 pl de agua libre de Rnasa, centrifugando

durante 1 minuto a 28000 xg.

5.6.2 Deteccion de mutaciones del panel de genes de cancer en tumores triple
negativo por secuenciacion.

La NGS fue realizada a partir de 10 ng de DNA,; las bibliotecas fueron construidas
utilizando el TruSeq Amplicon Cancer Panel. Brevemente, el ADN fue mezclado con
el pool de oligonucleétidos que contienen todos los primers para generar 212
amplicones de regiones hotspot con un tamafio>35 kilobases de 48 genes. Las
bibliotecas se amplificaron en el termociclador Eppendorf EP Master Faster City
(California, USA). Se evalud la calidad de la biblioteca en Agilent 2100 Bioanalizer
(California, USA). Cada biblioteca se normalizé de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y finalmente se trabajo con bibliotecas a concentracion de 12 pM. Los
pool de bibliotecas fueron cargados en un cartucho MiSeq Reagent Kit v3 (lllumina
Inc, San Diego, California) y cada pool de librerias fue secuenciado en un
instrumento lllumina MiSeq usando un disefio 150 paired-end. Se emple6 como

genoma de referencia el constructo Human genome build 19 (hg19). El alineamiento
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y el variant calling fueron realizados con el Miseq Reporter Software (lllumina Inc,
San Diego, California). Las variantes fueron identificadas mediante VariantStudio
2.2 (lllumina). Se utilizé una calidad de lectura Q>90 y profundidad de lectura>60.
Se determiné la significancia clinica de las variantes empleando la herramienta
ClinVar. Ademas, se uso la herramienta Polymorfism Phenotyping v2 (Polyphen-2)
la cual predice el posible impacto de una sustitucién aminoacidica en la funcion de

la proteina.

5.6.3 PCR tiempo real de ANKRD11, FOXC1, LPIN1, UGT8 y BCL11A.

Se analizaron muestras de mujeres con CMTN y CMnTN mediante PCR tiempo
real con sondas TagqMan. Para realizar este ensayo, se utilizé el RNA total extraido
a partir de tejido de biopsia. Se realizd una reaccion de retrotranscripcion con el kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription y a partir del cDNA se realizaron las
amplificaciones para cuantificacion mediante sondas TagMan para cada gen. Todas
las amplificaciones se hicieron en el LightCycler 480 Il de Roche, se emplearon

como genes reporteros GAPDH y GRAMD1A.

5.6.4 Evaluacion de linfocitos infiltrantes de tumor

Se obtuvieron los TIL de 26 biopsias de CMTN siguiendo las recomendaciones del
International TILs Working Group 2014. Se tomaron secciones de tejidos embebidos
en parafina y fijados en formalina (4 ym de espesor) en portaobjetos de vidrio
recubiertos antes de la terapia con terapia neoadyuvante (NAT). Dichas secciones
de tejido se tifieron con la técnica de hematoxilina-eosina. El componente estromal

de los TIL se evalud dentro de los limites del carcinoma invasivo en un aumento de
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200-400 (ocular 10X). Las siguientes areas de las secciones de tejido se excluyeron
para el estudio: bordes tumorales, areas alrededor de carcinoma in situ, Iébulos
mamarios normales y areas del tumor que exhiben artefactos, necrosis o
hialinizacion. Los porcentajes obtenidos se dividieron en tres grupos: 1-19% = TIL

baja, 20-49% = TIL intermedia y 2 50% = TIL12 alta.

Para la inmunohistoquimica se emplearon anticuerpos primarios contra CD3+,
CD4+, CD8+, RE, RP y HER-2/neu usando el sistema de deteccion de polimeros
Novolink min (Novacastra, Leica Biosystem Newcastle Ltd, Reino Unido). Secciones
de tejidos embebidos en parafina y fijados en formalina (4 ym de espesor) se
tomaron en portaobjetos de vidrio recubiertos de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS).
Las secciones se desparafinaron en xileno seguido de hidrataciéon en etanol
graduado. La recuperacion del antigeno se realizoé calentando las muestras a 100
°C durante 20 minutos en tampdn de citrato de 0,01 M (pH 6.0) usando un sistema
EZ de recuperacion de antigenos (biogenex, EE. UU.). La peroxidasa enddgena se
bloque6é mediante secciones de incubacion con perdxido de hidrégeno al 0.3%
durante 5 minutos y los sitios de unidn no especificos se bloquearon con un bloque
de proteina durante 5 minutos. Las secciones se cubrieron con anticuerpo primario
y los portaobjetos se incubaron en una camara humeda durante la noche a 4 °C.
Los portaobjetos se lavaron a continuacion con solucidn salina tamponada con Tris
(TbS, pH 7.4), seguido de una incubacion de 30 min con bloqueo posterior primario
a temperatura ambiente. Las secciones se lavaron dos veces en TbS seguido de
incubacion con polimero Novolink durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Después de tres lavados en TbS, las secciones se trataron con cromégeno DAb
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(3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloruro) durante 5-10 minutos en la oscuridad. Las
secciones se contratiieron con hematoxilina, se deshidrataron con etanol y xileno,
y se montaron de forma permanente con di-n-butil-ftalato en xileno (DPX). Se

incluyeron controles positivos para CD3 +, CD4 +, CD8 +.

La evaluacion microscépica de TIL CD3 +, CD4 + y CD8 + fue realizada por un
patdlogo. Se contaron las células CD3+, CD4+ y CD8+ en cinco campos
seleccionados al azar con 40 aumentos y los recuentos se promediaron. El recuento
de TIL se registré como: + (1-25 células), ++ (26-50 células), +++ (=51 células) en
el estroma. Los TIL positivos de hasta 25 células se consideraron como bajo
recuento de TIL y mas de 25 células (es decir, ++, +++) se consideraron como un

recuento alto de TIL.

5.7 Analisis estadistico

En el caso de PCR en tiempo real, se realizd la prueba T-student. Se mantuvo el
nivel global de todas las comparaciones en 0.05. Se realizaron analisis de
estimacion de 2-2CT de las muestras examinadas para analizar estadisticamente la
diferencia de expresion de los genes analizados en las muestras de CMTN vy

CMnTN.
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5.8 Esquema general del estudio

Integracign de
resultados
»
A
v

Secuenciar panel de Confirmacién por qPCR de Inmunohistoquimica,
genes en muestras de genes candidatos TIL/ Respuesta

CMTN (Tesis Sandra Santuario, 2014) patolégica

n=15 CMTN
CMTN n=15 CMnTN
n=19

A partir de un banco de muestras de tejido de biopsias de CMTN y CMnTN se realizé

1) la secuenciacion de un panel de genes relacionados a cancer en 19 muestras

CMTN; 2) la medicion de la expresion de genes, propuestos por el grupo de

investigacion, en 15 biopsias de CMTN y 15 biopsias de CMnTN y 3) el analisis

cuantitativo de linfocitos infiltrantes de tumor en 26 biopsias de pacientes con CMTN

y la evaluacién de la respuesta patologica.

Figura 4. Esquema general del disefio de estudio.
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VI. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion molecular mediante secuenciacion de CMTN.

Fueron seleccionadas 19 biopsias de tejido fresco congelado clasificadas como

CMTN. El promedio de edad de las mujeres fue de 51 anos, un IMC promedio de

27.5. Todas las participantes estuvieron libres de metastasis al momento de

participar en el estudio. En la tabla 2, se muestran las caracteristicas clinicas de las

mujeres con CMTN de las que se tomo biopsia para realizar la secuenciacion. La

clasificacion TNM coloca a las 19 muestras en T2 a T4 con estadios clinicos

avanzados (Il y I11).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las mujeres con CMTN que participaron en el

estudio de secuenciacion.

N=19 | RANGO/% DS
EDAD AL DIAGNOSTICO (ANOS) 52 41a71 8.63
IMC (INDICE DE MASA CORPORAL, KG/M?) 27.31 ] 20.78 a 37.01 4.27
IMC>25 12 63%
ESTADO DE MENOPAUSIA (PRE-| 10 53%
MENOPAUSIA)
DIABETES MELLITUS (POSITIVAS) 3 16%
NIVELES DE GLUCOSA (MG/DL) 101.8 91a116 7.69
NUMERO DE HIJOS
NULIPARA 0%
1A2 32%
>3 13 68%
LACTANCIA 42%
TNM
L 0 0%
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T2 9 47%
T3 6 32%
T4 3 16%
NO 0 0%
N1 13 68%
N2 4 21%
N3 2 11%
MO0 0 0%
ESTADIO CLINICO

| 0 0%
| 11 58%
1] 8 42%

T, tamano del tumor primario; N, estado de nédulos; TNM, tumor-nodo-
metastasis; IMC (indice de masa corporal, Kg / m2).

Nosotros encontramos 65 variantes en 25 de los 40 genes analizados en el total de

las muestras, de las cuales 32 (49%) se encuentran en regiones exonicas. Todas

las muestras presentaron un rango de entre 18 y 26 variantes. El mayor numero de

variantes se encontraron en las regiones intronicas (10 a 14 por muestra). En cuanto

al tipo de variante, se identificaron en promedio 5 variantes sinébnimas y de 1 a 6

variantes con cambio de sentido por muestra. Figura 5.
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En el eje de las X se muestra el ID de cada muestra y en el eje de las Y se
grafica el numero de variantes sindnimas y no sindnimas (variantes de cambio
de sentido, codon de terminacion, corrimiento de marco de lectura). Las
variantes fueron identificadas mediante VariantStudio 2.2 (lllumina). Se utilizé
una calidad de lectura Q>90 y profundidad de lectura>60.

Figura 5. Grafica de tipo de variantes de cada muestra analizada.

Los genes que ademas de las variantes intronicas, presentaron variantes de cambio
de sentido, codon de terminacion o variantes en la region de corte y empalme,
fueron TP53, PIK3CA y FLT3. El gen con mayor numero de variantes fue TP53 con
15 variantes, el 46% (7/15) son variantes de cambio de sentido. PIK3CA presento 4
variantes, de las cuales el 50% (2/4) son del tipo cambio de sentido. El gen con
menor numero de variantes fue FLT3, que presentd una variante en la regién de

corte y empalme entre el exén 14 y 15. Tabla 3.

48



Tabla 3. Genes con variantes de cambio de sentido, codén de terminacion o

variantes en la regién de corte y empalme.

Gen
Muestras
(NUm. de Variante Exon HGVSc/HGVSp | Consecuencia dbSNP ClinVar
afectadas
Variantes)
Variante
T>C 19 €.672+62A>G ) rs1625895 Benigna
intrénica
Cambio de Respuesta a
G>C 18 004/11 p.Pro72Arg rs1042522
sentido farmacos
Variante
T>C 1 c.672+31A>G o rs34949160 Benigna
intrénica
T>C 1 006/11 €.639A>G(p.=) Sinénima rs1800372 Benigna
Cambio de
G>C 1 008/11 p.Arg282Gly rs28934574 Patogénica
sentido
Cambio de
T>C 1 007/11 p.tyr234cys ) rs5877580 *
sentido
Cambio de
C>A 1 005/11 p.Val157Phe ) rs121912654 **
sentido
Cambio de
C>T 1 007/11 p.Arg248Gin ) rs11540652 **
sentido
TP53 Corrimiento de
p.Cys275PhefsTe
(15) A>ACG 1 008/11 71 marco de * **
r
lectura
Codon de
G>A 1 006/11 p.Arg213Ter L * **
terminacion
Cambio de
A>C 1 005/11 p.His179GIn ) * **
sentido
Codon de
G>A 1 006/11 p.Arg196Ter L * **
terminacion
Cambio de
G>C 1 008/11 p.Ser269Arg * *
sentido
Corrimiento de
p.Asn268ThrfsTer
GT>G 1 008/11 . marco de * **
lectura
Corrimiento de
p.Gys135AlafsTer
CA>C 1 005/11 % marco de * **
lectura
Regién de corte
FLT3 (1) A>G 16 rs2491231 *

y empalme
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Variante

A>G 1 - €.1252-27A>G o * **
intrénica
Cambio de

G>C 1 21121 p.Glu1012GIn ) * **
sentido
PIKSCA (4 Cambio de

A>G 1 21721 p.His1047Arg ) rs121913279 Patogénica

sentido
Variante

C>A 15 - ¢.1059+62C>A o rs2699895 **
intrénica

Al comparar las variantes encontradas en cada muestra observamos la variante
exonica rs1042522 localizada en el gen TP53 en el 94% de las biopsias de TNBC
(18/19), la cual esta relacionada a respuesta a farmacos. Ademas, encontramos las
variantes rs1625895, rs34949160, rs1800372, rs5877580, rs121912654,
rs28934574 y rs11540652 de TP53. Las primeras tres variantes, ubicadas en el
intron 6 del gen, se clasifican como benignas segun la base de datos de ClinVar.
Las variantes rs5877580, rs121912654 y rs11540652 son probablemente variantes
perjudiciales basadas en PolyPhen-2 con una puntuacion de 0.993, 0.998 y 0.992
respectivamente, mientras que rs28934574 es una variante con puntuacion
posiblemente perjudicial (0.583). Encontramos 7 variantes exonicas no reportadas
de TP53. Cinco de estas variantes son del tipo SNV: p.Arg213Ter, p.His179GlIn,
p.Arg196Ter y p.Ser269Arg. 3 variantes corresponden a la insercion o eliminacion
de un nucleotido: p.Asn268ThrfsTer77, p.Gys135AlafsTer35 y
p.Cys275PhefsTer71. Todas estas variantes afectan a los exones TP53 que
transcriben parte del dominio de unién al ADN. Las variantes encontradas se

representan en la Figura 6.
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Dominio de

Dominio de transactivacion .. .,
Dominio de uniéon a DNA tetramerizacion

transcripcional
Estructura del gen TP53 y distribucion de dominios de la proteina. Exones 1-4
corresponden al dominio de activacion transcripcional. Exones 5-8
corresponden al dominio de unidén al DNA. Exones 9 a 11 corresponden al
dominio de tetramerizacion. Se encuentran por abajo del mapa del gen, las
variantes no reportadas que encontramos.

FIGURA 6. Estructura del gen TP53 y distribucion de variantes.

La variante rs2491231 del gen FLT3, que no se habia informado anteriormente para
CMTN, se encontro en el 84% (16/19) de las muestras. Esta variante se encuentra
en la region de empalme y se considera una variante de respuesta a los farmacos.
Finalmente, encontramos 4 variantes en PIK3CA, de las cuales 2 no estan
reportadas: ¢.1252-27A>G y p.Glu1012GIn, la primera se localiza en una region
intronica y la segunda localizada en el exon 21 en la posicion 1012 de la proteina,

como consecuencia hay un cambio de acido glutamico por glutamina.
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Dos de las cuatro variantes encontradas en PIK3CA son de cambio de sentido; la
variante exonica rs121913279 del gen PIK3CA se detect6 en una muestra, que se
ha clasificado en ClinVar como patogénica/probable patogénica y la variante no

reportada exdénica p.Glu1012GIn de la que aun no se ha informado su consecuencia.

6.2 Expresion de BCL11A, FOXC1, ANKRD11, LPIN1 y UGT8 en tumores de
CMTN mediante qPCR.

Fueron seleccionadas 15 biopsias de tejido fresco congelado clasificadas como
CMTN y 15 biopsias de tejido fresco congelado clasificadas como CMnTN. Las
caracteristicas clinicas de las mujeres de las que procede la biopsia se muestran en
la tabla 4. El promedio de edad de las mujeres fue de 49 afios, un IMC promedio de
28.7. Todas las participantes estuvieron libres de metastasis al momento de ser
tomada la biopsia. Podemos observar que no hay diferencias significativas entre las

diferentes variables medidas, por lo que representa una muestra uniforme.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de las mujeres con CMTN y CMnTN de las que se

obtuvo biopsia para realizar los analisis de expresion.

N=30 CMTN CMNTN P
EDAD AL DIAGNOSTICO 49 2671 51 3971 47 26-61 0.1
(ANOS)

IMC (INDICE DE MASA 287 20.7- 2158 | 207- | 2931 217- 0.14
CORPORAL, KG/M?) 40.1 38 39

PRE- MENOPAUSIA 50% 48% 52% 1
DIABETES MELLITUS 1% 20% 4% 0.2
NIVELES DE GLUCOSA 1048 | 82-193 1066 | 83-183 | 10367 | 82193 | 0.4
(MG/DL)

LACTANCIA 41% 40% 44% 0.75
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Se determindé mediante gPCR una comparacién entre la expresion de los genes
ANKRD11, BCL11A, FOXC1, LPIN1 y UGT8 en las muestras de tejido de CMTN y
CMnNTN (Figura 7 y 8). Los niveles de expresion de estos genes en CMTN son mas
altos que los observados en los tejidos de CMnTN. Se observa una notable
sobreexpresion de FOXC1, que es seguida por los niveles de expresion de LPN1,

LPIN1, ANKRD11, BCL11A y UGTS.

] p<0.001
200 _ CMnTN il
0] L) CMTN !
160
140
- 1201 R
5
g T °
AN 100
80
60 -
40 — .
20 % % o% )
0_- * = < o=
ANKRD11 BCL11A FOXC1 LPIN1 UGTS8

ANKRD11, BCL11A, FOXC1, LPIN1 y UGTS, se encuentran sobreexpresados en
CMTN, comparado con la expresion en CMnTN.

Figura 7. Expresion de una firma de genes propuesta en CMTN.
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ANKRD11, BCL11A, LPIN1 y UGTS8, se encuentran sobreexpresados en CMTN,
comparado con la expresion en CMnTN. En esta figura se excluye la expresion de
FOXC1 para poder observar la diferencia de expresion de los genes ANKRD11,
BCL11A, LPIN1 y UGTS.

Figura 8. Expresion de una firma de genes propuesta en CMTN, excepto FOXC1.

6.3 Linfocitos infiltrantes de tumor

Las caracteristicas clinico-patologicas se resumen en la tabla 5. La edad media fue
de 49 anos (rango de 32-71 anos). El 80% (21) de los tumores tenian cancer mal
diferenciado (grado 3) y el 20% restante (5) moderadamente diferenciado (grado 2).
La invasioén linfovascular estaba presente en el 73% de los pacientes y el 30.7% (8)
presentaron metastasis ganglionares en el momento del diagndstico. La
estadificacion tumoral segun AJCC (American Joint Committee on Cancer) obtuvo

5 pacientes (19.2%) en estadio |, 15 pacientes (57.6%) en estadio I, 4 pacientes
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(15.3%) en estadio lll y 2 pacientes (7.6%) en el estadio IV al momento del

diagnostico. Todos los pacientes recibieron NAT después del diagndstico de biopsia

con aguja gruesa con Antraciclinas + Taxol (88.4%) y esquemas de Carboplatino +

Taxol (11.6%).

Tabla 5. Caracteristicas clinico-patoldgicas.

Caracteristica n=26 %
Grado
1 0 0
2 5 20
3 21 80
Invasion linfovascular
Presente 19 73
Ausente 7 27
Estado de nddulo linfatico
Positivo 8 30.7
Negativo 18 69.2
Estadio
I 5 19.2
Il 15 57.6
Il 4 15.3
v 2 7.6

La respuesta patoldgica a los resultados NAT fue: sin evidencia de respuesta a la

terapia 15.3% (4), respuesta parcial a la terapia 61.5% (16) y respuesta patologica

completa 23% (6). En cuanto a la evaluacién de TIL, 30.7% (n=8) presentaron un
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bajo recuento de TIL, 38.4% (n=10) TIL intermedios y 30.7% (n=8) presentaron un

alto conteo de TIL. En las pacientes con RPC el recuento de CD3+ fue alto en

83.3%, en pacientes con RPP el porcentaje de CD3+ alto fue de 93.7% y en las

pacientes sin respuesta a la terapia neoadyuvante el porcentaje de especimenes

con niveles altos de CD3+ fue de 50% (Tabla 6). Los casos con respuesta patologica

completa presentaron 50% TIL elevados, 33% TIL bajos y 16% TIL intermedios. En

las muestras con una respuesta parcial a la terapia, el 25% present6 TIL altos, el

50% como TIL intermedios y el 25% como TIL bajos. Finalmente, las muestras de

mujeres sin respuesta a la terapia, el 75% presentd TIL bajos y el 25% con TIL

intermedios, no hubo casos con altas TIL en este grupo.

Tabla 6. Tipo de respuesta y niveles de linfocitos.

RESPUESTA PATOLOGICA. CD3+ TIL TIL TIL
N (%) (ALTO)  ELEVADOS  INTERMEDIO  BAJO
RESPUESTA PATOLOGICA 83.3 50 33 16
COMPLETA

6 (23)

RESPUESTA PATOLOGICA 93.7 25 50 25
PARCIAL

16 (61.5)

SIN RESPUESTA 50 0 25 75
4(15.3)

Se determind la regresion univariable de las pacientes con RPC y el nivel alto o bajo

de CD3+, CD4+ y CD8+. No se observaron valores de P significativos. Tabla 7.
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Tabla 7. Regresién univariable de la respuesta patolégica completa.

REGRESION UNIVARIABLE
OR (95% Cl) P
CD3 TILS
BAJO Referencia
ALTO 0.73(0.09, 6.23) 0.77
CD4 TILS
BAJO Referencia
ALTO 0.28 (0.01, 6.01) 0.42
CD8 TILS
BAJO Referencia
ALTO 0.22 (0.01,4.51) 0.32

Podemos observar en la figura 9 una representacion de los resultados obtenidos en
las IHQ.

Evaluacion microscopica de tejidos de CMTN. Se contaron las células CD3+, CD4+
y CD8+ en cinco campos seleccionados al azar con 40 aumentos y los recuentos
se promediaron. 1A, Niveles altos de TIL; 1B, CD3+ elevados; 1C, CD4+ elevados;
1D, CD8+ elevado; 22, Niveles bajos de TIL; 1B, CD3+ disminuido; 1C, CD4+
disminuido; 1D, CD8+ disminuido.

Figura 9. Representacion de los resultados de Inmunohistoquimcas.
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VII. DISCUSION

ElI CMTN es una entidad heterogénea, a la cual diferentes grupos de investigacion
han intentado descifrar, empleando diferentes abordajes, como emplear muestras
de tejido embebido en parafina o datos que se encuentran almacenados en bases
de datos publicas. Con el fin de obtener resultados que puedan ser validados en
nuestra poblacion, nuestro grupo de trabajo se dio a la tarea de realizar un analisis
de expresion geénica de biopsias de CMTN comparado con CMnTN, empleando una
muestra uniforme, y de esta manera eliminar el sesgo que hay en la gran mayoria
de los trabajos publicados, en los que se han obtenido resultados que varian de un
grupo a otro y que en algunos casos no se ha podido validar. La firma encontrada
concuerda con lo reportado por Hanahan en el 2011 en la cual se encontraron
alterados genes que participan en la progresion del cancer, en vias metabdlicas y
en vias de inmunidad. Esto marcé la pauta de la presente investigacion para
continuar con la busqueda de genes conductores del CMTN, asi como de posibles
marcadores pronosticos de este fenotipo tumoral. De esta manera, analizamos al
CMTN en tres formas: 1) Evaluacion de hotspot de genes conductores de cancer
para los que ya hay terapias en investigacion; 2) Evaluacion de la expresion
diferencial de los genes que proponemos diferencian al CMTN del CMnTN y 3)

Analisis cuantitativo de los TIL y su relacion con la RPC.

La NGS es una herramienta de gran utilidad en enfermedades de origen multigénico
como el cancer, en donde la acumulacion de una serie de mutaciones en varios
genes es la clave para el desarrollo tumoral. La capacidad de evaluar en una sola

prueba el estado mutacional de un conjunto relevante de oncogenes y genes
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supresores de tumores, como los que se evaluan en este trabajo, nos permite la
elucidaciéon de mecanismos moleculares del CMTN y nos ayuda a disefiar mejores
estrategias diagnosticas y terapéuticas de este tipo de tumores. TruSeq Amplicon
Cancer Panel (lllumina Inc, San Diego, California) es un ensayo de secuenciacion
recién validado en el afio 2015 8, dirigido para detectar mutaciones somaticas a
través de cientos de hotspots mutacionales de genes importantes relacionados con
el cancer, incluyendo PIK3CA, TP53 y EGFR. Las mutaciones en estos genes estan

relacionadas con el cancer e implican innumerables vias celulares.

Anteriormente, se observd diferencia en el patron de mutaciones somaticas entre
los subtipos intrinsecos del cancer de mama,®® por ejemplo, los tumores con
fenotipo triple negativo tienen alta prevalencia de mutaciones en TP53 (80%) versus
el cancer de mama luminal (12%). En este trabajo analizamos al fenotipo triple
negativo, observando que el gen con alta prevalencia de variantes exodnicas fue
TP53, lo que concuerda con lo sefalado antes. Sin embargo, en el trabajo
presentado por The Cancer Genome Atlas en el 2012,%5 se reporta que la mayoria
de las variantes de TP53 en tumores de tipo basal fueron del tipo sin sentido y
cambio de marco de lectura, mientras que en este trabajo reportamos 7 de 15
variantes del tipo de cambio de sentido. TP53 es un gen supresor de tumores que
codifica una proteina multifuncional de union al ADN que regula la transcripcion de
cientos de genes relacionados con la regulacion del ciclo celular, diferenciacion y
apoptosis.8% 90:91:92,93 | 3 variante rs1042522 en TP53, corresponde a un cambio
en el codon 72 del exdn 4 dando lugar al cambio de arginina (CGC) por una prolina

(CCC). Las proteinas p53Arg72 y p53Pro72 no difieren en su capacidad para unirse
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al ADN de una manera especifica de la secuencia, pero difieren de otras formas.%
La proteina p53Arg72 induce la apoptosis mas rapido y suprime la transformacion
mas eficientemente que la proteina p53Pro72.% % En otros procesos celulares,
como aquellos relacionados con la infeccidn por el virus del papiloma humano, se
ha visto que la p53Arg72 es mas susceptible a degradacion por las proteinas E6 del
virus del papiloma humano (HPV), y la degradacion de la proteina p53 por el VPH
E6 se correlaciona con un mayor riesgo de canceres asociados al VPH.%" %8 Esta
variante fue encontrada en 18 de las 19 muestras analizadas y esta clasificada en
ClinVar como de respuesta a farmacos. EI CMTN, a diferencia de los demas
subtipos de CM, responde mejor a la quimioterapia,®® por lo que nuestros resultados
sugieren que al presentar p53Arg72, las células activan la apoptosis con mayor
eficiencia. Sin embargo, la asociacion de esta variante de TP53 con el riesgo a
diversos tipos de cancer, incluyendo cancer de mama sigue siendo controversial.
100,101,102 | a5 variantes de cambio de sentido, rs121912654 y rs28934574, también
de TP53, han sido asociadas anteriormente a carcinoma hepatocelular'® y a
osteosarcoma,’® respectivamente. rs121912654 se localiza en el exén 5, como
consecuencia, en el producto final hay sustitucion de una valina por una fenilalanina.
rs28934574 se localiza en el exdn 8, como consecuencia en el producto final hay
una sustitucion de triptéfano por arginina, esta ultima, cumple con los criterios
publicados en 2013 por la ACMG'% en relacién con hallazgos en el exoma o la
secuenciacion del genoma, como una variante que recomiendan informar al
paciente. Nosotros encontramos 7 variantes no reportadas del gen TP53. Cinco de
estas variantes son del tipo SNV: p.Arg213Ter, p.His179GIn, p.Arg196Ter y

p.Ser269Arg. Tres variantes corresponden a la insercion o eliminacion de un
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nucledtido: p.Asn268ThrfsTer77, p.Gys135AlafsTer35 y p.Cys275PhefsTer71.
Todas estas variantes afectan a los exones TP53 que transcriben parte del dominio
de unién al ADN, por lo que seria interesante investigar el papel de estas en el

desarrollo de CMTN.

En México, Vaca-Paniagua y colaboradores, analizaron mediante secuenciacion el
exoma completo de 12 tejidos de CMTN embebidos en parafina y reportaron a TP53
y RB1, como los genes mutados con mayor frecuencia en este tipo de cancer®’.
Nosotros empleamos 19 muestras de tejido fresco, sin embargo, no encontramos
los mismos resultados respecto a RB17, pudiendo atribuirse esta diferencia al disefio
del estudio, pues en el trabajo de Vaca-Paniagua realizan secuenciacion del exoma
completo, teniendo una mayor cobertura del gen y en este trabajo se realizo
secuenciacion de sitios hotspot, con la ventaja que nosotros tenemos una mayor
profundidad de lectura. Otra posible causa, seria la diferencia de estructura genética
de la poblacion estudiada, ya que se ha visto que, a pesar del origen Mestizo, no
hay evidencia de desequilibrio gamético en poblacion del noreste de México'%, que
es principalmente el origen de las personas que acude al Hospital Universitario de
la UANL, lugar donde se recolectaron las muestras para la presente investigacion.
A diferencia de nuestro trabajo, el grupo de Vaca-Paniagua utiliz6 muestras de

pacientes procedentes del centro del pais.

PIK3CA es un gen que codifica la subunidad catalitica p110 alfa (p110a) de la
enzima fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K)."” La via de sefalizacion PI3K es

importante para varios procesos celulares, incluyendo crecimiento celular,
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proliferacion, migracion y supervivencia.'®® Diversas investigaciones han mostrado
amplificaciones génicas, deleciones y, mas recientemente, mutaciones de cambio
de sentido en el gen PIK3CA en muchos tipos de cancer humanos, incluidos los
canceres de colon, mama, cerebro, higado, estomago y pulmén.'® Estas
mutaciones somaticas de cambio de sentido, se propone, aumentan la actividad
quinasa de PIK3CA contribuyendo a la transformacion celular'®. Nosotros
encontramos cuatro variantes del gen PIK3CA, dos variantes de este gen, ya se han
identificado como rs2699895 y rs121913279. La primera es una variante en el intron
5y en base a su contexto gendmico no representa caracteristicas importantes o de
asociacion con riesgo a padecer cancer. rs121913279 es una variante de cambio
de sentido, el alelo ancestral es una Adenina y en este caso se cambia por una
guanina, lo que representa un cambio de histidina por arginina en la posicion 1047
de la proteina. En ClinVar esta clasificada como probablemente patogénica, ya que
se ha asociado a cancer de mama, colorrectal, melanoma y cancer pulmon de
células no pequefas. También encontramos 2 variantes no reportadas, ¢.1252-
27A>G y p.Glu1012Gin, la primera se localiza en una region intrénica y la segunda
localizada en el exdn 21 en la posicion 1012 de la proteina, como consecuencia hay
un cambio de acido glutamico por glutamina. En trabajos previos, se ha reportado
que PIK3CA es el segundo gen mas frecuentemente mutado en los CMTN,6 111
.Sin embargo, aunque PIK3CA presenta al menos una variante en 15 de las 19
muestras analizadas, sélo dos muestras presentan variante exonica en este gen.
Lips y colaboradores, reportaron que las mutaciones en PIK3CA estan asociadas
con mutaciones en BRCA1''2, en este trabajo no investigamos el estado del gen

BRCA1, por lo que seria interesante analizar esta teoria.
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Por otro lado, en este trabajo, nosotros encontramos la variante rs2491231 de FLT3,
la cual corresponde a un cambio del tipo SNV para el que no hay evaluacion en la
base de datos ClinVar. Esta variante se encuentra en una region de splicing entre
el exon 14 y 15 que forman parte de la regidn que codifica para el dominio
citoplasmico de la proteina. El gen FLT3 codifica para un receptor tirosina quinasa
de clase lll regulador de la hematopoyesis. Cuando este receptor es activado
fosforila y activa multiples moléculas efectoras citoplasmicas en vias implicadas en
la apoptosis, proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas en la médula
O0sea. Las mutaciones mas comunes se localizan en los exones 14 o 20, y resultan
en la activacion constitutiva de este receptor dan como resultado leucemia mieloide

aguda y leucemia linfoblastica aguda (LMA)'"3: 114,

Son interesantes estas variantes debido a que actualmente hay ensayos clinicos
que evaluan la inhibicidn de PI3K'y FLT3 asi como la deplecion de TP53 mutante o
la restauracion de la actividad de TP53. La via PI3K-AKT-mTOR es un objetivo
interesante para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer: los resultados
preclinicos y los hallazgos clinicos iniciales han demostrado ser muy
prometedores.'”™ Muchos ensayos clinicos que evaltan inhibidores de PI3K en
diferentes tipos de tumores han sido iniciados por companias farmacéuticas e
instituciones académicas. Los resultados de todos estos estudios ayudaran a
comprender el potencial terapéutico de los inhibidores de PI3K como agentes

anticancerigenos, y determinaran el futuro de la atencién del cancer.’® En un
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ensayo clinico de fase 2 publicado recientemente, un inhibidor de AKT (ipatasertib)
mejoro los resultados en un subconjunto de pacientes con TNBC metastasico
cuando se combina con paclitaxel en el contexto de primera linea. Ademas, se estan
desarrollando nuevos compuestos con distinta especificidad y potencia dirigidas a
diferentes componentes PI3K / AKT / mTOR y moléculas afines (por ejemplo,

proteina quinasa activada por mitégeno)'"’.

En el 2011, se realizé el ensayo clinico aleatorizado de fase Il para la molécula
SU011248 o sunitinib, que es un inhibidor tirocina cinasa no especifico de PDGFR,
VEGFR, KIT y FLT3 en pacientes con CMTN avanzado, con recaida después de la
quimioterapia basada en taxanos y antraciclina'®. Este estudié concluyé que la
monoterapia con Sunitinib no mejord la eficacia en comparacidén con la
quimioterapia en pacientes con CMTN avanzado previamente tratado. Sin embargo,
en agosto de 2017, Stone y el grupo CALGB, publicaron los resultados del ensayo
clinico fase Il de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) y una mutacion
FLT3''°. El ensayo consistié en agregar midostaurina (un inhibidor de FLT3) a la
quimioterapia estandar de los pacientes. Se realizd la aleatorizacién de los
pacientes y se estratificé de acuerdo con el subtipo de mutacion FLT3: mutacion
puntual en el dominio tirosina quinasa (TKD) o mutacion interna en tandem (ITD).
En este trabajo se concluyd que la adicion de midostaurina a la quimioterapia
estandar prolongo significativamente la supervivencia general y sin eventos entre
los pacientes con AML y una mutacion FLT3 del tipo TKD o ITD. Dado estos

resultados, es importante determinar la importancia clinica de la variante encontrada
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por nuestro grupo de investigacion, analizar su efecto y posteriormente su uso como

blanco terapéutico.

Creciente evidencia revela que la estabilizacién de p53 mutante en tumores es
crucial para sus actividades oncogénicas, mientras que la reduccién de p53 mutante
atenua las propiedades malignas de las células cancerosas. Por lo tanto, p53
mutante es un objetivo susceptible de convertirse en farmaco atractivo para la
terapia contra el cancer. Se han tomado diferentes enfoques para desarrollar
compuestos de moléculas pequefias que se dirigen especificamente a la p53
mutante. Estos incluyen compuestos que restauran la conformacion de tipo salvaje
y la actividad transcripcional de la p53 mutante, inducen el agotamiento de la p53
mutante, inhiben las rutas rio abajo de p53 mutante oncogénico e inducen letalidad
sintética a la p53 mutante '?°. Recientemente, Synnot y colaboradores, reportaron
la actividad anticancerigena de PRIMA-1 y PRIMA-1MET (APR-246), dos
compuestos que reactivan p53 mutante y lo convierten a una forma con propiedades
de tipo salvaje. Utilizando un panel de 18 lineas celulares de cancer de mama y 2
lineas celulares de mama inmortalizadas, se encontré que las lineas celulares
mutadas de p53 fueron significativamente mas sensibles a PRIMA-1MET que las
células p53 WT. Ademas de inhibir la proliferacion celular, PRIMA-1MET indujo
apoptosis e inhibié la migracion de una manera dependiente de p53. En base a
estos datos, los investigadores concluyen que la orientacién del p53 mutante en el
tratamiento con PRIMA-1MET es un nuevo enfoque potencial para tratar el cancer de

mama con mutaciones en p53, incluido el subgrupo de CMTN'21,
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Mediante la tecnologia de qPCR, nosotros definimos una firma de cinco genes

(FOXC1, UGTS8, BCL11A, LPIN1 y ANKRD11) que se sobreexpresa en CMTN. El

papel de cada gen se detalla en la Tabla 8.

Tabla 8. Descripcion de genes con expresion aumentada en CMTN.

GEN NOMBRE OBSERVACION
FOXC1 Forkhead Box C1 Codifica un factor de transcripcion. Participa en la
regulacion del desarrollo embrionario y ocular.
BCL11A | B Cell CLL/Linfoma Codifica un factor de transcripcidn con dedos de
11A zinc. Durante la diferenciacion de células
hematopoyéticas, este gen esta regulado
negativamente.
UGTS8 UDP Cataliza la transferencia de galactosa a ceramida,
Glicosiltransferasa un paso enzimatico clave en la biosintesis de
8 galactocerebrésidos, que son  abundantes
esfingolipidos de la membrana de mielina del
sistema nervioso central y periférico.
ANKRD11 | Dominio 11 de Regulador de cromatina que modula la acetilacion

repeticion de

Ankirina

de histonas y la expresion génica en células

precursoras neuronales.
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LPIN1

Lipin 1

Control del metabolismo de los acidos grasos en
diferentes niveles. Actua como una enzima
fosfatidato fosfatasa dependiente de magnesio que
cataliza la conversion de acido fosfatidico a
diacilglicerol durante la biosintesis de triglicéridos,
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina en la
membrana endoplasmica del reticulo. Actua
también como un coactivador transcripcional

nuclear para PPARGC1A / PPARA para modular la

expresion génica del metabolismo lipidico.

Algunos de estos genes estan claramente involucrados en las vias tumorales. Los
genes FOXC1 y BCL11A han sido estudiados de manera independiente y han sido
considerados de utilidad clinica para CMTN como biomarcadores de diagndstico y
metastasicos, y algunos han sido considerados como posibles dianas terapéuticas.
La regulacion positiva de FOXC1 promueve el crecimiento tumoral, la transicion
epitelial mesenquimal y el comportamiento metastasico.’?? Se ha observado que la
sobreexpresion de BCL11A afecta la apoptosis mediada por p53 y desempefia un
papel clave en CMTN'23, UGT8 codifica para una enzima implicada en la sintesis
de galactosilceramidas y esfingolipidos, la regulacion previa de este gen aumenta
el indice de proliferacién celular y disminuye la apoptosis, favoreciendo los procesos
metastasicos. Ademas, la sobreproduccion de esta enzima aumenta la resistencia

a la doxorrubicina '?*. LPIN1 es un gen que codifica la enzima lipina1, una enzima
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que participa en la regulacién de la biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos
catalizando la desfosforilacion de fosfatidato en diacilglicerol (DAG), ademas de ser
un corregulador de la transcripcion de genes del metabolismo mitocondrial.
Recientemente, se ha descrito que lipina1 regula el fenotipo de célula cancerosa
tanto en cultivo de células de CM como en lineas celulares de cancer de prostata’.
Dadas estas observaciones, es importante la validacion de estos resultados en una
muestra mas amplia, asi como analizar su participacion en el desarrollo del subtipo

de CMTN.

Nuestro grupo de trabajo encontré una firma de genes que se expresa en la
inmunidad y como se menciono anteriormente se ha demostrado que la presencia
de una inmunidad antitumoral del hospedador influye en la respuesta a los
tratamientos citotdxicos. Recientemente, se le ha dado una gran importancia al
papel que juega la respuesta inmune en la respuesta al tratamiento en CMTN, a
este respecto decidimos incluir una prueba que pudiera explicar el comportamiento
de los tumores de CMTN en nuestra poblacion, ya que la firma de expresion
encontrada anteriormente en nuestro grupo de investigacion, representa en su
mayoria a genes que se expresan en celulas del sistema inmune. En el CMTN, la
quimioterapia neoadyuvante (NAT) soélo induce una RPC en 30-35% de los
pacientes. Los factores clinicos y patologicos no son suficientes para distinguir a los
pacientes que no tienen posibilidad de una RPC o no. En este trabajo se evaluaron
los TIL del estroma en las biopsias con aguja gruesa, se inmunofenotipificaron y se
determind la respuesta patoldgica en las muestras de cirugia de cancer de mama

post-neoadyuvante. Los criterios para evaluar los TIL fueron los reportados en 2015
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por el grupo internacional de trabajo sobre el TIL en cancer de mama, que
recomienda un sistema de puntuacion para los TIL con tincion de hematoxilina-
eosina (HE) para la practica habitual'?®®. Encontramos que en la mayoria de los
casos que exhibian una respuesta patologica completa (50%) presentaban un alto
recuento de TIL, mientras que 33% y 17% exhibian respuesta patologica parcial y
ninguna respuesta respectivamente, lo cual es consistente con lo publicado
previamente, donde el recuento alto de TIL se toma en cuenta como un predictor de

respuesta patoldgica a la terapia neoadyuvante'’: 28, especialmente en CMTN.

La composicion exacta de la infiltracidn de linfocitos T varia mucho, sin embargo,
puede afectar profundamente la progresion de la enfermedad y la supervivencia
general del paciente. No esta claro si la presencia de linfocitos CD4+/CD8+ por si
solo proporciona informacion prondstica, en este trabajo encontramos que una alta
expresion de CD3+ estuvo presente en la mayoria de los casos con RPC (83.3%) y
en 93.7% de los casos con RPP. Anteriormente, Rathore y colaboradores'?,
encontraron una relacién directa entre la alta expresion de CD3+ y una mejor
supervivencia; esta relacién también se ha observado en otros tipos de cancer,
como el cancer de cuello uterino y el cancer de ovario epitelial'3% 131, Esta asociacion
es importante ya que la densidad de la expresion de CD3+ se puede medir de forma
rutinaria para predecir la respuesta patologica en aquellos pacientes con CMTN. A
diferencia de CD3 +, CD4 + y CD8 + dieron como resultado un recuento bajo en
aquellos casos con una RPC, mientras que en otros estudios la alta densidad de
CD4 +y CD8 + se relacioné con un buen prondstico en la supervivencia general'3.

Al realizar en analisis univariable de la RPC con la inmunofenitipificaciéon de los
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linfocitos T, no encontramos resultados estadisticamente significativos (p< 0,005),
esto puede ser debido al tamafio de la muestra. La mayoria de los estudios que se
han realizado en este campo son estudios que también incluyen casos con
amplificacién de HER2 / neu, con los que suman muestras de mas de cien casos'3?
133 a diferencia de este estudio, que solo incluye casos de cancer de mama triple

negativo.
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VIIl. CONCLUSIONES

Aunque nuestro numero de muestras fue pequefio, podemos sacar varias
conclusiones potencialmente importantes. En primer lugar, el espectro de mutacion
sigue siendo diverso incluso en un grupo cuidadosamente seleccionado y no tratado
de pacientes con CMTN, todas las muestras eran de la misma institucion y los
procedimientos de laboratorio fueron cuidadosamente monitoreados. Encontramos
65 variantes en 25 genes de los 48 secuenciados, de las cuales 17 no han sido
reportadas. Nuestros resultados sugieren fuertemente que cada tumor tiene su
composicion molecular unica, sin embargo, se observa que el total de las biopsias
estudiadas tienen al menos dos variantes en el gen TP53, siendo la variante, de
respuesta a farmacos, p.Pro72Arg, la mas representativa, pues se encontré en el
94% de las muestras analizadas. Ademas, encontramos 8 variantes no reportadas
previamente con probables caracteristicas deletéreas de la proteina supresora de
tumores p53. Se identificd la variante rs2491231 del gen FLT3, en el 84% (16/19)
de las muestras, la cual no ha sido reportada antes para este tipo de cancer. Por
todo esto, es importante validar la presencia de estas variantes en una cohorte
mayor, asi como en cultivo celular, y de esta manera evaluar el impacto en el
diagnodstico, prondstico y en ultima instancia evaluar el efecto de las variantes

encontradas tanto reportadas como no reportadas.

Ademas, este estudio valido un grupo de cinco genes utiles para discriminar CMTN,
algunos de ellos independientemente asociados con este fenotipo de CM.
Interesantemente, algunos de los genes estan involucrados en procesos

metabolicos relacionados con grasas. Por lo tanto, estos genes deberian tener
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implicaciones importantes para el fenotipo CMTN. Sin embargo, la significacidon
biolégica y las interacciones moleculares deberian investigarse mas a fondo para

determinar la fisiopatologia intrinseca de este subtipo CM.

No se encontr6 una diferencia significativa entre la cantidad de Linfocitos Tumorales
Infiltrados y la Respuesta Patoloégica Completa en las muestras de CMTN
analizadas, pero creemos que es necesario analizar un mayor numero de muestras
ya que si se observd una tendencia cuando hay cuenta baja de TIL y no hay

respuesta patoldgica.

Estos resultados resumen la heterogeneidad de CMTN, aun asi, los hallazgos
descritos pueden ser pertinentes para pacientes mexicanos y requieren evaluacion

en otros grupos étnicos y poblaciones.

La imperante necesidad de encontrar blancos moleculares de CMTN le da un valor
sobresaliente a los genes que reportamos en este trabajo, pues pueden ser
considerados para posteriores evaluaciones como blancos terapéuticos o de

pronodstico de CMTN.
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Triple-negative breast cancer (TNBC) is an aggressive subtype of breast cancer tumors. Comparisons between TNBC and
non-friple-negative breast cancer (NTNBC) may help to differentiate key components involved in TNBC neoplasms. The purpose
of the study was to analyze the expression profile of TNBC versus nTNBC tumors in a homogeneous population from northeastem
Mexico. A prospective study of 50 patients (25 TNBC and 25 nTNBC) was conducted. Clinic parameters were equally distributed
for TNBC and nTNBC: age at diagnosis (51 versus 47 years, p = 0.1), glucose level (107 mg/dl versus 104 mg/dl. p = 0.64), and
body mass index (28 versus 29, p = 0.14). Core biopsies were collected for histopathological diagnosis and gene expression anal-
ysis. Total RNA was isolated and expression profiling was performed. Forty genes showed differential expression pattern in TNBC
tumors. Among these, nine overexpressed genes (PRKX/PRKY, UGT8, HMGAI, LPIN1, HAPLN3, FAM171A1, BCL141A, FOXCI1, and
ANKRD11), and one underexpressed gene (ANX9) are involved in general metabolism. Based on this biochemical peculiarity and
the overexpression of BCL11A and FOXC (involved in tumor growth and metastasis, respectively), we validated by quantitative
polymerase chain reaction the expression profiles of seven genes out of the signature. In this report, a new gene signature for
TNBC is proposed. To our knowledge, this is the first TNBC signature that describes genes involved in general metabolism. The
findings may be pertinent for Mexican patients and require evaluation in other ethnic groups and populations.
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INTRODUCTION

Triple-negative breast cancer (TNBC)
is a breast cancer (BC) subtype character-
ized by aggressive behavior (1,2), a char-
acteristic immunohistochemistry (IHC)
with negative pattern for estrogen (ER)
and progesterone (PR) receptors and
human epidermal growth factor receptor
2 (HER2). Since TNBC lacks targeted
therapies, treatment options are limited
to nonselected chemotherapy (3). These
tumors represent 12-17% of all BCs, and
predominantly affect premenopausal
women (<50 years). It is recognized
that TNBC is more frequent in African
American and Hispanic women belong-
ing to low-income groups with increased
hormonal exposure and obesity (4,5).
These characteristics merge as potential
etiologic factors influencing the tumor’s
nature.

Mexico is a country with a high prev-
alence of obesity, where women 40-59
years old have an average body mass
index (BMI) >30 kg/m’ (6). The BC rate
in Mexico is also increasing, becoming
the primary cause of diagnosed cancer
nowadays (7,8). The association between
obesity and the risk of BC in postmeno-
pausal women has been consistently ob-
served in epidemiological studies (9,10).
Regardless, most studies of premeno-
pausal women have not found a similar
relationship between BC and obesity.
The prognosis for obese pre- and post-
menopausal BC patients is substantially
worse. Increasing evidence suggests
that such associations may be related to
sex hormones, insulin, and certain adi-
pokines (10,11). Most of the studies have
evaluated European-American Cauca-
sian women. Investigations in African
American and Hispanic women with BC
are particularly important due to higher
TNBC prevalence and health disparities
in these groups.

General BC gene expression profiles
have been useful to investigate tumor
profiles and to define prognosis and
therapy. These studies have discovered
genes associated with different tumor
subtypes and their outcomes (12,13).
Several gene expression profile analyses

have also been proposed for TNBC
to identify biomarkers and targets for
personalized therapy (2,14-17). Despite
some progress, large heterogeneity in the
gene profiles has been noticed in studies
for TNBC, and there is a lack of a useful
gene signature for this tumor subtype
(1,14,17-21).

The purpose of the study was to define
a distinctive gene signature for TNBC
using a homogeneous population from
northeastern Mexico, which will be use-
ful in characterizing biological pathways
involved in TNBC. To our knowledge,
this is the first report describing a differ-
ential gene signature for TNBC.

MATERIALS AND METHODS

Patient Population and Tumor Tissue
Samples

The study was approved by the
Ethics Committee of the Universidad
Autonoma de Nuevo Leon (No. BI11-005),
in accordance with the Declaration of
Helsinki. Informed written consent was
obtained from all patients participating
in this study. A total of 149 biopsy sam-
ples were collected prospectively (from
July 2011 to October 2014), with suspi-
cious diagnosis (clinical, radiological, or
both) of BC (tumor >2 cm, palpable ipsi-
lateral lymph nodes, or ulceration). Out
of 149 collected biopsies, 29 were patho-
logically diagnosed as TNBC (19.5%). In
all, 27 TNBC samples were selected for
inclusion in this study based on whole
RNA quantity and quality. An additional
27 samples diagnosed as nTNBC were
paired to the TNBC samples per clinical
stage and were used in the expression
profile analysis comparing TNBC versus
nTNBC. The study design is illustrated
in Figure 1.

Tumor Sample Collection and RNA
Isolation

Ultrasound-guided core biopsies were
obtained using a 12 Fr gauge biopsy
needle (Bard®). Six to eight core samples
were obtained from each patient. Four
core samples were used for histopatho-
logical analysis, including hematoxylin
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and eosin and IHC (PR/ER/HER2, Ki67,
and p63). Two or three core samples
were preserved in RNAlater solution for
gene expression analysis (microarrays
and quantitative polymerase chain
reaction [qPCR] validation).

RNA extraction from biopsies was
done using RNeasy Fibrous Tissue Mini
Kit (Qiagen, Germantown, MD, USA),
which allowed for obtaining high-quality
RNA in small tissue biopsies. RNA qual-
ity was assessed by capillary electropho-
resis using the Experion™ Automated
Electrophoresis Station (Bio-Rad, Hercu-
les, CA, USA). RNA concentration was
determined by NanoDrop spectropho-
tometer (Thermo Scientific, Wilmington,
DE, USA).

Microarrays Analysis (Expression
Profiles)

From the selected RNA, sample pro-
cessing, microarray hybridization, and
gene expression analysis were conducted
using the GeneChip 3’ IVT Express Kit
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). The
hybridization mixture was prepared and
applied to the GeneChip Human Genome
U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix), mea-
suring >43,000 transcripts representing
>20,000 human genes. Washing and
scanning processes were realized in
the Fluidics Station 400 and GeneChip
Scanner 3000 7G, respectively, and pre-
liminary data analysis was completed
using Microarray Suite software version
5.0.0.032.

Microarray Data Processing
Normalization was performed using
robust microarray analysis and quantile

normalization. Four samples showed
poor quality in microarray data and were
removed from the analysis. The analysis
was performed using 50 patients. Probes
whose mean expression (log scale) was
<4 (in logarithm scale resulting from ro-
bust microarray analysis) were removed.
Molecular classification was done using
the PAM50 algorithm (22).

Gene expression signature between
25 TNBC and 25 nTNBC was performed
using t test and Kolmogorov test, with a
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"hese analyses were performed in R
oftware package (24).

iignature Validation on the Cancer
>enome Atlas Database

The Cancer Genome Atlas Database
TCGA) (http://cancergenome.nih.
sov/.), located at SurvExpress (25),
‘ontains clinical and genetic informa-
ion on 17,814 genes in 534 tissue sam-
»les. This database was used to com-
»are TNBC versus nTNBC expression
»rofiles and to evaluate the matching
vith the 40 gene expression signatures
ound in our study. Statistical analysis
vas replicated in TCGA to compare
»rofiles between TNBC and nTNBC pa-
ients from this study. All TCGA data
ind figures were accessed, analyzed,
ind generated using R language. All
"CGA data included in this manu-
cript agree with the TCGA publication
suidelines.

Gene Network

An analysis of gene network was
generated using GeneMANIA (http://
www.genemania.org/) (26) to find a
relationship between genes of our signa-
ture. GeneMANIA used a very large set
of functional association data, including
protein and genetic interactions, path-
ways, coexpression, colocalization, and
protein domain similarity.

Real-Time qPCR Validation

To validate microarray data, seven
genes were selected: six overexpressed
(HMGA1, ANKRD11, BCL11A, FOXCI1,
LPIN1, and UGT8) and one underex-
pressed (ANXAY). Expression analysis of
these genes, including one endogenous
control (GRAMD1A), was assessed using
predesigned hydrolysis probes (HMGATI:
Hs.PT.58.38699366; FOXC1: Hs00559473
s1; LPIN1: Hs00299515_m1; UGTS:
Hs00409961_m1; ANKRD1: Hs00946580_
m1; BCL11A: Hs01093197_m1; ANXA9:
Hs.PT.58.1414783; and GRAMDIA:
Hs.PT.5840681431) (Thermo-Fisher Scien-
tific and IDT). Total RNA samples used
for microarrays assays were analyzed by
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gPCR using the Lightcycler 480 instrument
(Roche). Ct mean for each gene was used
for dCt (problem minus endogenous).
The 2 analysis was done using cal-
culated dCt for all genes. To compare
gene expression of TNBC versus nTNBC
groups, the relative expression 29% was
evaluated from qPCR data of all genes
(HMGA1, ANKRD11, BCL11A, FOXC1,
LPIN1, UGTS, and ANXA9) after normal-
ization with GRAMDIA. Two sample
Kolmogorov-Smirnov tests were used

in both datasets, since the number of
samples was distinct in each group and
in unknown distributions. Moreover,

the Kolmogorov-Smirnov test is sensi-
tive to shape, position, and dispersion
behavior of distributions to determine
whether two independent samples be-
long to the same group (homogeneity
test), or whether they have one statistical
significant difference. We used p < 0.05
to establish this difference. The results
of expression values are represented in
box plots for microarray and qPCR data.
OriginPro software (version 9.2, Origin-
Lab, Northampton, MA, USA) was used
for statistical data analysis.

All supplementary materials are available
online at www.molmed.org.

RESULTS

Patients

A total of 149 core biopsies were
prospectively collected. Out of 149, 29
tumors were diagnosed as TNBC (19.5%).
From the 29 TNBC samples, RNA quality
for microarray was obtained in 27 biopsies.
Paired nTNBC samples were selected
according to clinical stage. Clinicopath-
ological characteristics were similar in
TNBC versus nTNBC patients (Table 1).
Age at diagnosis, high BMI (obese or
overweight), and glucose levels
(>100 mg/dl) were similar in both groups.

Molecular Classification Using PAMS50

According to immunohistochemistry
(IHQ) analysis, out of 25 TNBC patient
samples, 18 (72%) were basal-like subtype,
5 (20%) were normal-like subtype, and
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Table 1. Patient and tumor characteristics.

All patients, n = 54 TNBC.n=25 nINBC, n=25 Pvalue

Age at diagnosis (years) 49 26-71 51 39-71 47 26-61 0.1°¢
Body mass index (kg/mz) 28.7 20.7-40.1 27.58 20.78-38.01 29.31 21.83a 39.65 0.14°

<25 9 17% 4 16% 4 16% 0.67"

>25 38 70% 17 68% 19 76% 0.75
Menopause status

Pre 27 50% 12 48% 13 52% 1

Post 27 50% 13 52% 12 48% 1
Background cancer®

Yes 26 48% 14 56% 10 40% 0.4

No 28 52% n 44% 15 60% 0.4
Diabetes mellitus®

Yes 6 11% 5 20% 1 4% 0.2f

No 48 89% 20 80% 24 96% 0.2f

Glucose levels (mg/dl) 104.84 82-193 106.62 88-183 103.67 82-193 0.64°
Number of children®

Nulliparous 4 7% 1 4% 3 12% 0.6'

1-2 16 30% 8 32% 7 28% 1’

>3 33 61% 16 64% 15 60% 1
Lactation®

Yes 22 1% 10 40% 1 44% 1

No 15 28% 8 32% 6 25% 0.75
Smoking

Yes 8 15% 2 8% 5 20% 0.42

No 45 83% 2 88% 20 80% 0.7
TNM

m 1 2% 0 0% 1 4% 1

T2 25 46% 12 48% 1 44% 1

3 16 30% 8 32% 6 25% 0.75'

T4 n 20% 4 16% 7 28% 0.75

NO 8 15% 3 12% 5 20% 05

N1 32 59% 14 56% 16 64% 0.77

N2 12 22% 6 24% 4 16% 0.72

N3 2 4% 2 8% 0 0% 047"

MO 54 100% 25 100% 25 100% 1
Clinical stage

| 1 2% 0 0% 1 2% 1’

I 25 46% 12 48% 12 48% 078

il 28 52% 13 52% 12 48% 1
“At least one relative (first, second, or third grade).
°Confirmed at BC diagnosis.
“Number of pregnancies.

At least 6 months.
®Ttest, confidence level at 95%.
'Z test, confidence level at 95%.

2 (8%) were HER2 subtype, based on
molecular subtypes (Figure 2).

TNBC Expression Profile
To identify a TNBC signature, 27 TNBC
and 27 nTNBC biopsy expression profiles

were compared. After normalization of
the microarray expression performance,
25 samples from each group met the ade-
quate sample quality for data analysis.

A supervised classification was applied
based on TNBC versus nTNBC according
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to IHC status. Data analysis for 50 pa-
tients showed 49 differentially expressed
probes (Supplementary Table S1) corre-
sponding to 40 gene signatures with FDR
< 0.0005. A heat map for these 40 genes
was generated, representing their relative
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Figure 2. Molecular classification using PAMS0 algorithm. Heat map from 50 samples
(TNBC and nTNBC). Five different molecular subtypes are at the top of the heat map.
Blue represents low gene expression, while red represents high gene expression. In the
heat map. each column is for a different patient and each row is for a gene. Asterisk (*)
represents TNBC samples according to IHQ analysis that are not in the basal-like subtype.

expression values (Z score = -1.5 to 1.5)
(Figure 3A). The upper left side shows
the group of nine overexpressed genes
(FOXC1, PRKX/PRKY, UGTS, BCL11A,
HMGALI, LPIN1, FAM171A1, HAPLN3,
and ANKRD11). Conversely, there are 31
underexpressed genes in TNBC at the bot-
tom left side. The center of the heat map
shows a not quite defined area shared by
four TNBC and five nTNBC patients with
an undifferentiated expression pattern.

External Database Validation
To compare our results against other
databases, a differential expression

analysis of TNBC versus nTNBC tumors
was done using the TCGA database.
Sample data from this database were
selected and classified as TNBC or
nTNBC (using expression data ER, PR,
and HER?2). The analysis was performed
using two approaches. In the first one,
we used the TCGA gene expression
database and compared TNBC versus
nTNBC. We obtained 87 gene signatures
with high significance (q < 1e-40) (Sup-
plementary Figure S1), among which
only nine (ERBB4, DNAJC12, TBC1D9,
MLPH, ANXA9, NATI1, BCAS1, TFF1,
and BCL11A) overlapped our signature
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(Figure 3B). The TCGA gene expression
database contains only 33 genes from
the 40 genes in our signature. As a
second approach, we compared the
differential expression of TNBC versus
nTNBC using only these 33 genes. This
second analysis showed that the genes
had similar behavior (overexpressed or
underexpressed) that they had in our
signature (Supplementary Figure S2),
with a smaller statistical significance
(p < 1e-8).

Gene Network

Figure 4 shows the networking of
the 40 genes included in our TNBC
signature. In this gene network, the
main functions are related to chroma-
tin (red) or phosphatidylcholine (blue)
biosynthetic process (26). Table 2 shows
the main functions of the networked
processes including the genes of the
signature. In this, the biosynthetic and
metabolic processes concerning phos-
phatidylcholine have the lowest FDR
(1.83e-4 and 8.71e-3).

Real-Time gPCR Validation

Validation by qPCR was performed
in 35 of the 50 samples analyzed by mi-
croarray (17 nTNBC and 17 TNBC) due
to remaining amounts of RNA. A com-
parison between microarray expression
and 27 qPCR levels (after normalization
with GRAMDIA gene) demonstrates
similar expression values for all genes
(HMGA1, ANKRD11, BCL11A, FOXC1,
LPIN1, UGTS8, and ANXA9) (Figure 5).
qPCR expression levels (A) are higher
than those observed in the microarray
expression analysis (p < 0.05) (B). Re-
markable overexpression of FOXCI,
UGTS, and BCL11A in TNBC is observed
by qPCR, which is followed by expres-
sion levels of LPN1, ANKRD11, ANXA9,
and HMGAL. This clearly differs with
the gene expression levels displayed by
nTNBC samples. GRAMD1A was used
as a normalizing gene, based on the low
variability observed in all samples tested
by the microarray analysis. GAPDH and
BACTIN showed high variability among
samples.
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Figure 3. TNBC signature. (A) The heat map shows 49 differentially expressed probes (comesponding to 40 genes) in TNBC versus nTNBC.
At the bottom of the figure is a color code that shows expression intensity (Z score). Blue represents low gene expression, red high gene
expression. At the top of the figure is a color code for TNBC (black) and nTNBC (red) patients. In the heat map. each column is for a
patient and each row is for a single probe. The right side of the heat map shows official symbol gene and probe identification. (B) Venn
diagram of TNBC signature and TCGA validation. Blue circle represents 40 genes of our TNBC signature. Red circle represents 87 genes
from TCGA data. Overlap of both circles (blue and red) represents nine genes that are present in both sample data using same analysis.

DISCUSSION

Molecular characterization of BC by
gene expression profiling (gene sig-
nature) has positively influenced the
diagnosis, prognosis, and therapies for
this tumor, having a clear impact on the
disease-free survival and quality of life
of affected patients. These developments
have paved the way for the translation
of molecular tests to the clinical care of
oncologic patients (12,13).

Regardless of advances in the molec-
ular biology of BC, TNBC, an aggressive
form of this neoplasm, remains unde-
cipherable to current molecular tests,
and patients are still in need of rational
therapies. After several efforts, there are
no gene expression profiles available
to characterize TNBC, because studies
with this purpose have demonstrated
heterogeneous and nonconclusive results
(2,14-17). This heterogeneity may result
from differences in study design (i.e.,

group comparisons as TNBC versus nor-
mal breast tissue), data expression sets
(i.e., microarray data from fresh tissue
versus public tumor-expression data-
bases), social stratifications by factors like
ethnicity and income status, and so on.
These studies were valuable to define sets
of genes participating in tumorigenesis.
They have demonstrated involvement of
common pathways related to cell differ-
entiation, epithelial mesenchymal transi-
tion (EMT), immune function, androgen
receptor (AR) pathways, inflammation,
and angiogenesis (1,14,17-21). However,
the collection of genes identified in each
study is different, and they are not use-
ful to discriminate TNBC from nTNBC
(1,14,17-21). Thus, the search for a useful
gene signature for TNBC continues.

The purpose of this study was to iden-
tify a gene signature for TNBC with hall-
mark genes profiling this tumor subtype.
To achieve this, we decided to compare
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TNBC against the rest of BC subtypes
(nTNBC). Emphasis was considered in the
selection of samples. Our study popula-
tion (TNBC and nTNBC) was composed
of therapy-naive women with BC who
came from the same geographical region,
sharing similar sociodemographic and
clinical-pathological characteristics. The
sampling process was the same for all
patients, and biopsied tumors were >2 cm
and/or had angiolymphatic invasion.
Gene expression profiles were assessed
in tumor samples of 50 northeastern
Mexican women. Sample collection was
performed consecutively (n = 149) until
we reached the TNBC population for this
study. Subsequently, nTNBC samples
were paired according to clinical stage.
We observed a higher TNBC prevalence
(19.5%) than reported for Caucasian
women (10-13%) (5). Contrastingly, this
prevalence is lower than that reported
for the central Mexican population (23%)
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Figure 4. TNBC signature’s gene network. The left side represents the gene network from the TNBC signature. Each black circle signifies a
gene from the TNBC signature, while gray ones symbolize other genes not included in TNBC signatures. Lines denote a relationship be-

tween circles (genes), and line thickness correlates to relationship intensity. The right side shows color codes for lines that connect circles
(genes) and functions of some genes from the gene network. Main functions are in blue (phosphatidylcholine biosynthetic process) and

red (chromatin).

(27). Other similarities that caught our
attention were age at cancer diagnosis,
BMI (patients were overweight or obese),
and glucose levels in both groups. This
allowed us to pair patients with homo-
geneous clinical characteristics, differing

only by tumor subtype (NTNBC or TNBC).

We consider this crucial for identifying
an intrinsic signature between these two
groups of tumors.

BC classification was performed
according to IHQ and microarray analysis.

THQ was the first criterion for tumor
classification. However, molecular classi-
fication by PAMS50 displayed a different
BC subtype in six tumor samples (Figure 2).
Four of these were originally classified
as TNBC by IHQ, but as a different BC
subtype by the microarray analysis. The
two remaining samples were reclassi-
fied inside the nTNBC group. Interest-
ingly, these six samples are located at
the center of the heat map for our gene
signature (Figure 3A), implying the
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heterogeneity of these tumors, probably
containing a mixture of cancer clones
representing different BC subtypes.
The signature described here is de-
fined by overexpression of nine genes
(FOXC1, PRKX/PRKY, UGTS8, BCL11A,
HMGA1, LPIN1, FAM171A1, HAPLN3,
and ANKRD11) and downregulation of
an additional 31 genes. Some of these
deregulated genes are clearly involved
in tumor pathways. Genes like HMGAI,
FOXC1, and BCL11A have been inde-

107

97



GU

GENE SIGNATURE OF TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER

Table 2. Gene network.

Feature

Genesin Genesin
FDR network genome

Phosphatidylcholine biosynthetic process
SLC44A4
LPINT

Phosphatidylcholine metabolic process
SLC44A4
LPINT

Organic hydroxy compound biosynthetic process

SLC44A4
LPINT
GATA3

Ethanolamine-containing compound metabolic process

SLC44A4
LPINT
Chromatin
FOXCI
GATA3
RARA
AR
HMGAT
Cellular amine metabolic process
SLC44A4
LPINT
GATA3
Chromatin DNA binding
RARA
FOXC1
Amine metabolic process
SLC44A4
LPINT
GATA3
Alcohol biosynthetic process
SLC44A4
LPINT
Cellular biogenic amine metabolic process
SLC44A4

LPINT

1.83e-04 5 25

8.71e-03 5 60

1.11e-02 6 125

1.11e-02 5 74

1.11e-02 7 212

2.87e-02 6 171

2.87e-02 3 15

2.87e-02 6 177

2.87e-02 5 101

3.97e-02 5 13

pendently studied and considered of
clinical utility for TNBC as diagnostic
and metastatic biomarkers, and some
have been considered as potential thera-
peutic targets. For example, upregulation
of FOXC1 promotes tumor growth, EMT,
and metastatic behavior (28). BCL11A
overexpression affects p53-mediated
apoptosis and plays a key role in TNBC
(16). On the contrary, downregulation

of NAT1, which codifies for the n-acetyl
transferase 1, is implied in the signature.
NATTI has been reported as underreg-

ulated in breast tumors and associated
with tamoxifen resistance. In TNBC
cells, downregulation of this gene is
associated with overexpression of SNAI1
and downregulation of N-cadherin

and B-catenin, which regulate the EMT
behavior (29).

Most interestingly, several of the over-
regulated and downregulated genes
from this signature are involved in the
metabolism of lipids. Some of these met-
abolic abnormalities may suggest some
peculiarities of the biology and poor
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prognosis of TNBC, which have been
independently tied to aggressive BC. For
example, upregulation of HMGAT1 is as-
sociated with insulin resistance and met-
abolic syndrome, with increased levels

of cholesterol and triglycerides and low
levels of high-density lipoprotein (30-32).
This gene is observed as overexpressed in
breast cancer, particularly in TNBC and
its metastases (33). LPIN1 codes for an
enzyme directly involved in the synthesis
of triglycerides and phospholipids. This
gene is crucial for the homeostasis of the
endoplasmic reticulum and membrane
biogenesis. Recently, it has been demon-
strated that overexpression of this gene is
critical for TNBC cell survival, and thus
it is considered a poor prognosis marker.
LPINT is an attractive target for personal-
ized cancer therapy (34). UGTS encodes for
an enzyme involved in the synthesis of
galactosyl-ceramides and sphingolipids
(35). Upregulation of this gene increases
the cell proliferative index and decreases
apoptosis, favoring metastatic processes.
In addition, overproduction of this en-
zyme increases resistance to doxorubicin
(36). On the other hand, other genes are
also involved in lipid metabolism and
cancer in their underregulated state. An
example is LASS6, which encodes for the
ceramide synthase 6. This enzyme was
recently implicated in EMT. Downregula-
tion of this gene induces decreased auto-
phagy and increased drug resistance (37).
STARDI10 codifies for the StAR-related
lipid transfer protein 10 (or PCTP-like
protein), a phospholipid transfer protein.
Downregulation of STARDI10 is asso-
ciated with defective insulin secretion
and has been considered a biomarker

of TNBC aggression (38). ATPSBI gene
encodes for the ATPase phospholipid
transporting 8B1 enzyme, which trans-
locates phospholipids from the outer to
the inner bilayer membrane and is cru-
cial in maintaining the cell lipid balance.
Downregulation of this gene is observed
in liver cholestasis and in liver and col-
orectal cancer (39). Finally, the AR gene
encoding for the androgen receptor protein
was also downregulated in the signature.
This gene is overexpressed in some TNBC
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Figure 5. Real-time gPCR validation. Black and gray color show box plots for TNBC (black)
and nTNBC (gray). (A) gPCR data 29 values) from HMGAT, ANKRD 11, BCL11A, FOXC1,
LPIN1, UGT8, and ANXA9 genes (using GRAMD A for normalization). (B) Microarray data
(fold change) from HMGA 1, ANKRD 11, BCL11A, FOXCI1, LPIN1, UGT8, and ANXA9 genes

(using GRAMD 1A for normallization).

patients, making the protein a candidate
for targeted therapy, but its prognostic
role is not yet clear (40). Recently, down-
regulation of AR has been associated with

diabetes mellitus in TNBC patients, and

it has been suggested that hyperglycemia

directly regulates AR levels. This observa-
tion is of interest for the present study, in

RESEARCH ARTICLE

which several patients showed high glu-
cose levels (20% were diabetic) and an in-
creased average BMI. This study remarks
on the implication of lipid metabolism

in the physiopathology of TNBC and, to
some extent, the possible implications of
increased insulin resistance, overweight,
and metabolic syndrome for this aggres-
sive breast cancer subtype. However,
further studies are required to understand
these plausible associations.

As mentioned above, previous reports
analyzed global profiles for TNBC.
However, the methodological approach
is different in all of them. Kreike et al.
compared TNBC frozen fresh tissues
versus NTNBC data available from pub-
lic databases (1). The androgen receptor
gene (AR) is the only gene shared with
our signature. Al-ejeh et al. performed
an in silico expression profile comparison
for TNBC versus nTNBC using public
databases. They selected eight genes, two
of them involved in the estrogen receptor
pathway (MAPT and MYB) and six in
chromosomal instability (MELK, MCM10,
CENPA, EXO1, TTK, and KIF2C). None
of these eight genes were identified in
our signature (29). Rody et al. studied
publicly available TNBC expression data
to evaluate 5-year recurrence-free sur-
vival. Sixteen genes from the metagene
analysis were differentially expressed.
AR is again the only gene that matches
our signature (2). Cascione ef al. analyzed
profiles of mMRNA and microRNAs for
TNBC paraffin-embedded tissues, com-
paring tumor- and nontumor-adjacent
tissue to evaluate cancer survival. They
identified genes related to overall sur-
vival and distant disease-free survival
(17). Interestingly, ERBB4 and AR genes
were underexpressed, which are also
underexpressed in our signature. Karn
et al. selected TNBC data from public
databases and identified a predicted sig-
nature of 264 genes not described in pre-
vious signatures, none of which match
our study (20). Komatsu ef al. described
301 overexpressed and 321 underex-
pressed genes in 30 TNBC and 13 normal
ductal epithelial cells, all isolated by
single-cell microdissection. They found
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subexpression of TBC1D9, TFF3, ERBB4,
GATA3, and MLPH, which also matches
this study (14).

These reports summarize the hetero-
geneity of the samples, the data, and the
different approaches used to define gene
signatures for TNBC. However, these
studies define some underexpressed
genes that were also discovered in our
signature.

Considering the epidemiologic char-
acteristics and the genetic background
of our analyzed population, we decided
to verify whether the signature obtained
in this study was consistent in other
populations. To achieve this, we looked
for differences in TNBC versus nTNBC
in microarray gene expression datasets
stored in the TCGA. This comparison
showed an overlap of nine genes (ERBB4,
DNAJC12, TBC1D9, MLPH, ANXAS,
NATI, BCAS1, TFF1, and BCL11A) with
our signature. Of these, eight were un-
derexpressed and one overexpressed.
These nine genes could represent general
pathways of carcinogenesis in TNBC,
while the rest (31 nonoverlapping genes)
could represent dysfunctional metabo-
lism in this study (high BMI and glucose
levels), probably affecting carcinogenic
pathways. Still, the findings described in
this article may be pertinent for Mexican
patients and require evaluation in other
ethnic groups and populations.

CONCLUSION

This study describes a genomic signa-
ture of 40 genes useful to discriminate
TNBC, few of them independently asso-
ciated with TNBC by other researchers.
Interestingly, some of the genes in our
signature are involved in metabolic pro-
cesses related to fats and carbohydrates.
A comparison of TNBC versus nTNBC
in the TCGA database revealed a match
of only nine genes with our signature.
Thus, these genes should have important
implications for the TNBC phenotype.
To our knowledge, this is the first TNBC
signature describing genes involved in
general metabolism. However, the bio-
logical significance and molecular inter-
actions should be further researched to
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determine the intrinsic pathophysiology
of this BC subtype.
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