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Introduccion

1. Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama (CM) es el tumor mas frecuente en la poblacién
femenina, siendo la primera causa de muerte por cancer en la mujer. EICM en
Espafia presenta una incidencia de unos 26,000 nuevos casos, representando
entre el 20-30% de los tumores femeninos en nuestro pais'. La mayoria de los
casos se diagnostican entre los 35 y 80 afios, con un maximo entre los 45y 65°

afios, y solo un 6% se diagnostican antes de los 35 afios>.

La tasa de mortalidad por CM es de las mas bajas de Europa. En 2012 la
tasa global espanola se situé en 16,7 fallecimientos por cada cien mil
habitantes, con una tasa minima en Soria (11,5) y maxima en Badajoz (25,1).
En la Comunidad Valenciana, la tasa de mortalidad se situa en torno a la media
espanola con tasas de 15,9, 17,0 y 16,7, para las provincias de Castelldn,
Valencia y Alicante respectivamente®. La edad media de defuncién por CM en
la poblacidon espafiola se situa en 67,48 afios, muy proxima a la media

valenciana, situada en 67,41 afios”.

A pesar del incremento anual de 1-2% observado en la tasa de
incidencia de CM en la poblacién espafiola®, desde los afios 90 se advierte una
reduccidn progresiva en la tasa de mortalidad®, principalmente debido a la
implantacién de programas de cribado de CM, avances en el diagndstico,
disminuciéon en el empleo de terapia hormonal sustitutiva e instauracion de
tratamientos mas efectivos basados en las caracteristicas especificas del

1
tumor-.

2. Cancer de mama esporadico y hereditario

El CM es una enfermedad heterogénea y, en la mayoria de los casos,

de etiologia desconocida®. Se han descrito numerosos factores de riesgo

3
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asociados con la aparicion y desarrollo de la enfermedad, siendo los mas

importantes el sexo femenino, la edad y |a historia familiar®.

Se estima que un 90% de los CMs son de naturaleza esporadica y el 10%
restante se asocia con un componente hereditario que tiene un patrén de

herencia autosémica dominante’.

En 1866, Paul Broca fue el primero en describir una familia con una alta
prevalencia de CM®. Su esposa sufri® CM a una edad temprana, encontrando
miembros afectos por CM en cuatro generaciones. El informe "Broca"® fue el
primero en sefalar que el CM puede heredarse transmitiéndose entre varias

generaciones.

Actualmente se sabe que la presencia de antecedentes familiares de CM
es un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad®. El componente
genético de la enfermedad se refleja en una tendencia a agruparse en ciertas
familias’® y la predisposicion a desarrollar el tumor incrementa

progresivamente con el nimero de familiares afectados’.

Las variantes genéticas asociadas con el riesgo de CM pueden ser
clasificadas segun su penetrancia. Las mutaciones detectadas se han
catalogado como mutaciones de alta penetrancia, que son poco frecuentes en
la poblacién, pero se asocian con un riesgo muy alto. La presencia de
mutaciones en linea germinal en el gen BRCA1 confiere un riesgo del 65% y
39% de desarrollo de CM y cancer de ovario (CO), respectivamente'’. Mientras
que las mutaciones en BRCA2 confieren un riesgo menor, del 45% para el CM,
y del 11% para el CO'. Las mutaciones en BRCA2 en varones ademds de
conferir riesgo de CM también incrementan el riesgo de cancer de préstata de

apariciéon en edad temprana y de cancer de pancreas'. En su conjunto las



Introduccion

mutaciones en estos dos genes explican entre el 30-70% de los CMs
familiares™. No obstante, existen otros casos de CM familiar asociados con
sindromes poco frecuentes, como Li-Fraumeni, Cowden o Peutz-Jeghers, y que
estdn causados por mutaciones en otros genes de alta penetrancia como TP53,

PTEN o LKB1-STK11, respectivamente®"”.

En los ultimos afos, con el desarrollo de tecnologias de secuenciacion
de ultima generacidn (NGS) se han identificado otros loci de susceptibilidad
genética al CM™. Las variantes de penetrancia moderada, confieren aumentos
moderados en el riesgo y entre ellas se incluyen mutaciones en genes
implicados en la reparacién del ADN (ATM, CHEK2, BRIP1, PALB2 y RAD50). Asi
mismo, se han identificado polimorfismos de baja penetrancia (single
nucleotide polymorphisms, SNPs), que son comunes y se asocian con un
aumento discreto del riesgo™, detectandose en los genes FGFR2, TNRCY, LSP1,
MAP3K1, TGFB1 y en regiones intergénicas (rs13387042 en 2q35, rs313281615
en 8q24 y rs10941679 en 5p12)*°. Algunos de estos polimorfismos se conoce
que pueden actuar como modificadores del riesgo en portadores de
mutaciones en BRCA1 o BRCA2". Tal es el caso del polimorfismo D302H en el
gen CASPASA8 que disminuye el riesgo conferido por la presencia de
mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2™, Sin embargo, estos estudios
sugieren que gran parte del componente genético del riesgo de CM esta sin

caracterizar®*,

En la inmensa mayoria de los CMs no se encuentran alteraciones
genéticas asociadas a la transmisién hereditaria de la enfermedad, son de
naturaleza esporddica. La etiopatogénesis de estos tumores se explica por la
acumulacidn gradual de mutaciones activadoras en oncogenes implicados en el

desarrollo del CM esporadico (CME) entre las que destacan MYC, CCND1 vy
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ERBB2 que a menudo se acompafnan de la inactivacién de genes supresores

entre los que destacan BRCA1y BRCA2® .

El perfil clinico de los CMs hereditarios difiere de los CMEs. Los
primeros suelen presentar una edad de aparicion mas temprana, bilateralidad,
alto grado histolégico e indices de proliferacion celular elevados;
caracteristicas asociadas con una mayor agresividad tumoral y un peor

prondstico.

3. Clasificacion del cancer de mama

El CM es una enfermedad heterogénea tanto a nivel molecular como
histoldgico, mostrando los distintos subtipos diferencias en sus caracteristicas

morfolégicas, comportamiento clinico y respuesta a tratamientos especificos.

Tradicionalmente el prondstico del CM y su indicacién terapéutica se ha
basado en la clasificacion TNM. Sin embargo, esta clasificaciéon no es adecuada
para la aplicacion de una medicina personalizada acorde a las posibilidades
terapéuticas actuales®. Asi, se ha observado que tumores morfolégicamente
similares presentan patrones evolutivos y respuesta a tratamientos muy
diferentes®. Este hecho puede deberse a que CMs con el mismo patrdn

morfolégico presentan perfiles moleculares diferentes®.

En los uUltimos afios el desarrollo de tecnologias de alto rendimiento
que integran el anadlisis del genoma, exoma, metiloma y proteoma, ha
permitido identificar subtipos moleculares con patrones de expresién génica
diferente, asi como marcadores moleculares que pueden ser dianas

25,26

terapéuticas Esta clasificacion molecular se ajusta mds que la

histopatoldgica convencional en la prediccion de respuesta a diferentes
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tratamientos, y en la seleccion de terapias mas especificas y eficaces que la

quimioterapia convencional, a la vez que contribuye a reducir la toxicidad®’.

En el afio 2012, el gran consorcio de grupos de estudio del Atlas del
Genoma del Cancer [The Cancer Genome Atlas (TCGA)1*, recopilé datos de 825
CMEs e integré la informacidn obtenida de plataformas de secuenciacién de
exomas y microRNAs (miRs), y de arrays gendmicos, de metilacion, de RNAm, y
de proteinas en fase reversa. Al combinar toda esta informacion se
identificaron cuatro subtipos moleculares de CM, (Luminal A, Luminal B, Her2
y Basal-like) que muestran diferentes patrones de expresion
inmunohistoquimica, anomalias genéticas y epigenéticas (Tabla 1). Esta
clasificacidn corrobora la gran heterogeneidad molecular del CM, no sélo entre
grupos establecidos sino también dentro de los mismos y plantea su relevancia
para establecer tratamientos individualizados acorde con las opciones

terapéuticas propias de cada grupo.

3.1. Luminal/RE+

La clasificacion inmunofenotipica de este grupo se basa en la expresion
de receptores hormonales y marcadores inmunohistoquimicos (IHQs) del

epitelio luminal, citoqueratinas 8 y 18%°.

Los CMs Luminal/RE+ son los mdas heterogéneos en términos de
expresion génica, espectro de mutaciones, variacién en el nimero de copias
(VNC) y prondstico de las pacientes. Este grupo presenta el mayor nimero de

3031 Una de las

genes mutados, siendo muy comunes las mutaciones en PIK3CA
caracteristicas mas destacadas es la elevada expresion de las proteinas ESR1,

GATA3, FOXA1, XBP1 y MYB?.
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En este grupo se distinguen los subgrupos Luminal A y Luminal B que
muestran diferencias en la inactivacién de la via de TP53. En la mayoria de los
CMs Luminal A la via TP53 permanece activa, mientras que suele estar
inactivada en los Luminal B, presentando los CMs Luminal A menor frecuencia

de mutaciones en TP53 que los Luminal B (12% versus 32%; Tabla 1)%.

También se observan diferencias entre ambos subtipos en la via del
Retinoblastoma (RB1), presentando los CMs Luminal B mas frecuentemente
amplificacion del oncogén CCNDI** (29% vs 58%; Tabla 1), ademas se

encuentra mayor expresion de la proteina RB1 en los CMs Luminal A%.

En cuanto a las alteraciones epigenéticas, se observa mayor incidencia

de metilaciones en los CMs Luminal B33,

El fenotipo Luminal A presenta un mejor prondstico ya que suele
mantener la actividad de genes supresores tumorales tan relevantes como RB1
y TP53, en tanto que el Luminal B presenta mayor proliferacion y peor

, .. 34 . , . e . . .
prondstico™. A nivel clinico, la caracteristica diferencial de los fenotipos
luminales es la expresidn de receptores hormonales. El bloqueo de esta diana 'y
de su cascada molecular con antiestrégenos, como el Tamoxifeno, asi como el
bloqueo de la produccién de estradiol mediante inhibidores de la Aromatasa,

son tratamientos indicados en este grupo de tumores®.

3.2. HER2

Este subtipo se caracteriza por la amplificacion del gen ERBB2 que

codifica para el receptor HER2, detectado en el 25-30% de los CMs ductales
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Tabla 1. Caracteristicas inmunohistoquimicas y gendmicas de los subtipos de C

SUBTIPO LUMINAL A LUMINAL B BASAL-LIKE HER2
RE'/HER (%) 87 82 10 20
HER2" (%) 7 15 2 68
RE'/RP/HER2 2 1 80 9
Via TP53 TP53 mut TP53 mut (32%);  TP53 mut (84%); TP53 mut
(12%); Ganancia Ganancia MDM2 (75%);
Ganancia MDM?2 (31%) (14%) Ganancia
MDM?2 (14%) MDM?2 (30%)
Via PIK3CA mut PIK3CA mut PIK3CA mut (7%);  PIK3CA mut

PIK3CA/PTEN

(49%); PTEN
mut/pérdida
(13%); INPP4B
pérdida (9%)

(32%); PTEN
mut/pérdida
(24%); INPP4B
pérdida (16%)

PTEN mut/pérdida
(35%); INPP4B
pérdida (30%)

(42%); PTEN
mut/pérdida
(19%); INPP4B
pérdida (30%)

Via CiclinaD1 Amp  Ciclina D1 Amp RB1mut/pérdida Ciclina D1 Amp
Retinoblastoma (29%); CDK4 (58%); CDK4 (20%); Ciclina E1 (38%); CDK4
Ganancia Ganancia (25%) Amp (9%); Alta Ganancia
(14%); Baja expresion de (24%)
expresion de CDKN2A; Baja
CDKN2C; Alta expresion de RB1
expresion de
RB1
Expresion ER cluster; ER cluster; alta Perfil basal; alta Perfil HER2;
ARNm baja proliferacion proliferacion alta
proliferacién proliferacion
Analisis VNC Dipodia Aneuploidia Aneuploidia Aneuploidia
frecuente; frecuente; frecuente; frecuente;
Ganancias 1q, Ganancias 1q, Inestabilidad Inestabilidad
8qy 8pll; 8qy 8pll; gendmica; gendmica;
Pérdidas 8py Pérdidas 8p y Gananciasen 1qy Ganancias en
16q; amp 16qg; amp 10p; Pérdidas en 1qvy 8q;
11913.3 (24%) 11913.3(51%)y 8py5q; Pérdidas en 8p;
8p11.23 (28%)  Ganancias en MYC amp ERBB2
(40%) (71%)
Mutaciones PIK3CA (49%) PIK3CA (32%) TP53 (84%) TP53 (75%)
GATA (14%) TP53 (32%) PIK3CA (7%) PIK3CA (42%)
MAP3K1 (14%) MAP3K1 (5%) PIK3R1 (8%)
TP53 (12%)
Metilacion ADN - Hipermetilado Hipometilado -

un subgrupo

Expresion
proteica

Alta expresion
de estrégenos
y MYB

Baja expresion
de estrogenos y
alta de FOXM1y

MYC

Alta expresion de
proteinas de
reparacién ADN,
PTEN e INPP4B;
Pérdida de pAKT

Alta expresion
de HER2 y
EGFR

Porcentajes calculados sobre 466 tumores; mut: mutacion; amp: amplificacion.
Tomado de The Cancer Genome Atlas Network (2012)28.
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invasivos®. La presencia del receptor en la superficie de las células tumorales
se puede detectar mediante procedimientos IHQs y confirmarse mediante

hibridacién in situ fluorescente (FISH) del oncogén ERBB2%°.

Este subtipo presenta dos patrones de expresidon claramente
diferenciados. En el 50% de estos tumores la amplificacion de ERBB2 se
acompaia de la sobreexpresion de multiples genes localizados en regiones
cromosdmicas cercanas, mayor expresion de los receptores tirosina quinasa
FGFR4 y EGFR, asi como mayor frecuencia de mutacién en TP53 y PIK3CA, y
amplificacién de CDK4 y CCND1*® (Tabla 1). Sin embargo, el resto de tumores
HER2+ presentan patrones de expresién propios de los subtipos luminales
(elevada expresion de los genes GATA3 y ESR1, y baja tasa de mutaciones en

TP53)%.

La sobreexpresién de ERBB2 activa multiples vias de sefializacion que
promueven la proliferacion celular, la supervivencia, invasiéon y metastasis.
Todo ello confiere a este subgrupo de tumores una gran agresividad y un mal
prondstico clinico’. Asimismo la sobreexpresién de HER2 es la diana

terapéutica de los tratamientos con Trastuzumab y Lapatinib, entre otros™.

3.3. Basal-Like

Los tumores incluidos en este grupo presentan un patréon de expresion
caracteristico de las células del epitelio basal de la mama que consiste en la
expresion elevada de citoqueratinas basales (5/6, 14 y 17), p-Cadherina y
Caveolinal®. Este subgrupo representa el 15% de los CMs, mostrando un
comportamiento muy agresivo®™. Suele tratarse de tumores de gran tamafio,
indiferenciados, con afectacién ganglionar y de presentacion temprana.

Morfolégicamente se caracterizan por presentar elevado indice mitético,
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necrosis tumoral e infiltrado linfocitario. Estos tumores han cobrado un
destacado interés a raiz de estudios moleculares en arrays de expresién

desarrollados en la dltima década®™?*

. Suele tratarse de tumores triples
negativos (TN) para la expresion de RE, RP y HER2. Sin embargo, solo el 75% de
los CMs TN presentan patrones de expresidn basal-like mientras que el 25%

restante presentan otros patrones de expresion*’.

A nivel molecular los CMs basal-like se caracterizan por la elevada
expresion de los genes FOXM1 y MYC, asociados con proliferacién celular®,
Otro rasgo caracteristico de este grupo es la elevada prevalencia de
mutaciones en TP53 y, en menor medida, en PIK3CA. Asimismo un 20% de los
tumores presentan mutaciones somaticas o germinales en BRCA1 o BRCA2,
hecho que conferiria sensibilidad al tratamiento con inhibidores de Poli-ADP-
ribosa polimerasa (PARP)®. Estos tumores son altamente proliferativos,
presentan niveles altos de aneuploidia, gran ndmero de traslocaciones y
pérdidas cromosémicas, debido en gran medida a la inestabilidad

cromosémica que generan las mutaciones en los genes RB1, P53 y BRCA1*"*,

Este grupo de pacientes carece de tratamientos especificos, siendo la
quimioterapia el Unico tratamiento disponible, y desafortunadamente, el nivel
de respuesta patoldgica completa solo se alcanza en el 20% de las

2229 En estos casos la identificacion de CMs portadores de

pacientes
mutaciones en los genes BRCAs, que se detecta en el 15-20% de los CMs TN,
podria ayudar a la seleccion de pacientes que podrian beneficiarse del
tratamiento con inhibidores de PARP. De hecho, la presencia del
inmunofenotipo TN es actualmente uno de los criterios incluidos en la National

Comprenhensive Cancer Network (NCCN) Guideline del afio 2014** , y también

se incluird en breve en la guia de consejo genético de la Comunidad
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Valenciana®. Igualmente la presencia de mutaciones en PIK3CA o la pérdida de

PTEN posibilitaria el empleo de farmacos inhibidores de la ruta PIK3CA®,

4. Etiopatogénesis del CM hereditario y esporadico

El CM es una patologia multifactorial caracterizada por la acumulacién
de alteraciones genéticas y epigenéticas. La mejor comprensién de los
mecanismos que intervienen en el desarrollo del cancer estd teniendo un
importante papel en el diagndstico, prondstico y en el disefio de nuevas

estrategias de tratamiento en CM™*.

4.1. Mutaciones en los genes BRCA1y BRCA2

Los estudios de ligamiento realizados en la década de 1990 mostraron
que las mutaciones en los genes supresores de tumores BRCA1 y BRCA2

454647 Como se ha

confieren un alto riesgo de desarrollo de CM y CO
comentado, las familias que agregan un porcentaje elevado de estos tumores
suelen presentar una mayor incidencia de mutaciones en BRCA1 o BRCA2 que

los que carecen de historia familiar®.

Los CMs de portadores de mutaciones en BRCAI1 presentan como
rasgo caracteristico la elevada incidencia de CM TN*. Por el contrario, los CMs
de portadores de mutaciones en BRCA2 presentan caracteristicas similares a

los CMEs.

La mayoria de las mutaciones encontradas en BRCA1 o BRCA2 son
sustituciones o pequefias deleciones e inserciones, y en menor medida,
grandes reordenamientos®, que conllevan a la traduccién de una proteina
truncada no funcional, causante de una disfunciéon de la proteina codificada

por el gen afecto.

12



Introduccion

Las proteinas codificadas por los genes BRCA1 y BRCA2 estan
implicadas en multiples procesos celulares entre los que destaca la reparacién
de lesiones en la doble cadena de ADN (DSB) y la regulacion de la transcripcion
y del control del ciclo celular’”. Desempefian un papel crucial en el
mantenimiento de la integridad gendmica, tal como sugiere la inestabilidad
cromosémica observada en células haploinsuficientes en BRCA1 o BRCA2**™.
Este hecho se debe a que participan en el mecanismo de reparacién de
lesiones en el ADN llamado Recombinacién Homdloga (RH)**. Se trata de un
proceso muy fiable y exento de errores, en el que las hebras dafiadas son
reparadas tomando como molde la secuencia de ADN homdloga contenida en
la croméatida hermana®. Existen otros mecanismos reparadores, como es la

unién de extremos no homadlogos (NHEJ), pero a diferencia de la RH este es un

mecanismo no exento de errores>*.

Las proteinas BRCA1 y BRCA2 junto con RAD51 co-localizan en los
lugares de la lesidn. La funcién de BRCA1l en el mecanismo de RH parece
limitarse a la etapa inicial del proceso, resultando imprescindible para la
localizacién y sefializacion de los lugares de lesién’. BRCA1 interactta con el
complejo proteico MRE11/RAD50/Nbsl, regulando la generacion o

persistencia de ADN de simple cadena (ADNsc) necesario para iniciar la RH”>®.

BRCA2 tiene un papel mas directo en el mecanismo de reparacion,
relacionado con la ejecucidon del proceso reclutando nuevas moléculas de
RAD51 en el punto de lesién a través de su interaccién con el dominio BRCT?'.
RAD51 tiene una actividad catalitica central en el proceso de RH, recubre el
ADNsc lesionado formando filamentos nucleoproteicos que median el
emparejamiento homdlogo de las hebras dafiadas’. BRCA2, a través de su

extremo CT, también media la estabilizacion de estos filamentos
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nucleoproteicosss. Finalmente BRCA2 por su extremo NT interacciona con la
proteina PALB2, interaccién que es necesaria para que se acumulen las

proteinas BRCA2 y RAD51 en el punto de rotura™.

En el CME la inactivacién de BRCA1 y BRCA2 debido a mutaciones es un
evento raro®. Sin embargo, la disminucidn en los niveles de expresién de
BRCA1 en los CMEs es un hecho comun, que se corresponde con caracteristicas
mas agresivas de la enfermedad®, y que puede llegar a alcanzar la pérdida
total de la proteina BRCA1 hasta en un 20% de CMEs®’. En estos casos la
pérdida de funcion de BRCA1 se debe a otros mecanismos, principalmente la

hipermetilacién de su promotor®.

4.2. Pérdida de heterocigosidad en los genes BRCA1y
BRCA2

En las pacientes portadoras de mutaciones en BRCA1 o BRCA2 en linea
germinal, la pérdida del alelo no mutado, pérdida de heterocigosidad (LOH), es
el mecanismo de inactivaciéon del gen mdas comin a nivel somatico®.
Portadores de mutaciones en BRCAI1 presentan LOH en hasta el 90% de los
casos®. A este respecto, la hipdtesis de Knudson® postula que el proceso de
carcinogénesis requiere dos eventos independientes, el primero serian las
mutaciones heredadas en BRCA1 o BRCA2 presentes en las células germinales,
y el segundo seria la inactivacion del alelo sano del gen mediante el
mecanismo de LOH. Ante esta situacidon, las células afectadas entrarian en
apoptosis, sin embargo el tejido mamario y el ovario al estar sometidos a
estimulos hormonales proliferativos intensos podrian escapar al mecanismo de
apoptosis y continuar dividiéndose, acumulando mayor inestabilidad
cromosomica, que al no poder ser reparada induciria a la transformacion

tumoral®® (Figura 1).
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En los CMEs la LOH es un fendmeno menos frecuente que en los CMs
hereditarios®’, encontrandose LOH en BRCAI1 en el 32-38% de los CMEs
invasivos ductales y 21-42% de los invasivos lobulillares; la LOH en BRCA2 se ha
descrito en el 30-38% de los CMEs invasivos ductales y entre 17-39% de los
invasivos lobulillares, sin que se haya observado en tumores benignos de

mama67.

En los CMEs, los dos eventos de Knudson se producirian en las células
somaticas del tejido mamario. En BRCA1, la metilaciéon en el promotor de un
alelo se acompafia frecuentemente de la LOH del otro alelo®®. Mientras que en
BRCA2, otro mecanismo que provoca su inactivacion es la amplificacion de
EMSY, detectada en el 13% de los CMEs y asociada con mal prondstico,
especialmente en CMs con nddulos linfaticos negativos®. La proteina
codificada por EMSY interacciona con el exdn 3 de BRCA2 que estd implicado
en su regulaciéon transcripcional, de manera que cuando EMSY esta

sobreexpresado inhibe la transcripcién de BRCA2%.
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O BRCA+/BRCA

\ Loss of heterozygosity

Effects of haploinsufficiency? \
Aneuploidy?

Accelerated mutation? BRCA-/BRCA-
Stochastic?
Target tissues: local factors in permissive
tissues permit prolonged survival
Most tissues \
—‘» Further mutations due to chromosomal instability

loss of checkpoints or other secondary alterations
permits outgrowth

BRCA-/BRCA
Tissue-specific tumors

Figura 1. Modelo de carcinogénesis del CM hereditario del basado en la hipétesis de
Knudson. En azul se sefialan las células precancerosas y en rojo las cancerosas.
Tomado de Venkitaraman (2009)56

4.3. Variacion en el nimero de copias en el cancer de mama

Las variaciones en el numero de copias (VNC) de genes en las células
tumorales son un mecanismo importante para la activacion de oncogenes y un
punto clave en el desarrollo y progresiéon del CM”. Estas alteraciones pueden
ser de utilidad como biomarcadores prondsticos, siendo algunos de ellos
dianas terapéuticas’’. Entre los genes que mas frecuentemente muestran VNC
en CM cabe destacar ERBB2”>, AURKA”, EGFR™, CCND1”, FGFR1'®, TOP2A”" 7,

ESR1” y MYC®; todos ellos con implicaciones pronosticas y terapéuticas’”.

La amplificacion del oncogén ERBB2, detectada entre 15-30% de los
CMs, se asocia con grados histolégicos avanzados, ausencia de expresion de
receptores hormonales, y baja supervivencia. Relacionandose ademas con

resistencia a la quimioterapia en adyuvancia con tamoxifeno’’. No obstante, a
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pesar del mal prondstico que otorga la presencia de ERBB2, presenta la ventaja

de ser diana terapéutica del tratamiento con trastuzumab®®.

La proteina AURKA es una serina/treonina quinasa que participa en la
mitosis y en la meiosis, regula la participacién de BRCA1 en la transicién G2-M
del ciclo celular® y participa en el proceso de reparacién de lesiones en la
doble cadena de ADN®. Las alteraciones de AURKA, principalmente
amplificaciones, se han detectado en el 21% de los CM Es® y en el 33% en los
CMs de portadores de mutaciones en BRCA2®. Su sobreexpresién provoca una
segregacion cromosémica anormal generando aneuploidia y predisposicién al
cancer, asociandose con mal prondstico en CMs RE positivo’. Las VNC de
AURKA alteran la via de la RH a través de la inhibicion de RAD51 y la
hipoexpresidon de BRCAZ2, lo que confiere una mayor sensibilidad a inhibidores
del PARP, tal como se ha comprobado en estudios experimentales efectuados

en ratonesgs.

El gen EGFR codifica un receptor transmembrana que presenta
actividad tirosina quinasa’®. El 80% de los CMs TN presentan hiperexpresion

8387 | a amplificacion del gen, uno de los mecanismos que conduce

del receptor
a la sobreexpresién de la proteina, ha sido reportada en hasta el 25% de los
CMs TN®, mientras que en el resto de inmunofenotipos esta prevalencia se
sitia entre 0.8%-14.0%>>%. La amplificacién de EGFR se asocia con tumores de
mayor tamafio, escasamente diferenciados y mal prondstico clinico®. Este
grupo de pacientes pueden ser candidatos a tratamientos especificos anti-
EGFR, entre los que se incluyen inhibidores tirosina quinasa y anticuerpos

monoclonales dirigidos contra el receptor®”’*.

El gen CCND1 codifica la proteina Ciclina D1, implicada en la transicion

de G1-S del ciclo celular”. Ciclina D1 es una de las proteinas mas cominmente
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hiperexpresada en CM, con un prevalencia de entre 40-90%°", aunque esta
sobreexpresién no siempre es secundaria a la amplificacion del gen,
encontrada en el 5-20% de los CMs’’. La amplificacién se asocia con la
expresion de RE®', y es un factor de mal prondstico en pacientes post-

menopausicas tratadas con Anastrozol o Tamoxifeno®.

La amplificacion de FGFR1 se ha reportado en el 10-15% de los CMs®,
siendo el subtipo Luminal B el que presenta una mayor prevalencia, entre 16-
27%’°. Las deleciones del gen se han descrito en aproximadamente el 10% de
los CMs™. Tanto las amplificaciones como las deleciones del gen se asocian con

elevadas tasas de proliferacién y un mal pronéstico’®*°.

La amplificacién de TOP2A se ha encontrado en el 30-90% de los CMs
que presentan ERBB2 amplificado y solamente en el 3-8% de los tumores que
no presentan amplificacion de ERBB2%. La amplificacion del gen es predictiva
de respuesta a inhibidores de Topoisomerasa, entre los que se encuentran las
antraciclinas, en tanto que las deleciones del gen suponen una resistencia a
este tratamiento®, sin embargo, estos resultados son controvertidos™ y exigen

su confirmacién en nuevos estudios efectuados en series mas amplias.

La prevalencia de amplificacion de ESR1 en el CM varia ampliamente
entre 6-37%>°*%° en funcién de los métodos empleados en su deteccién y los
diferentes puntos de corte adoptados. La amplificacién de este gen se ha
asociado con elevados indices mitéticos™, aunque su significado clinico no esté
esclarecido. No obstante, Holst et al’’ sugieren que la amplificacién del gen

seria un evento muy temprano en el desarrollo de la enfermedad.

El gen MYC codifica una proteina nuclear de unién al DNA involucrada

en la regulacién de mas de 1500 genes®. Su amplificacién se detecta
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preferentemente en CM invasivo y ductal in situ de alto grado, no habiéndose
encontrado amplificaciones en lesiones benignas o hiperplasicas; lo que
sugiere que es un evento tardio en la progresion del CM*. La amplificacién de
MYC es un evento asociado con mal prondstico, con CMs de gran tamaifo, de
aparicién temprana y que no expresan RE y RP®. La amplificaciéon de MYC es
frecuente en los CMs de portadores de mutaciones en BRCAI1, detectandose
en el 53% de los CMs de este grupo frente al 23% encontrado en los CMEs™.
Asimismo, es un fendmeno frecuente en los CMs TN, detectandose en el 63%

de los mismos'®.

4.4. Alteraciones epigenética en cancer de mama

La epigenética se define como los cambios en la expresidn génica que

11 Entre las diversas

no se deben a ninguna alteracién en la secuencia de ADN
alteraciones epigenéticas que afectan a la expresidén génica, la metilacion de
las islas CpG de los promotores génicos es el principal mecanismo implicado en
el cadncer, al que hay que afiadir los miRs por su especial relevancia como

reguladores de la expresién génica'® (Figura 2).
4.4.1. Metilacion en promotores de genes supresores tumorales

La metilacién del ADN consiste en la adicidn covalente de un grupo
metilo en la posicidn C5 de las citosinas ubicadas en las islas CpG de los
promotores génicos, lo que conduce al silenciamiento del gen'®. El
silenciamiento de la expresién génica se ha explicado por la incapacidad de
algunos factores de transcripciéon (FT) de reconocer la zona metilada'®, de
manera que alteraciones en los patrones de metilacién conllevan a un patrén
de expresién génica alterado. Se han identificado perfiles de metilacion que

105,106

permiten diferenciar el tejido mamario sano del CM . Los inmunofenotipos

Luminal B y Basal presentan patrones de metilacion diferentes'”’, presentando
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los CMs Luminal B un patrén de hipermetilacion mientras que los tumores

107,28 ‘
A

Basal-like estan escasamente metilados si mismo, la metilacién de

promotores se asociada con los parametros evolutivos, presentando los CMs

hipermetilados mayor riesgo de mortalidad®.

NORMAL CELL P CANCER CELL

L4

Tumor supressor genes

V

Promoter specific
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Tesus specific genes
\ Onco-genes Cj
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Figura 2. Principales alteraciones epigenéticas durante el proceso de oncogénesis.
Tomado de Sandoval et al (2012)*.

Los patrones de metilacion de los CMs hereditarios y esporadicos se
han estudiado escasamente y los resultados han sido dispares. Asi, Suijkerbuijk

109
/

et a encontraron que los tumores portadores de mutaciones en BRCA1

mostraban menor grado de metilacion que los CMEs, por el contrario, Esteller
et al"™® describen un grado de metilacién similar para ambos grupos de

tumores.

Dentro del CM familiar se han identificado diferentes patrones de

metilacion'™. Los CMs de portadores de mutaciones en BRCAI presentan
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menor grado de metilacién que los CMs BRCA2 y los BRCAX. Ademas los CMs
BRCAX son un grupo muy heterogéneo en el que se diferencian dos subgrupos

en base a su perfil de metilacion™*.

La pérdida de expresidon consecuencia de la hipermetilacién de los
promotores de CDKN2A, ESR1, RP, RARB2, BRCA1, GSTP1, Cadherina-E y TIMP3
descrita en los CMs, puede considerarse un mecanismo etiopatogénico muy
relevante en la carcinogénesis mamaria. Ya que estos genes presentan un
papel relevante en las vias de la regulacidon del ciclo celular, sefalizacion
hormonal, reparacién del ADN, detoxificacién de sustancias carcinogénicas,

adhesién y migracién celular*>*®,

Tiene especial interés la hipermetilacion en el promotor de BRCA1, que
se encuentra entre el 11-30% de los CMEs y entre el 42-51% de los CMs
BRCAX™, en estos casos la metilacion se suele asociar con la LOH en el otro
alelo de BRCA1'™. Estos CMs que presentan un patrén BRCAness y deficiencia
de la proteina BRCA1 suelen ser mds agresivos, tener gran nimero de mitosis,
y RE negativos®®. Por el contrario, raramente se observa metilacion del

promotor de BRCA1 en CMs portadores de mutaciones en BRCA1 o BRCA2".

En el caso de la metilacion del promotor de BRCA2 la incidencia
reportada varia del 15-69%'"*, asi mismo, no se ha encontrado metilacién de

los promotores de BRCA1 o BRCA2 en tejido mamario sano®.

La metilacién en el promotor del gen de la Anemia de Fanconi F
(FANCF) también esta implicada en la etiopatogénesis del CM. Este gen forma
parte de una familia de genes que participan en el mecanismo de RH>>. Segun
algunos estudios la metilaciéon del promotor del gen FANCF es un fenédmeno
frecuente en el CME con una prevalencia del 17%%. Sin embargo estos

resultados son controvertidos ya que en otros estudios la prevalencia no
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supera el 1%'". Ademas de la proteina FANCF, también se ha identificado una
menor expresion de las proteinas FANCA, FANCD2 y FANCC en células con RH

deficiente™®.

Los procesos de metilacidn juegan un papel importante en la iniciacion
y en las primeras etapas del desarrollo tumoral, ademas son potencialmente
reversibles, lo que los convierte en atractivos como biomarcadores de

deteccidn precoz de la enfermedad asi como posibles dianas terapéuticas.
4.4.2. MicroRNAs como reguladores de la expresion génica

En los ultimos afios el descubrimiento de los miRs ha afiadido un nivel
de complejidad al estudio de los mecanismos moleculares implicados en el
cancer. Los miRs son moléculas de ARN monocatenario de pequefio tamafio
qgue no codifican para proteina y que participan en procesos de regulacién de
la expresion génica. El grado de complementariedad entre la secuencia del
miR y la del ARNm diana define el tipo de accién que ejerce el miR sobre éste.
Si la complementariedad entre las dos secuencias es perfecta se produce una
escision especifica de sitio en el ARNm; mientras que si la complementariedad

no es perfecta se produce la inhibicién de su traduccién”’.

Segun la version mas actualizada de la miRbase'*® el genoma humano
codifica para 2588 miRs maduros. Aproximadamente la mitad de los genes que
codifican para miRs se localizan en regiones que suelen presentar
traslocaciones, amplificaciones o deleciones, lo que conduce a la expresién
aberrante del miR durante la patogénesis'*®. Los miRs cuya expresién esta
aumentada en el tumor se denominan OncomiRs, y promueven el desarrollo
del tumor al inhibir la expresién de genes supresores tumorales y/o genes que
controlan el ciclo celular, la diferenciacién o la apoptosis. El caso contrario son

los miRs considerados supresores tumorales, cuya expresidon estd disminuida
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en el tumor, y regulan la expresion de oncogenes, de manera que estos

oncogenes presentan una expresion aumentada en el tumor™%**+1?*

El empleo de tecnologias basadas en microarrays ha permitido el
estudio del microRNAoma, permitiendo reconocer firmas de expresién de miRs
asociadas no solo con los tipos tumorales sino también con caracteristicas

anatomopatoldgicas propias de cada tumor.

4.4.2.1. MicroRNAs y cancer de mama

Son numerosos los estudios de expresion de miRs que ponen de
manifiesto la existencia de perfiles de expresién asociados con CM y mas

123,124,125,126 <
. Ademas su

concretamente con los diferentes subtipos moleculares
expresion se correlaciona con caracteristicas anatomopatoldgicas (presencia
de RE y RP, amplificacion de ERBB2) y clinicas (invasividad, grado histolégico,

estadio tumoral, metéstasis o supervivencia)?**?"1241%8,

En términos generales existe una buena concordancia entre estudios
que analizan la asociacidn entre la expresidn de miRs y la expresidon de RE y

RP'?*12417 "gin embargo, la correspondencia entre los diferentes estudios de

expresién de miRs con las caracteristicas clinicas es escasa'*>"'*.

La mayoria de estudios que comparan perfiles de expresion de miRs
entre tejido mamario sano y CM se han realizado en CME. Aunque los perfiles
de expresiéon de miRs que seleccionan estos estudios son muy amplios, casi
todos coinciden en encontrar en el CME una mayor expresion del miR-21 y una
menor expresion de los miRs let-7a, miR-125 y miR-145 respecto al tejido

mamario sano**.
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Son escasos los estudios que analizan los perfiles de expresiéon de miRs
atendiendo al caracter hereditario del CM. En este sentido Tanic et al*®
identificaron un conjunto de 19 miRs hiperexpresados en CM hereditario en
comparacion con tejido mamario sano. Once de los miRs se habian reportado

previamente desregulados en CME™**%#

, por lo que solo restan ocho miRs
(miR-99a, miR-195, miR-300, miR-320a, miR-320b, miR-320c, miR-320d y miR-
335) asociados especificamente con los CMs hereditarios, que incluian tumores
portadores de mutaciones en BRCA1, en BRCA2 y BRCAX'?. Este mismo grupo
encuentra que los CMs de portadores de mutaciones en BRCA1 o BRCA2
presentan patrones de expresion de miRs similares y claramente diferentes de
los patrones de expresiéon mostrados por los CMs BRCAX y Esporadicos™***,
Ademas, describen que los CMs BRCAX muestran una gran heterogeneidad,
llegando a identificarse cuatro subgrupos que presentan cada uno de ellos una

firma especifica de miRs**°.

La desregulacién en la expresiéon de los miRs no solo afecta a procesos
celulares implicados en la carcinogénesis, sino que también puede repercutir

132 E| miR-21 se ha asociado con la resistencia a

en la respuesta al tratamiento
trastuzumab mediada a través de la regulacién inversa de PTEN"*. El miR-182
estd involucrado en la respuesta a la radioterapia y a los inhibidores de
PARP™*. También se ha reportado que los miR-221/222 actlian como
reguladores de la resistencia al tamoxifeno a través de la regulacién negativa

del REalfa®®.

Los perfiles de expresion de miRNAs pueden ayudar a una mejor
subclasificacion de los tumores segun sus caracteristicas clinico-patoldgicas,

ademds muestran un gran potencial como marcadores prondsticos vy
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predictivos de respuesta a tratamiento'® e incluso como dianas

tera péuticasm,m.

5. Medicina personalizada en cancer de mama

Durante muchos afios, el tratamiento del CM se ha basado en

, .. . . 138
regimenes de quimioterapia, provocando numerosos efectos secundarios™".
Sin embargo, en los ultimos afios la caracterizacidn de los subtipos moleculares
de CM vy las rutas de sefalizacidon implicadas en la enfermedad, asi como la
identificacién de alteraciones oncogénicas o driver, ha conducido al desarrollo

de una terapia personalizada®® (Tabla 2).

La informaciéon genética en combinacién con las variables clinico-
patoldgicas puede emplearse para estimar el riesgo de recurrencia y predecir
la eficiencia de una terapéutica concreta'. Las guias terapéuticas mas
recientes han incorporado las firmas gendmicas en sus algoritmos, siendo
actualmente una herramienta prondstica, y en algunos casos, también
predictiva. Actualmente plataformas gendmicas comerciales, tales como
OncotypeDX, MammaPrint, PAM50, Mapquant, GGl y La firma de Rotterdam,
permiten realizar una estimacidn prondstica y una orientacién terapéutica
precisa del CM en estadios precoces'™. La mayoria de estas pruebas
proporcionan un riesgo estimado de recurrencia, categorizando a las pacientes
en funcién de su riesgo de recaida, y aunque estos ensayos no se han disefiado
para seleccionar pacientes que se beneficien de un régimen terapéutico
especifico, si que se asume que las pacientes clasificadas de alto riesgo

presentaran beneficio de tratamiento con quimioterapia adyuvantem.

Entre los tratamientos con terapias diana, cabe mencionar los

inhibidores tirosina quinasa dirigidos frente a gran niumero de dianas (HER1,
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HER2, HER3, IGFR, c-MET, EGFR), inhibidores de rutas de sefalizacion
intracelular (PI3K, AKT, mTOR, ERK), inhibidores de angiogénesis (VEGF) o
agentes que intervienen en la reparacion del ADN*; todos ellos, tratamientos

’

mas selectivos y, por tanto, mas eficaces y menos toxicos.

Tabla 2. Relacion de las posibles dianas farmacoldgicas basadas en la presencia
de alteraciones genéticas.

Gen Farmaco
Tirosina Quinasas
EGFR Gefitinib, Cetuximab, otros
ERBB2 Lapatinib, Trastuzumab, otros
ERBB3 MM-121, MM-111, AMG888
ERBB4 Lapatinib, Neratinib
KIT, PDGFRA, PDGFRB Imatinib, Masitinib (AB1010)
ABL1, ABL2 Imatinib, Dasatinib, Nilotinib
DDR2, DDR1 Imatinib, Nilotinib y Bafetinib (INNO-406)
FGFR2, FGFR3, FGFR4 Dovitinib, AZD4547
JAK1, JAK2, JAK3, TYK2 Tofacitinib, Ruxolitinib
ALK, ROS1, LTK Crizotinib
MET, MST1R Foretinib, Tivantinib, MetMAb (PRO143966)
Ser/Thr Quinasas
AKT1, AKT2, AKT3 MK2206
BRAF Vemurafenib
CDK4, CDK4, Cyclin D1 PD0332991
Via PIK3CA
PIK3CA, PIK3R1, PIK3R3,
PTEN, INPP4B BKM120, GDC-0941, otros
BRCAlo0 2
BRCAL, BRCA2 Cisplatin, Carboplatin, PARP inhibidores

Modificado de The Cancer Genome Atlas Network®® (2012)

El ejemplo mas representativo es el subgrupo de CM que presenta

amplificacidn de ERBB2, en el que un nimero cada vez mayor de farmacos
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dirigidos estan cambiando la historia natural de esta enfermedad agresiva'*".
De manera similar los CMs con pérdida de funciéon en los genes BRCA1 o
BRCA2, ya sea por causa hereditaria como esporadica, muestran sensibilidad

%2 | a deficiencia en el mecanismo de

al tratamiento con inhibidores de PARP
RH en este grupo de tumores, les confiere también mayor sensibilidad a
agentes que generan uniones cruzadas con el ADN, como son las sales de

platino™®.

Especial interés presenta el subgrupo de CM TN, donde en ausencia de
tratamientos especificos, la quimioterapia es la tnica opcién disponible®. En
estos casos la identificacidon de mutaciones driver, tal como son las mutaciones
de BRCA1 y BRCA2, muy frecuentes en los CMs TN, o las mutaciones de PIK3CA
o de EGFR abre nuevas perspectivas para el empleo de tratamientos con

inhibidores de PARP, de EGFR, de laruta PIK3CA o de la angiogénesis““.

El tratamiento con agentes hipometilantes como la azacitidina o la
decitabina resulta prometedor, aunque por el momento su aplicacién se ha
limitado a pacientes con sindrome mielodisplasico de alto riesgo'”. No
obstante, cabe confiar que cuando se conozca mejor el papel de la metilacion

en el cancer, los ensayos clinicos afiancen su utilidad™*

, pudiendo extenderse
estos ensayos a un mayor nimero de neoplasias. En concreto, en CM se ha
visto que el tratamiento con agentes hipometilantes en lineas celulares que
presentaban el RE metilado conseguia restaurar la expresién del RE y la
consiguiente produccién de proteina funcional*”’.

De igual manera, la potencial utilidad de los miRs como terapia en

cancer estd actualmente bajo exploraciéon, siendo numerosos los estudios que

sugieren que el empleo los miRs pueden ser una opcién viable en el
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tratamiento del CM dirigida frente a dianas moleculares o como agentes

antineoplasicos 1#&149:130136.137

Todo ello demanda la urgente necesidad de identificar los mecanismos
etiopatogénicos involucrados en el desarrollo del CM, para con ello impulsar el
desarrollo de farmacos especificos que permitan adoptar una opcidn

terapéutica mads ajustada a las caracteristicas tumorales de cada paciente.

La mejora en el entendimiento de las bases moleculares del CM ha
proporcionado posibles dianas para el desarrollo de nuevas terapias basadas
en las caracteristicas moleculares de los tumores que podrian mejorar el
beneficio de las terapias actuales. Por ello el uso de paneles de biomarcadores
podria guiarnos en la identificacién de pacientes no solo que se vayan a
beneficiar de una terapia concreta, sino también aquellos para los que no
suponga un beneficio, evitando sobretratamientos innecesarios, minimizando
las toxicidades derivadas del tratamiento, asi como los costes que representan

para el sistema sanitario.
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Justificacion y Objetivos

El CM es una de las principales causas de muerte por cancer en la
mujer en todo el mundo. En la actualidad el CM se entiende como una
enfermedad heterogénea que abarca una serie de entidades definidas por sus

1 Todo ello

diferentes caracteristicas biolégicas y comportamientos clinicos
ha llevado a la busqueda de biomarcadores que, a nivel individual o en
combinacion con otros marcadores (perfiles), ofrezcan a una mayor precision
diagndstica, en el comportamiento evolutivo y en la prediccidn de la respuesta

terapéutica™.

El presente estudio considera como mecanismo etiopatogénico de
referencia del CM las mutaciones en los genes supresores tumorales BRCA1 y
BRCA2, caracteristicas del cancer de mama hereditario (CMH) y causantes de
deficiencias en el mecanismo de RH, uno de los principales mecanismos de
reparacion de lesiones en la doble cadena del ADN. Los CMH con mutaciones
en BRCA1 suelen presentar fenotipo basal, caracterizado por la triple
negatividad (CM TN) para la expresién de RE, RP y HER2®®. Este fenotipo TN
también se presenta en un 25% de los CMEs, en los que la disfuncién de los

genes BRCAs puede ser un mecanismo etiopatogénico importante®®**,

e El objetivo principal de la presente tesis doctoral es identificar los
patrones de parametros IHQs vy alteraciones genéticas y epigenéticas
vinculadas a los mecanismos etiopatogénicos del CM y a la progresion tumoral.
La caracterizacién de estos patrones puede ser de gran relevancia para
orientar el tratamiento del tumor con agentes antineopldsicos o terapias
dirigidas, como es la reciente incorporacidn de los inhibidores de PARP, que

podrian ser la base de una medicina personalizada y de precisién.

Por esta razon, en la presente tesis, se busca caracterizar los patrones

IHQs, moleculares y epigenéticos asociados a los CMs portadores de
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mutaciones en BRCA1 o BRCA2, CMs familiares no portadores de mutaciones
(BRCAX) y CMEs. La particular relevancia de los CMs TN justifica que también

se caractericen estos patrones en este grupo.

Para alcanzar este objetivo principal se han planteado los siguientes

objetivos especificos:

1. Identificar los parametros IHQs y moleculares asociados con cada uno

de los cuatro grupos de estudio (BRCA1, BRCA2, BRCAX y Esporddico).

1.1. Identificar los parametros IHQs mas relevantes para la

identificacion de cada grupo.

1.2. Determinar el perfil de VNC vinculado a cada uno de los grupos.

1.3. Definir el perfil de metilacién en promotores de genes

supresores tumorales asociado con cada grupo.

1.4. Identificar miRs diferencialmente expresados en los grupos de

estudio y validar su expresion en una serie mayor.

1.5. Establecer los marcadores mas relevantes para la clasificacion

de los cuatro grupos.

2. Asimismo se estudian los perfiles IHQs, moleculares y epigenéticos de

los CMs TNy no TN.

2.1. Identificar los parametros IHQs que permitan la distincién de los

CMs TNy no TN.

2.2. Definir el perfil de VNC asociado con los CMs TN y No TN.
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2.3. Identificar el perfil de metilacion en los promotores de genes

supresores tumorales asociados a los CMs TN y no TN.

2.4. Comparar la expresion de miRs en los CMs TN y no TN.

2.5. Establecer los marcadores mas relevantes para la identificacion

de los CMs TN y No TN.
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Material y Métodos

1. Pacientes y muestras

El presente estudio incluye un total de 277 pacientes con CM, 162 con
CMOH y 115 CMEs. Las 162 pacientes con historia de CMOH fueron atendidas
en las Unidades de Consejo Genético en Cancer (UCGC) dependientes del
Programa de Consejo Genético en Cancer de la Comunidad Valenciana
(PCGCCV)™*™*: Hospital de Castellén, Hospital Clinico de Valencia, Hospital
Universitario y Politécnico La Fe (HUyP La Fe) y Hospital de Elche (Anexo 1).
Todas las pacientes del estudio son casos indices (Cls) con CM que cumplen los

criterios establecidos en el PCGCCV* (Tabla 3).

Las 115 pacientes con CME proceden de los servicios de Oncologia
Médica (OM) de diversos hospitales de la Comunidad Valenciana [Instituto
Valenciano de Oncologia (IVO), Hospital de Elche, Hospital General
Universitario de Alicante (HGUA), Hospital Clinico Universitario de Valencia vy

HUyP La Fe] (Anexo 1).

Las 277 pacientes reclutadas se distribuyen en cuatro grupos de
estudio:

a) Grupo BRCA1 (BRCA1): 48 Cls con CM que portaban mutaciones en
BRCA1L.

b) Grupo BRCA2 (BRCA2): 40 portadores de mutaciones en BRCA2.

c) Grupo BRCAX: 74 CM de pacientes con historia familiar en los que
no se detectaron mutaciones ni grandes reordenamientos (LGRs) en los genes
BRCA1/BRCA2.

d) Grupo Esporadico (CME): 115 pacientes con CM sin historia familiar.

En todos los casos las pacientes han manifestado por escrito su
aprobacion para participar en el estudio. Este consentimiento informado se ha

elaborado de acuerdo con las directrices recogidas en la Declaracidon de
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155

Derechos Humanos y Conferencia de Helsinki~>” y los requisitos establecidos en

156,157

la legislacion valenciana y espafiola en el ambito de investigacién

biomédica.

Asimismo, en el mencionado documento se solicita la autorizacién
para incluir muestra tumoral en el estudio y almacenar el excedente de la
misma en el Biobanco del Centro Superior de Investigacién de Salud Publica de

la Conselleria de Sanidad de la Comunidad Valenciana.

Tabla 3. Criterios de seleccidén de pacientes de alto riesgo de CMOH establecidos en el

. Lo , . . 43
Programa de Consejo Genético en Cancer de la Comunidad Valenciana™.

CRITERIOS DE SELECCION

Familias con un unico caso de CM

CM diagnosticado antes de los 30 afios

CMB diagnosticado antes de los 40 afos (al menos uno de los tumores)
Un CM y un CO en la misma paciente

Familias con dos casos en familiares de primer grado1

Dos casos de CM o CMB, al menos uno diagnosticado antes de los 50 afios
Dos 0 mas casos de CO (independientemente de la edad)

Un CM y un CO en dos familiares (independientemente de la edad)

Un caso de CM en vardn y otro de mama/ovario en mujer (independientemente
de la edad)

Familias con tres o mas casos afectados por CM, al menos dos en familiares de
primer grado

CMB: cancer de mama bilateral; CO: cancer de ovario; ! Familiares de primer grado son madres,
hijas y hermanas. No se consideran los varones al considerar el parentesco.
2. Circuito de trabajo

La presente tesis se ha realizado gracias a la colaboracidn de diferentes
servicios de Anatomia Patoldgica (AP) de la Comunidad Valencia. Los estudios

IHQs y moleculares se han realizado en los en los laboratorios del Servicio de
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AP del HGUA vy de Biologia Molecular del Servicio de Analisis Clinicos del HUyP
La Fe y en el reclutamiento de las pacientes han participado las UCGC y

servicios de OM antes mencionados (Anexo 1).

El circuito de trabajo (Figura 3) se inicia con la recogida de los
consentimientos informados por parte de las UCGC y servicios de OM
implicados en el proyecto. Estos consentimientos se remiten al coordinador de
la Red Valenciana de Biobancos (RVB), que solicita la muestra del tumor
primario [tejido tumoral incluido en parafina (FFPE)] a los servicios de AP en
donde se almacenan. Los bloques de tejido FFPE son remitidos al servicio de
AP del HGUA, encargado de efectuar las determinaciones IHQs y seleccionar el
material para su envio al Laboratorio de Biologia Molecular del HUyP La Fe,

donde se efectlan los estudios moleculares planteados en el proyecto.

UCGC Servicios Oncologia
Consentimiento informado Consentimiento informado
CMF CME

—

Red de Biobancos de la Comunidad Valenciana }

=
[ Biobanco HGUA }

!

HGUA HUyP La Fe
Determinaciones HQ, Determinaciones Moleculares
RE, RP, HER2, Ki67, ARN: ADN:
Caderina E, CK18, Expresion de VNC
EGFR,CK5/6 microRNAs Metilacion

Figura 3. Circuito de trabajo. UCGC: Unidades de Consejo Genético en Cancer; CMF:
CM con historia familiar; CME: CM Esporadico, VNC: Variacidn del nimero de copias.
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3. Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2

Las mutaciones puntuales (substituciones y pequeias
inserciones/deleciones) o LGRs (grandes deleciones e inserciones que
comprometen fragmentos de ADNg de entre 0,2 a 400 Kb) en linea germinal en
los genes BRCA1 y BRCA2 de las 162 pacientes con CM familiar incluidos en el
estudio proceden de la base de datos de nuestro laboratorio que es referente
para el estudio molecular de las mutaciones en los genes BRCA1/2 en la

Comunidad Valenciana™”.

Todas ellas han sido analizadas de acuerdo a los procedimientos
estandarizados en nuestro laboratorio. El estudio de mutaciones puntuales se
ha realizado efectuando un cribado previo de mutaciones de los productos de
PCR (23 para BRCA1 y 26 para BRCA2) por analisis de curvas de fusién de alta

158

resolucion (HRM; High Resolution Melting)™°, seguido de la secuenciacion
posterior de los productos de PCR andmalos. Los LGRs se han detectado
siguiendo un método de amplificacion multiple de sondas denominado MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) seguido del analisis
posterior de los fragmentos generados mediante electroforesis capilar
(EC)159,160.

4. Caracteristicas demograficas y patoldgicas de las
pacientes estudiadas

Se han recopilado las caracteristicas demograficas (edad al
diagndstico) y patoldgicas (tamafio tumoral (T), afectacidon ganglionar (N),
grado histoldgico (GH), presencia de metastasis (M) y el subtipo histolégico) de
las pacientes incluidas en el estudio (Tabla 4). Asimismo, se recogen las
caracteristicas demograficas y patoldgicas de los CMs triple negativos (TN) y

No TN.
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Tabla 4. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los grupos estudiados

BRCA1 BRCA2 BRCAX ESPORADICO TN No TN

VARIABLE n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Edad (afios) (n;XtDT) | 47;49+11,2 41;46+11,2 74;45+11,5 114;54+11,5 |79;47+11,6 186;49+11,9
T <2cm 27 (56) 19 (50) 41 (56) 64 (58) 33 (44) 110 (61)
(n=270) >2cm 21 (44) 19 (50) 32 (44) 47 (42) 42 (56) 71 (39)
N 0 32 (67) 21 (55) 54 (74) 67 (60) 49 (69) 109 (61)
(n=270) 1 16 (33) 17 (45) 19 (26) 44 (40) 70 (39) 22 (31)
M 0 28 (100) 32(97) 38(97) 57 (93) 41 (98) 102 (96)
(n=161) 1 0(0) 1(3) 1(3) 4(7) 1(2) 4 (4)
GH 1 3 (6) 7 (18) 15 (21) 20 (18) 3 (4) 41 (24)
2 14 (29) 15 (40) 33 (45) 42 (38) 16 (22) 68 (40)
(n=270) 3 31 (65) 16 (42) 25 (34) 49 (44) 52 (73) 60 (35)
Tipo )] 41 (95) 36 (90) 60 (87) 100 (90) 72 (100) 160 (85)
Histoldgico cLl 0(0) 3(7) 7 (10) 8(7) 0(0) 18 (10)
(n=263) In situ 2 (5) 1(3) 2(3) 3(3) 0(0) 9 (5)

T: Tamafio tumoral, N: Afectacidn ganglionar (NO: Ausencia, N1: Presencia); M: metastasis
(MO: Ausencia, M1: Presencia); GH: Grado Histoldgico (1: diferenciado, 2: poco diferenciado,
3: indiferenciado); CDI: Carcinoma ductal infiltrante; CLI: Carcinoma lobulillar infiltrante; X:
media; DT: Desviacion tipica.

5. Determinaciones Inmunohistoquimicas

Las determinaciones IHQs realizadas incluyen expresidon de receptores
hormonales de estradiol y progresterona (RE y RP), citoqueratinas (CK 5/6 y CK
18), expresidon y amplificacion de HER2 y expresion de Caderina-E, EGFR vy
marcador de proliferacién celular Ki67.

El estudio IHQ se ha realizado empleando matrices de tejido (TMA)
gue han incluido dos secciones de 1 mm de tejido tumoral por caso. Los cortes
realizados sobre los TMA han sido incubados durante 30 minutos (min) a
temperatura ambiente con anticuerpos primarios especificos para cada una de
las determinaciones (Anexo 2). La deteccién se ha llevado a cabo con el
sistema estreptavidina-biotina-peroxidasa (Dako), utilizando como cromégeno

la diaminobencidina (DAB; Dako).
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La valoracién IHQ se ha realizado en microscopio déptico por dos
observadores, valorando al menos 100 células.

La expresidon de RE y RP ha sido evaluada aplicando el sistema de
puntuacion Allred siguiendo las recomendaciones indicadas en las guias de
ASCO y CAP™ (Figura 4A y 4B). La expresién de HER2 se ha puntuado
siguiendo los criterios y las indicaciones del kit HercepTest™ ** (Figura 4C). En
casos con tincion de intensidad >2, se ha realizado hibridacidon in situ
fluorescente (FISH) del oncogén empleando el kit Dual-CISH (PharmaDx Kit,
Dako) cuantificando al menos 60 sefales. En la evaluacién de la expresion de
EGFR y Caderina-E (Figura 4D y 4E) se han aplicado criterios similares a los

163164165 E| factor de proliferacion celular Ki67 (Figura 4F)

empleados para HER2
se ha expresado como porcentaje de células con tincidon nuclear positiva, de
acuerdo con las recomendaciones del Consenso Internacional de Expertos de

San Gallen®®®**’

. La expresion de las citoqueratinas 5/6 y 18 (Figuras 4G y 4H)
se ha considerado positiva ante la presencia de tincidn citoplasmatica en mas

del 5% de las células.

Figura 4. Expresion de marcadores inmunohistoquimicos. A: RE; B: RP; C: HER2; D:
EGFR; E: Caderina-E; F: Ki67; G: CK5/6; H: CK18

El inmunofetotipo tumoral se ha establecido de acuerdo con el

168,166,167,
7

Consenso Internacional de San Gallen siendo modificado
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posteriormente agrupando todos los tumores que presentaban amplificacion
de HER2 en un solo grupo y unificando en otro grupo los tumores negativos
para la expresion de RE, RP y HER2 (TN) (Basales y Quintuples negativos). Se
dispone del inmunofenotipo de 270 CMs, 112 son luminal A, 46 luminal B, 33
Her2y 79 TN (Tabla 5)

Tabla 5. Clasificacion seguida para el establecimiento del inmunofenotipo

Clasificacién . , . Clasificacién
166 Marcadores Inmunohistoquimica
ELETJELE!

St. Gallen

RE y/o RP positivos; HER2 negativo;
proliferacién celular baja (Ki67 <14%)
RE y/o RP positivos; HER2 negativo;
proliferacion celular alta (Ki67 >14%)
LUMINAL B/HER2 RE y/o RP positivos; HER2 positivo

LUMINAL A LUMINALA 112

LUMINAL B LUMINAL B 46

HER2
HER2 CLASICO RE y RP negativos; HER2 positivo R 33
BASAL REy RP f\eigatlvos; HER2 negatwo;
K5/6 positivo y/o EGFR positivo N 29

RE y RP negativos; HER2 negativo;

INTUPLE NEGATI
QUINTU GATIVO CK5/6 negativo y EGFR negativo

n: numero de casos

6. Extraccion de acidos nucleicos

6.1. Extraccion de ADN

Para la extraccién de ADN se ha empleado el kit de extraccién QlAamp
DNA Investigator (Quiagen). Para ello se han utilizado dos secciones de FFPE de
un mm de didmetro procediendo a su desparafinacion mediante una solucion
de desparafinado (Quiagen). El método de extraccidn se basa en el empleo de
columnas de adsorcion que retienen el ADN. El procedimiento consiste en una

digestion con proteinasa K durante toda la noche, seguida de una serie de
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lavados en columna y elucidn final en Tris Edta (TE), obteniendo un eluido de

ADN purificado libre de proteinas, nucleasas y otros inhibidores.

6.2. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se ha realizado empleado el Kit RecoverAll™ Total
Nucleic Acid Isolation (Ambion) partiendo de tres secciones de muestra de un
mm de didmetro. Las muestras tras su disgregacion se someten a una digestion
con proteasa K, seguida de una digestion con ADNasa. El ARN total queda
adsorbido a una columna de la que se libera tras varios lavados con los

reactivos del kit y una elucién final con agua libre de ARNasas.

6.3. Cuantificacion y calidad de los acidos nucleicos

La concentracion y calidad de los acidos nucleicos extraidos (ADN y
ARN) han sido evaluadas espectrofotométricamente en el NanoDrop (ND-1000
Spectrophotometer v3.3). La calidad de la muestra viene expresada como
cociente de absorbancias medidas a 260 y 280 nm. Han sido consideradas
muestras con calidad aceptables aquellas con cocientes 260/280 entre 1,8-2,0.
Una vez cuantificados, los acidos nucleicos se han almacenado a -80°C hasta el

momento de su empleo.

Adicionalmente se ha valorado la integridad del ARN de las muestras
destinadas a los estudios de expresion de miRs. Para ello se ha empleado el kit
Total RNA Nano (Technologies, Santa Clara) en el Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara). Los electroferogramas obtenidos se han visualizado
en el software Agilent 2100 Expert (Figura 5). La integridad del ARN se valora
mediante un nimero (RIN) comprendido entre 1 (totalmente degradado) y 10
(integro). Las muestras utilizadas han presentado un RIN entre 2.30 y 2.80.

Este RIN tan bajo indica una marcada degradacién y/o presencia de pequefios
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fragmentos de ARN, (Figura 5), correspondientes al tamafio propio de los

miRs.

RIM: 240
[FU]
10
5
0
T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]

Figura 5. Andlisis de la calidad del ARN total extraido con Bioanalyzer 2100. En la
muestra se observa mayoritariamente un porcentaje alto de ARN de pequefio tamafio.

7. Estudios moleculares efectuados en ADN

Se han efectuado dos tipos de estudios en ADN: la determinacion de la
variacion en el nimero de copias (VNC), ganancias o pérdidas, de 20 genes que
juegan un papel importante en el desarrollo, progresién y respuesta al
tratamiento en tumores mamarios invasivos”, y la metilaciéon en promotores
de 24 genes supresores tumorales implicados en cancer’®. Ambos estudios

13 o su variante sensible a

han sido realizados aplicando la técnica MLPA
metilacién (MS-MLPA'®).

La VNC se ha estudiado en 253 muestras (46 CMs BRCA1, 35 BRCA2, 69
BRCAX y 103 CMEs), de las cuales en 249 (75 CMs TN y 174 No TN) se disponia
de inmunofenotipo.

El estudio de metilacién en promotores se ha efectuado en 240
muestras (45 CMs BRCA1, 33 BRCA2, 66 BRCAX y 96 CMEs), de las que, 71

presentaban inmunofenotipo TNy 166 No TN.
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7.1. Deteccidén de la VNC mediante Amplificacion multiple
empleando sonda dependiente de ligacion (MLPA)

7.1.1. Fundamento del método de MLPA

La técnica de MLPA™ es un procedimiento de cuantificacion relativa
que permite detectar la VNC de multiples secuencias de ADN en una Unica
reaccién. El método se fundamenta en la hibridacién de multiples sondas que
cubren la regién del gen a analizar con la secuencia de ADN del paciente.
Unicamente las sondas que han hibridado en secuencias adyacentes pueden
ser unidas por una enzima ligasa. Finalmente, el particular disefio de las sondas
permite la amplificacion simultdnea de aquéllas que han sido ligadas
empleando una pareja de cebadores universales y bajo las mismas condiciones

de PCR.

7.1.2. Protocolo de trabajo y reactivos empleados

Se ha seguido el protocolo de trabajo recomendado por el fabricante”

incluyendo en cada experimento dos muestras control. EI ADN control se ha

obtenido a partir de tejido mamario sano incluido en parafina.

El protocolo comienza con la desnaturalizacion del ADN del paciente y
posterior adicion de la mezcla de sondas junto con su correspondiente tampdn
de hibridacion. Tras 16 h de incubacién se afiade la enzima ligasa que ligara los
dos oligonucledtidos de cada una de las sondas que hayan hibridado sobre la
muestra de ADN del paciente. Tras este proceso, el producto de ligacidn junto
con la mezcla de PCR, que incluye primers universales, el buffer de PCR y la
ADN polimerasa, es sometido a un programa de PCR. Los productos de PCR

generados son almacenados a -202C hasta ser analizados mediante EC.
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En la deteccion de VNC se ha empleado el kit SALSA MLPA probemix
P078 Breast Tumour® contiene 41 sondas que exploran la VNC en 20 genes
relacionados con el CM (ERBB2, BIRC5, MYC, TOP2A, ESR1, MTDH, CCND1,
CCNE1, EGFR, EMSY, ADAMS, IKBKB, CDH1, CDC6, CPD, FGFR1, MED1, MAPT,
PRMD14 y AURKA), incluyendo ademads 12 sondas de referencia. Como todos
los kits de MLPA, presenta también cuatro sondas control que valoran la
cantidad de ADN en la muestra (sondas DQ) y las etapas de desnaturalizacion e
hibridacidn (sondas DD). En el Anexo 3 se recoge la informacidon de cada una

de las sondas contenidas en la mezcla.

7.1.3. Anadlisis de fragmentos por electroforesis capilar e

interpretacion de los resultados

Los productos de PCR son separados y detectados mediante EC en el
equipo ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applyed Biosystems). Debido al
diferente tamafio que presenta cada sonda, los productos de PCR generados
presentan diferente tamafio y diferente movilidad electroforética. Esta
caracteristica permite asociar cada una de las sefiales detectadas en el analisis
de fragmentos con una sonda, permitiendo asi su identificacién. Las sefales
detectadas son proporcionales a la cantidad de secuencia diana presente en la

muestra.

Para la evaluacion e interpretacién del patrén de picos generados en
el analisis de fragmentos hemos empleado el software Coffalyser (MRC
Holland, The Netherlands)'’®. Tras la evaluacién inicial de los
electroferogramas en el equipo de EC, los datos de las carreras son exportados
al software que permite realizar la interpretacion del analisis de fragmentos
(Figura 6A) y el analisis comparativo de la muestra problema y muestras

control, estimando para cada sonda un cociente que se corresponde a la dosis
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génica de la secuencia de estudio. Cocientes en torno a 1 suponen dosis
génicas similares en el paciente y en las muestras de referencia; en el caso de
presencia de amplificaciones en la muestra el ratio es superior a 1.3, mientras

que en el caso de presencia de deleciones es menor de 0.7 (Figura 6B).

Figura 6. Analisis de resultados con Coffalyaser. A: Electroferograma de la muestra
problema generado en el Coffalyser a partir de los datos tomados del secuenciador. B:
Analisis comparativo de la muestra problema respecto a la muestra control.

7.2. Deteccidon de la metilacidon de promotores mediante
amplificacion multiple empleando sonda dependiente de
ligacion sensible a metilacion (MS-MLPA)

7.2.1. Fundamento del método de MS-MLPA

s . 1 ope .z .
La técnica MS-MLPA™ es una modificacion del MLPA convencional
descrita en el apartado anterior. En este caso la secuencia detectada por la
sonda contiene una secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccién

sensible a la metilacion Hhal. El método presenta una etapa de digestion con
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dicha enzima en la que se produce la digestién de los hibridos ADN
muestra:sonda si el ADN no esta metilado en la secuencia de reconocimiento.
En caso contrario, si el paciente presenta metilacién en la secuencia de
reconocimiento, el hibrido ADN de la muestra:sonda no serd digerido por la
enzima de restriccion Hhal y, en consecuencia, podra ser amplificado en la
siguiente fase, detectdndose la correspondiente sefial/pico en el

electroferograma.

7.2.2. Protocolo de trabajo y reactivos empleados

El protocolo de trabajo es similar al descrito en el protocolo de MLPA
convencional (Apartado 7.1.2) pero con ligeras variaciones. Tras la etapa de
hibridacion la muestra se divide en dos alicuotas. La primera de ellas
proporcionard informacién sobre el nimero de copias de cada uno de los
genes de estudio, procediendo segun el protocolo previamente descrito.
Mientras que en la segunda alicuota se valorara la metilacién, en ella ademas
del tampdn de ligacion vy la ligasa se afiade la enzima de restriccion sensible a
metilacion Hhal. La etapa de ligacién y digestion sigue con la amplificacién de
los productos mediante PCR aplicando el protocolo recomendado por el

fabricante.

Se ha empleado el kit MEOO1 MS-MLPA (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands) que contiene 24 secuencias que hibridan con las regiones
promotoras de un conjunto de genes supresores de tumores (TIMP3, APC,
CDKN2A, MLH1, ATM, RARB, CDKN2B, HIC1, CHFR, BRCA1, CASP8, CDKN1B,
PTEN, BRCA2, CD44, RASSF1, DAPK1, VHL, ESR1, TP73, FHIT, IGSF4, CDH13 y
GSTP1) que con frecuencia estan silenciados por metilacién en diferentes

169

tumores™" . Ademas incluye 15 sondas control que no se ven afectadas por la

digestion con Hhal. Como el resto de kits de MLPA, también presenta las
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sondas control DQ y DD. En el Anexo 4 se recoge la informacion de la mezcla

de sondas de MS-MLPA empleada.

7.2.3. Interpretacion de los resultados

En este caso se obtienen dos reacciones de PCR por paciente, en una
primera alicuota se valora la presencia de VNC, tal y como se describe en el
apartado 7.1.3. En el caso de la alicuota que ha sido digerida con la enzima de
restriccion sensible a metilacién, los promotores de los genes que estén
metilados proporcionaran sefal en el electroferograma, y ésta serd
proporcional al porcentaje de metilacidon que presente la muestra (en la figura

7A estan indicados con un circulo negro).

Las sondas control del kit no presentan secuencia de restriccidn para la
enzima, por lo tanto no dependen de la presencia de metilacion para ser
amplificadas. La deteccidn de la sefial de estas sondas en el electroferograma
indica que la técnica se ha desarrollado correctamente (en la figura 7A estan

indicados con un circulo verde).

Para la cuantificacién del estado de metilacién de cada gen también se
ha empleado el software Coffalyser'’. El protocolo de anélisis en este caso
requiere varias etapas, en primer lugar se realiza la normalizacion tal como se
recoge en el apartado 7.1.3. Esto se hace tanto en las muestras tratadas con
enzima Hhal como en las no tratadas. El grado de metilacién de cada secuencia
se determina mediante el cociente ratio en la muestra digerida/ratio en la
muestra sin digerir. Se ha considerado metilacion aberrante cuando el ratio
digerido/no digerido es > 0.1. Ratios inferiores a 0.1 se consideraron ruido de
fondo. En la figura 7B se muestran los resultados obtenidos en el analisis de

metilacion con Coffalyser.
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TNRSFIAL
1

Figura 7. Andlisis de resultados en la muestra tratada con enzima de restriccion. (A)
Electroferograma correspondiente a los fragmentos generados en la reaccién de PCR.
(B) Resultados del analisis de metilacion mediante el programa Coffalyser.

8. Expresion de miRs

Se ha realizado un cribado del perfil de expresion de 1.733 miRs
humanos maduros empleando arrays de expresion que ha permitido identificar
y seleccionar los miRs que presentan una expresion diferencial entre los
grupos de estudio. Los miRs seleccionados se cuantificaron mediante RT-qPCR

en la serie completa de pacientes.

8.1. Arrays de expresion de miRs

Para el estudio de expresion de miRs se han empleado los arrays

GeneChip miRNA 3.0 (Affimetrix) disefiados sobre la versién 17 de la
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miRBase'’! que contienen sondas para la deteccién 1.733 miRNAs humanos
maduros, 1.693 pre-miRNAs (inmaduros) y 2.336 scaRNA y snoRNA. El analisis
se ha llevado a cabo en el Servicio de Arrays del Instituto de Investigacién

Sanitaria La Fe. En la figura 8 se muestra el esquema de trabajo seguido.

8.1.1. Protocolo de trabajo

Se han hibridado 20 muestras, 5 de cada uno de los grupos (5 BRCA1, 5
BRCA2, 5 BRCAX y 5 CMEs). Previamente a su hibridacién en el array las
muestras han sido poliadeniladas y marcadas con Biotina, empleando 500 ng
de ARN total siguiendo las instrucciones del kit FlashTag Biotin HSR
(Genisphere) (Figura 8). Las muestras marcadas han sido hibridadas sobre los
arrays durante 16h a 482C y 60 rpms; y, finalmente, se ha procedido con el

escaneo de los arrays en la plataforma System 3000Dx v.2 de Affymetrix.

Los valores de fluorescencia obtenidos para cada una de las muestras
han sido evaluados para determinar su calidad y se han normalizado siguiendo
el protocolo de analisis recomendado por Genisphere empleando el software
Expression Console de Affymetrix. El protocolo incluye una correcciéon del ruido
de fondo mediante el método "Robust Multichip Average" (RMA), la
Normalizaciéon por cuartiles, el Escalado Log (2) y el calculo de la Mediana

Pulida**'*'* (Figura 8).
8.1.2. Interpretacion de los resultados

Para el andlisis de los datos normalizados se ha utilizado el software
especifico para andlisis de arrays, Partek Genomics Suite’®, aplicando los
parametros recomendados por Affymetrix y Partek para el analisis en este tipo
de arrays: ANOVA con contrastes para cada grupo establecido (BRCA1, BRCA2,
BRCAX y CME).
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TUMOR
INCLUIDO EN
PARAFINA

v

EXTRACCION RNA TOTAL

CONTROL DE CALIDAD:

Absorbancia 260/280
~

SERVICIO DE ARRAYS DEL INSTITUTO DE INVESTIGACION SANITARIA LA FE

CONTROL DE CALIDAD:
Bioanalyzer 2100 v

MARCAJE CON BIOTINA: FlashTag
Biotin HSR, Genisphere

A 4
HIBRIDACION s LAVADO msh ESCANEADO

v
DATOS BRUTOS -
NORMALIZACION:
¥Correccién ruido de fondo
- v’ Normalizacién por cuartiles
\'/ ¥ Escalado Log (2)

DATOS NORMALIZADOS || ¥ Mediana Pulida

~
ANALISIS miR DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS

v v
Sparse Partial Least Squares SOFTWARE PARTEK
Discriminant Analysis (sPLS-DA) Andlisis tipo ANOVA, FDR
Analisis cluster Analisis cluster
Andlisis componentes principales Anélisis componentes principales

SELECCION DEmiR DIFERENCIALMENTE
EXPRESADOS PARA VALIDACION POR RT-PCR

Figura 8. Esquema de trabajo seguido en el estudio de expresiéon de miRs.

8.2. Cuantificacidn relativa de la expresién de miRs mediante

RT-qPCR

Se ha cuantificado la expresidn de los miRs seleccionados en 270 CMs
(48 BRCA1, 38 BRCA2, 73 BRCAX y 111 CMEs) mediante PCR en tiempo real
empleando los kits TagMan miRNA Reverse Transcription kit, TagMan
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MicroRNA Assays especificos para cada miR, y TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems). La deteccidn se ha realizado en el equipo de PCR en

tiempo real Viia 7 Real Time PCR System (Applied Biosystems).

8.2.1. Fundamentos del procedimiento y protocolo de trabajo

El ensayo requiere ADNc obtenido empleando la transcripcidn reversa

(RT) del ARN que posteriormente se amplifica mediante PCR.

Para la RT se ha empleado una mezcla de cebadores que permite
efectuar la RT simultanea de los miRs a estudiar (los reactivos necesarios para
la realizacion de la RT y el programa empleado se describen en los Anexos 5 y
6). Después se ha efectuado la amplificacion del ADNc mendiante gPCR,
empleando cebadores y sondas especificas para cada miR (La mezcla de la
reaccion, el programa de temperaturas y los ensayos TagMan empleados en la

gPCR se muestran en los Anexos 7, 8 y 9).

Las reacciones se han llevado a cabo por duplicado en placas de 96
pocillos incorporando en cada experimento un blanco de reactivos. Las
lecturas de las muestras se han efectuado en el equipo Via 7 (Applied
Biosystems) y para el cdlculo de resultados se ha empleado el programa ViiA™

7 Software propio del equipo.
8.2.2. Interpretacion de los resultados

La cuantificacion relativa de la expresién de los miRs se ha realizado
empleando el método AACt'”® disponible en el software del equipo ViiA™ 7
Software. El umbral de ciclos (CT), es el ciclo a partir del cual se detecta
fluorescencia en el termociclador en tiempo real y representa una medida de

la cantidad de ADNc presente en la muestra.
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En primer lugar se requiere la normalizacion de la expresién del miR
respecto a un miR de referencia que presenta una expresion estable en el
tejido de estudio. En nuestro caso se ha empleado como referencia el RNU44.
La estimacion de la expresién génica se realiza comparando los CT
normalizados (ACt) de la muestra respecto a los de una muestra control*’®. Los

resultados finales se han expresado como logaritmo AACt + 10.

9. Identificacion de dianas de miRs

Se han aplicado herramientas bioinformaticas in silico para la
identificacion de los genes relacionados con CM que podrian estar regulados

por los miRs seleccionados.

La informacion referente a los miRs se ha obtenido de la ultima version

(versién 21) de la base de datos miRbase'’.

Adicionalmente, se ha empleado la informacién contenida en la web
Diana Lab'”’ que provee de algoritmos, bases de datos y software para la
interpretaciéon de estudios de expresion de miRs. Este programa utiliza el
software microT-CDS v.5.0"”® basado en algoritmos predictivos de interaccién
entre el miR y Elementos de Reconocimiento de miRs (MREs) y el TarBase
v6.0"”°, que es una base de datos de dianas experimentalmente validadas que
contiene mds de 65.000 interacciones miR-gen.

La tercera herramienta informatica empleada ha sido The miR"O web

180

site’® que integra informacion de diferentes fuentes™: La informacion

experimentalmente validada se toma de miRecords™®? y para la prediccién de

18 Ademas

dianas se basa en los softwares TargetScan'®, PicTar'® y miRanda
accede a la base de datos Gen Ontology (GO) de donde obtiene informacion

sobre los procesos y funciones en los que participan los genes seleccionados.
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10. Analisis estadistico

Para el estudio de la significacidn estadistica de los resultados de este

trabajo se ha empleado el paquete estadistico SPSS (versidn 20).

Las variables continuas (edad y expresidon de miRs) han sido resumidas
por la media y la desviacién tipica (DT) y las variables categdricas por sus

frecuencias.

Las variables categdricas se compararon aplicando el test Xz. En el caso
de la edad se ha empleado el test de comparaciéon de medias. El ANOVA se ha
empleado para la comparacion de las medias de expresidon de miRs. En todos

los casos se ha tomado como significacidn estadistica p<0.05.

La asociacién de los diferentes perfiles moleculares (VNC, metilacion y
miRs) e IHQs con los grupos de estudio se ha estudiado aplicando modelos de
regresién logistica multinomial. Para el anadlisis de asociacion con el
inmunofenotipo TN se ha empleado la regresién logistica binaria. En todos los
casos se emplea el procedimiento paso a paso reverso (Wald reverso) que
permite la seleccién de los pardmetros independientes que presentan mayor

asociacion.

Para el andlisis de los datos obtenidos en el estudio de expresion de
miRs mediante arrays se ha empleado el programa Partek Genomics Suite
6.6v'”>. Este programa utiliza el test ANOVA para identificar los miRs que
presentan diferencias de expresién (p<0.01) entre los grupos de estudio.
Asimismo, el programa permite efectuar estudios de cluster jerarquico™ y

%7 en base al perfil de miRs que

analisis de componentes principales (PCA)
diferencia los grupos. Sobre los miRs seleccionados en este perfil, se ha

aplicado un analisis discriminante para la identificacidon de los mas relevantes.
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También se ha empleado el procedimiento estadistico sPLS-DA (Sparse

188

Partial Least Squares Discriminant Analysis)™°, incluido en el entorno de

189 que permite seleccionar el perfil de miRs (entre el total de

programacion R
1.733 microRNAs maduros contenidos en el array) que mejor diferencia los
grupos. Este andlisis se ha completado con el cluster jerdrquico y PCA en el

entorno R.
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Resultados

I. Caracterizacion inmunohistoquimica y molecular de los grupos
de estudio

1. Parametros Inmunohistoquimicos e Inmunofenotipo

Los CMs con mutaciones en BRCA1 se caracterizan por presentar una
baja expresion de RE y RP (solo el 30% y 21%, respectivamente, expresan
receptores hormonales (Tabla 6), escasa proporcién de amplificaciones en
HER2 (4%), indices proliferativos (Ki67) altos (69%) y expresién moderada de
CK5/6 (35%). Por el contrario, los CMs de portadores de mutaciones en BRCA2
presentan una mayor proporcién de RE+ (74%) y RP+ (58%) que los BRCAI,
mientras que la prevalencia de amplificaciones en HER2 en este grupo sigue
siendo baja (7%). Los CMEs y BRCAX muestran caracteristicas
inmunohistoquimicas similares a los portadores de mutaciones en BRCA2,
presentando tumores con elevada expresién de RE y RP y mayor prevalencia

de amplificaciones en HER2 (18%, Tabla 6).

Atendiendo al inmunofenotipo, 112 de los 270 CMs estudiados (41,5%)
son del tipo Luminal A, 46 (17,0%) son Luminal B, 33 (12,2%) HER2 y 79 (29,5%)
Triple Negativo (TN). El inmunofenotipo mayoritario en los tumores
portadores de mutaciones en BRCA1 es el TN, que representa el 62% de los
tumores del grupo (Tabla 6). Los grupos BRCA2, BRCAX y CME presentan
perfiles similares, siendo el inmunofenotipo Luminal A el mayoritario en los
tres grupos con prevalencias del 50%, 49% y 42%, respectivamente. El
porcentaje de TN en estos tres grupos es del orden del 22% y la mayor
diferencia entre ellos se observa para el inmunofenotipo HER2, que es mas

frecuente en los grupos BRCAX y CME.
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Tabla 6. Distribucion de los marcadores inmunohistoquimicos entre

los grupos de estudio.

GRUPOS
BRCA1l BRCA2 BRCAX ESPORADICO %2

Parametros Pos(%)n Pos(%)n Pos(%)n Pos(%)n p

RE 14(30)48 29(74)39 52(69)45  81(70)115  <0,001
o |PR 10(21)48 23(58)40 47(63)74  67(59)114  <0,001
Z | HER2 2(4)48 2(5)40  13(18)74  21(18)114 0,03
g Ki67 33(69)48 14(35)40 25(34)73  46(42)110 0,002
E] CK5/6 17(35)48 5(13)39 11(15)71 21(20)107 0,02
% CK18 40(91)44 35(97)36  62(94)66 97(92)105 n.s.
2 EGFR 8(18)44 0(0)34 4(7)57 15(15)101 0,04

Caderina-E 44(98)45 35(92)38 68(96)71 100(95)105 n.s.
v |Luminal A 9(19)48 19(50)38 36(49)73  47(42)111
g Luminal B 7(15)48 8(21)38 9(12)73 21(19)111
'C;’ HER2 2(4)48 2(5)38  12(17)73  19(17)111 <0.001
= | TN 30(62)48 9(24)38  16(22)73  24(22)111

IHQ: Inmunohistoquimico; Pos: niumero de casos positivos para la expresion del
marcador. En el caso de Ki67 indica el numero de casos con indice proliferativo alto; n:

numero total de casos; TN: Triple negativo; n.s.: No significativo. Las proporciones entre

grupos se contrastan aplicando el test xz.

El analisis multivariante obtenido introduciendo en el modelo los

marcadores IHQs y tomando como grupo de referencia al CME, selecciona

como parametros que mejor diferencian los grupos a los marcadores RE, CK18

y HER2. La positividad para RE y CK18 permite diferenciar los CMEs de los

portadores de mutaciones en BRCA1 (OR=0.12, p<0.001 y OR=10.70, p=0.03;

respectivamente; Tabla 7). HER2 presenta

muy baja proporcion de

amplificaciones en los grupos BRCA1 y BRCA2 frente al BRCAX y CME aunque la

diferencia no alcanza los limites de significacion.
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Tabla 7. Diferencias en los perfiles inmunohistoquimicos entre los cuatro
grupos. Regresion logistica multinomial paso a paso atras.

GRUPOS
BRCA1 BRCA2 BRCAX ESPORADICO
(n=40) (n=34) (n=62) (n=97)
Pos(%) OR P Pos(%) OR p | Pos(%) OR p Pos(%)
RE 14(35) 0,12 <0,001 | 28(82) 0,39 n.s.| 51(82) 0,74 n.s. 80(82)
g HER2 2(5) 0,16 n.s. 2(6) 0,91 ns.| 13(21) 1,56 n.s. 20(21)
CK18 39(98) 10,7 0,03 |33(97) 3,30 n.s. | 58(94) 1,52 n.s. 89(92)

n: nimero total de casos; Pos: nimero de casos que presentan expresion del marcador; OR:
Odds ratio; p: p valor regresion logistica multinomial; n.s.: No significativo. EI CME se toma
como grupo de referencia en el estudio de regresion logistica multinomial.

2. Parametros Moleculares
2.1. Variacidn en el niimero de copias

En la Tabla 8 se recoge la prevalencia de variaciones genéticas
(ganancias y pérdidas) encontradas para cada uno de los genes en los
diferentes grupos de estudio. Se han hallado alteraciones en todos los genes
estudiados que han sido en su mayoria ganancias. Se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro grupos en la VNC
para AURKA, MYC, CPD y ERBB2 (Tabla 8). Los dos primeros genes muestran
mayor frecuencia de alteraciones en los CMs portadores de mutaciones en
BRCA1, presentando un 41% de alteraciones en AURKA y un 67% en MYC. Cabe
resaltar, que en el caso de AURKA, el 74% de las alteraciones encontradas en
las pacientes con mutaciones en BRCA1 son deleciones (14 de 19).
Contrariamente, MYC presenta preferentemente ganancias en las pacientes de
este grupo. CPD, presenta una menor prevalencia de alteraciones en el grupo
BRCA1 (9%) frente a los grupos BRCA2 y BRCAX que presentan mayores
prevalencias de alteraciones (29% y 28%, respectivamente). Por ultimo, los

CMEs son los que presentan mayor prevalencia de alteraciones en ERBB2

65



Resultados

(45%) diferenciandose de los tumores hereditarios (grupos BRCA1 y BRCA2)
gue muestran una menor proporcion de alteraciones (24% y 20%,

respectivamente; Tabla 8).

Tabla 8. Alteraciones genéticas (VNC) entre los grupos de estudio.

GRUPOS

BRCA1 BRCA2 BRCAX  ESPORADICO  §°

(N=46) (N=35) (N=69) (N=103) p
GENESVNC  n (%) n (%) n (%) n (%)
ADAM9 9(20) 14 (40) 22 (32) 25 (24) n.s.
AURKA 19 (41) 8(23) 10 (15) 17 (17) 0,002
BIRC5 20 (44) 18 (51) 23 (33) 45 (44) n.s.
CCND1 21 (46) 13 (37) 32 (46) 41(40) n.s.
CCNE1 6 (13) 9 (26) 9(13) 14 (14) n.s.
CDC6 7 (15) 11 (31) 20 (29) 36 (35) n.s.
CDH1 10 (22) 8(23) 18 (26) 19 (18) n.s.
CPD 4(9) 10 (29) 19 (28) 18 (18) 0,044
EGFR 5(11) 7(20) 8(12) 17 (17) n.s.
EMSY 13 (28) 9 (26) 24 (35) 36 (35) n.s.
ERBB2 11 (24) 7(20) 26 (38) 46 (45) 0,016
ESR1 5(11) 4(11) 9(13) 6 (6) n.s.
FGFR1 11 (24) 10 (29) 17 (25) 41 (40) n.s.
IKBKB 11 (24) 9 (26) 16 (23) 36 (35) n.s.
MAPT 12 (26) 12 (34) 17 (25) 35 (34) n.s.
MED1 13 (28) 10 (29) 26 (38) 49 (48) n.s
MTDH 14 (34) 14 (40) 19 (28) 35 (34) n.s.
MYC 32 (67) 16 (46) 23 (33) 39 (38) 0,002
PRDM14 10 (22) 14 (40) 18 (26) 39 (38) n.s.
TOP2A 6 (13) 2 (6) 12 (17) 16(16) n.s.

VNC: Variaciones en el nimero de copias; N: nimero total de casos; n: nimero de casos que

presentan alteraciones (ganancias o pérdidas) del gen. Las proporciones entre grupos se
. 2 . . .

contrastan aplicando el test %°; n.s.: No significativo.

La regresidn logistica multinomial de las alteraciones moleculares en
los cuatro grupos selecciona un perfil de las variables VNC de AURKA (p=0.01,
OR=3.57), ERBB2 (p=0.03, OR=0.39), MYC (p<0.001, OR=4.40) y PRDM14

(p=0.03, OR=0.36), que permiten diferenciar el grupo BRCA1 del CME (Tabla 9).
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La presencia de alteraciones en ERBB2 Y PRDM14 se asocia con el CME,

mientras que las alteraciones en AURKA y MYC se presentan en mayor

proporcién en los CMs del grupo BRCALl. El gen ERBB2 es el que mejor

diferencia el grupo BRCA2 del CME (OR=0.27, p=0.01) presentando una mayor

proporcién de ganancias en el CME. Finalmente, el grupo BRCAX no presenta

alteraciones genéticas que permitan diferenciarlo del CME.

Tabla 9. Alteraciones genéticas (VNC) que mejor diferencian el CME (Referencia) de los

grupos de estudio restantes. Regresion logistica multinomial paso a paso atras.

GRUPOS

BRCA1 BRCA2 BRCAX ESPORADICO
(n=46) (n=35) (n=69) (n=103)
GEN Pos(%) OR P Pos(%) OR P Pos(%) OR p Pos(%)
AURKA 19(41) 3,57 0,01 | 8(223) 1,16 n.s. | 10(15) 0,85 n.s. 17(17)
o cpp 49) 032 ns | 10(29) 1,78 ns. | 19(28) 2,60 n.s. 18(18)
Z| ERBB2 11(24) 039 003 | 7(20) 027 003 |26(38) 085 ns. 46(45)
MYC  32(67) 4,40 <0,001 | 16(46) 1,62 n.s. | 23(33) 0,72 n.s. 39(38)
PRDM14 10(22) 0,36 0,03 | 14(40) 0,96 n.s. | 18(27) 0,48 n.s. 39(38)

n: numero total de casos; Pos: nimero de casos que presentan VNC; OR: Odds ratio; p: p valor

regresion logistica multinomial; n.s.: No significativo. EIl CME se toma como grupo de referencia en

el estudio de regresion logistica multinomial.

2.2. Metilacién de genes supresores tumorales

Se han detectado metilaciones en todos los promotores génicos

estudiados. El promotor de CDH13 se presenta frecuentemente metilado en

todos los grupos, y, que por el contrario, la metilacion de CD44 muestra escasa

prevalencia (Tabla 10).

Se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en la

prevalencias de metilacién entre los grupos en los genes APC y RASSF1

p=0. y p<0. respectivamente; Tablal0). o de los S presentan
(p=0.044 0.001 i Tablal0). El 81 % de los CME

metilacion en el promotor de APC mientras que el resto de grupos presentan

prevalencias en torno al 65%. El 38% de los tumores portadores de mutaciones
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en BRCA1 presentan metilacion de RASSF1 frente a un 64% de los tumores de

los grupos BRCA2 y BRCAX, y un 78% de los CMEs.

Tabla 10. Metilacidn para cada uno de los genes estudiados en los
diferentes grupos de estudio.

GRUPOS

BRCA1 BRCA2 BRCAX ESPORADICO xz

(N=45) (N=33) (N=66) (N=96) p
GENES MS n (%) n (%) n (%) n (%)
APC 28 (62) 21(64) 44 (67) 78 (81) 0,044
ATM 15 (33) 16 (49) 34 (52) 43 (45) n.s.
BRCA1 4(9) 5 (15) 8(12) 12 (13) n.s.
BRCA2 3(7) 7 (21) 15 (23) 12 (13) n.s.
CASP8 10 (22) 11 (33) 13 (20) 26 (27) n.s.
cD44 1(2) 0(0) 3(5) 2(2) n.s.
CDH13 40 (90) 24(73)  48(73) 75 (78) n.s.
CDKN1B 3(7) 6 (18) 12 (18) 15 (16) n.s.
CDKN2A 21 (47) 15 (46) 26 (39) 44 (46) n.s.
CDKN2B 5(11) 7 (21) 10 (15) 11 (12) n.s.
CHFR 3(7) 8 (24) 13 (20) 22 (23) n.s.
DAPK1 9 (20) 15 (46) 21(32) 23 (24) n.s.
ESR1 2(4) 2 (6) 8(12) 7(7) n.s.
FHIT 3(7) 6 (18) 3(5) 10 (10) n.s.
GSTP1 12 (27) 16 (49) 24 (36) 35 (37) n.s.
HIC1 6 (13) 4(12) 11 (17) 12 (13) n.s.
IGSF4 3(7) 2 (6) 7 (11) 9(9) n.s.
MLH1 2(4) 5 (15) 10 (15) 14 (15) n.s.
PTEN 10 (22) 6 (18) 18 (27) 26 (27) n.s.
RARB1 4(9) 6 (18) 6(9) 8(8) n.s.
RASSF1 17 (38) 21(64) 41 (64) 75 (78) <0,001
TIMP3 4(9) 2 (6) 14 (21) 12 (13) n.s.
TP73 9 (20) 6 (18) 9 (14) 12 (13) n.s.
VHL 3(7) 6 (18) 4 (6) 12 (13) n.s.

MS: Metilacién; N: nimero total de casos; n: nimero de casos que presentan

metilacidn en el promotor del gen; n.s.: No significativo. Las proporciones entre
. 2

grupos se contrastan aplicando el test y".
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La regresidn logistica multinomial selecciona el perfil formado por los

genes TIMP3, CDH13, BRCA2, CDKN2A, DAPK1 y RASSF1. La metilacion en

CDH13, (OR=4.60, p=0.01), RASSF1 (OR=0.13, p<0.001) y DAPK1 (OR=3.43,

p=0.01; Tabla 11) permite diferenciar el grupo de referencia (CME) de alguno

de los otros grupos. Los dos primeros genes diferencian los CMEs de los del

grupo BRCA1, siendo los tumores portadores de mutaciones en BRCA1 los que

presentan mayor prevalencia de metilacién en CDH13 y menor en RASSF1. La

metilacion en DAPK1 diferencia el grupo BRCA2 del CME, presentando mayor

prevalencia de metilaciones los CM portadores de mutaciones en BRCA2. El

modelo no permite diferenciar los CMEs de los BRCAX.

Tabla 11. Perfiles de metilacién que mejor diferencian el CME (Referencia) de

los grupos de estudio restantes. Regresion logistica multinomial paso a paso atras.

GRUPOS

BRCA1 BRCA2 BRCAX ESPORADICO
(n=45) (n=33) (n=66) (n=96)
GEN Pos(%) OR P Pos(%) OR p | Pos(%) OR p Pos(%)
BRCA2 3(7) 039 ns 7(21) 1,97 ns. | 15(23) 2,22 ns. 12(13)
| COH13  40(89) 4,60 0,01 |24(73) 0,75 ns. | 48(73) 0,67 ns. 75(78)
:§ CDKN2A 21(47) 1,86 n.s. | 15(46) 0,73 ns. | 26(39) 0,50 n.s 44(46)
ZIDAPKI  9(20) 0,72 ns. | 15(46) 3,43 0,01 21(32) 1,67 n.s. 23(24)
2| RassF1 17(38) 0,13 <0,001 | 21(64) 0,44 n.s. | 41(64) 0,52 n.s. 75(78)
TIMP3 4(9) 0,46 n.s. 2(6) 0,30 ns. | 14(21) 1,79 n.s. 12(13)

n: numero total de casos; Pos: numero de casos que presentan metilacion en el gen; OR: Odds

ratio; p: p valor regresion logistica multinomial; n.s: No significativo. El CME se toma como grupo

de referencia en el estudio de regresion logistica multinomial.
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I1. Expresidon de miRs en los los grupos de estudio

1. Estudio de expresion de miRs

Para identificar los patrones de expresién de miRs propios de cada uno
de los grupos se analizé la expresién de 1733 miRs en 20 muestras (5 BRCA1, 5
BRCA2, 5 BRCAX y 5 CMEs) empleando los arrays de expresion Genechip
miRNA 3.0 (Affymetrix). Este analisis selecciondé un total de 40 miRs que
presentaban diferencias en las medias de expresidon entre los cuatro grupos
(p<0.01; Tabla 12; Figura 9). Ventiuno de estos miRs mostraron la mdaxima
expresion en el grupo BRCA1, seis en el grupo BRCA2, seis en BRCAX y siete en
el grupo CME. El analisis de PCA (Figura 10) revela que el perfil de expresion de

los 40 miRs seleccionados diferencia claramente los grupos de estudio.

El analisis discriminante efectuado sobre los 40 miRs seleccionados
mediante el software PARTEK selecciond los miRs 4713-5p, 4731-5p, 30a, 590-
5p y 361-5p por su mayor capacidad para diferenciar los cuatro grupos (Anexo

10).
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Tabla 12. Niveles de expresién de los 40 miRs diferencialmente
expresados entre los grupos de estudio (p<0.01)

GRUPOS
BRCA1 BRCA2 BRCAX  ESPORADICO
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

miRs X (DT) X (DT) X (DT) X (DT)
hsa-miR-3960 14,36 (0,31) 14,13 (0,30) 13,46 (0,35) 13,77 (0,38)
hsa-miR-3665 14,17 (0,29) 13,90 (0,29) 13,24 (0,39) 13,50 (0,33)
hsa-let-7b 13,65 (0,48) 13,98 (0,38) 14,54 (0,14) 14,40 (0,25)
hsa-let-7¢ 12,59 (0,40) 12,84 80,43) 13,65(0,15) 13,28 (0,44)
hsa-miR-4417 9,97 (1,06) 862(1,12) 6,11(0,97)  7,11(1,12)
hsa-miR-3651 8,86(0,39) 8,67(0,49) 7,73(0,31)  8,32(0,60)
hsa-miR-1246 8,32(0,76) 8,77(1,16)  6,80(0,90) 7,39 (0,59)
hsa-miR-361-5p 7,96 (1,10) 9,46 (0,11)  9,78(0,42) 9,17 (0,58)
hsa-miR-30a 6,81(1,25) 7,97(0,96)  9,52(0,94)  9,33(1,03)
hsa-miR-423-3p 6,71(0,34)  8,20(0,33)  7,41(0,44)  7,82(0,58)
hsa-miR-652 6,48 (0,77) 8,37(0,61)  7,88(0,20) 7,60 (1,17)
hsa-miR-1972 6,26 (0,51) 543(0,58)  4,74(0,56) 4,94 (0,73)
hsa-miR-4498 5,82(0,39) 520(0,61) 4,19(0,26) 5,04 (0,39)
hsa-miR-4470 4,90(0,43) 2,66(0,82) 2,44(1,33)  2,27(0,69)
hsa-miR-3124-5p 4,09 (0,46) 4,47 (0,87) 2,66 (0,71) 3,54 (0,69)
hsa-miR-4498 4,08(0,71) 2,91(0,80)  2,27(0,50) 2,42 (0,71)
hsa-let-7b* 3,93(0,48) 3,43(0,34) 2,87(0,27)  2,51(0,70)
hsa-miR-30a* 3,82(1,91) 550(1,02) 7,34(0,77)  6,85(1,20)
hsa-miR-129-5p 3,61(0,88) 2,20(0,62) 1,67(0,51) 1,96 (0,19)
hsa-miR-1237 3,31(0,72) 2,75(0,44) 2,08(0,48) 2,40 (0,23)
hsa-miR-3944-3p 3,30(0,64) 2,84(0,46) 1,91(0,46)  2,34(0,22)
hsa-miR-5096 3,15(0,60) 2,21(0,87) 1,49(0,86)  1,91(0,51)
hsa-miR-1471 2,90(0,54) 1,71(0,44) 1,81(0,67)  1,63(0,23)
hsa-miR-1343 2,59(0,64) 1,79(0,48) 1,1380,68) 1,27 (0,29)
hsa-miR-668 2,58 (0,47) 2,16(0,21)  1,62(0,39)  1,82(0,46)
hsa-miR-34b 2,17(0,20) 1,87(0,19)  1,38(0,25) 1,34 (0,55)
hsa-miR-1208 2,16 (0,43) 1,24(0,39)  1,02(0,20)  1,61(0,72)

hsa-miR-4713-5p 2,02(0,36) 1,55(0,22) 2,47(0,49) 1,43 (0,29)
hsa-miR-4731-5p 1,94 (0,50) 1,26 (0,22) 0,87 (0,11) 1,07 (0,13)

hsa-miR-187-3p 1,76 (1,70)  1,58(0,85)  2,87(3,91) 6,80 (2,15)
hsa-miR-1286 1,56 (0,50) 1,02(0,29)  0,50(0,20) 0,80 (0,31)
hsa-miR-1273c 1,32(0,13) 1,29(0,25)  1,08(0,24) 1,71 (0,40)
hsa-miR-4709-5p 0,97 (0,18) 0,70(0,24)  1,03(0,15) 0,73 (0,11)
hsa-miR-590-5p 0,96 (0,14) 0,77(0,19) 0,68 (0,14) 0,56 (0,14)
hsa-miR-3913-3p 0,72(0,17) 0,67 (0,16)  1,14(0,18) 0,90 (0,29)
hsa-miR-4527 0,63(0,05) 0,97(0,34) 0,56(0,25) 0,45 (0,17)
hsa-miR-222 0,62(0,15) 1,09(0,28) 0,89(0,26) 0,84 (0,15)
hsa-miR-452 0,49 (0,17) 0,63(0,29) 0,78(0,21) 1,13 (0,42)

hsa-miR-520c-5p 0,42 (0,15) 0,68(0,23)  0,57(0,16) 1,05 (0,37)
hsa-miR-519b-5p 0,40 (0,09) 0,68(0,07) 0,72(0,18) 1,11 (0,48)

X: Media de los niveles de expresion; DT: Desviacidn tipica
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Figura 9. Cluster jerarquico de los niveles de expresion de los 40
miRs que presentan diferencias significativas (p<0.01) entre dos o
mads de los grupos.
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Figura 10. Analisis de componentes principales. Representacion de la separacion de
las muestras en base a los niveles de expresidon de los 40 miRs diferencialmente
expresados (p<0.01).

El procedimiento sPLS-DA seleccioné 15 miRs entre todos los
estudiados que mejor diferencian los grupos de estudio (Figura 11). Cuatro
miRs se encuentran hiperexpresados en el CME, cinco en el grupo BRCA1 y seis
en el BRCA2. Todos estos miRs se encuentran hipoexpresados en el grupo
BRCAX. El perfil de expresidon de estos 15 miRs clasifica correctamente la

practica totalidad de las pacientes en sus grupos respectivos (Figura 12).
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Figura 11. Cluster jerarquico representativo de los miRs selecionados
mediante el procedimiento sPLS-DA que mejor diferencian los grupos de estudio.
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Figura 12. Clasificacion de las muestras obtenida mediante el procedimiento
sPLS-DA.
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Los softwares PARTEK y sPLS coincidieron en senalar seis miRs por su
mayor capacidad discriminante para diferenciar los grupos de estudio. Los
miRs 4417, 4731-5p, 129-5p y 4498 presentaron hiperexpresion en los tumores
del grupo BRCA1, el 423-3p en los tumores portadores de mutaciones en

BRCA2 vy, por ultimo, el 1273c presenta hiperexpresion en los CMEs.

2. Seleccion y validacion de los miRs mediante RT-qPCR

Para los estudios de validacién se seleccionaron 16 miRs que
presentaron niveles de expresion medios claramente diferentes entre los
grupos de estudio. Nueve de estos miRs fueron seleccionados en base a que
presentaban diferencias estadisticas (p<0.01) con el software PARTEK vy
diferencias entre los niveles medios de expresién de al menos dos veces de
cambio (FC) (Anexo 11). Cuatro miRs (4713-5p, 4731-5p, 590-5p y 361-5p) se
seleccionaron aplicando la funcién discriminante (Anexo 10) y, finalmente, tres
miRs (4498, 1273c y 423-3p) se escogieron por ser seleccionados

conjuntamente por el programa PARTEK y el andlisis SPLDs.

Seis de estos miRs (4722-5p, 4725-3p, 3131, 4713, 4731 y 371b)
tuvieron que excluirse de los andlisis por presentar un bajo nivel de expresién
que impedia su cuantificacién por RT-qPCR. Los niveles de expresidn de los 10
miRs restantes se cuantificaron mediante RT-qgPCR empleando el método de
2788176 "Fstos 10 miRs se analizaron en 74 muestras (16 CMs BRCA1, 12 CMs
BRCA2, 16 CMs BRCAX y 30 CMEs) y en base a los resultados obtenidos se
seleccionaron los miRs 4417, 423-3p, 187-3p y 590-5p por ser los que mejor
diferenciaban los cuatro grupos en las 74 muestras estudiadas. Estos cuatro
miRs fueron estudiados en un total de 270 CMs (48 BRCA1, 38 BRCA2, 73
BRCAX y 111 CMEs).
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3. Expresion de los miRs seleccionados en los grupos de
estudio

El contraste de las medias de expresion de los cuatro miRs entre los
grupos de estudio mediante ANOVA evidencia diferencias significativas en los
niveles de expresién del miR-4417 (p=0.01, Tabla 13 y Figura 13). El nivel de
expresion de este miR permite diferenciar los CMs de portadores de
mutaciones en BRCAI1 de los CMs BRCAX y CMEs (Tukey: p=0.05 y p=0.03
respectivamente). Sin embargo, las medias de expresion del resto de los miRs

analizados mediante RT-gPCR son similares para los cuatro grupos.

Tabla 13. Expresion media de los miRNA en los grupos estudiados

GRUPOS

BRCA1 BRCA2 BRCAX ESPORADICO

(n=48) (n=38) (n=73) (n=111)
miRs X (DT) X (DT) X (DT) X (DT) P
miR-187-3p 10,3 (1,2) 10,0 (1,35) 10,0 (1,4) 10,1 (1,5) ns
miR-423-3p 9,2 (0,9) 9,6 (0,62) 9,4 (0,8) 9,4 (0,6) ns
miR-590-5p 9,2 (0,6) 9,2 (0,63) 9,1(0,8) 9,1(0,8) ns
miR-4417 10,9 (1,3) 10,0(1,22) 10,3(1,2) 10,3 (1,6) 0,001

X: media de expresién; DT: Desviacién tipica; p: Significacion estadistica en el test de
comparacion de medias ANOVA; ns: no significativo.

La regresidn logistica multinomial tomando el CME como referencia y
los cuatro miRs como covariables, selecciona la expresion del miR-4417
(OR=0.60, p=0.002) y del miR-423-3p (OR=2.70, p=0.001) como covariables que
mejor diferencian los grupos de estudio. Los CMs de portadores de mutaciones
en BRCA1 presentan mayor nivel de expresion del miR-4417 y menor del miR-

423-3p en comparacién con el CME (Tabla 14).
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Figura 13. Promedio de los niveles de expresion de los miR en los diferentes
grupos. El miR-4417 presenta el mayor nivel de expresién en el grupo BRCAL vy
el miR 423-3p la expresién mas baja.

Tabla 14. Expresion de los microRNAs que mejor diferencian los grupos.

Regresion logistica multinomial

GRUPO
BRCA1 BRCA2 BRCAX ESPORADICO
(n=48) (n=38) (n=73) (n=111)
miRs X (DT) OR p X(DT) OR p X(DT) OR p X (DT)
miR-4417 10,9(1,3) 0,6 0,002 |10,7(1,2) 0,1 n.s. | 10,3(1,2) 0,3 n.s. 10,3 (1,1)
miR-423-3p 9,2(0,9) 2,7 0,001| 9,6(0,6) 0,1 ns.| 94(08) 0,1 n.s. 9,4 (0,6)

X: media de expresion; DT: Desviacion tipica; OR: Odds ratio; p: p valor regresion logistica
multinomial; n.s.: No significativo. El CME se toma como grupo de referencia en el estudio de

regresion logistica multinomial.
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4. Relacion de la expresion de miRs con los parametros
inmunohistoquimicos e inmunofenotipo.

El ANOVA revela una clara asociacién de la expresién de los miRs con
algunas de las caracteristicas inmunohistoquimicas. Asi, los tumores RE
negativos presentan una mayor expresién de los miRs 187-3p, 590-5p y 4417, y
menor expresion del miR-423-3p (p=0,01, p<0,001, p=0,02 y p<0,001,
respectivamente; Tabla 15; Figura 14). La presencia de RP se asocia con la
menor expresion del miR-4417 y mayor expresion del miR-423-3p (p=0,04 y
p<0,001). La amplificacion de HER2 se relaciona con una mayor expresion del
miR-187-3p, la expresidn de las CK5/6 y 18 se asocia con menor expresion de
los miRs 423-3p y 590-5p, respectivamente (p=0,01 y 0,03) y, por ultimo, los
tumores que expresan EGFR presentan una mayor expresion del miR-4417

(p=0,02; Tabla 15; Anexo 12).

Asimismo, se observa asociacion del inmunofenotipo con la expresion
de los miRs 423-3p y 590-5p (p=0.005 y p<0.001, respectivamente; Tabla 15).
La expresion del miR-590-5p diferencia con claridad los fenotipos TN de los
fenotipos Luminal A y B (Tukey: p=0.004 y p=0.05 respectivamente), mientras
que la expresién del miR-423-3p diferencia el fenotipo TN del resto de
inmunofenotipos (Tukey: Luminal A p<0.001, Luminal B p<0.001 y Her2
p=0.001). Los CMs TN presentan una menor expresion del miR-423-3p en
comparacién con el resto de inmunofenotipos y mayor expresién del miR-590-

5p que los fenotipos Luminal Ay B.

El andlisis ANOVA multifactorial incluyendo todos los marcadores IHQs
selecciona como factor independiente la expresién de los RE, que esta
relacionada con la expresién de los miRs miR-187-3p, miR-590-5p y miR-423-3p
(p=0,008, p=0,006 y p=0,03; Figura 6; Anexo 13).
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Tabla 15
inmunofenotipo.

. Expresién media de los miRs y parametros inmunohistoquimicos e

miR-187-3p miR-590-5p miR-4417 miR-423-3p
MIHQ n X (SD) p X (SD) p X (SD) p X (SD) p
- 98 10,4 (1,3) 9,4 (0,8) 10,7 (1,1) 9,1(0,6)
ER 0,01 <0,001 0,02 <0,001
+ 170 9,9 (1,4) 9,0(0,7) 10,3 (1,2) 9,5(0,6)
- 125 10,3(1,4) 9,2 (0,9) 10,6 (1,2) 9,2 (0,7)
PR ns ns 0,04 <0,001
+ 143 9,9 (1,4) 9,1(0,7) 10,3 (1,1) 9,5(0,6)
- 233 10,0(1,4) 9,1(0,8) 10,4 (1,2) 9,4(0,7)
HER2 0,03 ns ns ns
+ 37 10,6 (1,4) 9,2(0,7) 10,6 (1,1) 9,5(0,7)
149 10,0(1,41) 9,0(0,8) 10,5 (1,1) 9,5(0,6)
Ki67 ns ns ns ns
I 117 10,2 (1,40) 9,2 (0,8) 10,4 (1,3) 9,3(0,7)
- 208 10,1(1,4) 9,1(0,8) 10,4 (1,2) 9,5(0,6)
CK5-6 ns ns ns 0,01
+ 54 10,3 (1,4) 9,3(0,8) 10,7 (1,3) 9,2 (0,8)
- 17 10,2(1,5) 9,5(0,8) 10,4 (0,7) 9,3(0,4)
CK18 ns 0,03 ns ns
+ 231 10,1 (1,4) 9,1(0,8) 10,4 (1,2) 9,4 (0,7)
- 209 10,2(1,4) 9,1(0,8) 10,4 (1,2) 9,4 (0,7)
EGFR ns ns 0,02 ns
+ 27 10,1 (1,5) 9,3(0,2) 11,0(1,4) 9,4 (0,8)
- 12 9,9 (0,8) 8,8(0,7) 10,0 (0,9) 9,2 (0,5)
Cad-E ns ns ns ns
+ 244 10,1(1,5) 9,2 (0,8) 10,5 (1,2) 9,4 (0,7)
o LA 112 9,9(1,3) 8,9 (0,75) 10,4 (1,0) 9,5(0,6)
'% LB 46 9,9 (1,6) 9,0 (0,64) 10,2 (1,4) 9,6 (0,8)
o 0,05 0,005 ns <0,001
Z HER2 33 10,6 (1,5) 9,2 (0,67) 10,6 (1,2) 9,5(0,7)
[T %
TN 79 10,3 (1,3) 9,4 (0,84) 10,7 (1,1) 9,0 (0,6)

MIHQ: Marcador inmunohistoquimico; X: media de expresion; DT: Desviacion tipica; Cad-E:
Caderina-E; LA: Luminal A; LB: Luminal B; TN: Triple Negativo; n.s.: No significativo.
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Figura 14. Promedio de expresion de los microRNAs y RE. p: p valor del
ANOVA multifactorial.
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I11. Perfiles inmunohistoquimico y molecular de los grupos de
estudio. Resultados de la regresion logistica multinomial con los
parametros seleccionados

La regresién logistica multinomial incluyendo todas las variables
elegidas en las regresiones logisticas previas selecciona un perfil formado por
la expresién de RE, la VNC en AURKA, CPD, MYCy ERBB2 y la metilacidn de los
promotores de RASSF1, CDH13 y BRCA2 (Tabla 16 y Figura 15). La expresién de
RE (OR=0.21; p=0.003), VNC de MYC (OR=3.11; p=0.02) y AURKA (OR=3.23;
p=0.03) y la metilacién en RASSF1 (OR=0.26; p=0.01), CDH13 (OR: 3.70, p=0.05)
y BRCA2 (OR=0.14; p=0.04) diferencia los CMs portadores de mutaciones en
BRCA1 de los CMEs. Los tumores del grupo BRCA1l se caracterizan por
presentar menor expresion de RE y mayor proporcién de alteraciones en
AURKA y MYC asi como una menor frecuencia de metilacion en RASSF1 y
BRCA2 y mayor en CDH13. Los CMs portadores de mutaciones en BRCA2
solamente se diferencian de los CMEs por presentar menor frecuencia de
alteraciones en ERBB2 (OR=0.26; p=0.01). Finalmente, la presencia de
alteraciones en CPD (OR=2.57; p=0.04) y la metilacién en BRCA2 (OR=2.86;
p=0.04,) permite diferenciar los tumores BRCAX de los CMEs. El modelo
clasifica correctamente el 51,8% del total de casos, el 70,0% de los tumores del
grupo BRCA1L, el 13,3% de los BRCA2, el 32,76% de los BRCAX y el 68,9% de los
CME (Tabla 17).
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Tabla 16. Perfiles inmunohistoquimicos y moleculares globales que mejor
diferencian cada uno de los grupos del CM esporadico (Referencia). Regresion logistica

multinomial paso a paso atras.

GRUPOS
BRCA1 BRCA2 BRCAX ESPORADICO
(n=40) (n=30) (n=58) (n=90)
Marcador Pos(%) OR p Pos(%) OR p | Pos(%) OR P Pos(%)
RE 14(30) 0,21 0,003 | 27(73) 1,20 n.s. | 50(68) 1,42 n.s. 79(71)
> |Myc 31(67) 3,11 0,02 | 16(46) 1,75 n.s. | 23(33) 1,09 ns. 39(38)
)
g w|cpD 49) 038 ns. | 10(29) 2,65 n.s. | 19(28) 2,57 0,04 18(17)
— )
¢ S| AURKA 19(41) 3,23 003 | 8(23) 146 ns. | 10(14) 061 n.s. 17(17)
= 0
2 S|ERBB2  11(24) 041 ns 7(20) 0,26 0,01| 26(38) 0,82 n.s. 46(45)
©
= 2| CcDH13 40(89) 3,70 0,05 | 24(73) 0,82 ns. | 48(73) 0,73 n.s. 75(78)
2 |BRrca2 3(7) 0,14 004 | 7(21) 1,58 n.s. | 15(23) 2,86 0,04 12(13)
RASSF1 17(38) 0,26 0,01 | 21(64) 0,40 n.s. | 41(64) 0,46 n.s. 75(78)

n: numero total de casos; Pos: nimero de casos que presentan expresién, VNC o metilacion en el
gen/marcador; OR: Odds ratio; p: p valor regresion logistica multinomial; n.s.: No significativo. EIl CME

se toma como grupo de referencia en el estudio de regresion logistica multinomial
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Figura 15. Perfil de parametros inmunohistoquimicos y moleculares que mejor

diferencian cada grupo del CME. Regresion logistica multinomial de los resultados

inmunohistoquimicos y moleculares

Tabla 17. Porcentaje de muestras correctamente clasificadas. Regresion

logistica multinomial paso a paso atrds del analisis conjunto de las determinaciones

inmunohistoquimicas y moleculares.

Pronosticado %
Observado BRCA1 BRCA2 BRCAX ESPORADICO correcto
BRCA1 28 1 0 70,0%
BRCA2 3 4 9 13,3%
BRCAX 7 2 19 32,8%
ESPORADICO 8 3 17 68,9%
% global 21,1% 4,6% 20,6% 53,7% 51,8%
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IV. Perfiles inmunohistoquimico y molecular de los CMs TN

1. Parametros Inmunohistoquimicos

Los CMs TN se caracterizan por la ausencia de expresion de RE, RP y

HER2. Por el contrario, el 90% de los tumores No TN presentan expresiéon de

RE, el 76% expresan RP y el 20% HER2. Asimismo, se observan diferencias

significativas en las proporciones de marcadores expresados entre los dos

grupos en el resto de pardmetros IHQs estudiados. Los CMs TN presentan una

mayor expresion del factor de proliferacién celular Ki67, CK5/6, EGFR vy la

Caderina-E (Tabla 18).

Tabla 18. Distribucidon de los marcadores inmunohistoquimicos entre los

tumores TN y No TN.

Inmunofenotipo

Marcadores TN No TN X
IHQs Pos(%)n Pos(%)n P
RE 0(0)79 168(90)187 -
PR 0(0)79 142(76)187 -
HER2 0(0)79 37(20)187 -
Ki67 54(68)79  63(34)183  <0,001
CK5/6 37(47)79  17(10)179  <0,001
CK18 64(82)78 163(98)166  <0,001
EGFR 16(24)66 11(7)168 <0,001
Caderina-E 77(100)77 163(93)175 0,02

IHQs: Marcadores inmunohistoquimicos; Pos: nimero de casos positivos para la expresion del

marcador inmunohistoquimico. En el caso de Ki67 indica el nimero de casos con indice

proliferativo alto; n: nimero total de casos; n.s.: No significativo. Las proporciones entre

grupos se contrastan aplicando el test Xz'
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2. Parametros Moleculares
2.1. Variacién en el nimero de copias

Se han detectado diferencias entre los grupos en los porcentajes de
VNC en BIRC5, MYC, MTDH, CDC6 y MED1. Los tres primeros genes presentan
mayor prevalencia de alteraciones en los tumores TN (Tabla 19), mientras que
en los tumores No TN la mayor prevalencia de alteraciones se observa en CDC6

y MED1 (Tabla 19).

Tabla 19. Prevalencia de alteraciones genéticas (VNC) en los tumores TN y
No TN.

Inmunofenotipo
TN (N=75) No TN (N=174) X

GEN VNC n (%) n (%) p
ADAM9 20(27) 49(28) n.s.
AURKA 19(25) 35(20) n.s.
BIRC5 39(52) 67(39) 0,05
CCND1 27(36) 80(46) n.s.
CCNE1 16(21) 22(13) n.s.
CDC6 13(17) 61(35) 0,005
CDH1 20(27) 35(20) n.s.
CPD 11(15) 39(22) n.s.
EGFR 15(20) 22(13) n.s.
EMSY 26(35) 55(32) n.s.
ERBB2 21(28) 69(40) n.s.
ESR1 10(13) 14(8) n.s.
FGFR1 24(32) 55(32) n.s.
IKBKB 28(37) 44(25) n.s.
MAPT 21(28) 54(31) n.s.
MED1 22(29) 75(43) 0,04
MTDH 31(41) 50(29) 0,05
MYC 48(64) 59(34) <0,001
PRDM14 27(36) 53(31) n.s.
TOP2A 6(8) 30(17) n.s.

VNC: Variacion en el nimero de copias; N: nimero total de casos; n: nimero de casos que

presentan alteraciones (ganancias o pérdidas) del gen. Las proporciones entre grupos se
. 2 . i .

contrastan aplicando el test x"; n.s.: No significativo
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La regresion logistica binaria selecciona la VNC de CCND1, CDC6, CCNE1

y MYC como los genes que mejor diferencian los grupos, asociandose las

alteraciones en CCNE1 y en MYC con los tumores TN (Figura 16) mientras que

las alteraciones en CCND1 y CDC6 son mas abundantes en los tumores No TN

(Figura 16).

0,0

CCND
CCNE1

VNC
CDC6

BRCA1

CHFR
DAPK1
M5  Gs1

IGSF4
RARB

RASSF1

miR-590-5p

miR miR-4417

NoTN vs TN
OR; IC (95%)

0103 1,0 30 90270 OR (IC95%) p

miR4233p |

0,45{0,24-0,84) 0,010
2,56{1,14-577) 0,020
0,25{0,12-0,54) <0,001
4,33{2,33-8,03) <0,001
4,14{1,34-12,83) 0,010
0,29 {0,10-0,88) 0,030
0,32{0,11-092) 0,040
0,24{0,10-0,58) 0,002
4,30{1,08-17,06) 0,040
3,20{0,97-10,51) 0,050
0,17{0,08-0,32) <0,001
2,75 {1,67-4,54) <0,001
1,63{1,18-226) 0,003

0,10{0,05-0,19) <0,001

Figura 16. Perfiles de VNC, metilacion y expresion

MS: metilacion.

de microRNAs que mejor
diferencian los CMs No TN y los TN. Regresidn logistica binaria. OR: Odds ratio; IC:
intervalo de confianza; p: p valor regresion logistica binaria; TN: Triple Negativo;
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2.2. Metilacién en genes supresores tumorales

La presencia de metilacién en los promotores génicos estudiados,
presenta diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos en
BRCA1, DAPK1, ESR1, GSTP1, HIC1 y RASSF1 (Tabla 20); caracterizandose los
tumores TN por presentar una menor prevalencia de metilaciones en todos

ellos excepto en los promotores de BRCA1 y ESR1.

Tabla 20. Prevalencia de metilaciéon en promotores entre los CM TNy No TN

Inmunofenotipo

TN (N=71)  No TN (N=166) %

GEN Metilacion n (%) n (%) p
APC 46(65) 122(74) n.s.
ATM 25(35) 80(48) n.s.
BRCA1 14(20) 15(9) 0,02
BRCA2 11(16) 25(15) n.s.
CASP8 15(21) 45(27) n.s.
CD44 3(4) 3(2) n.s.
CDH13 51(72) 133(80) n.s.
CDKN1B 9(13) 26(16) n.s.
CDKN2A 29(41) 76(46) n.s.
CDKN2B 8(11) 23(14) n.s.
CHFR 9(13) 37(22) n.s.
DAPK1 10(14) 56(34) 0,002
ESR1 10(14) 6(5) 0,02
FHIT 9(10) 15(9) n.s.
GSTP1 12(17) 75(45) <0,001
HIC1 5(7) 28(17) 0,05
IGSF4 7(10) 13(8) n.s.
MLH1 8(11) 21(13) n.s.
PTEN 15(21) 45(27) n.s.
RARB1 8(11) 16(10) n.s.
RASSF1 24(34) 130(78) <0,001
TIMP3 11(16) 21(13) n.s.
TP73 12(17) 23(14) n.s.
VHL 5(7) 19(11) n.s.

N: nimero total de casos; n: nimero de casos que presentan metilacién en el promotor del
. . 2 . I .
gen. Las proporciones entre grupos se contrastan aplicando el test x°; n.s.: No significativo.
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La regresion logistica binaria asocia la metilacidon en los promotores de BRCAI,
IGSF4 y RARB con los tumores TN (Figura 16), en tanto que la metilacion de
CHFR, DAPK1, GSTP1 y RASSF1 es mas frecuente en los tumores no TN (Figura
16).

2.3. Expresion de miRs

El ANOVA de las medias de expresién de los miRs en los CMs TN
respecto a los No TN muestra una asociacién significativa de la expresién de
tres de los cuatro miRs (423-3p, 590-5p y 4417) con el caracter TN de los
tumores. Los tumores TN presentan una expresion significativamente mayor
de los miRs 590-5p y 4417, y por el contrario, menor expresion del miR-423-3p
respecto a los No TN, (Tabla 21 y Figura 17).

La regresidn logistica confirma estos resultados, caracterizdndose los
tumores TN por presentar mayor expresion de los miRs, miR-590-5p y miR-

4417 y menor una menor expresion del miR-423-3p (Figura 16).

Tabla 21. Expresion media de los microRNAs y caracter TN

Inmunofenotipo

TN (n=79) No TN (n=187)
microRNAs X (DT) X (DT) p
miR-187-3p 10,27 (1,29) 10,05 (1,45) n.s.
miR-423-3p 9,04 (0,57) 9,54 (0,65) <0,001
miR-590-5p 9,35 (0,84) 9,02 (0,77) 0,001
miR-4417 10,68 (1,13) 10,05 (1,45) 0,043

X: Expresién media; TN: Inmunofenotipo Triple Negativo; DT: Desviacidén tipica; p:
Significacidn estadistica en el test de comparacién de medias ANOVA; n.s.: no significativo
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Figura 17. Promedio de los niveles de expresion de los miRs segun el caracter TN de
los CMs. Con la excepcidn del miR-423-3p, el nivel maximo de expresion de los miRs se
observa en los CMs TN. Se muestra el p valor del test de comparacién de medias
ANOVA.

3. Perfiles inmunohistoquimico y molecular del CM TN.
Resultados de la regresion logistica con los parametros
seleccionados

La regresion logistica binaria reversa incluyendo todos los marcadores
moleculares (VNC, metilacion y miRs) elegidos por las regresiones logisticas
previas ha seleccionado los pardmetros especificos del CM TN que mejor lo
diferencian de los tumores que presentan otro inmunofenotipo. Este perfil
diferenciador del inmunofenotipo TN estad constituido por la VNC de MYC y
CDC6, la metilaciéon en los promotores de BRCAI1, GSTP1 y RASSF1 y la
expresion de los miRs 590-5p, 4417 y 423-3p (Figura 18). Los tumores TN se
caracterizan por mostrar un perfil caracterizado por presentar una elevada
proporcién de alteraciones en MYC (OR=3,18; p=0.006,) y baja en CDC6
(OR=0,30; p=0,01), elevada proporcion metilaciones en BRCA1 (OR= 3,12,
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p=0,05) y baja en GSTP (OR=0,22; p=0.001,) y RASSF1 (OR=0,24;p<0.001,) junto

a una mayor expresion de los miRs 590-5p (OR=2,18;p=0,02,) y 4417 (OR=1,79;

p=0,01) y pobre expresién del miR-423-3p (OR=0,15, p<0,001; Figura 19).

En base a este perfil de marcadores el modelo clasifica correctamente

el 86,4% de las muestras, clasificando correctamente el 93,9% de las muestras

del grupo TN y el 69,0% de las No TN (Tabla 22).
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% VNC o Metilacién

BRCA1
20%

GSTP1
17%

RASSF1
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miR4417  p=0.01

miR5905p p=0.02
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45%
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Figura 18. Parametros que mejor diferencian los CM con fenotipo TN de los no

TN.
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NoTN vs TN
OR; IC (95%)
00 0103 10 30 90 g (c95%) p

cDhCé —— 0,30(0,12-0,76) 0,010
MYC —+—  3,18(1,39-7,29) 0,006
BRCA1 L3+ 3,12(1,01-9,59) 0,050
GSTP1 P 0,22(0,09-0,56) 0,001
RASSF1 —l— 0,24(0,11-0,53) <0,001
miR-590-5p —— 2,18(1,16-4,13) 0,020
miR-4417 94 1,79(1,14-2,82) 0,010
miR-423-3p —— 0,15 (0,06-0,34) <0,001

Figura 19. Diferencias en los perfiles inmunohistoquimicos y moleculares entre los
fenotipos No TN y los TN. Regresion logistica binaria. OR: Odds ratio; IC: intervalo
de confianza; p: p valor regresién logistica binaria; TN: Triple Negativo.

Tabla 22. Regresion logistica binaria atrds (Wald) de los parametros
inmunohistoquimicos y moleculares de los grupos de TN y No TN. Porcentaje de
muestras correctamente clasificadas.

Pronosticado %
Observado No TN TN correcto
No TN 155 10 93,9%
TN 22 49 69,0%
% global 87,6 % 83,1% 86,4%
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I. Caracterizacion inmunohistoquimica y molecular de los
canceres de mama esporadico y hereditario

Marcadores inmunohistoquimicos

Los perfiles inmunohistoquimicos en CM han sido evaluados en

diversas series'?%191%2

. De hecho, la expresién de receptores hormonales y la
sobreexpresidon de HER2 son considerados factores prondstico y predictivos de
respuesta a tratamiento, estando instaurada su determinacion en la practica
asistencial. En la presente tesis solamente un 30% de los CMs portadores de
mutaciones en BRCA1 expresaron RE, prevalencia acorde a las descritas por
otros autores (10-36%)'®. La ausencia de expresién de RE y RP es un rasgo
propio de los CMs portadores de mutaciones en BRCA1, que se relaciona con el

caracter basal de estos tumores'?%19%1%

Respecto a los CMs portadores de mutaciones en BRCA2, las
prevalencias encontradas en este estudio para la expresion de RE y RP (74% y
58%, respectivamente, Tabla 6) son similares a las reportadas por Honrado et
al™®. Asimismo, la prevalencia encontrada para estos dos marcadores en los

grupos BRCAX y CME es muy similar a las previamente descritas'*'*.

Aproximadamente el 60% de los pacientes que presentan positividad
en la expresion de RE responden favorablemente al tratamiento hormonal con
Tamoxifeno o inhibidores de Aromatasa, alcanzando el 75% en los CMs

196

positivos para REy RP™.

La prevalencia de amplificaciones de HER2 en los CMs portadores de

. , . 190,192,195,1
mutaciones en BRCAI o BRCA2 varia entre series'%*#%1%>197

, probablemente
debido a la diferente metodologia empleada en su deteccion'®. La prevalencia
de amplificaciones de HER2 en CM no hereditario en las diferentes series
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198,199

estudiadas se situa entre 20-30% . No obstante, en un reciente estudio

similar al nuestro, Aloraifi et al*®

reportan hiperexpresion de HER2 en el 9,5%,
10,5%, 21,9% y 12,3% de los CMs BRCAl, BRCA2, BRCAX y CME
respectivamente. La prevalencia para los tres primeros grupos es
discretamente superior a la de nuestro estudio, mientras que nosotros

observamos una prevalencia mas elevada, del 18%, para el CME (Tabla 6).

En el presente estudio, el andlisis categdrico univariado detecta
diferencias entre los grupos de estudio para la mayoria de los marcadores
inmunohistoquimicos estudiados, principalmente para los RE. El analisis
multivariado de los pardmetros IHQs con los grupos de estudio aplicando la
regresidon logistica multinomial confirma a la expresion de RE como la Unica
variable significativa independiente. Solamente el 30% de los CMs portadores
de mutaciones en BRCA1 presentan expresion de RE, frente al 74%, 69% y 70%
(Tabla 6) detectado en los grupos BRCA2, BRCAX y CME, respectivamente. La
baja prevalencia de RE+ en los portadores de mutaciones en BRCA1 se debe a
que este grupo ve limitada la expresion de RE debido a la pérdida de la
activacion de la transcripcion del gen que lo codifica, ESR1, que es mediada por

BRCA1°*.

En este estudio encontramos distribucion de inmunofenotipos
diferente entre los CMs del grupo BRCAl y el resto de grupos. El
inmunofenotipo mayoritario en el grupo BRCA1 ha sido el TN que presenta una
prevalencia del 62% (Tabla 6), similar a la reportada por Mavaddat et al’®*. Se
ha reportado que el inmunofenotipo TN representa 15-20% de todos los CMs,
y las pacientes que lo presentan tienen una probabilidad cinco veces mayor de
ser portadoras de mutaciones en BRCAI en comparacion con las no TN*%, lo

gue implica que dos de cada nueve CMs TN pueden presentar mutaciones en

BRCA1™. Esta fuerte asociacion del caracter TN con el mayor riesgo de
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presentar mutaciones en BRCA1 ha motivado a que el NCCN en su Guideline
version 1.2014 de cancer hereditario recomiende el estudio de las mutaciones
en los genes BRCA1/2 en todos los CMs TN < 60 afios®, criterio también
incluido en la Guia de Consejo Genético de Cdancer Hereditario de la
Comunidad Valenciana cuya actualizacién esta finalizando para ser publicada

en los proximos meses™.

El inmunofenotipo mayoritario en los CMs de portadores de
mutaciones en BRCA2, como en los BRCAX y en los CMEs, ha sido el Luminal A,

% |a mayor prevalencia de

coincidiendo con lo encontrado por otros autores
este fenotipo se debe a la mayor expresién de receptores hormonales

mostrada por estos grupos.

Variacién en el numero de copias

En este estudio el andlisis univariado ha detectado que la presencia de
aberraciones genéticas en MYC, ERBB2, AURKA y CPD permite diferenciar los
cuatro grupos. El analisis multivariado multinomial confirma que la presencia
de aberraciones en los genes antes mencionados junto con las de PRDM14

permite diferenciar los CMs portadores de mutaciones en BRCA1 de los CMEs.

Las anomalias de MYC aqui detectadas, principalmente
amplificaciones, estdn asociadas con los CMs de portadores de mutaciones en
BRCA1, en los que presentan una prevalencia del 67% (Tabla 8). A este
respecto Grushko et al* identifican la amplificacidn MYC como un evento
frecuente en los CMs de portadores de mutaciones en BRCA1 en linea
germinal, observando amplificaciéon en el 53% de los CMs con mutacién en
BRCA1 frente al 23% de los CMEs. Xu et al’® sefialan que la amplificacién de
MYC es un evento que se presenta en el curso del proceso oncogénico tras la

pérdida de funcidn de BRCA1, sugiriendo que la alteracién en MYC no sea
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suficiente para desarrollar el cancer, requiriéndose alteraciones genéticas

adicionales como es la pérdida de BRCAL.

En esta tesis, observamos una proporcion mayor de alteraciones en
PRDM14, principalmente amplificaciones, en los CMEs respecto a los
portadores de mutaciones en BRCA1 (38% vs 22%). Nuestro grupo, en un
estudio previo encontré una prevalencia de amplificaciones en este gen del
37% en los CMEs', similar a la reportada por Moelans et al”® empleando el
mismo método de deteccidn. PRDM14 es un gen que se localiza en 8q, region
frecuentemente amplificada en CM®. Asi se ha visto, que su sobreexpresién se
relaciona con un incremento en la proliferacién del CM, mientras que su
inhibicién reduce el crecimiento celular y aumenta la apoptosis, lo que sugiere

su potencial utilidad terapéutica en CM*?.

Hay que destacar la mayor prevalencia de alteraciones en AURKA
encontrada en este estudio en los CMs portadores de mutaciones en BRCA1
respecto a los CMEs (41% vs 17%, Tabla 8). El 74% de las alteraciones
detectadas en AURKA en las pacientes del grupo BRCA1 fueron deleciones (14
de 19). Hasta el momento no existen estudios que confirmen la mayor
prevalencia de deleciones en AURKA en CMs portadores de mutaciones en
BRCA1, ni tampoco se han descrito amplificaciones del gen en este grupo®*®.
Lo que si se conoce es que las amplificaciones de AURKA son frecuentes en los

CMs de portadores de mutaciones en BRCA2* en los que nosotros, hemos

encontrado una prevalencia del 23%.

Se ha descrito que la amplificacion del gen ERBB2 es la principal causa
de sobreexpresién de HER2 en el CM (90%)*°. Como ya se ha comentado en el
apartado de Inmunohistoquimica (pagina 97), los resultados en la expresién de

HER2 en los CMs portadores de mutaciones en BRCA1/BRCA2 varian entre
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: . ~190,192,195,197,200
series

. Aqui, en relaciéon a la VNC, encontramos una mayor
prevalencia de alteraciones en ERBB2 en los CMEs (45%) respecto a los CMs
portadores de mutaciones en BRCA1 o BRCA2, con un 24% y 20%,
respectivamente. En cuanto a la correlacion entre de la amplificacién con la
expresién IHQ de HER2, Grushko et al’® diferencian amplificaciones en ERBB2
de alto y bajo grado, siendo las amplificaciones de bajo grado mds frecuentes
entre los CMs de portadores de mutaciones en BRCA1 y las de alto grado en los
CMEs. Asimismo, segun el mencionado autor las amplificaciones de bajo grado
no se detectarian mediante IHQ. En nuestro estudio se encontraron
amplificaciones de alto grado (positivas mediante IHQ) solo en dos de las once
amplificaciones detectadas en el grupo BRCA1l; las restantes nueve
amplificaciones no tuvieron traduccién por IHQ, constituyéndose de bajo
grado. Por tanto, un porcentaje reducido de amplificaciones genéticas de

ERBB2 no conducen a su sobreexpresidon; en estos casos, HER2 podria no tener

repercusion en la biologia del tumor.

Respecto a la relacidon de la expresion de HER2 con la respuesta al
tratamiento, sefalar que los CMs con amplificaciones en ERBB2 que muestran
positividad IHQ para HER2, son los que pueden beneficiarse de una medicina
de precision con tratamientos especificos como trastuzumab y lapatinib®®?%.
Ademas, estudios preliminares sugieren que la resistencia a estas terapias,
puede deberse en parte a la pérdida de la expresion de HER2 durante el

tratamiento®™.

La presencia de alteraciones en CPD no diferencia con claridad el grupo
CME del resto de grupos. No obstante, se observa una tendencia de los CMs
portadores de mutaciones en BRCA1 a presentar menor prevalencia de
alteraciones en el gen que el resto de grupos. La amplificacion del gen podria

estar relacionada con un comportamiento tumoral mas agresivo en los CMs
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RE+. Se ha descrito que CPD codifica una carboxipeptidasa, cuya

sobreexpresion es regulada por el estradiol’

, que actua aumentando la
produccion de ON (6xido nitrico), molécula mediadora de procesos
involucrados en la progresién tumoral, como la invasion vy la

angiogénesis*'>*1¥?1,

Metilacion en promotores de genes supresores tumorales.

En la mayoria de los genes estudiados observamos menor prevalencia
en la metilacion de promotores en los CMs del grupo BRCA1 respecto a los
CMEs. Esta tendencia general de los CMs portadores de mutaciones en BRCA1
a presentar menor indice de metilacion ya ha sido descrita por otros
autores'®. De los promotores analizados, solamente la presencia de metilacién
en RASSF1, CDH13 y DAPK1 alcanza significacidon estadistica en el analisis
multivariante de regresion logistica multinomial. La presencia de metilacién en
los promotores de los dos primeros genes diferencia los CMs de portadores de
mutaciones en BRCA1 de los CMEs, mientras que la metilacion en DAPK1

distingue los portadores de los BRCA2 de los CMEs.

La proteina RASSF1 tiene un papel relevante en la proliferacidn celular,
la apoptosis y la estabilidad de los microtubulos, pardmetros relacionados con
la proliferacion celular®™. Se sabe también, que la metilacién de RASSF1 es un
evento temprano en el desarrollo del CM, asociado con la presencia de
RE2>2182Y7 Estudios in vitro han demostrado que RASSF1 inhibe la expresion
del REalfa®®®, por ello la menor metilacion en el promotor de RASSFI,
encontrada en los CMs portadores de mutaciones en BRCA1 se asociaria con el
caracter RE negativo de estos tumores. Por el contrario, los CMEs que
presentan mayor prevalencia de metilacion en RASSF1 se asocian con la
216,217

presencia de RE
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La metilacion de CDH13, frecuentemente detectada en los portadores
de mutaciones en BRCA1, podria estar relacionada con un comportamiento
tumoral mas agresivo de estos tumores, tal como sugieren estudios
experimentales. Asi, se sabe que la proteina CDH13 tiene un papel importante

219 por ello en

en la adhesidn celular y en la regulacion del crecimiento celular
su ausencia, tal como sucederia en los casos de metilacidon de su promotor, se
facilitaria la transicién de tumor benigno a invasivo maligno con mayor

21 por

facilidad para metastatizar por la diseminacién de las células tumorales
el contrario, restaurando la expresion de CDH13 en células tumorales se
reduce la capacidad invasiva y disminuye su proliferacion de manera

significativa®®°.

La metilacién en el promotor de DAPK1 permite diferenciar los CMs
portadores de mutaciones en BRCA2 y los CME. DAPK1 es una serina/treonina
proteina quinasa que induce apoptosis y su inactivacién conduce al desarrollo
tumoral y metastasis®’. El gen estd relacionado con el mal prondstico

I, en el que

evolutivo tal como lo soporta el estudio reciente de Li et a
identifican un panel de genes, entre los que se figura DAPK1, cuya metilacion
permite identificar los CMs con progresién tumoral de los que no presentan

progresion.

El potencial caracter reversible de los fendmenos de metilacion abre la
puerta al empleo de agentes demetilantes como herramienta terapéutica.
Algunos de estos farmacos (5-azacytidine y 5-aza-2'-deoxycytidine) ya se
emplean en el tratamiento de sindromes mielodisplasicos®?®. Sin embargo, en
CM su uso se limita a estudios in vitro, donde se ha conseguido restaurar la

expresion del RE tras revertir la metilacién en el promotor del gen ESR1™.
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Expresion de microRNAs

Los programas estadisticos del paquete Partek Genomic Suite 6.6v'"

han detectado una expresion significativamente mayor en los CMs de
portadores de mutaciones en BRCA1 en 21 de los 40 miRs seleccionados en el
analisis (Tabla 12). En este sentido, BRCA1 podria actuar regulando la sintesis
de un amplio espectro de miRs y la ausencia de esta regulacidn, debido a
mutaciones en el gen, conduciria a la hiperexpresidon de estos miRs. Asimismo,
Chang et al®*?* describen que BRCA1 reprime la expresién del miR-155
mediada a través de la histona desacetilasa 2 (HDAC2), causando la
desacetilacién de las histonas H2A y H3 a nivel del promotor del miR-155, lo
que reprime la transcripcién del miR; de ser asi, la presencia de mutaciones en

BRCA1 aboliria la regulacién del miR-155 provocando su hiperexpresion®*?*.

El analisis discriminante sPLS-DA efectuado en este estudio identifica
un perfil de 15 miRs, distribuidos en tres clusters, cuya expresion diferencia los
cuatro grupos (Figura 11). Los CMEs y los de portadores de mutaciones en
BRCA1 o BRCAZ2 presentan hiperexpresion de un perfil de cuatro, cinco y seis
miRs respectivamente, mientras que estos miRs estan hipoexpresados en los
CMs BRCAX. Son limitados los estudios que han evaluado los perfiles de
expresion en CM hereditario; a diferencia de nosotros, el grupo de Tanica et
al™®"' no describe ningin miR diferencialmente expresado entre los CMs
portadores de mutaciones en BRCA1 y los portadores de mutaciones en
BRCA2, ademas este grupo encuentra también una gran heterogeneidad en la

130,131

expresion de miRs en los CMs BRCAX

Los estudios mediante RT-qPCR muestran que el miR-590-5p presenta
mayor expresion en los CMs RE negativos en comparacién con los RE positivos.

A este respecto, Baley et al”*® han observado que tanto la forma 3p como la 5p
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de este miR presentan una mayor expresion en las lineas celulares MCF7:2A

226

(ER-) en comparacién con MCF7 (ER+)". En este sentido los estudios in silico

178 v TargetScan®®,

empleando los software de prediccidn de dianas MicroT-cds
sugieren que este miR podria actuar reprimiendo la sintesis del receptor ESR1

interactuando con dos secuencias de ARNm del gen.

Asimismo hemos observado que los CMs RE positivos presentan

hiperexpresion del miR-423-3p en comparacién con los RE negativos. A este

178 185

respecto, los software de prediccién de dianas MicroT-cds™”® y Miranda
indican una fuerte interaccion de la secuencia de este miR con el ARNm de
ESRRA*’, gen que comparte el 68% de la secuencia del dominio de unién a
DNA vy el 36% de la secuencia del dominio de unién a ligando con el gen
ESR1**®. Dado que ambos genes compiten por los mismos promotores, la
hipoexpresion de ESRRA debida a la hiperexpresion del miR-423-3p causaria la
hiperexpresion de ESR1 propia de los CMs RE positivos. En el campo
experimental este mecanismo esta soportado por el estudio de Ariazi et al**®

que observa que la hiperexpresidn de la proteina ESRRA se correlaciona con

la ausencia de expresion de RE y RP.

Hemos observado que el miR-4417 presenta una mayor expresion en
los CMs RE negativos, RP negativos, EGFR positivos y en los portadores de
mutaciones en BRCAL. En este sentido, el software de prediccidon de dianas
MicroT-cds'’® indica que este miR puede interaccionar con tres regiones
diferentes del ARNm de BRCA1. De acuerdo con la hipétesis de los dos eventos
de Knudson®, la hiperexpresién de este miR en los CMs portadores de
mutaciones en BRCA1 en uno de los alelos podria considerarse como el
segundo evento que agravaria la haploinsuficiencia de BRCA1. En un trabajo de
nuestro grupo se analizé la relacion de este miR con los CMs hereditario y no

hereditario, encontrando que la expresidon de este miR junto con la del miR-
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423-3p permiten identificar el 75,8% de los CMs hereditarios y el 65,9% de los

230

CMs no hereditarios™". Asimismo, en otro de nuestros trabajos (enviado para

231

publicacion™") hemos observado que el miR-4417 se hiperexpresa en los CMs

que presentan patron BRCANess

. La identificacion del fenotipo BRCAness
ayudaria a establecer una medicina personalizada que pudiera predecir la
resistencia o sensibilidad a la quimioterapia con platino y, particularmente, a

inhibidores de PARP?,

Los resultados aqui obtenidos que indican una mayor expresién del
miR-187-3p en CMs HER2 positivos son similares a los reportados por
Blenkiton et al’®. Los test in silico efectuados aplicando el software microT-
CDS'® indican que este miR puede interaccionar con dos regiones 3’UTR del
gen ERBB2, lo que sugiere que el miR-187-3p modularia la traduccion de ERBB2
disminuyendo la sintesis de la proteina oncogénica HER2. La mayor expresion
del miR-187-3p encontrada en los CMs HER2 positivos puede interpretarse
como un mecanismo compensatorio para frenar la sintesis de la proteina HER2
ante una situacion de hiperexpresion del gen. La hiperexpresion de este miR se
ha asociado con mal prondstico en CM, con tumores que presentan un

fenotipo mas agresivo y mayor potencial invasivo®>”.

Perfil de marcadores inmunohistoquimicos y moleculares de

los grupos de estudio.

La regresidon logistica multinomial con los pardmetros IHQs, VNC y
epigenéticos (metilacidon de promotores y expresién de miRs) seleccionados en
cada andlisis, selecciona la expresidon de RE, la VNC de AURKA, MYC, ERBB2 y
CPD, y la metilacion en los promotores de RASSF1, CDH13 y BRCA2, como
parametros que mejor diferencian los grupos de estudio (Tabla 16). No
obstante, los perfiles moleculares e inmunohistoquimicos de los CMs de
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portadores de mutaciones en BRCA2, los BRCAX y los CMEs son muy
semejantes y solo se pueden diferenciar con nitidez los perfiles de los CMs
portadores de mutaciones en BRCA1 y los CMEs. El modelo en su conjunto
tiene escasa eficiencia para clasificar los cuatro grupos de estudio (solo
clasifica correctamente el 51,8% del total de casos), sin embargo clasifica
correctamente el 70,0% de los CM de portadores de mutaciones en BRCA1 y el

68,9% de los CMEs.

De todos los marcadores IHQs estudiados el RE es el que mas
contribuye a diferenciar los grupos de estudio. Como ya se ha comentado, uno
de los rasgos de los CMs de portadores de mutaciones en BRCA1 respecto al
resto consiste en que estos tumores suelen presentar negatividad para la

expresion de RE%19%194,

En cuanto a la VNC, destaca la elevada prevalencia de aberraciones en
AURKA en los CMs portadores de mutaciones en BRCA1. Se sabe que AURKA
participa en los procesos de mitosis, meiosis y en la reparacién del dafio del
ADN?**. En un estudio previo de nuestro grupo hemos observado que las
aberraciones en AURKA se asocian con el CM hereditario®®. Las VNC en AURKA

73,237

se han asociado con mal prondstico en CMs RE positivos , aunque la

presencia de estas alteraciones puede mitigar el mal prondstico al conferir

sensibilidad al tratamiento con inhibidores especificos’>**’.

Otro rasgo diferenciador entre los CMs portadores de mutaciones en
BRCA1 y los CMEs es la elevada prevalencia de amplificaciones en MYC que
muestran los primeros. Tal como ya se ha comentado, existe una estrecha
relacidn entre la presencia de mutaciones en BRCA1 y amplificaciones en MYC.
Entre las mdultiples funciones de BRCA1, se ha descrito que reprime la

transcripcién de MY ® sin embargo, no estan esclarecidos los mecanismos
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que median la amplificacién de MYC en las células BRCA1 deficientes®. Se ha
descrito que la amplificacion de MYC se asocia con CMs portadores de
mutaciones en BRCA1*® o con pérdida de funcién de BRCA1; y en este sentido,
estudios experimentales efectuados en ratones indican que la amplificacion de
MYC requiere un periodo de latencia previo antes del desarrollo del CM?®,
sugiriendo que la alteracién en MYC no es suficiente para desarrollar el cancer.
La amplificacion de MYC se ha observado en formas agresivas de la
enfermedad y se corresponde con un prondstico desfavorable y con mayor

frecuencia de metéastasis a distancia®®*

. La sobreexpresion de MYC, que induce
lesiones en la doble cadena de ADN e inestabilidad genética®®, podria ser
aprovechada para ensayar inhibidores de ciclinas dependientes de quinasa

(CDKs)**! en este subgrupo de pacientes.

La VNC de ERBB2 es otro de los parametros incluidos en este perfil que
estd asociado con los CMEs (Tabla 16). En general, las pacientes con CM que
presentan amplificaciones de alto grado en ERBB2, suelen presentar una
supervivencia global mas corta. Estas pacientes muestran respuestas
heterogéneas a una variedad de agentes quimioterapéuticos y hormonales®*,
aunque el desarrollo de terapias dirigidas frente a HER2, como trastuzumab y

lapatinib®®’, ha mejorado considerablemente la supervivencia®®.

La VNC en CPD permite diferenciar los CMs de los grupos BRCAX y
CMEs, presentando los primeros mayor prevalencia de alteraciones en este
gen (28% vs 17% respectivamente; Tabla 16). Estudios previos han reportado
que la expresion de CPD se ve estimulada por el estradiol y la prolactina en la
linea celular de CM MCF7?*!, ocasionando un incremento en la produccidn
intracelular de ON a partir de la Arginina (Arg) y promoviendo la supervivencia

211

de las células de CM~. Por esta razén el bloqueo de la via CPD-Arg-ON, en los

tumores que presentan amplificacion de CPD, podria ser una alternativa
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terapéutica para modular los niveles de ON en las células tumorales y, con ello,

mejorar su supervivencia.

En relacion con la metilacidon, este modelo final selecciona la
metilaciéon de los promotores de CDH13, RASSF1 y BRCA2 como pardmetros
que mejor diferenciaciéon los CMs de portadores de mutaciones en BRCA1 de
los CME. Como se ha indicado previamente, RASSF1 inhibe la expresion del

215 Ademas, se ha

REalfa®® y su metilacidn estd asociada con los CME RE+
descrito que lesiones pre-neoplasicas y carcinomas in situ con frecuencia
presentan metilacion del promotor de RASSF1, lo que sugiere que esta

metilacién sea un evento temprano en el desarrollo del CM**.

La metilacion en CDH13 es un evento frecuente en CM**,

particularmente en los portadores de mutaciones en BRCA1 en los que ostenta
la prevalencia méaxima, del 90% (Tabla 10). A este respecto, Feng et a/**
encuentran asociacién de la metilacidon del promotor con los CM RP negativos
y, asociandose por tanto, con los CM de portadores de mutaciones en BRCA1
que en una elevada proporcidon suelen ser negativos para los receptores
hormonales. Como se ha comentado anteriormente (pagina 103), la metilacion

en el promotor de CDH13 se asocia con una mayor capacidad invasiva de los

tu mOI"ESZlg.

La metilacion en el promotor de BRCA2 en los CMEs presenta una
mayor prevalencia a la observada en los CMs con mutaciones en BRCA1 (13%

68,245,246 ,247 confirman

vs 7%; Tabla 10. La mayoria de estudios efectuados en CM
la rareza de metilaciones en el promotor de BRCA2. Unicamente dos
estudios®®** han reportado una prevalencia elevada (del 59,0% y 69,2%,
respectivamente) en la metilacién de este promotor. En uno de ellos los

autores observan que la metilacion se asocia con baja expresion de BRCA2 y
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con mayor supervivencia®~. Asi mismo, se ha observado que las pacientes con

metilacién del promotor de BRCA2 presentan una mayor sensibilidad a drogas

20 Ademds es de

que lesionan la doble cadena de ADN como es el cisplatino
suponer que estas pacientes, al igual que las que presentan metilacién en el
promotor de BRCA1, podrian ser beneficiarias del tratamiento con inhibidores

de PARP®,

El perfil de marcadores aqui encontrado revela que los CMs BRCA1 y
los CMEs presentan vias de carcinogénesis distintas. La existencia de estos
patrones diferentes condiciona las indicaciones de tratamiento de las
pacientes. Asi, en los CMs de los portadores de mutaciones en BRCA1 son poco
frecuentes la expresion de RE o la amplificacion de HER2, por lo que los
tratamientos con Tamoxifeno'®® o Trastuzumab®® son poco efectivos en la
mayoria de los casos. Sin embargo, podria ser particularmente beneficioso el

>1 v serfa prometedor ensayar inhibidores de

empleo de inhibidores de PARP
AURKA?’ y de CDKs**"!, por estar frecuentemente alteradas las vias en las que
participan en este grupo de pacientes. Sin embargo en los CMEs, aparte de los
tratamientos especificos con Tamoxifeno para los CMs RE+ o Trastuzumab en
los CMs que muestran amplificaciones en de ERBB2, podria ensayarse el

empleo de agentes demetilantes en los casos que presentan metilacién en el

promotor de RASSF1°%.
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I1. Perfiles inmunohistoquimico y molecular de los canceres de
mama triple negativos

Los CMs TN tienen especial interés, porque al carecer de las dianas
terapéuticas mas habituales, hacen ineficaz el empleo de los antiestrégenos y

terapias anti-HER2 (Trastuzumab)®?

. Por ello, en este subgrupo de tumores
resulta relevante la identificacion de nuevas dianas terapéuticas o vias de
sefializacion intracelular que conduzcan al disefio de nuevas herramientas
terapéuticas. Esta es una de las razones que ha impulsado uno de los objetivos
planteado en esta tesis, la identificacion de perfiles IHQs y marcadores

moleculares que permitan subclasificar los CMs TN en concordancia con sus

mecanismos etiopatogénicos.

En el estudio hemos encontrado que la VNC de MYC y CDC6, la
metilacién de los promotores de RASSF1, BRCA1 y GSTP1 junto con la
expresion de los miRs 590-5p, 4417 y 423-3p constituyen un perfil que permite
identificar el estatus TN de los CMs estudiados. Este perfil, que resulta
particularmente util para identificar los CMs TN (69,0% de los TN) en los que
solo es aplicable el tratamiento citotxico’?, puede ser una base para
establecer una medicina personalizada aplicando un tratamiento mas

especifico acorde las alteraciones IHQs y moleculares encontradas.

La presencia de alteraciones en MYC es un rasgo frecuente en los CMs
TN de nuestra serie, encontradas en el 64% de estos tumores, (Tabla 19)
resultado en concordancia con la alta expresién de MYC descrita por otros

autores en los tumores TN**

. MYC pertenece a una familia de factores de
transcripcidn que regula el crecimiento celular, la proliferacion y la apoptosis a
través de la activacién o represion de otros genes®. Entre los genes activados
por MYC figuran los promotores del crecimiento como las quinasas
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dependientes de ciclina (CDKs) mientras que entre los genes reprimidos
destacan los inhibidores de CDKs (CDKN2a, CDKN2b, CDKN1a o CDKN1b)**,
Como ya se ha comentado, la sobreexpresion de MYC podria ser utilizada para

ensayar un nuevo tratamiento basado en inhibidores de CDKs**".

En este trabajo hemos observado que los CMs No TN presentan mayor
porcentaje de ganancias en CDC6 que los TN (32% vs 16%). El gen CDC6 estd
implicado en la etiopatogénesis del cdncer a través de su participacion en la
regulacién de la proliferaciéon celular; se conoce su sobreexpresion en los
canceres humanos®’ y su papel en la inhibicién transcripcional de los genes
supresores tumorales CDKN2a, CDKN2b y ARF, implicados en la regulacién del

ciclo celular®®.

La mayor prevalencia de metilacion encontrada en el promotor de
RASSF1 en los CMs No TN se asocia con la mayor expresiéon de RE en este
grupo de tumores, ya que como se ha comentado previamente, RASSF1 inhibe

28 Se ha observado que la re-expresion de RASSF1 en

la expresién de REalfa
lineas celulares disminuye los niveles de REalfa y disminuye la sensibilidad a los
estrégenos, con la consiguiente reduccion de los genes que regulan, como son
BCL2 y MYC**®. Como resultado se induce arresto del ciclo celular, senescencia
e inhibicién de las rutas involucradas en la transformacién tumoral®®. Asi, la
metilacion en RASSF1, abre la oportunidad de ensayar tratamientos con

agentes demetilantes que restauren la expresion del gen y por tanto se inhiba

la ruta del RE en las pacientes no respondedoras a la terapia hormonal.

En este trabajo la metilacién en el promotor de GSTP1 se asociada con
los CMs No TN. GSTP1 se expresa en las células epiteliales de mama

257,258

normales , Yy se sabe, que la pérdida de su expresién, detectada en un 53%

de los CMs®’, en un 13-39% de los casos se debe a la metilacién de su
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239260261262 ga ha demostrado que la hipermetilacion de GSTPI es un

promotor

evento temprano en el desarrollo del CM*®, que se asocia con mal
L oogt 260,263,264 .z . .y .

prondstico habiéndose relacionado también con la presencia de RE y

RP?Y?%* GSTP1 es una enzima que participa en procesos de detoxificacion,

265

protegiendo a las células de los carcindgenos™™. A nivel del tejido mamario,

GSTP1 se une a los estrégenos, captandolos y minimizando asi su accion®®.

Aqui encontramos que la presencia de metilacién en el promotor de
BRCA1 es mas frecuente en los CMs TN que en los no TN (20% vs 9%). No
obstante, los datos de prevalencia de metilacidon en los CMs TN varian entre
series'®?°®?%72%8 hacho que puede atribuirse a la diferente proporcién de CMs
hereditarios y esporadicos que incluyen las series. La prevalencia de
metilaciones en BRCA1 encontrada en los CMs TN y no TN en nuestro trabajo

es similar a la descrita en otros estudios**®**’

. La metilacién en el promotor
origina la pérdida de expresién de BRCA1, conduciendo al establecimiento en
estos CMs de un fenotipo similar al que presentan los CMs con mutaciones en
BRCA1, fenotipo BRCAness’®**®. La metilacién del promotor de BRCA1
presenta un interés particular ya que estos pacientes presentan sensibilidad a

inhibidores de PARP?*?, mientras que la ausencia de metilacién se asocia que

una mejor respuesta a terapias basadas en el empleo de atraciclinas®’.

En el presente trabajo, encontramos diferencias para el estado TN en
la expresion de tres de los cuatro miRs estudiados mediante RT-gPCR. La
expresion del miR-590-5p es significativamente mayor en los CMs TN. La
hiperexpresion de este miR, como ya ha comentado, se asocia con la ausencia
de expresion de RE en lineas celulares®®, y estudios in silico sugieren que el
miR-590 puede reprimir la sintesis del RE, por lo que la hiperexpresién de este

miR se asociaria con CMs que no expresan RE, como son los TN.
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En este estudio hemos observado que la hiperexpresion del miR-4417
se asocia con los CMs TN. La hiperexpresion de este miR la hemos encontrado
asociada con CMs RE negativos, RP negativos, EGFR positivos y portadores de

mutaciones en BRCA1, todos ellos rasgos caracteristicos de los CMs TN¥/2"%%72,

Finalmente, se ha encontrado una menor expresién del miR-423-3p en
los CMs TN. La hipoexpresion del miR se asocia con una mayor expresion de la
proteina ESRRA, que como se ha comentado, se correlaciona con la ausencia

de expresion de RE**, rasgo intrinseco de los CMs TN.
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1.

Conclusiones

El estudio de los marcadores IHQs, genéticos y epigenéticos en los grupos

de CMs (48 BRCA1, 40 BRCA2, 74 BRCAX y 115 CMEs) ha permitido obtener

las siguientes CONCLUSIONES:

1.1.

1.2.

13.

1.4.

1.5.

IHQ. La negatividad de los RE y el inmunofenotipo TN, observado en
los CMs BRCA1 se asocia con los tumores basal-like, que expresan
células del epitelio basal de la glandula mamaria.

VNC. El perfil de VNC de MYC, ERBB2, AURKA, CPD y PRDM14 es el
que mejor diferencia los grupos de estudio. De ellas, las
amplificaciones de MYC y las deleciones de AURKA, implicadas en la
pérdida de funcién de BRCA1, mitosis y reparacién del ADN, son las
gue mejor diferencian los CMs BRCA1 de los CMEs.

Metilacion. La escasa metilacion de RASSF1 y frecuente de CDH13
observada en los CMs BRCAL1 se relaciona con el caracter RE negativo
y con la mayor agresividad de estos tumores. Asimismo, la prevalencia
de la metilacion de DAPK1 en los CMs BRCA2 se asocia con un
comportamiento evolutivo desfavorable.

Expresion de miRs. Los CMs BRCA1 presentan una elevada expresion
del miR-4417, implicado en la regulaciéon del ARNm de BRCAL.

Perfil de marcadores. El perfil de pardametros formado por RE, VNC de
AURKA, MYC, ERBB2 y CPD vy la metilacion de CDH13, RASSF1y BRCA2
es el que mejor diferencia los grupos de estudio. De ellos, los RE, la
VNC de MYC y AURKA y la metilacion de RASSF1, CDH13 y BRCA2 son
los parametros que mejor diferencian los CMs portadores de
mutaciones en BRCA1 de los CMEs. La identificacién de los CMs
BRCA1 abre la posibilidad de ensayar el tratamiento con inhibidores

de PARP.
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Conclusiones

El estudio de los marcadores IHQs, genéticos y epigenéticos en 79 CMs TN

y 191 no TN ha permitido obtener las siguientes CONCLUSIONES:

2.1.IHQs. Los CMs TN presentan mayor expresion de Ki67, CK5/6 y
EGFR, caracteristicas estas asociadas con el comportamiento
agresivo de estos tumores.

2.2. VNC. Las alteraciones en la VNC encontradas en los genes CCNE1 y
en MYC se asocian con los CMs TN, y las de CCND1 y CDC6 con los
No TN.

2.3. Metilacién. La metilacion de BRCA1 asociada a los CMs TN
conduciria a un fenotipo BRCAness relacionado con la mayor
sensibilidad a inhibidores de PARP. Por el contrario, la metilacidon de
CHFR, DAPK1, GSTP1 y RASSF1 detectada en los CMs no TN se
asocia con la desregulacion del ciclo celular, apoptosis, expresion
de RE y mal pronéstico.

2.4. Expresion de miRs. La mayor expresion de los miR 590-5p y 4417 de
los CMs TN se relaciona con la ausencia de expresién de RE. Por el
contrario, la mayor expresién del miR-423-3p de los CMs No TN se
acompafia de la presencia de RE en este grupo.

2.5. Perfil de marcadores. Los CMs TN presentan amplificacion de MYCy
metilacion de BRCA1, que conducen a la haploinsuficiencia de
BRCA1; y presentan también mayor expresion de los miRs 590-5p y
4417, relacionada con el caracter RE negativo de estos tumores. Por
el contrario, los CMs no TN presentan amplificacion de CDC6 y
metilacion de GSTP1, implicadas en la etiopatogénesis del cancer; y
metilacion de RASSF1 vy elevada expresion del miR-423-3p,
asociados ambos con la presencia de RE. La amplificacién de MYCy

metilacion en BRCA1 en los CMs TN abre la posibilidad de ensayar



Conclusiones

inhibidores de CDK y/o inhibidores de PARP en este grupo de

pacientes.
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Anexo 1: Unidades, servicios y laboratorios colaboradores en el proyecto

Hospital

UCGC

Hospital de Elche

Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia
Hospital Clinico de Valencia

Hospital de Castellon

Servicios de AP

Hospital General Universitario de Alicante

Hospital Universitario y Politécnico la Fe de Valencia
Instituto Valenciano de Oncologia

Hospital Clinico de Valencia

Hospital de Elche

Hospital Arnau de Villanova

Hospital de San Juan

Hospital de Jativa

Hospital de Sagunto

Servicios de OM

Instituto Valenciano de Oncologia

Hospital Universitario y Politécnico la Fe de Valencia
Hospital General Universitario de Alicante

Hospital de Elche

Laboratorios

Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto
Valenciano de Oncologia

UCGC: Unidades de Consejo Genético en Cancer; AP: Anatomia Patoldgica, OM:

Oncologia Médica
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Anexo 2: Anticuerpos primarios empleados para la deteccion de

marcadores inmunohistoquimicos.

124

MIHQ Referencia N2 producto
Ki67 Clone MIB-1 IR626
RE Clone EP1 IRO84
RP Clone PGR 636 IR0O68
HER2 3,70 SK001
EGFR Clone E30 M7249
CK5/6 Clone D5/ 16 B4 IR780
CK18 Clone CD10 IR618
Caderina-E Clone NCH-38 M3612

MIHQ: Marcador Inmunohistoquimico
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Anexo 3. Mix de sondas empleado en el estudio de la VNC (probemix PO78 Breast
Tumour, MRC-Holland).

Tamafio Nombre de la sonda Gen Ex6n Mapview Posml'on.
sonda Cromosémica
232 ADAM9 probe 11997-121978 ADAM9 6 08-038.993938 08p11.22
238 AURKA probe 17365-121549 7 20-054.391595
481 AURKA probe 17590-.21028 AURKA 9 20-054.381824 20q13.2
317 BIRC5 probe 03717-L02410 1 17-073.722036
384 BIRC5 probe 03025-L14708 BIRC5 4 17-073.724340 17925.3
436 BIRC5 probe 03189-L02540 2 17-073.722396
133 C110RF30 probe 09173-121898 10  11-075.902087
256 C110RF30 probe 09175-L09349 C110RF30 16  11-075.926543 11q13.5
292 CCND1 probe 00583-L00148 5 11-069.175088
472 CCND1 probe 05402-121561 CeNDL 3 11-069.167772 11q13.3
166 CCNE1 probe 02881-L02348 11 19-035.005214
190 CCNE1 probe 09170-L09344 CCNEL 6 19-035.000150 19q12
196 CDC6 probe 08611-.13204 CDC6 2 17-035.699283 17q21.2
176 CDH1 probe 16884-121554 9 16-067.404849
358 CDH1 probe 15622-121559 CbH1 1 16-067.328707 16q22.1
226 CPD probe 09628-.21977 CPD 12 17-025.795018 17q11.2
268 EGFR probe 05969-L20430 25  07-055.233954
427 EGFR probe 02063-L03283 EGFR 8 07-055.191055 07p11.2
148 ERBB2 probe 00675-L18842 7 17-035.118096
202 ERBB2probe 17591-L12908 ERBB2 13 17-035.122165 17q12
250 ERBB2 probe 12048-121551 28 17-035.136338
310 ERBB2 probe 00986-L00406 19  17-035.127183
214 ESR1 probe 11996-1.12824 10  06-152.423833
244 ESR1 probe 11998-L21550 ESR1 11 06-152.457203 06625.1
373 FGFR1 probe 01046-L00624 FGERL 4 08-038.434093  08pl11.22
400 FGFR1 probe 04440-L03826 17 08-038.391533 08p11.23
154 IKBKB probe 11993-122094 10 08-042.292897
463 IKBKB probe 12003-L21560 IKBKB 20 08-042.302668 08p11.21
418 MAPT probe 08358-L21905 MAPT 8 17-041.423082 17921.31
351 MED1 probe 09963-L21558 MED1 9 17-034.840858 17q12
285 MTDH probe 04151-L21553 2 08-098.742500
337 MTDH probe 04152-L21907 MTDH 8 08-098.788083 08q22.1
160 MYC probe 00580-L00886 3 08-128.822148
279 MYC probe 14870-L20910 MYc 1 08-128.817870 08q24.21
344 PPM1D probe 03195-L21557 PPM1D 2 17-056.055700 17q23.2
445 PRDM14 probe 12002-112830 PRDM14 7 08-071.130073 08q13.3
172 TOP2A probe 11994-112822 11 17-035.818297
329 TOP2A probe 11999-121541 TOP2A 20  17-035.812698 17q21.2
364 TOP2A probe 12000-L22470 14 17-035.816651
139 ZNF703 probe 17592-121902 1 08-037.672630
262 ZNF703 probe 17595-121581 ZNF703 2 08-037.675171 08p11.23
128 Reference probe NRAP 11622-120533 NRAP 21 10-115.375799 10qg25.3
184 Reference probe KLKB1 01217-L00694 KLKB1 3 04-187.390325 04g35.2
209 Reference probe POLG 11217-L11900 POLG 15 15-087.666163 15g26.1
220 Reference probe LARGE 12427-113428 LARGE 8 22-032.158100 22912.3
274 Reference probe KCNAB1 13796-L15290  KCNAB1 12 03-157.715625  03g25.31
300 Reference probe TGIF1 06366-L21564 TGIF1 3 18-003.437728 18p11.31
324 Reference probe SCN2A 06589-L21903 SCN2A 26 02-165.945396 02g24.3
391 Reference probe CETN3 16514-L18975 CETN3 1 05-089.741196 05q14.3
411 Reference probe RTN4 00963-L21904 RTN4 6 02-055.068270 02pl6.1
453 Reference probe POMT2 12459-L13460 POMT2 9 14-076.832303 14924.3
493 Reference probe SNCA 03689-121727 SNCA 6 04-090.869382 04qg22.1
500 Reference probe SMPD1 06676-L.21510  SMPD1 2a 11-006.369210 11p15.4
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Anexo 4. Mix de sondas empleado en el estudio de metilacion de promotores (MEO1
Tumour Suppressor, MRC-Holland).

T:::IZZO Nombre de la sonda Gen Exén Mapview Cr:r:)i::’::ica
142 TIMP3 probe 02255-L03752 TIMP3 1 22-031,527795 22q12.3
148 APC probe 01905-L01968 APC 2 05-112,101357 05qg22.2
161 CDKN2A probe 01524-L01744 CDKN2A up 09-021,985276 09p21.3
167 MLH1 probe 01686-L01266 MLH1 1 03-037,010000 03p22.2
184 ATM probe 04044-L03849 ATM 1 11-107,599044 11g22.3
193 RARB probe 04040-L01698 RARB 1 03-025,444559 03p24.2
211 CDKN2B probe 00607-L00591 CDKN2B 1 09-021,998808 09p21.3
220 HIC1 probe 03804-L00949 HIC1 1 17-001,905107 17p13.3
238 CHFR probe 03813-L03753 CHFR 1 12-131,974372 12924.33
246 BRCA1 probe 05162-L04543 BRCA1 la 17-038,530811 17921.31
265 CASP8 probe 02761-L02210 CASP8 3 02-201,830871 02g33.1
274 CDKN1B probe 07949-L07730 CDKN1B 1 12-012,761863 12p13.1
292 KLLN probe 02203-L08261 KLLN 1 10-089,612348 10g23.31
301 BRCA2 probe 04042-L03755 BRCA2 1 13-031,787722 13g13.1
319 CD44 probe 03817-L01731 CD44 1 11-035,117389 11p13
328 RASSF1 probe 02248-L01734 RASSF1 1 03-050,353347 03p21.31
346 DAPK1 probe 01677-L01257 DAPK1 1 09-089,303075 09921.33
353 VHL probe 03810-L01211 VHL 1 03-010,158426 03p25.3
373 ESR1probe 02202-L01700 ESR1 5 06-152,170883 06q25.1
382 RASSF1 probe 03807-L02159 RASSF1 1 03-050,353298 03p21.31
400 TP73 probe 04050-L01263 TP73 1 01-003,558977 01p36.32
409 FHIT probe 02201-L01699 FHIT 1 03-061,211918 03p14.2
427 CADM1 probe 03819-L03848 CADM1 1 11-114,880585 11g23.3
436 CDH13 probe 07946-L07727 CDH13 1 16-081,218219 16qg23.3
454 GSTP1 probe 01638-L01176 GSTP1 1 11-067,107774 11q13.2
463 MLH1 probe 02260-L01747 MLH1 1 03-037,009621 03p22.2
136 Reference probe CREM 00981-L00566 CREM 9 10-035,517225 10p11.21
154 Reference probe PARK2 03366-L02750 PARK2 7 06-162,126766 06926
175 Reference probe TNFRSF1A 00554-L13516 TNFRSF1A 1 12-006,321241 12p13.31
202 Reference probe MLH3 probe 01245-L00793 MLH3 3 14-074,578836 14q24.3
229 Reference probe PAH 02334-L01820 PAH 4 12-101,795401 12q23.2
256 Reference probe BCL2 00587-L00382 BCL2 3 18-058,946868 18921.33
281 Reference probe TSC2 01832-L01397 TSC2 18  16-002,061786 16p13.3
310 Reference probe CDK6 03184-L02523 CDK6 8 07-092,085391 07qg21.2
337 Reference probe CDH1 02416-L01862 CDH1 16  16-067,424755 16922.1
364 Reference probe CELF2 01234-L00781 CELF2 6 10-011,017023 10p14
390 Reference probe KLK3 00713-L00108 KLK3 1 19-056,050014 19q13.33
418 Reference probe BRCA2 01617-L01199 BRCA2 22 13-031,851548 13q13.1
444 Reference probe CD27 00678-L00124 CcD27 6 12-006,430685 12p13.31
475 Reference probe CTNNB1 03984-L03251 CTNNB1 3 03-041,241066 03p22.1
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Anexo 5. Composicion de la mezcla de reaccién de la RT

Reactivo Volumen (pl)
Pool de primers (0.5X) 6
dNTPs (100mM) 0.3
RT Buffer (10X) 1.5
MultiScribe RT (50U/ pl) 3
Rnase Inhibitor (20U/ ul) 0.2
H,0 libre de RNAasa 2
ARN total (50ng/pul) 2

Anexo 6. Programa de temperaturas de reaccion de RT

Tiempo Temperatura
30 minutos 16eC
30 minutos 42°C
5 minutos 85¢C
Hold 4°C

Anexo 7. Mezcla de reaccién para la gPCR

Reactivo Volumen (pl)
TagMan miRNA assay (20X) 0.5
TagMan Universal MasterMix 5
H,0 2.5
cDNA diluido1/2 2

Anexo 8. Programa de temperaturas de reaccion de qPCR

Tiempo Temperatura Ciclos
10 minutos 952C 1
15 segundos 952C
40
60 segundos 60°C
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Anexo 9. Ensayos TagMan empleados en la RT-PCR

Ensayo Secuencia Referencia
hsa-miR-125b UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 000449
hsa-miR-30a-5p UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG 000417
hsa-miR-663b GGUGGCCCGGCCGUGCCUGAGG 002857
hsa-miR-187 UCGUGUCUUGUGUUGCAGCCGG 001193
hsa-miR-4417 GGUGGGCUUCCCGGAGGG 461910_mat
hsa-miR-371b-5p ACUCAAAAGAUGGCGGCACUUU 463886_mat
hsa-miR-4725-3p UGGGGAAGGCGUCAGUGUCGGG 463784_mat
hsa-miR-4722-5p GGCAGGAGGGCUGUGCCAGGUUG 464685_mat
hsa-miR-3131 UCGAGGACUGGUGGAAGGGCCUU 242305_mat
hsa-miR-4713-5p UUCUCCCACUACCAGGCUCCCA 462511_mat
hsa-miR-4731-5p UGCUGGGGGCCACAUGAGUGUG 464084_mat
hsa-miR-590-5p GAGCUUAUUCAUAAAAGUGCAG 001984
hsa-miR-361-5p UUAUCAGAAUCUCCAGGGGUAC 000554
hsa-miR-4498 UGGGCUGGCAGGGCAAGUGCUG 465110_mat
hsa-miR-423-3p AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU 002626
hsa-miR-1273c GGCGACAAAACGAGACCCUGUC 243951 _mat
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Anexo 10: Resultados del Analisis Discriminante efectuado con los 40 microRNAs
seleccionados con el software PARTEK.

Contraste de las Lambda Chi-cuadrado gl Sig
funciones de Wilks
lala3 0.009 69,060 15 <0.001
2ala3 0.195 23,698 8 0.003
3 0.698 5,211 3 0.157

Coeficientes estandarizados de las funciones discriminantes candnicas

1 2 3
hsa-miR-4713-5p 0,615 1,090 -0,004
hsa-miR-4731-5p 0,825 -0,530 -0,024
hsa-miR-590-5p 1,289 0,342 0,167
hsa-miR-30a-5p -0,931 0,288 -0,771
hsa-miR-361-5p -0,921 -0,492 0,948

Grupo de pertenencia pronosticado

GRUPO  ppcA1  BRCA2  BRCAX cve  row
Recuento BRCA1 5 0 0 0 5
BRCA2 0 5 0 0 5
BRCAX 0 0 5 0 5
CME 0 0 0 5 5
% BRCA1 100 0 0 0 100
BRCA2 0 100 0 0 100
BRCAX 0 0 100 0 100
CME 0 0 0 100 100

Clasificados correctamente el 100% de los casos
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Anexo 11: MicroRNAs seleccionados a partir de los resultados obtenidos en PARTEK

microRNA FC p

hsa-miR-187 -22,70 0,025
hsa-miR-663b 4,46 0,010
hsa-miR-371b-5p 3,95 0,015
hsa-miR-4417 3,70 0,014
hsa-miR-30a -2,80 0,014
hsa-miR-125b -2,62 0,009
hsa-miR-4722-5p 2,31 <0,001
hsa-miR-4725-3p 2,30 0,026
hsa-miR-3131 2,13 0,026

FC: Veces de cambio; Los p valores y FC hacen referencia a la comparacién CMs BRCA positivos
(BRCA1+BRCA2) frente a CMs esporadicos

Anexo 12: Parametro inmunohistoquimicos y expresion de microRNAS
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Anexo 13: Expresion media de los microRNAS y parametros inmunohistoquimicos e
inmunofenotipo. ANOVA Multifactorial

miR-187- miri-590-5p mi_R-4417 miR_—423-3p
_3p X (SD) X (SD) X (SD)

MIHQ n X (SD) p p p p
- 98 10,4(1,3) 9,4 (0,8) 10,7 (1,1) 9,1(0,6)

ER 0,008 0,006 n.s. 0,03
+ 170 9,9(1,4) 9,0(0,7) 10,3 (1,2) 9,5(0,6)
- 125 10,3(1,4) 9,2(0,9) 10,6 (1,2) 9,2(0,7)

PR n.s. n.s. n.s. n.s.
+ 143 9,9(1,4) 9,1(0,7) 10,3 (1,1) 9,5(0,6)
- 233  10,0(1,4) 9,1(0,8) 10,4 (1,2) 9,4 (0,7)

HER2 n.s. n.s. n.s. n.s.
+ 37 10,6(1,4) 9,2(0,7) 10,6 (1,1) 9,5(0,7)
h 149 10,0(1,41) 9,0(0,8) 10,5 (1,1) 9,5(0,6)

Ki67 n.s. n.s. n.s. n.s.
| 117 10,2 (1,40) 9,2 (0,8) 10,4 (1,3) 9,3(0,7)
- 208 10,1(1,4) 9,1(0,8) 10,4 (1,2) 9,5(0,6)

CK5-6 n.s. n.s. n.s. n.s.
+ 54 10,3(1,4) 9,3(0,8) 10,7 (1,3) 9,2 (0,8)
- 17 10,2(1,5) 9,5(0,8) 10,4 (0,7) 9,3(0,4)

CK18 n.s. n.s. n.s. n.s.
+ 231 10,1(1,4) 9,1(0,8) 10,4 (1,2) 9,4 (0,7)
- 209 10,2 (1,4) 9,1(0,8) 10,4 (1,2) 9,4 (0,7)

EGFR n.s. n.s. n.s. n.s.
+ 27 10,1(1,5) 9,3(0,2) 11,0(1,4) 9,4(0,8)
- 12 9,9 (0,8) 8,8(0,7) 10,0 (0,9) 9,2 (0,5)

Cad-E n.s. n.s. n.s. n.s.
+ 244 10,1 (1,5) 9,2 (0,8) 10,5 (1,2) 9,4 (0,7)

MIHQ: Marcador inmunohistoquimico; X: media de expresion; DT: Desviacién tipica; Cad-E:
Caderina-E; n.s.: No significativo.
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Anexo 14: Publicaciones derivadas de la realizacion de la presente Tesis

Doctoral.
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Abstract This stody aims to identify signatures of miR
associated with hereditary, BRCAI or BRCAZ mutation
positive breast cancer (BC), and non-hereditary BC, either
sporadic (SBC) or non-informative (BRCAX). Moreover,
we search for signatures associated with tumor stage,
immunohistochemistry and tumor molecular  profile.
Twenty formalin fixed paraffin embedded (FFPE) BCs,
BRCAIL BRCAZ2, BRCAX and SBC, five per group were
studied. Affymetrix platform miRNA v.3.0 was used to
perform miR expression analysis. ER, PR, HER2 and Kif7
protein expression was analyzed by immunohistochemis-
try. BRCAI, BRCA? and RASSF] methylation analysis,
AURKA copy number variations, and BRCAI and BRCA2
deletions, were studied by MLPA. We validated eight of
the miR selected by the arrays in 77 BCs by gRT-PCR. The
miR profiles associated with tumor features were studied
applying the Sparse Partial Least Squares Discriminant
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Analysis. MiR discrimination capability to distinguish
hereditary and non-hereditary BC was analyzed by the
discriminant function. With 15 out of 1,733 hsa-miRs, it
was possible to differentiate the four groups. BRCAI,
BRCA2 and SBC were associated with clusters of hyper-
expressed miRs, and BRCAX with hypo-expressed miRs.
Hsa-miR-4417 and hsa-miR-423-3p expressions (included
among the eight validated miRs) differentiated 70.1 % of
hereditary and non-hereditary BCs. We found miR profiles
associated with tumor features like node involvement,
histological grade, ER, PR and HER2 expression.
Regarding molecular parameters, we only found a weak
association of miRs in BC harboring losses in AURKA. We
conclude that array miR expression profiles can differen-
tiate the four study groups using FFPE BC. However, miRs
expression estimated by gRT-PCR differentiates only
hereditary and non-inherited BCs. The miR expression
array is a simple and rapid approach that could be useful W
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epigenetic changes in BRCA genes responsible of BRCA-
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Abstract: This study investigates the relationship of promoter methylation in tumor suppressor genes with copy-
number aberrations (CNA) and with tumor markers in breast cancer (BOs). The study includes 95 formalin fized par-
affir-embedded BCs in which promoter methylation of 24 tumour suppressor genes were assessed by Methylation-
Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MS-MLPA), CNA of 20 BC related genes by MLPA and
ER, PR, HER2, CK5/6, CK18, EGFR, Cadherin-E, P53, Ki-67 and PARP expression by immunchistochemistry (IHC).
Cluster analysis classed BCs in two groups according to promoter methylation percentage: the highly-methylated
group (16 BCs), containing mostly hyper-methylated genes, and the sparsely-methylated group (82 BCs) with hypo-
methylated genes. ATM, COKNZ2A, VHL, CHFR and CDKNZ2B showed the greatest differences in the mean methyls-
tion percentage between these groups. We found no relationship of the IHC parameters or pathological features
with methylation status, except for Catherin-E (p = 0.008). However the highly methylated BCs showed higher CNA
proportion than the sparsely methylated BCs (p < 0.004, OR = 1.62; IC 95% [1.26, 2.07]). CDCE, MAPT, MED1,
PRMD14 and AURKA showed the major differences in the CNA percentage between the two groups, exceeding the
22%. Methylation in RASSF1, CASP8, DAPK1 and GETP1 conferred the highest probability of harboring GNA. Cur
results show a new link between promoter methylation and CNA giving support to the importance of methylation
events to establish new BCs subtypes. Our findings may be also of relevance in personalized therapy assessment,
which could benefit the hyper methylated BC patients group.

Keywords: Breast cancer, promoter methylation, copy number aberrations, immunochemistry

Introduction [2]. Epigenetic is defined as changes in gene
expression that are not due to any alteration in

Breast cancer (BC) is the most common cancer the DNA sequence [3). They are mediated by

in women. Every year about one million women
worldwide are diagnosed with BC [1]. Con-
sequently, this pathology has been extensively
investigated in terms of histopathology, immu-
nohistochemistry (IHC) and genetic disorders.
Carcinogenesis is the result of accumulating
genetic alterations as mutations, copy number
aberrations (CNA) and, recently, it has also
been demonstirated that epigenetic alterations
such as promoter methylation in tumor sup-
pressor genes can drive to tumor development

several molecular mechanisms including his-
tone modifications, small non-coding RMNAs and
gene promoter methylation in CpG islands [4].
The understanding of these mechanisms is
playing a relevant role in the diagnosis, progno-
sis and in the design of new treatment strate-
gies.

Epigenetic deregulation, particularly altered
DMA methylation patterns, is known to play a
key role in the altered gene expression profiles
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Abstract: This study aims to identify the profile of immunchistochemical (IHG) parameters, copy number aberrations
(CNAs) and epigenstic alterations [promoter methylation (PM) and miR expression) related to hereditary (H) and
triple negative (TN) breast cancer (BC). This profile could be of relevance for guiding tumor response to treatment
with targeting therapy. The study comprises 278 formalin fixed paraffinrembedded BCs divided into two groups: H
group, including 58 hereditary BC (HBC) and 190 non hereditary (NHBC), and TN group, containing 79 TNBC and
187 non TNBC (NTNBC). We assessed IHC parameters (KiB7, ER, PR, HER2, CK5/8, CK18 and Cadherin-E), CNA of
20 BC related genes, and PM of 24 tumor suppressor genes employing MLPA/MS-MLPA (MRC Holland, Amsterdam).
MiR-4417, miR-423-3p, miR-590-5p and miR-187-3p expression was assessed by quantitative RT-PCR (Applied
Biosystems). Binary logistic regression was applied to select the perameters that better differentiate the HBG or TN
groups. For HBC we found that, ER expression, ERBBZ2 CNA and PM in RASSF1 and TIMP3 were associated with
MHEC whereas; MYC and AURKA CNA were linked to HBO. For TNEC, we found thet CDCSE CNA, GSTP1 and RASSF1
PM and miR-423-3p hyperexpression were characteristic of NTNBC, while MYC aberrations, BRCAL hypermethyl-
ation and miR-590-5p and miR-3417 hyperexpression were more indicative of TNBC. The selected markers allow
establishing BC subtypes, which are characterized by showing similar etiopathogenetic mechanisms, some of them
being molecular targets for known drugs or possible molecular targets. These resulis could be the basis to imple-
ment & personalized therapy.

Keywords: Sporadic breast cancer, hereditary breast cancer, miR expression profile, BRCAL, BRCA2, mutations,
maolecular markers

Introduction uted to mutations in BRCAL [3] or BRCAZ genes

[4], representing 16-25% of high risk familial

Every year about one million women worldwide
are diagnosed with breast cancer (BC) [1], a
heterogeneous disease that includes distinct
biological entities associated with specific
pathological features and clinical evolution. In
5-10% of BCs, the disease occurs as part of a
hereditary cancer susceptibility syndrome [2].

4 substantial proportion of hereditary breast
and ovarian cancers (HBC/HOC) can be attrib-

BCs [5, 6]. Women with triple negative breast
cancer (TMBC), represent 15-20% of all BCs [T],
and are approximately five and a half times
more likely to have BRCAL mutations compared
to non-TNEC (NTMBC). Moreover, approximately
two out of nine women with TMEC harbor BRCAL
mutations [8].

Somatic acquired copy number aberrations
(CNAs) are an important mechanism for onco-
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Relationship of immunohistochemistry, copy number
aberrations and epigenetic disorders with BRCAness
pattern in hereditary and sporadic breast cancer.
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Abstract

The study aims to identify the relevance of immunohistochemistry (IHC), copy number
aberrations (CNA) and epigenetic disorders in BRCAness breast cancers (BCs).

We studied 95 paraffin included BCs, of which 41 carried BRCA1/BRCA2 germline mutations
and 54 were non hereditary (sporadic). Samples were assessed for BRCA1ness and CNAs by
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA); promoter methylation (PM) was
assessed by methylation-specific-MLPA (MS-MLPA) and the expression of miR-4417, miR-423-
3p, miR-590-5p and miR-187-3p by quantitative RT-PCR (qRT-PCR). IHC markers Ki67, ER,
PR, HER2, CK5/6, EGFR and CK18 were detected with specific primary antibodies (DAKO,
Denmark). BRCAness association with covariates was performed using multivariate binary
logistic regression (stepwise backwards Wald option).

BRCA1/2 mutational status (p=0.027), large tumor size (p=0.041) and advanced histological
grade (p=0.017) among clinic-pathological variables; ER (p<0.001) among IHC markers; MYC
(p<0.001) among CNA; APC (p=0.065), ATM (p=0.014) and RASSF1 (p=0.044) among PM,
and miR-590-5p (p=0.001), miR-4417 (p=0.019) and miR-423 (p=0.013) among microRNA
expression, were the selected parameters significantly related with BRCAness status. The
logistic regression performed with all these parameters selected ER+ as linked with the lack of
BRCAness (p=0.001) and MYC CNA, APC PM and miR-590-5p expression with BRCAness
(p=0.014, 0.045 and 0.007, respectively).

In conclusion, the parameters ER expression, APC PM, MYC CNA and miR-590-5p, allowed
detection of most BRCAness BCs. The identification of BRCAness can help establish a

personalized medicine addressed to predict the response to specific treatments.
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Anexo 15: Comunicaciones a congresos derivadas de la realizaciéon de la

presente Tesis Doctoral.

136
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e MicroRNA signatures in Hereditary Breast Cancer. Poster
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