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Summary

INTRODUCTION:

Breast cancer is not a single disease, but a group of diseases that, despite being located
in the same organ, present great variability in all its components: histopathological
characteristics, response to treatment, and survival (1). This variability is observed both
within a single tumor (intratumoral heterogeneity) and between tumors from different
patients (intertumoral heterogeneity) at different levels: morphological, molecular and
genomic (2). From the point of view of intertumoral heterogeneity, the identification of
subgroups of patients with homogeneous characteristics would help us to improve our

understanding of this disease and, therefore, the patient care.

NEOADJUVANT TREATMENT

Neoadjuvant treatment (NAC) (based on the administration of Anthracyclines +/-
Taxanes, and Trastuzumab in those cases with HER2 overexpression) before surgery is
widely used in patients with breast cancer both in early stages and in the scenario of the
locally advanced disease. The response to NAC, which can be dichotomized into 1)
pathological complete response (pCR) when the tumor responds to treatment or 2)
presence of residual disease (RD) when the response to treatment is not complete, is
crucial for understanding the evolution of the patient after treatment. Achieving pCR
after surgery has been shown to be associated with greater overall and disease-free
survival. However, the presence of tumor cells or RD is associated with a worse long-
term clinical outcome. The response to treatment with NAC is different in the various
subtypes of breast cancer, with patients with the subtypes with the most activated
proliferation pathways, such as Triple Negative or HER2 +, being the most responsive

(3) (4).

Based on the above, the hypotheses of this study are that there are certain molecular

profiles that differentially predict the response to treatment with NAC in primary breast



cancer in the different subtypes of BC without necessarily being surrogate markers for
these. The changes in the molecular profile observed in the primary tumor with respect
to RD after treatment with NAC allow the identification of potentially exploitable
molecular alterations from the therapeutic point of view. On the other hand, the
molecular profile of the residual tumor consistently predicts the molecular profile of the

metastatic tumor.

Therefore, the objectives of this work are: 1) To determine a predictive signature of pCR
that identifies before treatment those patients who will not respond to Neoadjuvant
chemotherapy with greater specificity and independent of the subtype than current
prediction tools. 2) Identify the common and specific molecular alterations of the
primary tumor and the residual tumor after treatment with NAC to understand tumor
evolution and to identify specific resistance markers. And 3) Establish the spectrum of
molecular variants associated with the first metastatic niche to establish specific

metastasis markers and those predictors of it from the primary tumor and the RD.

CHAPTER 1: Prediction of Response to Neoadjuvant Treatment

The overall percentage of patients who obtain pCR after treatment with NAC is around
31% (5); It is, therefore, of vital importance to find markers that identify those patients

who are going to obtain pCR from those who do not before treatment.

In this scenario, both clinicopathological variables have been identified (mammographic
tumor size, tumor grade, subtypes determined by immunohistochemistry (IHC), armpit
lymph node involvement or % of KI67) as well as molecular markers (molecular subtypes
defined by PAM50, Integrative Cluster (IntClust), or the TRAR model (Trastuzumab Risk
model) that are related to obtaining pCR (1). Regarding clinicopathological variables,
tumor size is one of the variables associated with pCR in a distributed cohort in 10.3%
HER2-enriched, 18.2% Luminal B, 30.6% Luminal A and 32.7% Basal-Like (p <0.001).
Those tumors with a size of cT1-T2 achieve twice the response to NAC than larger
tumors (cT3-T4) (2). Another one is tumor histological grade; in a cohort of 560 primary

tumors, Lips et al. (2013) demonstrated that a high tumor histological grade (G3)



predicted pCR in ER + / HER2 breast tumors and in triple negative tumors (TN) treated
with NAC plus platinum salts (6). These same results were obtained by Diaz-Redondo
and colleagues (2019) in a cohort of 259 patients with HER2 + breast tumors (7). The
use of the Ki67 variable before treatment as a predictor of pCR after treatment with NAC
has been shown to be useful especially in ER- / HER2 + and TN breast tumors, since
they are the ones with the highest expression of proliferation-related pathways. In fact,
several studies indicate that a high percentage of Ki67 (> 50%) is an important predictor
of response to treatment with NAC (8) (9) (10) (11). Determining the histological
subtypes based on mainly three markers such as the estrogen receptor (ER), the
progesterone receptor (PR) and the overexpression of HER2, also determines subgroups
of patients with a specific long-term result after treatment. Those patients with triple
negative breast tumors (TN) or with HER2 + will respond better to treatment with NAC,
while the subtypes that are positive for hormone receptors (ER and PR) will present a

lower percentage of pCR (12) (13) (14) (3) (4) (5).

In the scenario of response predictors based on the study of the molecular biology of
tumors, PAM50, as a subtype classifier based on the expression of 50 genes, is
postulated to date as the best predictor of response to treatment with NAC given the
extensive number of publications that support its predictive capacity. Studies derived
from the clinical trials NOAH, CherLOB, CALGB 40,601, PAMELA and BERENICE, among
others, conclude that tumors classified as HER2-enriched have a high rate of pCR.
PAMS5O0 is also capable of differentially predicting pCR within HER2 + tumors determined
by IHC, so that, of them, those that PAM50 classifies as Luminal A subtype, on the
contrary, have the lowest pCR ratios (1) (15) (16) (17) (18) (19). When all breast cancer
subtypes are included, the Basal-Like and HER2-enriched subtypes are associated with
the highest ratio of pCR. Consistent with the aforementioned, the Luminal A subtype
(associated in turn to profiles with the least expressed proliferation mechanisms) is the
one that obtains the lowest response rate and is therefore the subtype of breast cancer
defined by PAMS50 that least benefits from NAC treatment (1) (2) (20) (15). On the other
hand, the IntClust classification of breast tumors, based on the alteration in the number

of copies that determines different subtypes and different clinical outcomes, has been



shown to be useful in predicting the response to NAC in a cohort of 100 patients from
the GEICAM / 2006-03 and GEICAM / 2006-14 clinical trials (21). Finally, in HER2 +
tumors, a 41-gene signature, called TRAR, demonstrated pCR predictive ability in a
study derived from the NeoALTTO clinical trial. In this case, it is possible to obtain
specificity and sensitivity information, such that TRAR obtained in its ROC curve an AUC
value of 0.73 [22]. Although some of these markers are very promising, such as the
molecular subtypes of breast cancer defined by PAM50, there is currently no clear
candidate that is used at the clinical level to distinguish responding from non-

responding patients.

The objective of the first chapter of this thesis is to characterize patients at the molecular
level before being treated with NAC and to relate the identified differences with the
response to treatment retrospectively. By doing this, and applying our knowledge in the
field of Machine Learning and integrating the clinicopathological characteristics, our
second objective is to define a predictive signature of pCR that improves the predictive

value of the current markers.

Study population and methodology

The most relevant results of this study have been carried out with 84 patients with breast
cancer, treated with Neoadjuvant treatment. The analyzes have been carried out using
the diagnostic biopsy before the treatment and the response to the treatment has been

defined in the tissue from the surgery with the Miller & Payne method.

To determine the predictive signatures of pCR, we have defined several cohorts based
on provenance. The cohort where the different predictive models have been defined has
been called Cohort_Discovery and the cohort where we have validated these predictive
models has been called Cohort_Validation. Both cohorts have been subdivided according
to the different breast cancer subtype markers: Allsubtypes, which includes all subtypes
without distinction of markers, HER2-, which includes all patients without HER2
amplification or overexpression (without taking into account the ER receptor), and an ER

+ cohort, which includes ER + / HER2- patients. Therefore, we are going to have 3 sub-



cohorts for each cohort. Similarly, the cohort where the predictive signatures have been
defined has been divided into: Cohort_D_Allsubtypes, Cohort_D_HER2- and
Cohort_D_ER +, and the cohort where these signatures have been validated has been

divided into: Cohort_V_Allsubtypes, Cohort_V_HERV_ER2- and Cohort_V_HERV_ER2-.

In all patients, the main known markers of response to treatment with NAC were
determined, such as tumor size, histological tumor grade, Ki67 percentage,
immunohistochemical subtypes of breast cancer and intrinsic subtypes of breast cancer
determined by PAMS50. In order to provide new molecular information to the already
known markers for obtaining more sensitive and specific predictive models, the
differences in gene expression of 730 genes implicated in cancer have been analyzed
between the patients who have obtained pCR and those who have not from the
Cohort_Discovery. This has been accomplished with Nanostring's nCounter® technology
and the PanCancer Pathways gene panel. The p-value returned by the statistical test was
adjusted by the FDR test (false discovery ratio) by the Benjamini-Hochberg method, with
and adj. p-value <0.05 defining the DE genes. Once all the variables had been
determined, a univariate analysis was performed using the Likelihood Ratio Test (LTR)
as goodness of fit, to analyse how each of them were related to the pCR variable. For the
determination of the predictive signatures, a multivariate analysis with double cross-
validation was performed, internal validation with a LASSO model and external validation
with Leave-one-out cross-validation (LOOCV). The variables have been divided into 4
sets, the CLIN data set, which includes the clinicopathological variables, the GENEX data
set where only the information on the DE genes is included, and the CLIN_GENEX data
set that combines the information of the DE genes with the clinical variables. The last
set is PAM50 genes that only includes the variable of the intrinsic subtypes determined
by PAM50. Predictive models have been determined from all these data sets and from
all the cohorts. Once the models were defined, their evaluation was carried out by
determining the area under the ROC curve (AUC). This process was repeated 1000 times
to obtain more robust results. The same procedure was carried out in the validation

cohort.



Results

The patients included in the Cohort_Discovery (n = 84), are mostly premenopausal (70%),
with an average tumor size of 3.7 cm; in 60% of cases, lymph node involvement is
positive, and 56% have histological tumor grade between 1 and 2. 60% is ER+, 50% PR+
and 25% HER2+. In 63% of the cases, Ki67 is less than 50%. The subtypes determined by
IHC are: 40 Luminal (A + B), 21 HER2+ and 23 TN. As determined by PAMS50, 9 Luminal
A patients, 28 Luminal B patients, 22 HER2-enriched patients and 25 Basal-Like. Out of

the 84 patients, 56 did not achieve pCR after treatment and 28 did.

The significantly differentially expressed genes (DE) between patients who have obtained
pCR and those who have not, are 10: FGFR4, CDC6, GNG4, MYCN, RASGRFI1 and /IDH2,
more expressed in patients who obtain pCR, and LEFTY1, FGF10, WNT3 and STK11, less

expressed in patients who do not get pCR.

In the univariate analysis, the variables related to the pCR with statistical significance
were the overexpression of HER2, the breast subtypes determined by IHC, the subtypes
determined by PAM50 and the differential expression of the genes CDC6, LEFTYI,

FGFR4, MYCN, IDHZ2, STK11, FGFI10, RASGRFI1 and WNT3.

With multivariate predictive analysis, models with predictive capacity have been
generated for the 4 data sets in the Cohort_D_Allsubtypes, Cohort_D_HER2- and
Cohort_D_ER+ cohorts. The variables included in the models, according to the
importance that the selection of characteristics by LASSO assigns to each one, are
detailed below. The PAM50 model only includes the variable of the intrinsic breast

subtypes defined by PAM50.

Regarding the variables selected by LASSO and the predictive capacity of the models, in
cohort_D_Allsubtypes, the CLIN_Allsubtypes model (AUC 0.55) includes the HER2
overexpression variable; the GENEX_Allsubtypes model (AUC 0.79) includes the
expression of CDC6 genes, FGFR4, LEFTYI, STK11 and /DHZ2. On the other hand, the
combination of HER2 overexpression and clinical lymph node involvement, together with

the information on the gene expression of the FGFR4, LEFTYI, STK11, CDC6 and /IDHZ2



genes, form the CLINGENEX_Allsubtypes predictive model (AUC 0.74). The PAM50 model

in this cohort obtained an AUC of 0.51.

In cohort_D_HER2-, the CLIN_HER2- (AUC 0.6) model includes the variables histological
tumor grade and tumor size, the GENEX_HER2- (AUC 0.83) model includes the
expression of the FGFR4, LEFTY] and STK 1 genes. The combination of tumor size and
clinical lymph node involvement, ER status plus information on the gene expression of
the FGFR4, LEFTYT and STK 1 genes, form the CLINGENEX_HER2- (AUC 0.85) predictive

model. The PAM50 model in this cohort obtained an AUC of 0.52.

In cohort_D_ER+, the CLIN_ER+ (AUC 0.71) model includes the variables clinical tumor
size, histological tumor grade and clinical lymph node involvement, the GENEX_ER+
model (AUC 0.96) includes the expression of the CDC6, FGFR4, LEFTY1, RASGRFI, WNT3
and GNG4. The combination of clinical lymph node involvement, histological tumor
grade, tumor size, PR status together with the information on the gene expression of
the FGFR4, LEFTY1, WNT3, CDC6 and GNG4 genes, form the CLINGENEX_ER+ predictive

model (AUC 0.96). The PAM50 model in this cohort obtained an AUC of 0.76.

The ratios of the AUCs between the predictive models defined in this work and PAM50
give us an idea of the comparative advantage of the models. Among all the cohorts, the
highest value of the ratio is found between the CLINGENEX_HER2- and PAM50 model
(1.62) and the GENEX_HER2- and PAM50 model (1.58), in patients with HER2- tumors.
In the cohort that includes all breast cancer subtypes, we observe the predictive
advantage between the GENEX_Allsubtypes and PAM50 (1.54) and
CLINGENEX_Allsubtypes and PAMS50 (1.45) models. The models where only
clinicopathological variables are included do not have great advantages with respect to

the PAM50-based one.

Regarding the validation of the results, the improvement in terms of prediction that we
have observed with the inclusion of the gene expression information in the models is
maintained. It is worth highlighting the CLINGENEX_Allsubtypes model, in which the AUC
remains at 0.74 in the validation cohort, and in the ER+ cohort, for which the predictive

value of CLINGENEX_ER+ has an AUC of 0.76.



Discussion

In the context of predicting response to treatment with NAC, we propose that the
information on the gene expression of the following DE genes from the panel of 730
genes analyzed among patients with pCR and non-pCR: FGFR4, CDC6, GNG4, MYCN,
RASGRF1 , IDHZ2, STK11, WNT3, FGFi0and LEFTY, provide greater predictive power and
is reflected in the improvement in the AUCs of the models that include them, as is the
case of CLINGENEX in the cohort of all subtypes or when it is limited to a ER+ population.
Of these genes, we want to highlight the role of the FGFR4 and LEFTY] genes since they
are always chosen in the prediction algorithm in all the analysed cohorts. FGFR4 is a
membrane tyrosine kinase, and the aberrant activation of this protein has been
associated with tumor progression and survival (22). LEFTY17 is a tumor suppressor gene,
related to the proliferation of progenitor cells of the mammary epithelium, and to

stemness phenotypes (23).

In order to verify the real scope of the predictive improvement of the models that we
propose with the pCR markers that currently exist, we designed a model with the
clinicopathological variables (CLIN), and another one that only includes the variable
PAMS50 (1). In all cases, the inclusion or composition of the expression variable of the
DE genes in the models increased the predictive power of pCR in relation to the other
models based solely on the clinicopathological variables, which include PAM50, or
PAMS50 as the only variable. Therefore, these DE genes provided signatures based on the
differences in gene expression in specific oncogenic processes between patients with
and without pCR, which are also not mere surrogate markers of the tumor subtype as is

the case with PAM50.

Tumors with ER positive status are the least responsive to treatment with NAC and,
therefore, the most susceptible to the suboptimal use of the chemotherapeutic
treatment. Due to this, identifying markers that better predict which patients will obtain
pCR from those who will not, becomes even more vital in this type of tumors. Based on
our results, the CLINGENEX_ER+ signature, with an AUC in our cohort of 0.96, and

validated with an AUC of 0.76, is positioned as the model with the highest predictive



capacity of response to treatment with NAC, surpassing the current best predictor, which

is PAM50, in patients with ER+ tumors.

Conclusions

The information of the genes with differential expression not only provides predictive
power to the variables already known, but, without the need for the use of classic
response markers, it is capable of differentiating the patients who are going to obtain
pCR from those who do not with better predictive value. Especially in the case of ER+
patients where the percentage of patients who respond to NAC is minimal, the
CLINGENEX_ER+ signature can identify with an AUC of 0.96 in our cohort those patients
who will respond worse and could avoid the adverse effects of the treatment with NAC.
The information contained in the signatures that include these predictive models has
made it possible to formulate several hypotheses regarding the mechanisms of
resistance to neoadjuvant chemotherapy. To test these hypotheses, it is necessary to
further study the role of the DE genes in our cohort in the response to treatment with
NAC, especially the FGFR4 and LEFTYT genes, which in all cohorts are selected as an

important part of the pCR prediction algorithm.

CHAPTER II: Resistance to treatment with NAC

The response to treatment with NAC is key to the prognosis of the patient after surgery.
There are degrees of response ranging from pCR, which is the absence of tumor cells,
to extensive residual disease, through a spectrum of intermediate RD values (1). The
presence of RD after treatment with NAC is a fundamental prognostic factor. Reduction
in tumor burden after treatment has been shown to be associated with increased
disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) (9) (10) (13) (3). With the idea of
being able to classify the clinical result according to the characteristics of RD, biomarkers
have been determined that provide an idea of the tumor status and this in turn has been

related to a specific clinical result. The determination of Ki67 in the RD, the residual



cancer burden index (RCB) and the residual proliferative cancer burden (RPCB) are some

of the markers used to assign levels in the RD (1).

Due to the aggressiveness of triple negative breast cancer (TN) when the cytotoxic effect
of NAC does not entirely eliminate the tumor, TN BC is the type of breast cancer where
RD has been most throuroughly studied at the molecular level. Indeed, in this subtype it
has been found that NAC induces a series of chaotic acquisitions and losses of copy
number alterations (CNA) in the genome of the cells that survive it. Amplifications in the
MCL1, MYC, KRAS, BCL9Y, EGFR, CDKN2A, BIRC2 and B/IRC3 genes are found in the RD
stage when compared with the tumor before treatment (24). The expression of the AR,
GATA3, ESR2, GBX2, KRT16, MMP28 and WNTT1 genes in the RD of TN patients form a
predictive model for relapse-free survival (RFS) in three years. Those TN patients who in
RD overexpress genes such as AR or GATAS3 (related to Luminal phenotypes) will have
an RFS of 76.9% compared to 25% of patients who overexpress genes related to Cancer

Stem Cell markers (CSC) such as KRT16, WNTI11 or MMP28 87.

Beyond residual disease, deterministic metastatic factors are largely lacking after NAC
treatment and a deeper understanding of their relationship to specific molecular profiles
of the primary tumor and the RD. A more important concern than even the detection or
prediction of RD is the development of the distance relapse, as it is responsible for 90%
of breast cancer-related deaths (25). Currently, there are studies where several
diagnostic markers of metastatic breast cancer have been established; however, no

single predictor of metastasis from the RD stage has been determined.

Therefore, we consider important, and therefore have established as objectives in this
chapter of the work, 1) the longitudinal study of a homogeneous cohort of NAC
unresponsive breast cancer patients with paired samples of primary tumor (Pre_T1), RD
(RD_T2) and metastasis (Mtx_T3) if possible) for the identification of new therapeutic
targets in RD and 2) to determine the impact of treatment on the development of distant

metastases.



Study population and methodology

A retrospective analysis has been carried out with patients under the following inclusion
criteria: that they are adult women (older than 18 years) with breast cancer treated with
NAC (Anthracyclines +/- Taxanes and targeted therapy with Trastuzumab in HER2+
patients) and non-responders to treatment with residual disease and metastases. That
they had at least one sample of tumor tissue from both the primary tumor before
treatment (Pre_T1) and the residual disease RD (RD_T2) and, if possible, tumor tissue

material from the first metastatic niche (Mtx_T3).

All analyzes have been carried out on paraffin—-embedded tissue samples. Response to
treatment has been defined in the surgical biopsy after neoadjuvant treatment,

according to the Miller & Payne criteria.

A differential expression analysis (DEA) was carried out with the nSolver™ tool using the
expression values of the 730 genes of the PanCancer Pathways panel that was generated
with the Nanostring nCounter® technology; the p-value was adjusted by the Bejamini-
Hochberg method. The statistical limit to define a gene as DE among each comparative
group is established at an adjusted p-value of 0.05, so that those genes whose
expression is different with a statistical significance below 0.05 will be considered ED,
regardless of the magnitude (Log2 FC) of the difference. In all comparisons, the smallest

time has been taken as a reference.

Results

The patients included in this part of the study (n = 70 for the comparison Pre_T1 and
RD_T2 and n = 22 for the comparison Pre_T1, RD_T2 and Mtx_T3) are mostly
premenopausal (54-68%); they have a clinical tumor size of between 3.7 and 4 cm; most
of them have positive clinical involvement (54-57%); the tumor grade between 1 and 2
(55-59%) predominates, the ER+ status is in 61 and 50% of patients, and the
overexpression of HER2 in 17 and 27%, respectively. The distribution of PAM50 subtypes

for the cohort where Pre_T1 is compared with RD_T2, was of 9 Luminal A, 26 Luminal B,



14 HER2enriched, and 19 Basal-Like. For the comparison Pre_T1, RD_T2 with Mtx_T3

the distribution was 5 Luminal A, 4 Luminal B, 6 HER2enriched and 5 Basal-Like.

In the comparison between the primary tumor and DR (Pre_T1vsRD_T2), we found 112
DE genes out of the 730 analysed genes. Given their statistical power and difference in
the amount of change, it is worth highlighting the genes FOS (p = 2.57E-23, Log2 FC -
3.55), NR4A1, and NR4A3 (p = 5.4E-16 and Log2 FC of -2.8 for NR4AT; p = 4.4E-11
and Log2 FC of -2.2 for NR4A3). These genes are downregulated in the primary tumor
and show an increase in expression after treatment with NAC. FOS is part of the
transcription factor AP1. FOS has been previously related to resistance to
chemotherapeutic treatment (26) (27), consistently with the findings of our study. This
gene has been associated with cellular adaptation to changes in the tumor environment
in cell lines and the low expression of this gene has been associated with sensitivity to
treatment (28). NR4A1 and NR4A3 are thyroid hormone receptors. The decrease in
NR4A1 has been related to an attenuation of the JNK-AP-1-Cyclin D1 pathway (29),
which could also be related to the low values of FOS in the primary tumors of our cohort.
NR4AT1 has also been shown to be a very potent activator of the TGF-B pathway and to
contribute to tumor progression, epithelial-mesenchymal transition processes, and cell
migration (30), which is consistent with the resistant phenotype of RD. On the other

hand, NR4A3 has tumor suppressor and pre-apoptotic functions (31).

Among the 112 DE genes, there are members of the Wnt family (WNT7B, Log2 FC 1.1;
WNT]6, Log2 FC -1.4; WNTZ2, Log2 FC 0.9; WNTT1, Log2 FC -0.8), membrane receptors
(PRLR, Log2 FC 1; /ILTIR2, Log2 FC -0.8; L/FR, Log2 FC -0.7; LEPR, Log2 FC -0.9; CSF3R,
Log2 FC 0.8), phospholipases (PLA2G5, Log2 FC -0.8; PLA2GZ2A, Log FC -1.3; PLA2G10,
Log2 FC 0.9; PLA2GH4E , Log2 FC -1.5), voltage-dependent calcium channel subunits
(CACNGH4, Log2 FC 2; CACNAZD3, Log2 FC -0.9; CACNG], Log2 FC 0.9; CACNB3, Log2
FC 0.8; CACNAIG, Log2 FC -0.7) and subunits of integrins (/TGAZ2, Log2 FC 0.8; /TGB6,

Log2 FC 1.6; /TGB4, Log2 FC 0.8; /TGAZ, Log2 FC -1.2).

On the other hand, the PLAU and STAT genes, which have previously been related to

sensitivity to treatment with NAC when the tumor is compared before and after treatment



(32), are more expressed in our cohort in those patients that are sensitive to the
treatment (Log2 FC 1.12, p = 0.0008 and Log2 FC 1.34, p = 0.0004, respectively) in
coherence with the previous results. The expression of the WNT7], which has been
reported as upregulated in those patients who do not respond satisfactorily to treatment
with NAC in the same work (32), is also associated with resistance in our dataset (Log2

FC -0.8, p = 0.038).

In the comparison between residual disease and metastatic disease (RD_T2vsMtx_T3),
we have identified 30 DE genes. Of these, three genes whose expression is increased in
metastatic disease are of special importance: the MAPKS8IP2 gene (Log2 FC -2.8, p =
3.98E-05), the /L22R gene (Log2 FC -2.71, p = 1.14E-04) and the LAMB4 (Log2 FC -2.5,
p = 0.0014). The protein product of the MAPKS/IP2 gene is related to the increase in
stemness, and dedifferentiation processes [30, p. 7]. In line with this, MAPK&/P2 is more
expressed in the metastatic tumor in our cohort. The /L22RAZ2 gene product is a subunit
of interleukin 22 and is related to the inflammatory response and regulation of
tumorigenesis in the colon (RefSeq, 2013). The LAMB4 gene product mediates the
organization and migration of cells in tissues and, furthermore, has been associated
with decreased survival of ER+ breast tumors (33). The overexpression of this gene in
our metastatic samples could be due to the metastatization process where a

reorganization of the cells in the new tissue occurs.

Fianlly, the comparison between the primary tumor and the metastatic disease
(Pre_T1vsMtx_T3) yielded 11 DE genes. Like in the Pre_T1vsRD_T2 comparison, the FOS
gene is positioned as the gene with the major statistical significance and the greatest
amount of change between the primary tumor and the metastatic disease (Log2 FC -3.5,

p = 6.28E-06).

Overlapping the comparisons in pairs, when the primary tumor is compared with RD and
with metastasis (Pre_T1vsRD_T2 and Pre_T1vsMtx_T3), the /FNAI7, GRINI, FOS, NR4A]1,
WNT16 and CAMKZB dgenes are DE in both analyzes, being upregulated in both
transitions, from the primary tumor to metastasis, with the exception of the CAMK2B

gene. The overlap of the DE genes of RD versus primary tumor and metastasis



(Pre_T1vsRD_T2 and RD_T2vsMtx_T3), yields RAC3, FGF1, IBSP, WNT16, CAMKZB, ITGB6,
MAPKSIP2, RASGRPI, and MLLT4 as the common DE genes. In this case, it is important
to note that there is a decrease in the expression of DE genes in RD, both when compared
with the primary tumor and when compared with metastasis, with the exception of
WNTI16, whose expression seems to be selected along the evolution of the tumor,
increasing in RD with respect to the primary tumor and contining the increment towards
metastasis. Finally, the common DE genes in the metastatic tumor versus the primary
tumor and RD (Pre_T1vsMtx_T3 and RD_T2vsMtx_T3) are LAMB4, WNTI16, NPM2 and
CAMKZ2B;, in both comparisons, their expression is increased in metastatic disease,
except for the CAMKZB gene that, although it is more expressed in metastasis with
respect to the primary tumor and residual disease, it is downregulated in the transition

to RD.

The overlap of all the comparison unmasks two common genes: WNT76 and CAMK2A.
In the case of the WNT76 gene, we have already commented on this possible positive
selection of its expression after treatment with NAC, due to the progressive increase in
gene expression between Pre_T1, RD_T2 and Mtx_T3. Therefore, it is interesting to study
it as a candidate for a quantitative diagnostic marker of these three stages of the disease.
In the case of CAMKZ2B, we see a decrease in gene expression after treatment that is

ultimately recovered in the metastatic tumor.

Discussion

There are a series of DE genes between the primary tumor and the residual disease that
have diverse functions; some are transcription factors, such as FOS and JUN that form
the AP1 transcription factor complex related to the regulation of proliferation and
apoptosis, and hormone receptors such as NR4A7 and NR4A3; others are membrane
receptors such as PRLR, ILIR2, LIFR, LEPR and CSF3R; there are also several DE members
of the Wnt family (WNT7B, WNT16, WNT2 and WNTI]), genes related to voltage-
dependent calcium channels (CACNG4, CACNA2D3, CACNGI, CACNB3 and CACNAIG)

and several types of integrins (/TGAZ2, ITGB6, ITGB4 and /TGA/”), among others. All those



changes that are positively selected after treatment with NAC provide resistance and
characterize a population that has acquired the molecular mechanisms that are
necessary to cope with cytotoxic treatment. Of the DE genes between the primary tumor
and DR identified in this study, PLAU, STATT and WNTT1 had already been described as
genes with changes in their expression after neoadjuvant treatment in previous studies
(1) (32). The expression profile of these genes correspond to the profile that we have
obtained in our analyzes, supporting their role in the sensitivity to treatment with NAC
(in the case of PLAU and STAT]) or in the resistance to it (in the case of WNTT71]). If we
include the metastatic tumor in the comparison, it should be noted that FOS, NR4AI,
GRINI and /FNAI17 are found DE and in the same direction and magnitude in both
comparisons, that is, less expressed in the primary tumor compared to DR and less
expressed between the primary tumor with respect to metastasis, without significant
differences between DR and metastasis. This indicates that, once its expression has
decreased in the residual tumor, it remains constant and is not informative of the
transition to metastasis. On the other hand, there is a series of genes such as RAC3,
FGF1, IBSP, ITGB6, MAPKS8IP2, RASGRPI and MLLT4, which are more overexpressed in
the primary tumor and in metastatic disease than in RD, without significant differences
between the primary tumor and metastatic tumor. In this case, we could assume that
they are genes that will determine metastasis and that they may be related to the
aggressiveness of the tumor from the start of treatment with NAC. Regarding the
metastatic disease, we could define that the LAMB4 and NPM?2 genes are biomarkers of
distant relapse when compared with the primary tumor and with RD. The WNTT16 gene,
which is associated with taxane-induced progression and chemoresistance (34), is
positively selected after NAC, being this selection progressive; its expression increases
from the primary tumor to the RD and from the RD to the metastatic tumor, which
indicates a plausible selection of super clones. On the other hand, the CAMKZ2B gene,
involved in calcium signaling, has been associated in previous studies with response to
treatment with NAC (35). In our cohort, this gene is more expressed in the primary tumor
than in RD after NAC, supporting the existing data. According to our longitudinal

analysis, the gene expression of CAMKZB increases significantly even much more in



metastasis than in the primary tumor, where it has a higher expression than in RD.

Therefore, it becomes a candidate for a metastasis biomarker.

Conclusions

Based on our results and the proposed objectives, a predictive signature has been
identified based on the biological differences found between patients who obtain pCR
from and those who do not, independently of the subtype, and which improves the
current prediction tools. This improvement in the identification of responding versus
non-responding patients is more notable in ER+ patients; This is especially relevant
because these patients are the ones who least respond to NAC and therefore the ones

who would benefit the most from a more specific discrimination.

In addition, both common and specific gene expression alterations have been identified
in the primary tumor when compared with residual disease and the first metastatic niche.
An inactivation of the gene expression of the /FNAT7, GRINI, FOS NRA4] and WNTIi16
genes is shown in the primary tumor against residual disease and metastatic disease,
where they are more expressed. The overexpression of these genes in RD could provide
a series of new markers that need to be further investigated to propose new therapeutic
targets in residual disease once treatment with NAC has not been effective. Regarding
the metastasis, our results propose four DE genes between metastasis versus residual
disease and primary tumor. LAMB4 and NPM?2 as DE genes with higher expression only
in metastasis, CAMK2B as a gene that is selected negatively after NAC in residual disease
but that recovers its activity in metastatic tumor, and WNT]76 as a possible marker of

unfavorable evolution of the tumor after NAC towards metastasis.

Impact

The results of this doctoral thesis represent an advance in the molecular knowledge of
the different moments of breast cancer treated with NAC from the primary tumor to the

distant relapse. Predictive models of pCR, as well as the molecules that differentially



define RD and metastasis are the basis for the implementation of precision medicine and
the discovery of new therapeutic targets for resistance in this highly prevalent disease,

and whose relapse involves 90% of deaths related to it.
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CONTENT/ TECHNOLOGY—OVERVIEW/NCOUNTER—=TECHNOLOGY ..cetvuueeeerrunereeesnaseeerenneeeeennnnns 32
FIGURA 6. GENES INCLUIDOS EN LA FIRMA PAM50. EN LA PARTE SUPERIOR DEL C/RCUS PLOT SE MUESTRAN
LOS GENES QUE SE INCLUYEN EL PANEL PAM50. EN LA PARTE INFERIOR SE MUESTRAN LOS PROCESOS
BIOLOGICOS A LOS QUE PERTENECEN DICHOS GENES. «.uuveruueerureeunsernuereennsernnaseennsernnnsennneenes 33
FIGURA 7. IMAGEN DE LA HERRAMIENTA NSOLVER™ CON LOS PARAMETROS EN LOS CONTROLES DE CALIDAD
Y LOS VALORES LIMITES PARA QUE LAS MUESTRAS SEAN INCLUIDAS EN LOS POSTERIORES ANALISIS. . 36
FIGURA 8. VIAS INCLUIDAS EN EL PANEL PANCANCER PATHWAYS DE NCOUNTER®. LOS CiRCULOS
REPRESENTAN DE CADA UNA DE LAS 13 ViAS CANONICAS EL NUMERO DE GENES SELECCIONADOS PARA

EL PANEL EN RELACION CON EL NUMERO TOTAL DE GENES CONOCIDOS PARA CADA ViA IDENTIFICADO
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POR KEGG. LAS LINEAS HAN SIDO DIBUJADAS PARA MOSTRAR LA RELACION DE LOS GENES QUE
PERTENECEN A DIFERENTES VIAS, CON EL GROSOR DE LA LINEA SE DETERMINA EL NUMERO DE GENES
COMPARTIDOS. - et eteeueeaeeueeaeeaeeaee e e s e aea s eaemeeaeeaseaseaemeeneensensenennennnensensensensennannannns 39
FIGURA 9. FLUJO DE TRABAJO PARA LA DETERMINACION DE LOS MODELOS PREDICTIVOS. CON LOS SETS DE
DATOS CLIN, GENEX Y CLIN_GENEX SE HAN DETERMINADO LAS VARIABLES MAS IMPORTANTES PARA
LA DETERMINACION DE PCR EN LAS PACIENTES DE LAS COHORTES_DISCOVERY CON UNA DOBLE
VALIDACION CRUZADA, UNA VALIDACION INTERNA CON LASSO Y UNA VALIDACION EXTERNA POR
LOOCV. PARALELAMENTE SE HA INCLUIDO UN MODELO SOLO CON LA VARIABLE PAM50. DE NUEVO,
LASSO HA SIDO EL METODO USADO PARA EL ENTRENAMIENTO DE LOS MODELOS Y LA METRICA PARA SU
ESTIMACION, AUC. UNA VEZ LAS FIRMAS HAN SIDO GENERADAS, HAN SIDO PROBADAS EN LAS
DIFERENTES COHORTES TANTO EN LAS COHORTES_D/SCOVERY COMO EN LAS COHORTES_ VALIDATION
USANDO LA METRICA DE AUC PARA SU ESTIMACION. EL MODELO PAM50 SOLO HA SIDO PROBADO EN
LAS COHORTES_DISCOVERY et et tetasetasetaset s etasetasstsetaseesssassansansannsensennsennsennsennsennaenn 43
FIGURA 10. FLUJO DE TRABAJO PARA LA SECUENCIACION DE LOS GENES DIANA. A. LOS FRAGMENTOS
DESNATURALIZADOS DE LAS LIBRERIAS FLUYEN A TRAVES DE LA FLOWCELL UNIENDOSE A LOS
ADAPTADORES QUE HAY PRESENTE EN LA SUPERFICIE, QUE SON COMPLEMENTARIOS A LOS
ADAPTADORES DE NUESTRAS MUESTRAS. LOS FRAGMENTOS COMPLEMENTARIOS SON EXTENDIDOS Y
AMPLIFICADOS CON UNA PCR-PUENTE, TRAS ESTO SERAN DESNATURALIZADOS FORMANDO CLUSTERES
DESDE UN MISMO FRAGMENTO. B. DICHOS FRAGMENTOS SON SECUENCIADOS UTILIZANDO
NUCLEOTIDOS TERMINADORES REVERSIBLES. LOS PARES DE BASES SE IDENTIFICAN DESPUES DE LA
EXCITACION DEL LASER Y LA DETECCION DE LA FLUORESCENCIA. C. LOS DATOS BRUTOS DE
DESMULTIPLEXAN EN LIBRERIAS INDIVIDUALES Y SE EVALUA LA CALIDAD. SE ELIMINAN LAS LECTURAS DE
LOS ADAPTADORES PARA ELIMINAR EL RUIDO TECNICO. tvuuuaererunseernsnnsseeeesnsseesesnnnsseesnnaseeeenns 46
FIGURA 11. DISTRIBUCION DEL NUMERO DE PACIENTES DE LA RNA-COHORTE SEGUN SI HAN SIDO USADOS
PARA EL DESCUBRIMIENTO DE LOS MODELOS PREDICTIVOS DE PCR TRAS EL TRATAMIENTO CON NAC O
PARA LA VALIDACION DE ELLOS. s ttvuueeeesuuseeessusssesnsnssseensnssessessssssesessnseeeesssnseeenssaneeenes 57
FIGURA 12. FLUJO DE TRABAJO PARA LA DETERMINACION DE LOS MODELOS PREDICTIVOS. CON LOS SETS DE
DATOS CLIN, GENEX Y CLIN_GENEX SE HAN DETERMINADO LAS VARIABLES MAS IMPORTANTES PARA
LA DETERMINACION DE PCR EN LAS PACIENTES DE LAS COHORTES_DISCOVERY CON UNA DOBLE

VALIDACION CRUZADA, UNA VALIDACION INTERNA CON LASSO Y UNA VALIDACION EXTERNA POR
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LOOCV. PARALELAMENTE SE HA INCLUIDO UN MODELO SOLO CON LA VARIABLE PAM50. DE NUEVO,
LASSO HA SIDO EL METODO USADO PARA EL ENTRENAMIENTO DE LOS MODELOS Y LA METRICA PARA SU
ESTIMACION, AUC. UNA VEZ LAS FIRMAS HAN SIDO GENERADAS, HAN SIDO PROBADAS EN LAS
DIFERENTES COHORTES TANTO EN LAS COHORTES_D/SCOVERY COMO EN LAS COHORTES_ VALIDATION
USANDO LA METRICA DE AUC PARA SU ESTIMACION. EL MODELO PAMS50 SOLO HA SIDO PROBADO EN
LAS COHORTES _DISCOVERY et et setaietasetasetasetsetsstsetsetas st ssasansaneensansennsennsennsennnenn 62
FIGURA 13. DIAGRAMAS DE CAJAS. SE REPRESENTAN CADA UNO DE LOS GENES DE CON UN DIAGRAMA DE
CAJAS DONDE SE MUESTRA EL NUMERO DE COUNTS NORMALIZADOS PROCEDENTES DEL ANALISIS DE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS (EJE DE ORDENADAS) FRENTE A LA SITUACION DE ESTUDIO, PCR Si O NO (EJE
] Y 2T K 72
FIGURA 14. EN EL VOLCANO PLOT SE REPRESENTAN TODOS LOS GENES SEGUN EL P-VALOR AJUSTADO
OBTENIDO EN EL AED (EJE DE ORDENADAS) Y EL VALOR DEL LOG2 FC (EJE DE ABSCISAS). CON LAS
LINEAS PUNTEADAS SE REPRESENTAN DIFERENTES NIVELES DE P-VALOR Y LA ZONA DEL VOLCANO
DONDE SE POSICIONE EL GEN CORRESPONDERA CON UN P-VALOR CONCRETO Y UN VALOR DE FC
DETERMINADO. AQUELLOS GENES EN LA ZONA IZQUIERDA DESDE EL VALOR O DEL EJE DE ABSCISAS,
SERAN AQUELLOS GENES CON MENOR EXPRESION EN LAS PACIENTES QUE OBTIENEN PCR, EN LA PARTE
DERECHA ESTARAN LOS GENES QUE SE EXPRESEN AL ALZA. ..vevvvuuieeeerunsesersnaneseresnssseesnnassenenns 72
FIGURA 15. CJRCOS PLOT. SE REPRESENTA LOS 10 GENES DE ENLAZADOS A LAS RUTAS QUE PERTENECEN
CON COLORES DIFERENTES. LOS GENES, A SU VEZ, SE LE ASIGNA UN COLOR QUE VA DESDE EL ROJO
HASTA EL AZUL SEGUN EL LOG2 FC QUE PRESENTEN CON RESPECTO A LA PCR. .....ccovvvvvuiriennn, 76
FIGURA 16. EN LA MATRIZ SE MUESTRAN LAS CORRELACIONES ENTRE LOS 10 GENES DE. EL COLOR DE LOS
NOMBRES DE LOS GENES DEPENDE DEL LOG2 FC OBTENIDO EN EL AED (EL COLOR ROJO PARA LOS
GENES EXPRESADOS AL ALZA EN LAS PACIENTES CON PCR Y EN AZUL AQUELLOS EXPRESADOS A LA BAJA).
EN LA BARRA LATERAL VEMOS UNA GRADACION DE COLOR DESDE ROJO HASTA AZUL QUE CORRESPONDE
AL VALOR R DE LA CORRELACION DE PEARSON. DESDE EL ROJO MAS INTENSO (CORRELACION POSITIVA
PERFECTA, R=1) HASTA EL AZUL MAS OSCURO (CORRELACION NEGATIVA PERFECTA, R=-1). ESTO
MISMO SE HA REPRESENTADO EN CADA UNA DE LAS INTERACCIONES DENTRO DE LA MATRIZ. AQUELLAS
INTERACCIONES QUE ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS SE HAN IDENTIFICA CON UN ASTERISCO. .77
FIGURA 17. A. DIAGRAMA DE BARRAS. REPRESENTACION DE TODOS LAS VIAS O RUTAS BIOLOGICAS QUE

INCLUIMOS EN EL ANALISIS FUNCIONAL. LA LINEA PUNTEADA DETERMINA EL P-VALOR POR DEBAJO DE
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SE IDENTIFICA EL COEFICIENTE DE CADA VARIABLE. AL HABERSE ITERADO MIL VECES, SE IDENTIFICA EL
INTERVALO DE CONFIANZA DEL 95%. EL PUNTO REPRESENTA LA MEDIA Y LA LINEA REPRESENTA EL
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FIGURA 20. REPRESENTACION DE LA IMPORTANCIA DE LAS VARIABLES DENTRO DE CADA UNO DE LOS
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FIGURA 21. A. CURVAS ROC DE LOS MODELOS PREDICTIVOS DE PCR DE LA COHORTE_D_HER2-. B. LOS

VIOLIN PLOTS REPRESENTAN LA DISTRIBUCION DEL AUC OBTENIDO DURANTE LAS MIL ITERACIONES.

FIGURA 22. REPRESENTACION DE LA IMPORTANCIA DE LAS VARIABLES DENTRO DE CADA UNO DE LOS
MODELOS PREDICTIVO DE PCR DE LA COHORTE_D_ER+. A. DIAGRAMA DE BARRAS DONDE SE

MUESTRAN LAS VARIABLES CON MAS PESO DENTRO DE LOS TRES SETS DE DATOS (CLIN, GENEX,


https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231678
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231678
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231678
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231679
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231679
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231679
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231679
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231679
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231679
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231679
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231679
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231679
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231680
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231680
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231680
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231681
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231681
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231681
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231681
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231681
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231681
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231681
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231681
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231681
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231682
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231682
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231682
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231683
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231683
https://d.docs.live.net/a08075b11b55a70d/Escritorio/phD/Manuscrito/Manuscrito_TesisDoctoral_MRosarioChicaParrado_30062021_Modif_Evaluadores.docx#_Toc76231683
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FIGURA 29. ONCOPLOTS. SE IDENTIFICAN LOS GENES EN LOS QUE SE HAN ENCONTRADO AL MENOS UNA
MUTACION Y LAS PACIENTES DE LA DNA-COHORTE. EL PORCENTAJE MOSTRADO EN LA DERECHA DE
LA MATRIZ SE CORRESPONDE CON EL PORCENTAJE DE MUJERES CON MUTACIONES QUE TIENEN ESE GEN
CONCRETO MUTADO. EL DIAGRAMA DE BARRAS EN EL LATERAL DERECHO ESPECIFICA EL TIPO DE
MUTACION ENCONTRADO DENTRO DE CADA GEN. EL DIAGRAMA DE BARRAS EN LA PARTE SUPERIOR DE
LA MATRIZ IDENTIFICA EL TIPO DE MUTACION ENCONTRADA DENTRO DE CADA PACIENTE. A.
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1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

El cAncer de mama (CM) es el tumor mas frecuente ente la poblacién, y no solo femenina,
sino a nivel mundial. Segun los datos proporcionados por GLOBOCAN 2020, la incidencia
del CM en la poblacién en general en el aio 2020 fue del 11.7%, seqguido del cancer de
pulmén (11.4 %) y de colon (10%). En cuanto al nimero de muertes, es el tipo de tumor
que mas muertes ocasiona en mujeres (15.5%) (Figura 1, B). En cuanto a la distribucién
de la incidencia a nivel mundial, seglin la ratio de edad estandarizada (ASR, age-
standardized rates), Bélgica tiene el valor de incidencia mas alto (113.2 por cada
100.000 mujeres), seguida de Australia, Estados Unidos y Argentina (96, 90.3y 73.1 por
cada 100.000 habitantes, respectivamente) (Figura 1, C). Segun las estimaciones en base
al crecimiento en la incidencia del CM, la organizacién mundial de la salud (OMS) estima
que en el 2040 habra un 20.3% mdas de muertes con respecto al 2020 a causa de esta

enfermedad (36).
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Figura 1. Datos de la fuente Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN.

1.2. HETEROGENEIDAD EN EL CANCER DE MAMA: SUBTIPOS Y

CLASIFICACIONES

El cancer de mama es un conjunto de enfermedades heterogéneas que muestra una

variacion sustancial en su clinica y en sus caracteristicas moleculares. Existen diversas

aproximaciones para capturar dicha heterogeneidad que, ademas, proporcionan un

importante valor prondstico y predictivo.

1.2.1.

Grado y clasificacion histoldgica

El grado histoldgico evalta en una escala del 1 al 3 cémo de similar es un tumor con

respecto a un epitelio normal: un bajo grado histolégico es mas similar a un epitelio
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normal que un tumor con alto grado (37). La mayoria de los carcinomas de mama se
clasifican como carcinomas ductales invasivos (70-80%), mientras que en torno al 25%
de los canceres de mama son caracterizados como “tipos histoldgicos especiales” que
engloban los carcinomas lobulares, tubulares, medulares y metaplasicos (Figura 2). Sin
embargo, esta clasificacién histolégica no refleja la gran heterogeneidad observada en

el cancer de mama; aun asi, es un componente esencial en los informes patoldgicos.

Figura 2. Principales tipos y grados histolégicos en el cancer de mama. A) Tipos histolégicos: desde izquierda arriba
hasta abajo derecha: cancer de mama ductal invasivo, medular, tubular, cribiforme, mucinoso y metaplasico. B) Grados
histolégicos: (a) tumor de mama bien diferenciado (grado 1), (b) tumor de mama moderadamente diferenciado (grado
2) y (c) pobremente diferenciado (grado 3). Figuras obtenidas del Atlas de genética y citogenética en oncologia y
hematologia.
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1.2.2. Subtipos Inmunohistoquimicos

Para determinar el prondstico y las opciones terapéuticas, de manera rutinaria se
determina la expresion del receptor de Estrogenos (ER, estrogen receptor), el receptor
de progesterona (PR, progesterone receptor) y la sobreexpresién o amplificacion del
factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2, human epidermal growth factor 2)
que determinan los subtipos inmuhistoquimicos (IHQ) (38). En base a estos
biomarcadores, el cAncer de mama se clasifica en tres subtipos: 1) receptor de hormonas
positivo o tumores Luminales, que expresan el ER y/o PR (ER+ y/o PR+), 2) tumores
HER2-positivo, que sobreexpresan o amplifican el HER2 (HER2+) y 3) tumores triples
negativos (TN), que son negativos para los tres biomarcadores (ER-, PR-, HER2-). Un
ejemplo de secciones de cancer de mama inmunomarcadas de los tres subtipos se
muestra en la Figura 3. La determinacion de estos tres subtipos ha mejorado el manejo
de la enfermedad en términos de resultado clinico debido a la administracién de terapias
dirigidas a los receptores hormonales positivos (terapia hormonal) en el caso de los
tumores luminales y al HER2-positivo (terapia anti-HER2) en el caso de los tumores
HER2+.

ER+/PR+/HER2- ER+/PR+/HER2+ ER-/PR-/HER2+

“hey

ER-/PR-/HER2-

Figura 3. Subtipos de cancer de mama con tinciones inmunohistoquimicas de los
marcadores ER, PR y HER2. La histologia del cancer se ha determinado usando una
tinciéon con hematoxilina y eosina. La imagen procede del articulo de Rivenbark y
colaboradores, 2013.
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Aunque el uso clinico de estos biomarcadores es muy Util, no predicen respuesta a
tratamientos emergentes de nuevas terapias dirigidas ni tienen suficiente valor

prondstico en la toma de decisiones en el tratamiento quimioterapéutico.
1.2.3. Subtipos intrinsecos o moleculares

Los recientes avances en los analisis de expresion génica han llevado al desarrollo de
clasificaciones de cancer de mama basadas en los perfiles de expresién génica. Entre los
estudios pioneros se encuentra el de Perou y colaboradores (2000) (39) (40), que
propusieron una clasificacién que mas tarde fue refinada a cuatro categorias con un
valor prondstico predictivo de la respuesta al tratamiento: Luminal A, Luminal B, HER2-
enriched y Basal-Like. Estos subtipos son conocidos como “subtipos intrinsecos” debido
a que son definidos por sets de genes intrinsecos con una gran variacion en la expresiéon
génica entre los diferentes subtipos y no entre muestras del mismo tumor (sus patrones
de expresiéon son caracteristicos de cada tumor y no debido a la toma de la muestra). El
subtipo Luminal A (del 50 al 60% de todos los canceres de mama en mujeres) es
usualmente positivo para los receptores hormonales (ER+ y/o PR+), tienen baja
proliferacion (Ki67<14%) y la menor ratio de recaida y por lo tanto mejor prondstico
(40). El subtipo Luminal B (del 15 al 20%) es positivo para los receptores hormonales y
tiene un perfil de proliferacion mas alto que el Luminal A pero menos que los subtipos
HER2-enriched o Basal-Like, grado histolégico alto, peor prondstico que el Luminal Ay
una respuesta mas baja al tratamiento endocrino que el Luminal A. El subtipo HER2-
enriched (15 al 20%) se define por la sobreexpresién de HER2 (u otros genes en el
amplicon 17q12) y morfolégicamente estd caracterizado por alta proliferacion, alto
grado histoldgico y alto grado nuclear. El subtipo Basal-Like (del 15 al 20%) es el subtipo
mas heterogéneo y esta compuesto principalmente por tumores que han perdido la
expresion de los receptores hormonales y la sobreexpresion/amplificacion del HER2 (por
ejemplo, los tumores TN en la clasificacion de cancer de mama basada en la
inmunohistoquimica). Los tumores Basal-Like expresan altos niveles de citoqueratinas
basales, alto perfil de proliferaciéon (Ki67>50%) y presentan una historia natural mas

agresiva y peor supervivencia que el resto de los subtipos (41) (42).
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Basados en esos subtipos intrinsecos, una firma de 50 genes, PAM50, fue desarrollada
por Parker y colaboradores (43) permitiendo el desarrollo de Prosigna™, un test
aprobado por la FDA y con la marca CE que permite identificar el subtipo intrinseco de
un tumor y estimar el riesgo de recurrencia de aquellos tumores con receptores de
hormonas positivos. Otras pruebas basadas en la expresidn génica, como Oncotype
DX™ (44), MammaPrint® (45) y Endopredict® (46) predicen la recurrencia, pero no
proporcionan informacién sobre los subtipos intrinsecos del cancer de mama.

Derivado de este proyecto de tesis, se ha realizado un profundo andlisis que ha sido
publicado en una revista de impacto, donde se especifican los ultimos estudios de la
respuesta al tratamiento con quimioterapia Neoadyuvante, los factores predictivos de
esta y la caracterizaciéon de la enfermedad residual (1). A continuacién, se va a detallar

la informacién mas importante.
1.3. QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE EN EL CANCER DE MAMA

El tratamiento con quimioterapia neoadyuvante (NAC, neoadyuvant chemotherapy),
basado en la administracion de quimioterapia estandar (Antraciclinas+/-Taxanos mas
Trastuzumab en aquellos tumores de mama HER2 +) antes de la cirugia, es ampliamente
usado en el tratamiento del cdncer de mama temprano y localmente avanzado (47). El
principal objetivo de la NAC es el incremento de la preservacion de la mama (fomenta la
reduccion del tumor) y la obtencién de respuesta completa patoldgica (pCR, pathological
complete response), que mejora la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la
supervivencia global (SG) del paciente. Ademas, la implementacion de la NAC ha
permitido la bisqueda de nuevas dianas terapéuticas y es un excelente modelo in vivo

para investigar los mecanismos de resistencia y sensibilidad de las nuevas terapias.

1.3.1. pCRy enfermedad residual

la paciente a largo plazo después de la cirugia. Esta respuesta se determina con un
examen patoldgico del tejido de la mama y de los ganglios linfaticos axilares que son
extraidos quirdrgicamente después de la NAC. La respuesta al tratamiento puede ser
dicotomizada en la obtencion de pCR o la presencia de enfermedad residual (RD, residual
disease). La pCR se define como la ausencia de células cancerosas invasivas en la mama
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o en los ganglios linfaticos (ypTO/Tis ypNO), mientras que la RD se define como la

presencia de células cancerigenas invasivas en la mama y en los ganglios linfaticos.

Existen diferentes tipos de gradacion y clasificacion de pCR y de la RD que han sido
establecidos dependiendo de la examinacién patoldgica empleada. Las clasificaciones
como Miller and Payne (48), y la carga del tumor residual (RCB, residual cancer burden)
(49) cuantifican la respuesta a la NAC en diferentes grados, donde uno es pCR y el resto
corresponde con un espectro de valores que reflejan la extensiéon de la RD. La
clasificacion por Miller and Payne, que es la clasificacion que vamos a usar en este
trabajo como método de medir la respuesta al tratamiento, se relaciona con la SG y con
la SLE (p=0.02 y p=0.04, respectivamente) y es un predictor independiente de la SG (48).
La relacidén entre la respuesta al tratamiento, pCR, y la mejoria en cuanto al resultado
clinico a largo plazo de la paciente ha sido establecido (12) y se ha demostrado que es
especifico de subtipos (3). En el caso de los subtipos HER2+ y TN por IHQ y HER2-
enriched y Basal-Like por PAM50 la obtencién de pCR se relaciona con un mejor
resultado del paciente al largo plazo. En el caso de los subtipos Luminales existe mejoria,
pero no es tan notable ya que estos tienen mejor prondstico que el resto de los subtipos
desde el inicio (3). Cuando se obtiene pCR el riesgo de muerte se ve reducido en un 92%
en el caso de los tumores HER2+, un 84% en tumores de mama TN y un 71% en los
tumores con los receptores hormonales positivos (50) (51). En general, los pacientes que
obtienen pCR tras el tratamiento con NAC tienen mucha menos probabilidad de recaer
que aquellos que presentan RD (12) (52) (53) (54) (13). El porcentaje general de pCR en
el cancer de mama tras el tratamiento con NAC es del 31%; este porcentaje varia segun
el subtipo, en aquellos HR+/HER2- es del 12%, en TN del 40% y del 47% en HER2+
(tratado con NAC+Trastuzumab) (13). Teniendo en cuenta el caracter pronostico de la
obtencién de pCR, es de vital importancia determinar de antemano qué pacientes van a
responder a la NAC, sobre todo en aquellos subtipos donde se ha visto que la ratio de
obtencién de pCR tras la NAC es bastante baja como en el caso de los tumores ER+, para

asi poder disefiar la mejor estrategia terapéutica.
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1.3.2. Factores predictivos de pCR

La utilidad de la pCR como subrogado del resultado clinico ha llevado a la bisqueda de
biomarcadores que predigan pCR, particularmente en el escenario donde la NAC no es
efectiva, en el 70% de las pacientes (13). Para que la informacion sea mas clara hemos
divido los factores predictores de pCR en dos; por un lado, aquellos que estan
relacionados con las caracteristicas clinicopatoldgicas de las pacientes, clasicamente
usados, y por otro lado aquellos factores determinados por los avances en la biologia

molecular del CM, detallando, sobre todo, la firma PAMS5O0.

1.3.2.1. Factores clinicopatolégicos predictivos de pCR

Los factores predictivos de pCR clinicopatolégicos mas estudiados son el tamafo
tumoral clinico, el grado histolégico tumoral, los subtipos IHQ y el porcentaje de Ki67

antes del tratamiento.

El tamafio tumoral clinico (cT), se ha demostrado que es un predictor independiente de
pCR en diferentes estudios. Tanto en una cohorte de 957 pacientes con CM (2) como en
otra de 2046 (52) se demostr6 que el tamafio tumoral se relacionaba con la obtencién
de pCR (p<0.001). En aquellos pacientes con un tamafo TI1-2 obtienen
aproximadamente el doble de pCR que aquellos con un tamafio T3-4 (2). Tamanos de

T1-2 fueron predictores independiente de pCR (p=0.001, OR 3.15) (52).

El grado tumoral histolégico es un predictor de respuesta al tratamiento con NAC (6)
(55). Elalto grado histoldgico (G3) fue uno de los mejores predictores de pCR tras el
tratamiento con NAC en una cohorte de 560 pacientes con CM (p<0.004) (6). Los
tumores con un grado histolégico 3 obtienen pCR (p<0.0001) en un 31%, mientras que

los grados G1 y G2 raramente consiguen pCR (56).

Debido al mecanismo antimitético del tratamiento con NAC, el porcentaje de Ki67
presente en la biopsia diagnostica antes del tratamiento es un factor predictivo de pCR,
sobre todo en aquellos pacientes con los mecanismos proliferativos mas activos, como
es el caso de tumores de mama HER2+ y TN (57) (8). Aquellos tumores con un porcentaje
de Ki67>50 obtenian una ratio de pCR mayor que aquellos con Ki67<50% (40 vs 19%,
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respectivamente, p=0.0004) (8). En un estudio realizado en una cohorte TN, aquellos
tumores con un alto porcentaje de Ki67 tenian una respuesta de 3.36 veces mayor al
tratamiento con NAC que aquellos con un porcentaje de Ki67 bajo (9). Esta variable
clinicopatoldgica no tiene factor predictivo en aquellos tumores donde las vias de

proliferacion no estan activadas, como es el caso en los tumores de CM ER+ (57) (10).

Con respecto al valor predictivo de pCR, es importante enfatizar que la ventaja de
supervivencia asociada a la obtencion de pCR se limita a los subtipos de CM y que cada
uno de ellos tiene una ratio diferente de obtenciéon de esta. Si nos centramos en los
subtipos IHQ, aquellos tumores con sobreexpresion de HER2 van a obtener la ratio mas
alta de respuesta al tratamiento (>47% de pCR), estando estos resultados avalados por
numerosos estudios (14) (13) (3) (4). Los tumores TN también obtienen un porcentaje

alto de respuesta, mientras que este es el menor en los Luminales (ER+) (4) (5).

1.3.2.2. Factores moleculares predictivos de pCR

1.3.2.2.1. Subtipos intrinsecos determinados por PAM50

Como ya hemos mencionado con anterioridad, PAM50 es una firma basada en la
expresién génica de 50 genes que agrupa a los tumores de mama en cuatro subtipos
con diferentes caracteristicas y diferentes ratios de pCR. Por lo tanto, la determinacion
de los subtipos moleculares por PAM50 es una herramienta para estratificar los

pacientes en base de la obtencion de pCR especifico de cada subtipo.

En los estudios donde se ha analizado el poder predictivo de la pCR en cohortes con una
representacion de todos los subtipos, los resultados concluian, como era de esperar por
lo conocido en los subtipos IHQ, que los subtipos HER2-enriched y Basal-Like
presentaban las ratios mas altas de pCR (p<0.001 y p<0.001, respectivamente) (2) (11),
y que el subtipo Luminal A predecia las ratios de pCR mas bajas comparadas con las del

resto de los subtipos (razéon de momios (OR, Odds Ratio) 0.34 y p<0.037) (20).

Los tumores de mama definidos como HER2+ por IHQ han sido los mas estudiados
desde el punto de vista de la obtencion de pCR, ademas de los subtipos definidos por
PAM50, debido sobre todo al estudio de la combinacion de NAC con terapias anti-HER2,

1
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como Trastuzumab, Lapatinib y Pertuzumab. Enmarcados dentro de diferentes ensayos
clinicos (NOAH, CherLOB, CALGB, PAMELA o BERENICE) los resultados definen un grupo
de tumores HER2-enriched dentro de los tumores HER2+ por IHQ, como aquello que
van a obtener el ratio mas alto de respuesta al tratamiento con NAC cuando son
comparados con ese otro grupo de tumores no-HER2-enriched. Dentro de ese grupo
no-HER2-enriched, aquellos tumores definidos como Luminal A por PAM50 obtienen la
ratio mas baja de respuesta al tratamiento (15) (16) (17) (18) (19) (7). El uso del
clasificador PAM50 para predecir la respuesta al tratamiento ha demostrado ser mas
especifico que los clasicos subtipos por IHQ, ya que dentro de una cohorte homogénea
de HER2+ por IHQ, PAM50 es capaz de distinguir tumores con un comportamiento

antagoénico con respecto a la respuesta a la NAC (HER2-enriched vs Luminal A).

1.3.2.2.2. Otros predictores moleculares de pCR

Predictores como DLDA-30 (basado en la expresion de 30 genes) o GGI (que combinaba
la expresidon de 97 genes relacionados con el grado tumoral y otros parametros clinicos)
fueron pioneros en la prediccién de pCR tras el tratamiento con NAC con una precision
en la prediccidn (accuracy) de 0.76 y 0.71 respectivamente (58) (59). Desde entonces
muchas han sido las mejoras realizadas con el método para refinar la prediccion, siendo

cada vez mas rigurosos, la especificidad y el uso de los avances en la biologia molecular.

El estudio de las alteraciones en el nimero de copias (CNAs, copy number alterations),
expresién génica y polimorfismos de nucledtido uUnico (SNPs, single nucleotide
polymorphism) procedente de la informacién generada de proyectos tan ambiciosos
como The Cancer Genoma Atlas Network (TCGA), han sido la base de los analisis
integrativos que definen 10 clusteres (IntClust 1-10) que redefinen los subtipos de
cancer de mama con diferentes caracteristicas clinicas y de resultados clinicos (60). Los
IntClust 1-2-6-9 podrian definirse como Luminales con mal prondstico, los 3-4-7-8
como luminales con buen pronéstico, el IntClust 10 como Basal-Like y el 5 como HER2-
enriched. El IntClust 2 obtiene las ratios mas bajas de pCR (0%) mientras que el IntClust

10 obtiene las ratios mas altas de respuesta (37%).
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Tal y como ocurre en los subtipos de CM definidos por IHQ, los subtipos moleculares
determinados por PAM50 y los IntClust, la informacion acerca de la prediccion de pCR

es subrogada del subtipaje previo del cincer de mama.

Debido a la agresividad que presenta el tumor cuando los subtipos de CM HER2+ y TN
no obtienen pCR tras el tratamiento con NAC, se han definido predictores Unicos para
dichos subtipos. Por ejemplo, en el caso de tumores HER2+ tratados con NAC-
Trastuzumab, se ha definido un predictor de respuesta al tratamiento llamado
Trastuzumab Risk model (TRAR) basado en la expresion de 41 genes donde el poder de
prediccion de pCR o area bajo la curva (AUC, area under the curve) era de 0.73. Este
poder de prediccion variaba segun si el tratamiento con Trastuzumab era sustituido por
Lapatinib (AUC 0.76). Cuando la informacion de TRAR es combinada con las variables
clinicopatoldgicas, el valor predictivo aumentaba hasta superar al clasificador PAM50
(AUC 0.78 vs 0.74), siendo un ejemplo de la sinergia que debe haber entre la clinica y

los estudios moleculares (61).

En el caso de tumores de mama TN, Lehmann y colaboradores, definié seis entidades
moleculares dentro de este subtipo, con diferentes caracteristicas moleculares vy
respuesta al tratamiento: Basal-Like 1 (BL1), Basal-Like 2 (BL2), Inmunomodulatory (IM),
Mesenchymal (M), Mesenchymal stem-like (MSL) y Luminal androgen receptor (LAR) (62)
(63) (64). El subtipo BL1 tiene el perfil mas proliferativo con un porcentaje de Ki67>50%,
y obtiene la ratio mayor de pCR, sobre todo en pacientes tratados con NAC y sales de
platino (80%). El subtipo LAR, que corresponde a tumores HER2-enriched y Luminal A
por el clasificador PAM50, es el subtipo con menor ratio de respuesta al tratamiento con

NAC (14.3%) (64).

1.4. ENFERMEDAD RESIDUAL EN CANCER DE MAMA TRAS EL TRATAMIENTO
NEOADYUVANTE

Como hemos mencionado previamente, la presencia de células tumorales después del
tratamiento Neoadyuvante es un factor prondstico fundamental. Muchos estudios
revelan que el grado del reduccién del tumor después de la NAC esta asociado con un

incremento de la SLE y de la SG (12) (3) (53) (13). A continuacioén, vamos a describir los
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diferentes biomarcadores de la RD que son usados para determinar el resultado a largo

plazo de los pacientes tras el tratamiento con NAC y de la cirugia.

1.4.1. Determinacion del Kié7 después del tratamiento Neoadyuvante

En 2009, Jones y colaboradores fueron pioneros en determinar el resultado del poder
predictivo del marcador de proliferacion Ki67 tras el tratamiento con NAC. En una
cohorte de 130 pacientes con muestras pareadas entre tumor primario y RD, llegaron a
la conclusién de que la reduccion de Ki67 después del tratamiento con NAC era un fuerte
predictor del resultado clinico en pacientes que no consiguen pCR (p<0.001; HR 1.6)
(65). Esta reduccién en Ki67 después del tratamiento con NAC fue correlacionada con
una mejor DFS y OS, particularmente en el subtipo Luminal B. Ademas, el analisis
multivariante mostré que la falta de reduccién en Ki67 durante el tratamiento con NAC
incrementaba significativamente el Hazard ratio (HR) de la recurrencia y de la muerte

(3.39y 7.03, respectivamente) (10).

En el ensayo clinico GeparTrio, donde se evalud el valor pronéstico del indice de Ki67
tras el tratamiento con NAC, 1151 pacientes con cancer de mama (484 con pCRy 667
con RD), fueron divididas en tres grupos segun su % de Ki67; el grupo de Ki67 bajo (0-
15%), el grupo de Ki67 medio (15.1-35%) y el grupo de Ki67 alto (>35.1%). El resultado
del tratamiento a largo plazo del grupo con Ki67 bajo fue equiparable al grupo de
pacientes que obtenian pCR (p<0.211 para la SLE y p<0.779 para la SG). El grupo de
pacientes con Ki67 alto tuvo mas riesgo de recaida de la enfermedad (p<0.0001) y

muerte (p<0.0001) que los grupos de pacientes con Ki67 bajo y medio (57) (66).

1.4.2. indice de carga residual de cancer

Como hemos mencionado con anterioridad, el no conseguir pCR tras el tratamiento con
NAC esta relacionado con un mal pronéstico a largo plazo (12) (3) (53) (13). Por esta
razén, la RD ha sido exhaustivamente caracterizada para definir una estratificacion de
pacientes acorde al resultado a largo plazo del tratamiento con NAC. El RCB es un
sistema que cuantifica la enfermedad residual basada en seis pardmetros como son: la
celularidad, el porcentaje de carcinoma in situ, el nimero de nodos metastasicos, el

didmetro de la lesion metastasica mas grande y el tamafio del tumor residual que queda
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tras el tratamiento. Se han determinado 4 grupos diferentes segln el resultado de los
pacientes a largo plazo: RCB-0 (pCR), RCB-I (minima RD), RCB-Il (moderada RD) y RCB-
Il (RD extensa). Symmans et al. (2007) aplicaron este sistema a una cohorte de 382
pacientes con diferentes tratamientos y demostraron que el RCB era un predictor
independiente de Supervivencia Libre de Recaida a Distancia (SLRD), siendo ademas
reproducible y costo-efectiva. Los indices RCB-0 y RCB-I tenian similar SLRD (5.4% y
2.4% respectivamente), mientras que el indice RCB-I1ll se asociaba al mayor porcentaje
de SLRD (53.63%) (49). Esto a priori no parece tener mucho sentido ya que obtener pCR
esta relacionado con una buena respuesta a largo plazo y esta es equiparable con el
indice RCB-0, pero cuando caracterizamos grupos segun el subtipo de cancer de mama,
vemos que en aquellos tumores HR+/HER2- con RCB-Ill son en su mayoria Luminal A
definidos por PAM50 (p<0.01) (67), que aunque no respondan tan bien al tratamiento
con NAC, como el HER2-enriched o el Basal-Like, si que han sido relacionados con un
buen resultado del paciente a largo plazo. Consistente con el hecho de que aquellos
tumores ER+ y PR+ tienen menos probabilidad de conseguir pCR, en un estudio reciente
se observé que los genes codificantes de dichos receptores (ESR7 para ER y PGR para PR)
estaban sobreexpresados en pacientes con RCB-Il y RCB-IIl y no lo estaba en aquellos
pacientes con pCR o RCB-0/I (p=0.00053 y 0.0061, respectivamente). ESR7 estaba mas
expresado en RCB-IIl con respecto a RCB-0/1 y RCB-IIl (p=0.041). Por otra parte, el nivel
de expresion de MK/67 fue mas bajo en RCB-IlIl que en RCB-0/I y RCB-II (0.0029).
Finalmente, en el subtipo TN, y probablemente relacionado con su desfavorable
prondstico, el indice RCB-Ill fue mas asociado con un alto estadio clinico y alto ratio de

ganglios linfaticos afectos que los indices RCB-0/1 y RCB-Il (p<0.01) (67).

Mientras que el indice RCB podria ser un espejo de los subtipos moleculares de cancer
de mama definido por PAM50 en términos de respuesta al tratamiento con NAC, otras
caracteristicas del tumor estdn asociadas, de manera independiente, al resultado del
tratamiento con NAC y por tanto deberian ser consideradas trasversalmente al indice
RCB cuando caracterizamos tumores tras el tratamiento. Por ejemplo, en una cohorte de
109 pacientes con tumores TN con enfermedad residual, el andlisis multivariante

indicaba que tanto los niveles en el estroma de linfocitos infiltrantes en tumor (TILs,
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Tumor infiltrating lymphocytes) CD4+ como el indice RCB tenian valor pronéstico
independiente para el intervalo libre de recurrencia a distancia (ILRD) (TILs CD4+: HR

2.88, p< 0.007 y el indice RCB: HR 12.04, p<0.0001) (68).

1.4.3. Carga residual proliferativa del cancer

La carga residual proliferativa del cancer o RPCB (Residual Proliferative Cancer Burden)
aglutina tanto los eventos de Ki67 como los del RCB tras la cirugia. La mejoria en cuanto
al valor pronodstico del RPCB con respecto a los valores individuales de Ki67 y RPCB es
notable. El RPCB agrupa con mas eficacia a los grupos de pacientes con diferentes ratios
de SG y SLE (57) (69). Cabe destacar que el valor pronodstico difiere entre tumores de
mama ER+ y ER-, de manera que todas las variables fueron relacionadas con el resultado
clinico a largo plazo en el grupo de tumores ER- (p<0.001), pero, en tumores ER+,
donde Ki67 y RCB carecian de valor pronéstico, el RPCB si lo tenia (x2=13.3, p<0.003)
(69).

1.4.4. Dinamismo molecular de la RD después del tratamiento con NAC

En el escenario post tratamiento, es particularmente importante identificar las
alteraciones moleculares inducidas por el tratamiento para poder asi relacionarlas con
los mecanismos de quimio-resistencia. La hipétesis predominante ha sido que ocurre
una seleccion de las clonas celulares cancerosas que son resistentes al tratamiento, pero
es importante caracterizar el dinamismo molecular del tumor durante el tratamiento
para determinar y definir la resistencia inducida por NAC mas alla de los predictores
basales de pCR. Esto permitiria el disefio y el estudio de tratamientos mas especificos vy,

conseguir asi mejores resultados clinicos (57).

Hasta un 30% de las pacientes tratadas con NAC, incluyendo a las pacientes HER2+
tratadas con NAC-Trastuzumab, presentan cambios en el estatus de los biomarcadores
ER y HER2 durante el tratamiento (57) (70). Ademas, esas variaciones son dependientes
del tratamiento. Por ejemplo, el 43% de las pacientes HER2+ pierden la positividad de
dicho marcador tras el tratamiento con NAC-Trastuzumab en comparacion con el 9,5%
de las pacientes tratadas s6lo con NAC (57). Dicha perdida del estatus positivo de HER2

después del tratamiento diana antiHER2 como es el caso de Trastuzumab, podria
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deberse a la erradicacion de manera especifica de las clonas HER2+, permitiendo la
identificacion de clonas HER2- preexistentes desde el inicio atribuidas a la alta
heterogeneidad intratumoral (57). La pérdida de la positividad del biomarcador HER2
tras la NAC ha sido relacionada con un una peor SLE y peor supervivencia libre de recaida
(SLR) (p=0.041) comparada con aquellos pacientes que mantienen el estatus HER2+ (57)

(71) (70).

En cuanto a los receptores hormonales ER y PR, la pérdida ocurre mas que la ganancia
tras el tratamiento con NAC (72). Esta ganancia esta relacionada con una mejoria en
cuanto al resultado clinico a largo plazo cuando se compara con la pérdida o la ausencia
de variacion, debido, sobre todo, a la adquisiciébn de una nueva diana terapéutica
(p=0.039 para SLE; p=0.045 para SG). Estos cambios a nivel de biomarcadores clasicos
en el cancer de mama, también se han visto en los subtipos determinados por PAM50;
por ejemplo, los cambios mas significativos han sido de Luminal B a Luminal A, debido

en gran medida a la eliminacion de aquellas clonas mas proliferativas (73) (74).

En base a esto, una nueva determinacién de los biomarcadores que son negativos en el
tumor primario deberia ser priorizada y, ademas, motiva a determinar a la RD como una

nueva entidad tumoral mas que como los vestigios del tumor primario.

1.4.5. Perfil transcriptomico y gendmico de la RD tras la NAC

Las modificaciones encontradas en una cohorte de 56 pacientes donde se analizaron las
diferencias encontradas entre el tumor primario y la enfermedad residual a nivel
transcriptomico, evidenciaba una diferencia entre los diferentes subtipos de cancer de
mama definidos en el diagnéstico. En la poblaciéon de CM en general (64% Luminales y
36% TN) se observé una disminucidn de los genes de proliferacion después de la NAC,
en genes como MKI67, TOP2A y AURKA. También aquellos genes marcadores de células
madre como CD44y STAT3y los genes BCL2, PLAU, STAT] estaban desregulados Como
genes mas expresados tras la NAC se encontraban SNA/I, SNA/2, SOX9y TWIST, que
estdn relacionados con la Transicion Epitelio-Mesénquima (EMT, epithelial-

mesenchymal transition), los genes apoptéticos PAWRy BCL2, los genes relacionados
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con la via RAS-ERK como es el caso de DUSP4, los genes ACACB, LDHBy ALDHIAIT

relacionados con el metabolismo y los genes estromales DECORINy SPARC.

1.4.5.1. Alteraciones moleculares en la RD de tumores TN

Debido a la agresividad que presenta el subtipo TN cuando el tratamiento con NAC no
es efectivo, la mayoria de los estudios se han centrado en este subtipo. Cuando los
tumores de mama TN no consiguen pCR y por tanto presentan RD tras el tratamiento
con NAC, aumenta el riesgo de recurrencia metastdsica y el resultado clinico a largo
plazo del paciente es peor con respecto al resto de subtipos (75). La mayoria de las
alteraciones que caracterizan a la RD de estos tumores se encuentran en 7P53 (89%),
pérdidas de copias génicas en BRCAZ2 (68%), sequido de amplificaciones génicas en MCL]7
(54%) y MYC (35%) y mutaciones en PIK3CA (11%) (75) (76) (77). Amplificaciones génicas
en GATA3y perdidas génicas en FLT3y RB] también han sido encontradas en la RD (76).
En los estudios donde se han comparado las alteraciones moleculares encontradas entre
el tumor primario con respecto a la RD, se determiné que las amplificaciones en MCL7
son mas frecuentes en la RD de tumores TN que en los tumores primarios Basal-Like:
54% en RD versus 19% en el tumor primario antes del tratamiento (p=0.0006), lo que
podria indicar que MCL1 juega un papel importante en la resistencia a la NAC (75). Por
otra parte, se han encontrado mas cambios en los CNAs que con respecto a los cambios
de un Unico nucledtido entre el tumor primario y la RD de tumores TN tratados con NAC.
La NAC modula un patrén de CNAs con una adquisicién cadtica de ganancias y pérdidas,
incluyendo un aumento de la amplificaciéon de genes conocidos como son MCL1, MYC,
KRAS, BCL9, EGFR, CDKNZ2A, BIRC2 y BIRC3 en la enfermedad residual con respecto al
tumor primario. En tumores de mama TN la alteracién genética de 7P53 se ha
demostrado que tiene un impacto importante en el futuro del paciente, de manera que
una pérdida de 7P53 se encuentra asociado a una significante disminucién en SLE y SG
(p<0.02 y p<0.03, respectivamente) (24). Determinadas mutaciones en 7P53 y la
activacion de la via de sefalizacion de MYC tienden a ser concomitantes en dicho subtipo
(p<0.05) y ambas alteraciones se asocian con una disminucién en la SLE y SG (p=0.007
y p=0.007, respectivamente). También cabe destacar que la ganancia de copias en la
region proxima al gen SMAD4 estd asociada a una peor SLE en este tipo de tumores (24).
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En cuanto a los cambios encontrados en la expresién génica después del tratamiento
con NAC en los subtipos de mama TN, tras el analisis de 450 transcritos, Hancock y
colaboradores (2019), determinaron que se podian diferenciar dos tipos de tumores en
la RD, unos tumores residuales donde predominaban la activacion de genes involucrados
en la diferenciacion, alto % de Ki67 y bajo perfil de la actividad de las vias TGFB y MEK,
mientras que otros tumores residuales presentaban un enriquecimiento en genes
relacionados con vias de invasién y una escasa diferenciacion. Consistente con la idea
de la supervivencia de clonas con caracteristicas de células madre o stem-like tras el
tratamiento con NAC (24), este grupo se caracterizaria por un aumento en la activacion
de las vias MEK y TGFp junto con la deleccién del gen DUSP4(75) (78) (79) (80). De hecho,
algunos estudios enfocados en el subtipo TN han coincidido en la reduccién de la
expresion del gen DUSP4 en la enfermedad residual y ademas la han relacionado con
peor SLR (p=0.0004) (78). Con las mismas conclusiones, un estudio que evaluaba la
expresion génica en RD de tumores de mama TN determiné la posibilidad de definir dos
tipos de tumores, aquellos con mayor expresién de genes relacionados con la
luminalidad como AR o GATAS3, que presentaban un aumento importante en la SLR que
aquellos tumores con mayor expresién de genes marcadores de células madre como es
el caso de KRT16, WNTI1 o MMP28 (77% versus 25%). Por ultimo, otro estudio con el
objetivo de definir una firma que defina el resultado clinico del paciente en base al perfil
transcripcional de la RD, determiné que la expresién de los genes CCL5, DDIT4y POLRIC
poseian valor pronostico para SLRD en este subtipo de CM (p=0.002) (81). En el estudio
individual de los genes, la sobreexpresién del gen CCL5 fue relacionada con buen
pronéstico (p=0.0012) mientras que la sobrexpresion de DD/T4 fue asociada al mal

prondstico (p=0.00034) en relacion a la SLR (82).

1.5. TUMOR PRIMARIO, ENFERMEDAD RESIDUAL Y METASTASIS

Mas alla de la RD, este campo carece en gran medida de factores deterministas de
metastasis después del tratamiento con NAC y su interrelacion con perfiles especificos

del tumor primario y la RD. Es asi una preocupacion importante, mas alla de la deteccién
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y prediccién de la RD, el desarrollo de la enfermedad metastasica, ya que es la

responsable del 90% de las muertes relacionadas con el cAncer de mama (25).

Actualmente, algunos estudios han establecido algunos biomarcadores candidatos de la
metdstasis en cancer de mama; sin embargo, no hay predictores de metastasis que
podamos identificar en la RD tras el tratamiento con NAC. Es por ello por lo que los
estudios longitudinales con cohortes homogéneas controladas con la obtencion o no de
pCR son la clave para la identificacion del impacto de la NAC en el desarrollo de
metastasis a distancia y le evolucion tumoral hacia fenotipos mas deletéreos de esta

enfermedad.
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Hipdtesis v objetivos del estudio

2.1. HIPOTESIS

Existen determinados perfiles moleculares que predicen de forma diferencial la
respuesta al tratamiento con NAC en el cancer de mama primario en los diferentes
subtipos de cdncer de mama sin ser necesariamente marcadores subrogados de los

mismos.

Los cambios en el perfil molecular observado en el tumor primario con respecto a la
enfermedad residual después del tratamiento con NAC permiten identificar alteraciones

moleculares potencialmente explotables desde el punto de vista terapéutico.

Por otra parte, el perfil molecular en el tumor residual predice de forma consistente el

perfil molecular del tumor metastasico.
2.2. OBJETIVOS

Objetivo 1: Determinar una firma predictiva de pCR que identifique antes del tratamiento
aquellas pacientes que no van a responder a la quimioterapia Neoadyuvante con mayor
especificidad e independencia del subtipo que las actuales herramientas de prediccion.
Objetivo 2: Identificar las alteraciones moleculares comunes y especificas del tumor
primario y el tumor residual tras el tratamiento con NAC para entender la evolucion
tumoral e identificar marcadores especificos de resistencia.

Objetivo 3: Establecer el espectro de variantes moleculares asociadas al primer nicho
metastdsico para establecer los marcadores especificos de metastasis y aquellos

predictores de la misma en la enfermedad residual.
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3.1. PACIENTES Y TRATAMIENTOS

Con el objetivo de reclutar el mayor nimero de pacientes para responder a las preguntas
del presente estudio, se inicié una colaboracién con el Hospital Clinico de Valencia,
donde se reclutaron seis pacientes para responder al objetivo 2.

El tratamiento con NAC se basa en la administracién de quimioterapia estandar
(Antraciclinas+/-Taxanos mas Trastuzumab en aquellas pacientes con sobreexpresién
del HER2). Se han seleccionado pacientes en 3 tiempos diferentes: Pre_T1 seran aquellas
muestras del tejido tumoral antes del tratamiento con NAC (procedente de la biopsia
diagnodstica). RD_T2 designa a las muestras del tejido tumoral tras el tratamiento y
posterior cirugia, es decir, de la enfermedad residual. Y Mtx_T3 a aquellas muestras de
tejido tumoral procedente del primer nicho metastasico. En el caso de que la paciente
haya conseguido pCR tras el tratamiento con NAC, no hay muestras RD_T2 y Mtx_T3.
Han sido reclutadas para el presente trabajo un total de 111 pacientes diagnosticadas
con cancer de mama, de las cuales todas han sido tratadas con NAC y, en aquellas
pacientes con sobrexpresiéon de HER2, NAC mas Trastuzumab (anti-HER2). En cuanto a
los analisis de expresion, contamos con tres agrupaciones de nuestra cohorte de
pacientes segun el objetivo. En el contexto del objetivo 1, de estas 111 pacientes se
seleccionaron 84 pacientes en Pre_T1 con la informacion clinica completa. De estas 84
pacientes Pre_T1, 28 habian conseguido pCR y 56 presentaban enfermedad residual tras
el tratamiento. Para ser mas robustos en nuestros resultados, en esta parte del trabajo
hemos usado un set de datos de otras cohortes publicadas para validar nuestros datos.
El nimero de pacientes para la validacién varia segun los marcadores de cancer de mama
de que se disponga. Esta informacion viene detallada en la figura 4 y desarrollada en el
capitulo 1.

En el capitulo Il, de las 111 pacientes, se seleccionaron 70 pacientes que no habian
conseguido pCR después de la NAC+/-Trastuzumab, con muestras pareadas de antes y
después del tratamiento (Pre_T1 y RD_T2). En el objetivo 3, de estas 70 pacientes
seleccionadas para el objetivo 2, conseguimos muestra de tejido tumoral del primer
nicho metastasico de aquellas pacientes que en el momento del experimento tenian

recaida a distancia (22 pacientes de las se disponia de muestra en Pre_T1, RD_T2 y
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Mtx_T3). No disponemos de la informacion adicional sobre si el resto de las pacientes
incluidas en este objetivo presentaron recaida a distancia hasta el momento de la

escritura de la presente tesis. En la figura 4 se describe la distribucion de las pacientes.

Cohorte_D_AllSubtypes
n=84

) Cohorte_D_HER2-
Cohortes_Discovery 3§
"R n=63
RNA-cohorte

Cohortes_Validation

\ Cohorte_D_ER+

Cohorte_V_AllSubtypes
n=177

Capitulo | ”

Cohorte_V_HER2-
n=564

Cohorte_V_ER+
n=344

DNA-cohorte 5

-
1l
[

Muestras pareadas entre Pre_T1 y RD_T2
n=70

Capitulo Il

M Muestras pareadas entre Pre_T1, RD_T2 y Mtx_T3

Figura 4. Distribucién de las pacientes en los capitulos | y II.
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3.2. EVALUACION HISTOLOGICA, pCR Y SUBTIPOS IHQ DE MAMA.

El nodo del Biobanco Andaluz en Malaga que gestiona las muestras del Hospital-IBIMA
nos proporcioné la mayoria de las muestras tumorales que han sido usadas en este
proyecto. Para completar el set de pacientes y poder llevar a cabo el objetivo 3, el
Hospital Clinico de Valencia colaboré con nuestro grupo.

Las muestras han sido recuperadas del remanente de la biopsia diagnéstica (en el caso
de Pre_T1 y de Mtx_T3) o durante la cirugia (para el RD_T2). Son muestras incluidas en
bloques de parafina (FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded), para asi mantener la
morfologia celular y preservar el tejido por mas tiempo.

Para delimitar el area del tumor, y descartar el tejido sano subyacente al tumoral, se
realiz6 una macro-diseccion manual. De cada bloque de parafina se hizo un corte de 3
micras para, posteriormente, tefiirla con una tinciéon de Hematoxilina y Eosina (H&E),
identificando asi las estructuras basicas como el ndcleo celular con tonos azulados
(Hematoxilina) y las estructuras acidas como el citoplasma con tonos rosados (Eosina).
Esto le permite al especialista de Anatomia patoldgica delimitar la zona tumoral y
calcular la celularidad de la muestra, que, para los experimentos de biologia molecular
como es el caso del presente trabajo, tenia que ser mayor o igual al 30%. Todas aquellas
muestras con una celularidad por debajo del 30% fueron descartadas.

El mismo procedimiento fue llevado a cabo para determinar la respuesta al tratamiento
o pCR. Con una tincién de H&E el patélogo determiné un valor dentro de la clasificacion
de Miller and Payne, donde el 5 equivale a ausencia de células tumorales y del 4-1
equivale a diferentes grados de presencia de células tumorales. Es decir, todas aquellas
pacientes con un valor 5 en la clasificacién de Miller and Payne tanto en la muestra de
la mama como en la muestra del ganglio linfatico de la axila (ypTO/Tis, NO), se
consideran buenas respondedoras al tratamiento con NAC y presentan pCR. Aquellas
pacientes con valores entre 4 y 1 en dicha clasificacién (en la muestra de la mama o en
la axila) se consideran pacientes con tumores resistentes al tratamiento con NAC o, dicho
de otra manera, pacientes con enfermedad residual.

Para la identificaciéon de las proteinas tales como el ER, el PR, las citoqueratinas 5/6

(CK5/6), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el Ki-67 y el HER2, se
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realizaron tinciones inmunohistoquimicas en secciones del bloque de parafina de 5 um.
Se usd una estacion de tincion automatizada (Autostainer Plus, Dako), utilizando el
EnVision FLEX System (Dako). Como cromdgeno, usamos diamobenzidina y para
reemplazar el anticuerpo (Ac) primario se usdé un suero no-inmune como un control
negativo, y un control positivo especifico para cada anticuerpo.

Los anticuerpos que se usaron para la determinacion de las proteinas especificas fueron:
ER (Ac monoclonal de conejo, clona SP1, Master diagnostica); PR (Ac monoclonal de
conejo, clona Y85, Master diagnostica); CK5/6 (Ac monoclonal de ratén, clona D5/16B4,
Master Diagnostica); EGFR (Ac monoclonal de conejo, clona EP38Y, Master Diagnostica);
Ki-67 (Ac monoclonal de conejo, clona SP6, Master Diagnostica); y HER2 (Kit Herceptest,
Dako). La tincién fue evaluada por el grupo de anatomia patolégica. Para ER y PR el
resultado positivo fue toda aquella tincion nuclear por encima del 1% (83) y para EGFR y
CK5/6 cualquier tincibn membranosa o citoplasmatica. El Ki67 fue determinado
cuantificando el porcentaje de células neoplasicas nucleo-positivas. La sobrexpresién
de HER?2 fue evaluada de acuerdo a las guias internacionales (84) y categorizadas como
negativas si el resultado de la inmunohistoquimica era 0 o +1; cuando el resultado era
+2 se determiné la amplificacién del gen por hibridacion /in situ fluorescente (FISH) o
por hibridacion /n situ cromogénica (CISH).

Por lo tanto, los tumores fueron clasificados inmunohistolégicamente como Luminal A
(ER-positivo y/o PR-positivo, HER2-negativo y KI67<14%), Luminal B (ER-positivo y/o
PR-positivo, @ HER2-negativo vy KI67>14%), HER2-positivo (HER2-positivo,
independientemente del valor de ER y PR) y Triple negativo (ER-negativo/PR-
negativo/HER2-negativo, CK5/6-positivo y/o EGFR-positivo).

Otras variables clinicas que fueron recogidas como parte del estudio son: estado
menopausico en el momento del diagnodstico, el tamafio tumoral clinico, el grado
histolégico del tumor primario, la afectacién ganglionar axilar antes del tratamiento,
tipo de NAC, fecha de cirugia, tipo de cirugia, tamafo tumoral final, nimero de ganglios
linfaticos afectos (en el caso de que los haya), si ha recibido hormonoterapia después
del tratamiento con NAC, recidiva y érgano de recidiva. Todas estas variables fueron

recopiladas de la historia clinica de las pacientes que estan recogidas en Galén (85), un
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sistema de informacién para la gestion y coordinacion de la informacién clinica de
nuestro hospital.

En cada uno de los capitulos de la presente tesis doctoral se proporcionara en la seccién
de metodologia especifica una descripcion detallada de las variables clinicas de las

pacientes que han sido incluidas.

3.3. ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA

3.3.1. Aislamiento del mRNA desde el tejido incluido en parafina.

Para la extraccién del RNA mensajero se llevé a cabo una macro-diseccidon del tejido
tumoral previamente delimitada por el patélogo. La purificacién del RNA se llevé a cabo
con 3 secciones de 10 um del tejido FFPE con el kit High Pure FFPE RNA isolation kit
(Roche Life Science) seglin la recomendacién de Nanostring para el uso de su tecnologia
nCounter® en el estudio de la expresiéon génica. Para determinar la pureza y la
concentracion del RNA mensajero aislado se usé un espectrofotémetro de bajo volumen
(Nanodrop, Thermo Scientific). La ratio entre 260nm/280nm (A260/280), que determina
la pureza de los acidos nucleicos con respecto a las proteinas, se han dado por validos
valores proximos a 2. Para identificar una posible contaminacion por sales o alcoholes
derivados del proceso de aislamiento también se tiene en cuenta la ratio 260nm/230nm

(A260/230), las muestras debian estar en torno a 2 para ser incluidas.

3.3.2. Determinacion de la expresion génica con la tecnologia nCounter Dx

Analysis System (Nanostring technologies)

Este sistema mide la expresion génica de los genes a estudiar de forma directa en base
al cédigo de color que poseen las sondas a las que se unen cada uno de ellos. Estas
sondas pueden ser contadas individualmente dando una alta precisiéon y sensibilidad y
evitando asi los posibles sesgos de los métodos basados en la amplificacion como el
caso de la cuantificacién de la expresién génica por qPCR o Microarray (Figura 5). Con
esta tecnologia se ha medido la expresion génica de 730 genes asociados a cancer con

el panel comercial PanCancer Pathways, asi como se han determinado los subtipos
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moleculares de mama con el panel comercial PAM50, ambas metodologias explicadas a

continuacion.
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Figura 5. Flujo de trabajo del sistema nCounter®

. 1) Cada RNA mensajero hibrida con una sonda

reporter (que lleva la sefal) y con una sonda de captura (que se encuentra inmovilizada en el
cartucho). 2) Las muestras son cargadas en la estacidn de preparacion o PrepStation, donde el
exceso de sondas se retira y el complejo RNA mensajero-sonda reporter-sonda de captura es
inmovilizada y alineada en la superficie del cartucho. 3) Con el analizador digital o Digital
analyzer, se recogen los datos de nuestras muestras; los cédigos de color de la superficie del
cartucho son contadas y asignadas a cada diana. La imagen ha sido tomada de la web

https:

www.nanostring.com/scientific-content/technology-overview/ncounter-technology.
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3.3.2.1. Subtipos moleculares de mama determinados por PAM50

Para determinar los subtipos moleculares de mama Luminal A, Luminal B, HER2-enriched
y Basal-Like, se uso la tecnologia nCounter Dx Analysis System de Nanostring (explicada
en el apartado 3.2.2) con el panel “PAM50 signatures”. Este panel determina la expresién
de 50 genes (Figura 6) que, en base a un algoritmo, asigna a cada una de las muestras
un subtipo. Los criterios propios de dicho panel exigian que las muestras tuvieran una
concentracion minima (>12.5 ng/ul) asi como unos minimos de calidad (ratio de

A260/280 entre 1.7 y 2.3); todas aquellas muestras que no cumplian con estos

requisitos fueron descartadas.
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Figura 6. Genes incluidos en la firma PAM50. En la parte superior del circus plot se muestran los genes que

se incluyen el panel PAM50. En la parte inferior se muestran los procesos bioldgicos a los que pertenecen
dichos genes.
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3.3.2.2. Panel PanCancer pathways. Anélisis de expresion diferencial, correlacion entre

genes diferencialmente expresados y enriquecimiento en rutas bioldgicas.

Continuando con la tecnologia nCounter DX Analysis System® explicada en el apartado
anterior, se evaluaron los cambios encontrados entre los diferentes tiempos segun los
diferentes objetivos del presente trabajo. Con el panel PanCancer Pathways® se
determind la expresiéon de 730 genes (Tabla 1) involucrados en las 13 vias principales
asociadas a cancer, mas la expresién de 40 genes como genes housekeeping (usados
como control positivo dado a su expresiéon constitutiva bajo cualquier condicién).
Informacion mas detallada del panel puede ser consultada en
https://www.nanostring.com. Para poder llevar a cabo la cuantificacién de la expresién
génica, usamos 50ng de RNA de las muestras de las pacientes y dicho RNA debia tener
un valor de la ratio 260nm/280nm por encima del 1.7, asegurandonos la calidad de
este. Todas aquellas muestras que no tuvieran suficientes nanogramos de RNA o la ratio
260nm/280nm estuviera por debajo de 1.7 fueron descartadas.

Tanto la normalizacién de los resultados, como el analisis de expresion diferencial (AED)
y el enriquecimiento en vias o rutas bioldgicas fue llevado a cabo con el software
Nanostring nCounter nSolver™ 4.0, usando el médulo Nanostring Advance Analysis
Module 2.0. EIl moédulo avanzado de nSolver™ 2.0 es una herramienta basada en el
lenguaje de programacién “R” proporcionada por Nanostring technologies especifica
para el tipo de datos que el sistema nCounter® DX Analysis System genera, es decir,
archivos .RCC. Esta herramienta es de libre acceso y realiza el control de calidad de las
muestras, la normalizaciéon de los datos, el AED y el enriquecimiento en set de genes

asociados a rutas bioldgicas.
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Tabla 1. Genes incluidos en el panel PanCancer Pathways.
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3.3.2.2.1. Control de calidad y normalizacion de los datos

Los datos en bruto de las muestras procesadas tenian que pasar por unos controles de
calidad para comprobar que el proceso habia sido correcto. Los parametros incluidos
fueron: /maging QC (nitidez de la foto tomada por la camara), Binding Density QC
(densidad de los codigos de colores captados por la cdmara), Positive Control Linearity
QC (linealidad entre las diferentes concentraciones de los controles positivos) y Positive
Control Limit of Detection QC (deteccién de una concentracién minima de los controles
positivos). Todos estos parametros debian estar entre unos valores concretos (Figura 7)
definidos por el fabricante. Todas las muestras fueron normalizadas usando la media
geométrica de la expresién de los genes housekeeping, y aunque esta normalizacion
podia ser realizada de manera automatica, se decidié hacer una normalizacién manual
de los datos para asi mantener en todos los analisis de expresion génica para todos los

capitulos del presente trabajo los mismos genes housekeeping (Tabla 2).

e @ Run QC

QC Parameters ;
Select appropriate lane type in navigation bar at the left and set QC values. ﬂh

»

i [ Execute System QC on files

a 2
ﬁ"irri"\'\i 4 Imaging QC: Flag lanes when percent FOV registration is less than 7585
mMRNA (2 Binding Density QC: Flag lanes when binding density is outside of 0,1 T - 2,25 J range

[ Positive Control Linearity QC: Flag lanes when Positive Control R? value is less than 0,9!

2 Execute QC on mRNA data
Flag lanes/samples where ANY of the following criteria are met:
./ Positive Control Limit of Detection QC:

i " ~ standard deviations above the mean of
Flag lanes when .5fM positive control is less than or equal to 20(S :
the negative controls.

Figura 7. Imagen de la herramienta nSolver™ con los pardmetros en los controles de calidad y los valores limites para que
las muestras sean incluidas en los posteriores analisis.



Material y métodos generales

Tabla 2. Genes housekeeping. Listado de los 40 genes incluidos en el panel PanCancer Pathways que se toman para la
normalizacién de los datos.

Genes housekeeping

ACAD9 DNAJC14 NOL7 TMUB2
AGK EDC3 NUBP1 TRIM39

AMMECRI1L EIF2B4 PIAS1 TTC31
C100rf76 ERCC3 PIK3R4 UsP39
CC2D1B FCF1 PRPF38A VPS33B
CNOT10 FTSJ2 RBM45 ZC3H14
CNOT4 GPATCH3 SAP130 ZKSCANS5
CoG7 HDAC3 SF3A3 ZNF143
DDX50 MRPS5 SLC4A1AP ZNF346
DHX16 MTMR14 TLK2 ZNF384

3.3.2.2.2. Analisis de expresion diferencial en Tl entre pCR y no-pCR (Capitulo /)

Como nuestro objetivo en cuanto a los analisis de expresidon génica era conocer aquellos
genes (Tabla 1) que se comportan de forma diferente entre dos situaciones concretas,
la aproximacién mas interesante era realizar un AED que tendria como resultado los
genes diferencialmente expresados (DE) en el caso de que los haya. El AED aplica,
preferencialmente, el método estadistico 6ptimo por cada gen segun la distribucion de
la variable, pudiendo ser 1) Modelo negativo mixto binomial, 2) Modelo negativo
simplificado binomial o 3) Modelo Logaritmico Lineal, en ese orden. El p-valor devuelto
por la prueba estadistica fue ajustado por la prueba FDR (fa/se discovery ratio) por el
método Benjamini-Hochberg. Para calcular el logaritmo en base 2 del Fo/d Change (Log2
FC) o la cantidad de cambio y la direccién de este (sobreexpresion o expresion a la baja)
entre los genes de la situacién de pCR y no-pCR, se determina la log-ratio entre las
medidas de ambas situaciones. Estos valores pueden ser mayores de 0 (sobreexpresado
en pCR con respecto a no-pCR) o menores de 0 (expresados a la baja en pCR con

respecto a no-pCR).
3.3.2.2.3. Analisis de expresion diferencial en el analisis longitudinal (capitulo /)

El andlisis de expresién diferencial entre diferentes tiempos requiere de unos
parametros especificos no incluidos en el software nSolver™. Para poder ver aquellos
cambios entre los diferentes escenarios en los que nos encontramos (Pre_T1vsRD_T2,

Pre_TT1vsMtx_T3 y RD_T2vsMtx_T3) usamos el programa Deseq2 de R (4.0.2) que
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permite hacer pruebas entre muestras pareadas mediante el disefio de una férmula que
modela las diferencias a través del tiempo con un Likelihood Ratio Test (LRT). Como
partimos de los datos procedentes de la tecnologia nCounter® de Nanostring, se
adaptaron para que fueran analizables en el Deseqg2 con el método removing unwanted

variation (RUV) (86).
3.3.2.2.4. Enriquecimiento en rutas biologicas

Aplicando un analisis de componentes principales, el médulo avanzado 2.0 de la
herramienta de analisis nSolver™ es capaz de generar un pathway-score, con un analisis
de componentes principales, que trata de resumir toda la aportacion que hacen los
genes que estamos sometiendo a estudio a una ruta bioldgica concreta. En el pathway-
score se resumen los datos de los genes de una ruta en una Unica puntuacién. Las
puntuaciones de las rutas se calculan como el primer componente principal de la
expresion normalizada de los genes de las rutas. A la media de este pathway-score se
le aplica el test t de student para ver si existen diferencias significativas entre dos
situaciones concretas que nos interesen. La direccién positiva o negativa de la diferencia
entre ambas situaciones estd relacionada con la expresién de los genes que componen
esa ruta. En el panel PanCancer Pathways se contemplan las 13 rutas principales mas

importantes relacionadas con cancer (Tabla 3, Figura 8).

Tabla 3. Rutas bioldgicas que engloban a los 730 genes incluidos en el panel

Rutas biolégicas incluidas en el PanCancer Pathways

Notch MAPK
APC (Wnt) JAK/STAT
HedgeHog PI3K
Chromatin Modification RAS
Transcriptional Regulation Cell Cycle
DNA Damage Control Apoptosis
TGF-pB
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Chromatin Modification

22/46
Transcriptional Regulation Hedgehog
101/179 28/51
DNA Damage Control | Wnt
50/106 \ 78/139
|
TGF-g \ P Notch
51/80 | 24 /48
\
MAPK ~ \ Apoptosis

157/ 258 A 66/86
\ /

STAT
86/156

Cell Cycle

4 737124

PI3K RAS
201/345 142/ 226

Figura 8. Vias incluidas en el panel PanCancer Pathways
de nCounter®. Los circulos representan de cada una de
las 13 vias canénicas el nimero de genes seleccionados
para el panel en relacion con el nimero total de genes
conocidos para cada via identificado por KEGG. Las lineas
han sido dibujadas para mostrar la relacién de los genes
que pertenecen a diferentes vias, con el grosor de la linea
se determina el nimero de genes compartidos.

3.3.3. Prediccion de pCR en T1

Tal y como hemos especificado en la introduccién, actualmente hay variables
clinicopatoldgicas ya conocidas que predicen pCR, sin embargo, ninguna de ellas se
posiciona como un claro marcador de la respuesta a la NAC en la comunidad cientifica.
Con el objetivo de mejorar la capacidad predictiva de pCR de los biomarcadores ya
conocidos, en las variables usadas para el disefio de modelos predictivos hemos incluido
tanto las variables clinicopatoldgicas predictoras de pCR ya conocidas, como otras
variables también clinicopatolégicas que nos parecian interesantes y los genes
diferencialmente expresados del panel PanCancer Pathways entre aquellos pacientes con
pCR y no-pCR. Para asegurarnos de que la informacion de los genes DE aportaban valor
predictivo a las variables ya conocidas, o incluso podian aportar mas informacion por
ellos mismos, se han utilizado 4 set de datos; por un lado, el set CLIN que incluye las
variables clinicopatoldgicas incluye los biomarcadores ya conocidos, el set GENEX que
incluye sélo la informacion de los genes diferencialmente expresados, el set CLIN_GENEX
gue incluye tanto la informacién clinica como la informacién genética y el set PAM50,

gue incluye Unicamente el dato de los subtipos determinados por PAM50.
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Con el fin de identificar modelos predictivos que pudieran ser especificos de las
caracteristicas mas importantes definitorias de subtipos en cancer de mama (que a su
vez se encuentran relacionados con la obtencién de pCR o en la supervivencia del
paciente), como son la sobreexpresién de HER2 o el estatus de ER, hemos subdivido las
pacientes en 3 grupos. Cohorte_A//subtypes, todas las pacientes con independencia de
si tiene sobreexpresién de HER2 o el estatus de ER. Cohorte_HER2-, Unicamente aquellas
pacientes que no sobreexpresan el gen HER2+ (con independencia del estatus de ER) y
la Cohorte_ER+ para aquellas pacientes con el estatus de ER positivo y sin
sobreexpresiéon del gen HER2. Por otra parte, ha sido imposible obtener cohorte
suficientemente grande positiva para HER2 y otra ER-/HER2- debido al bajo nimero de
pacientes con estas caracteristicas.

Todos los analisis de los datos obtenidos y evaluados como predictores de pCR han sido

desarrollados en el lenguaje de programacion R (version 3.6).

3.3.3.1. Analisis Univariante

Para determinar la relacién de cada una de las variables a estudio (variables
independientes) por separado con la variable problema (variable dependiente), hemos
realizado un andlisis univariante basado en una regresion logistica (RL). Como medida
de bondad de ajuste del modelo usamos el LRT. EL LTR nos permitirda comparar un
modelo simple con un modelo mas complejo por comparacién de las diferencias en la
desviacién de ambos modelos. En el caso del analisis univariante, el modelo simple es
el modelo sin predictores y el modelo complejo es con una sola variable predictiva.
Consideraremos las variables predictivas como estadisticamente significativas cuando el
p-valor del LRT sea menor de 0.05. Las variables a estudio (variables independientes)
serdn las variables clinico-patolégicas recogidas y los genes diferencialmente
expresados entre las pacientes que obtienen pCR y las que no, mientras que la variable

problema o dependiente sera conseguir pCR.

3.3.3.2. Andlisis multivariante

El analisis univariante nos da una vision de cémo las caracteristicas o variables

independientes, cada una por separado, afectan a la variable dependiente. Para
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determinar si un conjunto de variables independientes (caracteristicas clinicopatologicas
mas los genes diferencialmente expresados entre pCR y no-pCR) pueden determinar o
predecir de manera combinada a la variable dependiente (pCR), realizamos un andlisis
multivariante. Para ello, se ha empleado un modelo Lasso con doble validacion cruzada.
En la validacién interna se realiza la seleccién de variables con Lasso y el ajuste de los
hiperpardmetros mediante una validacion con 5 cajas. Para la validacién externa de la
seleccién de variables se usé Leave-one out cross-validation (LOOCV) ya que es la
validacion que mejor se ajusta a cohortes heterogéneas y con pocos pacientes, como es
nuestro caso. Con la métrica AUC se evalué la seleccion de caracteristicas y para hacer
mas robustos nuestros resultados este proceso se repitido 1000 veces. La importancia de
cada caracteristica dentro del modelo fue medida como el nimero de veces que fue
seleccionada durante cada interaccion.

El desbalanceo de datos de las categorias de una variable puede afectar al rendimiento
del aprendizaje de los algoritmos. La presencia de una clase infrarrepresentada (en
nuestra cohorte hemos visto dicho desbalanceo entre los grupos pCR y no-pCR) conduce
a la formacién de modelos inutiles, por lo que se ha usado el algoritmo SMOTE que
maneja la distribucién de clases desequilibradas sobremuestreando la clase minoritaria.
Esta técnica ha sido aplicada cuando el porcentaje de la clase minoritaria es inferior al
30%.

Una vez establecidos los modelos predictivos de pCR, con los diferentes sets de datos y
en los diferentes grupos de pacientes, para sus evaluaciones ha sido usada, de nuevo,
la métrica AUC con validacion cruzada, que mide la capacidad de prediccion. AUC hace
referencia al area comprendida debajo de la curva ROC, y la curva ROC es una medida
de la especificidad (proporcion de pacientes negativos para la pCR correctamente
identificados) y la sensibilidad (proporcion de pacientes positivos para la pCR
correctamente identificados) de nuestro modelo. El valor predictivo positivo (VPP) de
nuestro modelo mide la proporciéon de pacientes que han sido positivos para pCR y
efectivamente lo son y el valor predictivo negativo (VPN) mide la proporcion de pacientes

gue han sido pronosticados como no-pCR y lo son.
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Para la validacion de nuestros modelos, hemos utilizado cohortes externas. Todos los
modelos obtenidos con los diferentes sets de datos (CLIN, CLIN_GENEX y GENEX) y con
los diferentes grupos de pacientes segun HER2 y ER (Cohorte_A/lsubtypes,
Cohorte_HER2+ y Cohorte_ER+) han sido ejecutados con los datos de cohortes externas
de estudios anteriores donde las pacientes presentaban el mismo esquema de
tratamiento y tenian tanto la informacién clinico-patolégica como de expresion génica
necesaria publicada en repositorios publicos. Dos estudios han sido encontrados que
cumplan con los datos que nuestros modelos de prediccion requieren, un estudio de
Tabchy y colaboradores (2010) (87) (acceso a los datos en GEO DataSet: GSE20271) y
otro de Hatzis y colaboradores (2011) (88) (acceso a los datos en GEO DataSet:
GSE25066). Como la distribucion de pacientes con diferentes estatus de HER2 y ER no
es homogénea en ninguno de los dos estudios, los modelos predictivos definidos con
los diferentes sets de datos se han validado en los grupos de pacientes segun las
caracteristicas de HER2 y ER sin tener en cuenta el estudio del que procede. De esta
manera, vamos a diferenciar entre nuestra cohorte de estudio donde los modelos
predictivos han sido generados (cohortes_Discovery), y las cohortes externas a nuestro
estudio donde hemos validado los modelos predictivos generados que denominamos
cohorte_Discovery (cohortes_Validation) Figura tal. Para la evaluacion de los modelos en
las cohortes_Validation se ha usado la métrica AUC con validacion cruzada, de la misma

forma que en las cohortes_Discovery (Figura 9).
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84 casos con la informacién clinico-patolégicay de expression génica de los genes DE del
panel PanCancer Pathways

Set de datos CLIN_GENEX
Combinacién del set CLIN y el set GENEX

Set de daros GENEX

PAMS0
Solo la variable PAM50

Set de datos CLIN
Vanables clinico-patolagicas

Expresion génica de los genes DE del panel
PanCancer Pathways

Para cada set de datos en las diferentes
Cohortes_{iscovery

Cohorte_D_AllSubtypes
Cohorte_D_HER2-
Cohorte_D_ER+

Doble validacion cruzada

Validacion externa:
Prediccién del modelo mediante
LOOCY

Validacidn interna:
Seleccion de caracteristicas con Lassoy

ajustes de los hiperparametros mediante
validacidn de 5 cajas

-‘-_"-A‘r"_
Para cada set de datos en las diferentes Cohortes_Discovery

e
Firmas predictivas generadas de cada
set de datos en las diferentes
Cohortes_Discovery

-
Estimacion de las firmas predictivas de cada set |
de datos en las Cohortes_ Validation,
informacion procedente de los estudios de
Tabchy et al. y Hatzis et al.: |

Cohorte_V_AllSubtypes

Cohorte V_HER2-
Esumacion del modelo
(AUC)

Cohorte_D_Allsubrypes
Cohorte_D_HER2-
Cohorte_D_ER+
Entrenamiento del modelo Marcadores Estimacion del modelo
con Lasso predictivos (AUC)
/’//

Cohorte V_ER+
Figura 9. Flujo de trabajo para la determinacién de los modelos predictivos. Con los sets de datos CLIN, GENEX y CLIN_GENEX se han

determinado las variables mas importantes para la determinaciéon de pCR en las pacientes de las Cohortes_Discovery con una doble
validacién cruzada, una validacién interna con Lasso y una validacidn externa por LOOCV. Paralelamente se ha incluido un modelo solo con

la variable PAMS50. De nuevo, Lasso ha sido el método usado para el entrenamiento de los modelos y la métrica para su estimaciéon, AUC.

Una vez las firmas han sido generadas, han sido probadas en las diferentes cohortes tanto en las Cohortes_Discovery como en las
cohortes_Validation usando la métrica de AUC para su estimacion. El modelo PAM50 solo ha sido probado en las Cohortes_Discovery.
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3.4. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES GENETICAS

3.4.1. Aislamiento del DNA desde el tejido embebido en parafina.

Para la extraccién del DNA de las muestras FFPE se llevé a cabo una macro-diseccion
del tejido tumoral previamente delimitada por el patélogo. La purificacién del DNA se
llevd a cabo con el kit GeneRead DNA FFPE (QIAGEN). Para determinar la pureza y la
concentracion del DNA aislado se usaron dos métodos: espectrofotometria de bajo
volumen (Nanodrop™, Thermo Scientific), donde la ratio entre 260nm/280nm
(A260/280) determina la pureza de los acidos nucleicos con respecto a las proteinas (se
han dado por validos valores préximos a 1.8) y espectrofotometria con fluorocromos
especificos de DNA de cadena doble (QUBIT™, Invitrogen). Para identificar una posible
contaminacion por sales o alcoholes derivados del proceso de aislamiento también se
tiene en cuenta la ratio 260nm/230nm (A260/230) proporcionada por Nanodrop™, las

muestras debian estar en torno a 2 para ser incluidas.
3.4.2. Genesy secuenciacion.

Se han secuenciado un total de 52 genes implicados en la biologia del cancer de mama,
quedan especificados en la Tabla 4.

La elaboracion de las librerias para la secuenciacion de los genes diana se ha llevado a
cabo con la quimica de AmpliSeq™ cuyo procesamiento de la muestra solo necesita de
1 ng de DNA, y cuenta con la flexibilidad suficiente como admitir muestras fijadas y
embebidas en parafina, como es el caso de este estudio. La secuenciacién de las
muestras se ha realizado con la plataforma de illumina® MiSeq™ basada en la tecnologia

de secuenciacion por sintesis (Figura 10).
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Tabla 4. Genes incluidos en el panel de secuenciacion.

ABCBI1
AKTT1
ARIDTA
ATM
AURKA
BRCAI
BRCA2
CCND1
CCND3
CCNE1
CDHI1
CDK®6
CDKN2A
CDKN2B

CYP1B1
EGFR
ERBB2
ERCC2
ERCC5
ESR1
FANCA
FANCD2
FGFR1
FOXAT
GATA3
JAK2
KMT2C
KMT2D
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KRAS
Malat1
MAP2K4
MAP3K1
MCL1
Med23
MIlt4
MSH6
MYC
NCOR1
Neatl
NF1
PALB2

PI3KCA

PIK3R1
PLEKkhsT
POLE
PTEN
RB1
RECQL4
tbc1d12
TBX3
TP53
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Figura 10. Flujo de trabajo para la secuenciacién de los genes diana. A. Los fragmentos desnaturalizados de
las librerias fluyen a través de la flowcel/ uniéndose a los adaptadores que hay presente en la superficie, que
son complementarios a los adaptadores de nuestras muestras. Los fragmentos complementarios son
extendidos y amplificados con una PCR-puente, tras esto seran desnaturalizados formando cldsteres desde
un mismo fragmento. B. Dichos fragmentos son secuenciados utilizando nucleétidos terminadores
reversibles. Los pares de bases se identifican después de la excitacién del laser y la detecciéon de la
fluorescencia. C. Los datos brutos de desmultiplexan en librerias individuales y se evalta la calidad. Se
eliminan las lecturas de los adaptadores para eliminar el ruido técnico.
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3.4.3. Analisis bioinformatico de las variantes encontradas a nivel de DNA:

Mutaciones.

El analisis bioinformatico se realiz6 a través de la plataforma Genome one (Dreamgenics,
S. L.), certificada con la marca IVD/CE de productos sanitarios para diagnostico in vitro
de acuerdo con la legislacién vigente (Numero de Licencia: 7157-PS). El procesamiento
integra los siguientes pasos: Los archivos crudos FASTQ fueron evaluados usando los
controles de calidad de FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y T7Trimmomatic (89)

para la eliminacion de bases, adaptadores y otras secuencias de baja calidad. Cada
FASTQ se alined frente a la version GRCh37/hg19 del genoma humano de referencia
mediante BWA-mem (90) y la generacion de los archivos BAM ordenados se hizo con
SAMtools (91). Al tratarse de un panel de amplicones, no se eliminaron lecturas
duplicadas. SNVs e /nde/s fueron identificadas mediante la combinaciéon de VarScan 2
(92) y un algoritmo de llamada a variantes propio de Dreamgenics S.L. Las variantes se
anotaron utilizando distintas bases de datos con informacién funcional (RefSeq, Pfam),
poblacional (dbSNP, 1000 Genomes, ESP6500, ExXAC, gnomAD), de prediccion de
impacto funcional /n silico (dbNSFP, dbscSNV), e informacion relacionada con el cancer

(COSMIC, ICGQO).

En cuanto a la priorizacidon de variantes, para la seleccidon de variantes potencialmente

somaticas en cada muestra se aplicaron los siguientes filtros generales:
e Variantes con presencia en COSMIC
e Prediccidon de efecto en proteina
e Frecuencia alélica poblacional inferior a 0.05
e Cobertura total en la posicion afectada superior a 50X
e Frecuencia alélica de la variante en la muestra superior a 0.1

En el analisis comparativo, las diferencias entre distintos tiempos se analizaron con el
software GraphPad Prism® y se realizd6 una prueba de Fisher para comprobar la

significancia estadistica.
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El meta-analisis con la integracion de variables clinicas para predecir la variable de
interés, en este caso la recurrencia a distancia, entre T1 y T2 se hizo mediante la

aproximacion de Machine Learning conocida como Random forest.

3.5. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Con laintencién de comprobar si alguno de los resultados obtenidos en las comparativas
realizadas (ya sea para el objetivo 1, 2 o 3), con la informacién clinico-patoldgica, la
expresidon génica y el andlisis del DNA, pudiera estar relacionado con el fallecimiento de
la paciente, hemos llevado a cabo un analisis de supervivencia. La fecha de la muerte
con enfermedad (MCE) del paciente sera la fecha del evento que queremos analizar.
Usando el lenguaje de programacioén R (versién 3.6) con el paquete Survival, estimamos
la funcion de supervivencia, asi como la curva de Kaplan-Meier para calcular la
supervivencia global y los intervalos de confianza. Para los datos categéricos se ha usado
el test log-rank para comparar las curvas de Kaplan-Meier de diferentes grupos. En el
caso de la expresion génica, se ha categorizado en base a los cuartiles en baja y alta
expresion. Ademads, también hemos llevado a cabo un modelo de regresion de Cox. La
estimacion de los parametros se ha realizado por partial likelihood. El andlisis
univariante y multivariante ha sido realizado para las variables clinico-patoldgicas, la
informacion de la expresiéon génica y los datos del analisis de DNA. Para cada modelo,
se ha determinado la significancia de la variable con el Likelihood Ratio test. En el caso
del modelo multivariante, la seleccién de variables se ha realizado por el algoritmo
stepwise. Se han usado dos criterios de métrica, BIC (Bayesian Information Criteria) y AlC
(Akaike Information Criteria). Finalmente, se ha verificado las restricciones impuestas en
los modelos de Cox: asuncién de riesgos proporcionales, inspeccién de los deviance
residuals como método de deteccién de outliers, empleo de splines penalizados en los
residuos de Martingale para identificar la relacién entre cada variable y la razén
logaritmica de riesgo vy, finalmente, la identificacién de puntos de mayor influencia a

través de los residuos de Schoenfel.
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3.6. LIMITACIONES DE LOS ESTUDIOS

De forma general, la principal limitacién que alberga el proyecto de donde se han
desarrollado los dos estudios o capitulos que forman la presente tesis es el contemplar
solo un niumero concreto de genes tanto en el analisis de expresion génica como en los
estudios de secuenciacién. Al centrarnos en aquellos genes con una relacién previa con
cancer, los resultados tienen una relacion directa con la enfermedad, pero por otro lado
dejamos fuera la posible determinacién de nuevos genes que pueden no haber sido
identificados aun.

En cuanto al capitulo |, la escasez de material de las biopsias diagndsticas nos ha llevado
a centrarnos en el estudio de la expresion génica y no poder desarrollar un estudio
amplio en la determinacion de mutaciones. Otra limitacién que encontramos en este
capitulo es a la hora de determinar predictores de pCR en los diferentes subtipos de
cancer de mama, carecemos de cohortes de pacientes Unicamente con subtipo HER2+ y
pacientes TN en las que tenga un numero suficiente de pacientes para determinar un
posible modelo predictivo.

Por otra parte, en el capitulo Il, cuando se estudia las similitudes/diferencias entre el
tumor primario o la enfermedad residual con respecto a la primera metdstasis, no hemos
diferenciado entre los érganos donde se desarrollado la metdstasis, sino que hemos
determinados marcadores generales de metdstasis, es posible que la biologia de cada
organo influya considerablemente en la biologia propia del tumor metastasico. Tampoco
se ha considerado el tratamiento adyuvante que la paciente sigue o no tras la cirugia, ni

los tiempos que definen los pasos de la historia natural del tumor.
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No temas a las d[ﬁcultades: lo mejor surge de ellas.

Rita Lovi- Montaleini
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Prediccién de la respuesta al tratamiento Neoadyuvante
Capitulo I

4.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El tratamiento con NAC (basado en la administracion de Antraciclinas+/-Taxanos, y
Trastuzumab en aquellos casos con sobreexpresidon de HER2) antes de la cirugia tiene
un uso bastante extendido en pacientes con cdncer de mama tanto en estadios
tempranos como en el escenario de la enfermedad localmente avanzada. La respuesta a
la NAC es clave para tener una aproximacién de la evolucion del paciente después del
tratamiento ya que ha sido demostrado que conseguir pCR tras la cirugia esta
relacionado con una mayor supervivencia global y libre de enfermedad. La respuesta al
tratamiento con NAC es distinta en los diferentes subtipos de cancer de mama, siendo
los pacientes con los subtipos con las vias de proliferacién mas activadas, como el caso
del Triple Negativo o HER2+, las mas respondedoras (12) (3). Teniendo en cuenta que
las pacientes que obtienen pCR en dichos subtipos estdn en torno al 30% (13), es vital
encontrar marcadores que identifiquen aquellas pacientes que van a obtener pCR de las
que no antes del tratamiento. En este escenario se han identificado tanto variables
clinicopatolégicas (el tamafo tumoral mamografico, grado tumoral, subtipos
determinados por inmunohistoquimica (IHQ), afectacion ganglionar de la axila o % de
KI67) como marcadores moleculares (subtipos moleculares definidos por PAM50,
IntClust, o el modelo TRAR que se relacionan con la obtencién de pCR (1)). En cuanto a
las variables clinico-patolégicas, el tamafio tumoral se ha descrito como una de las
variables asociadas a la pCR en una cohorte distribuida en 10.3% HER2-enriched, 18,2%
Luminal B, 30.6% Luminal A y 32.7% Basal-Like (p<0.001). Por otra parte, aquellos
tumores con un tamafno de cT1-T2 consiguen el doble de respuesta a la NAC que los
tumores mas grandes (cT3-T4) (2). Otra de ellas es el grado histoldgico tumoral; en una
cohorte de 560 tumores primarios, Lips y colaboradores (2013) demostraron que un alto
grado histolégico tumoral (G3) predecia pCR en tumores de mama ER+/HER2- y en
aquellos tumores TN tratados con NAC mds sales de platino (6). Estos mismos resultados
obtuvo Diaz-Redondo y colaboradores (2019) en una cohorte de 259 pacientes con
tumores de mama HER2+(7). El uso de la variable Ki67 antes del tratamiento como forma
para predecir pCR tras el tratamiento con NAC se ha demostrado util sobre todo en los
tumores de mama ER-/HER2+ y TN, ya que son los que presentan mayor expresiéon de
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rutas relacionadas con la proliferacién. Un porcentaje alto de Ki67 (>50%) es un fuerte
predictor de la respuesta al tratamiento con NAC (8) (9) (10) (11). Determinar los
subtipos histolégicos en base a principalmente tres marcadores como son el receptor
de estrogenos (ER), el receptor de progesterona (PR) y la amplificacion del gen HER2+,
sirve para predecir también aquellos subgrupos de pacientes que tendran un resultado
concreto a largo plazo después del tratamiento. De esta manera, aquellas pacientes con
tumores de mama triples negativos (TN) o con tumores HER2+, van a responder mejor
al tratamiento con NAC que los subtipos positivos para los receptores hormonales (ER y

PR) (93) (13) (14) (3) (4) (5).

En el escenario de los predictores de respuesta basados en el estudio de la biologia
molecular de los tumores, PAM50, como clasificador de subtipos basado en la expresion
génica de 50 genes, se postula como el mejor predictor de respuesta al tratamiento con
NAC ya que muchas son las publicaciones que avalan su capacidad predictiva. Estudios
derivados de los ensayos clinicos NOAH, CherLOB, CALGB 40,601, PAMELA y BERENICE,
entre otros, han demostrado la capacidad predictiva del clasificador PAM50 en tumores
HER2+, todos ellos llegando a la conclusién de que aquellos tumores clasificados como
HER2-enriched obtienen una alta tasa de pCR. De estos ensayos también se revela que
los tumores con subtipo Luminal A determinados por PAM50 en tumores HER2+ por IHQ
se asocia a los ratios mas bajos de pCR (1) (15) (16) (17) (18) (19). Cuando todos los
subtipos de cancer de mama son incluidos, el subtipo Basal-Like se asocia a la ratio mas
alto de pCR. El subtipo Luminal A (asociado a su vez a perfiles con los mecanismos de
proliferacion menos expresados) es el que obtiene menor ratio de respuesta y por lo
tanto es el subtipo de cancer de mama definido por PAM50 que menos se beneficia del
tratamiento con NAC (1) (2) (20) (15). La clasificacion por IntClust de los tumores de
mama, basado en las diferencias en la alteraciéon en el niUmero de copias que determinan
diferentes subtipos y diferentes resultados clinicos, ha demostrado ser util en la
prediccion de la respuesta a la NAC en una cohorte de 100 pacientes procedentes de los
ensayos clinicos GEICAM/2006-03 y GEICAM/2006-14 (21). Por otra parte, en tumores
HER2+, una firma de 41 genes, Ilamada TRAR, demostré capacidad predictiva de pCR en

un estudio derivado del ensayo clinico NeoALTTO. TRAR obtuvo en su curva ROC valores
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de AUC de 0.73 (61). Aun siendo algunos de estos marcadores muy prometedores, como
es el caso de los subtipos moleculares de cdncer de mama definidos por PAM50,
actualmente no hay un candidato claro que se use a nivel clinico para discernir pacientes

respondedoras de no-respondedoras.

El objetivo de este estudio que reflejamos en el primer capitulo de la presente tesis es
conocer a nivel molecular las pacientes antes de ser tratadas con NAC y relacionar las
diferencias encontradas con la respuesta al tratamiento de forma retrospectiva. De esta
forma, y aplicando nuestros conocimientos en el campo del Machine Learning e
integrando las caracteristicas clinicopatoldgicas, definir una firma predictiva de pCR en
base a estas diferencias encontradas, que mejore el valor predictivo de los actuales
marcadores. Debido al escaso material del que se dispone de las biopsias diagndsticas
para investigacién, una vez realizados todos los estudios clinico-patolégicos necesarios
para el adecuado tratamiento de la paciente, solo se obtuvo material en un nimero
suficiente de pacientes para llevar a cabo el estudio de la expresién génica y el disefio
de una firma predictiva en base a estos resultados. En cuanto al estudio de las
alteraciones a nivel de DNA, como es el caso de la identificacion de mutaciones, el
tamafio muestral solo nos permite especificar una descriptiva de dichas mutaciones

estratificada seguln respuesta.

4.2. POBLACION DE ESTUDIO Y METODOLOGIA

A continuacién, se va a describir los pacientes y la metodologia especifica de este

capitulo.

4.1.1 Pacientes y muestras

Se ha realizado un analisis retrospectivo con 111 pacientes diagnosticadas con cancer
de mama, tratadas con NAC antes de la cirugia. Las pacientes incluidas en este estudio
se han seleccionado siguiendo criterios que describimos a continuacion: mujeres adultas
(mayores de 18 afios) con cancer de mama tratadas con NAC, es decir, Antraciclinas+/-
Taxanos y terapia dirigida con Trastuzumab en aquellos tumores HER2+. Segun el

criterio Miller & Payne, se ha definido la pCR como la ausencia de carcinoma invasivo
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tanto en la mama como en los ganglios linfaticos. Todos los analisis se han llevado a
cabo en muestras de tejido previamente embebido en parafina desde el bloque de la
biopsia diagnostica antes del tratamiento Neoadyuvante. La repuesta al tratamiento (pCR
vs no-pCR) se ha definido en la biopsia de la cirugia, tras el tratamiento Neoadyuvante.
Debido a la limitacién en el material de las biopsias diagnosticas, la cohorte de pacientes
en el estudio del RNA y del DNA varia. Para el estudio de la expresién génica, la cohorte
es de 84 pacientes (RNA-cohorte) mientras que para el estudio de las alteraciones a nivel
de DNA es de 25 (DNA-cohorte). Debido a la limitacion del nimero de pacientes, el
objetivo del capitulo 1 se va a llevar a cabo con la informacién de la expresién génica
(RNA-cohorte), mientras que con la informacion de las alteraciones del DNA se hara una

descriptiva de los resultados encontrados en la DNA-cohorte.

Como el objetivo de este capitulo es encontrar un biomarcador o firma predictiva de pCR
en muestras de pacientes antes de ser tratadas con NAC, para darle mas consistencia a
nuestros resultados hemos validado nuestras firmas predictivas en una cohorte
independiente. Por lo tanto, tenemos dos cohortes, nuestras pacientes donde hemos
determinado los modelos predictivos (Cohorte_Discovery) y otra donde los hemos
validado (Cohorte_ Validation). Dentro de dichas cohortes hemos subdivido en grupos de
pacientes seguln la sobreexpresién del gen HER2 y el estatus del receptor de estrégenos
(ER). Por lo tanto, las cohortes han sido identificadas como Allsubtypes, que comprende
las pacientes con todas las combinaciones posibles como son HER2-/ER-, HER2-/ER+ y
HER2+ (tanto ER+ como ER-), HER2-, con solo aquellas pacientes con HER2-
(independientemente del estatus de ER) y ER+, con aquellas pacientes ER+/HER2-.
Cohortes HER2+ y otra ER-/HER2- no ha sido posible obtener debido al bajo nimero de

pacientes con estas caracteristicas.

Las cohortes de validacion han sido extraidas de los estudios de Tabchy y colaboradores
(87) (GEO DataSet: GSE20271) y Hatzis y colaboradores (88) (GEO DataSet: GSE25066),
poseen el mismo esquema de tratamiento que la cohorte de nuestro estudio y era
accesible la informacion tanto clinica-patoldgica como de los genes DE necesarios para

el modelo predictivo.
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Por lo que la distribucién de las pacientes en el presente capitulo esta especificada en la
Figura 11.

Cohorte_D_AllSubtypes

n=84
Cohorte_D_ER+

. Cohorte_D_HER2Z2-
Cohortes_Discovery
n=63
RMNA-cohorte
Cohorte_V_AllSubtypes
n=177

n=564

Capitulo |
. Cohorte_V_HER2-
Cohortes_Validation

Cohorte_V_ER+
n=344

DNA-cohorte

Figura 11. Distribucién del nUmero de pacientes de la RNA-cohorte segun si han sido usados para el descubrimiento de
los modelos predictivos de pCR tras el tratamiento con NAC o para la validacién de ellos.

4.1.2 Inmunohistoquimica y determinacién de la pCR

Desde los bloques de parafina de los pacientes seleccionados para el presente estudio
se hizo cortes de 5pum para realizar las tinciones inmunohistoquimicas necesarias para
determinar caracteristicas como la expresién de; ER, PR, CK5/6, EGFR, Ki67 y HER2. Se
uso una estacion de tincion automatizada (Autostainer Plus, Dako), usando el EnVision
FLEX System (Dako). Como cromdgeno, usamos diamobenzidina y para reemplazar el
anticuerpo (Ac) primario se us6é un suero no-inmune como un control negativo, y un

control positivo especifico para cada anticuerpo.

Los anticuerpos que se usaron para la determinacion de las proteinas especificas fueron:
ER (Ac monoclonal de conejo, clona SP1, Master diagnostica); PR (Ac monoclonal de
conejo, clona Y85, Master diagnostica); CK5/6 (Ac monoclonal de ratén, clona D5/16B4,
Master Diagnostica); EGFR (Ac monoclonal de conejo, clona EP38Y, Master Diagnostica);

Ki-67 (Ac monoclonal de conejo, clona SP6, Master Diagnostica); y HER2 (Kit Herceptest,
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Dako). La tincién fue evaluada por un patélogo. Para ER y PR el resultado positivo fue
toda aquella tincidn nuclear por encima del 1% (83) y para EGFR y CK5/6 cualquier tincién
membranosa o citoplasmatica. El Ki67 fue determinado cuantificando el porcentaje de
células neoplasicas con tincion nuclear de Ki67. La sobrexpresion de HER2 fue evaluada
de acuerdo a las guias internacionales (84) y categorizadas como negativas si el
resultado de la inmunohistoquimica era 0 o +1; cuando el resultado era +2 se determiné

la amplificacién del gen por FISH o por CISH.

Para la determinacion de la pCR, con una tincién de Hematoxilina y Eosina, el patélogo
determind un valor dentro de la clasificacion de Miller and Payne, donde el 5 equivale a
ausencia de células tumorales y del 4-1 equivale a diferentes grados de presencia de
células tumorales. Es decir, todas aquellas pacientes con un valor 5 en la clasificaciéon
de Miller and Payne tanto en la muestra de la mama como en la muestra del ganglio
linfatico de la axila (ypTO/Tis, NO), se consideran buenas respondedoras al tratamiento
con NAC vy, por lo tanto, presentan pCR. Aquellas pacientes con valores entre 4y 1 en
dicha clasificacion (en la muestra de la mama o en la axila) se consideran pacientes con

tumores resistentes al tratamiento con NAC o, dicho de otra manera, pacientes con RD.

4.1.3 Expresion génica (RNA-cohorte)

4131 Subtipos intrinsecos y el panel PanCancer Pathways

Los subtipos moleculares fueron determinados con el clasificador PAM50 de Nanostring,
basado en la expresién de 50 genes y que determina 4 subtipos, Luminal A, Luminal B,
HER2-enriched y Basal-Like (43). Por otra parte, para determinar la expresiéon de los
genes mas importantes asociados a cancer, se realizé una medida de la expresién génica
de 770 genes (730 genes diana + 40 genes housekeepings) con el panel PanCancer
Pathways, mediante la tecnologia nCounter®. Para determinar aquellos genes que se
expresaban de forma diferencial entre pacientes que obtenian pCR tras el tratamiento
versus aquellos que no, se realizé un AED con la herramienta nSolver™, donde el p-valor

fue ajustado por el método Bejamini-Hochberg. Los genes DE con un p-valor<0.05
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fueron correlacionados entre ellos con el test de Pearsony el p-valor fue determinado

por el t-test. Todo ello llevado a cabo en el entorno estadistico de R (version 3.6).

Para analizar de una manera mas global los cambios biolégicos a nivel del conjunto de
genes que conforman las funciones bioldgicas o médulos funcionales y no limitarnos a
Unica entidad como es el gen, se ha realizado un analisis de enriquecimiento de las rutas
biolégicas. Basado en un andlisis de componentes principales, la herramienta nSolver™
genera un pathway-score que resume la aportacion de los genes de estudio a una ruta
bioldgica concreta. Aplicdndole la prueba t de student podemos determinar si existen

diferencias significativas entre los pacientes con pCR y los que no.

413.2 Prediccién de pCR

Con el objetivo de mejorar la capacidad predictiva de pCR de los biomarcadores ya
conocidos, en las variables usadas para el desarrollo de modelos de predicciéon hemos
incluido tanto las variables clinico-patolégicas de estudio comiin, como otras variables
también clinico-patolégicas que nos parecian interesantes mas los genes DE del panel
PanCancer Pathways. Para asegurarnos de que la informacién de los genes DE aportaban
valor predictivo, o incluso pudieran aportar mas informacion por ellos mismos,
dividimos los datos en 4 sets; set de datos CLIN (incluye solo la informacién clinico-
patolégica como los biomarcadores de pCR ya conocidos), set de datos GENEX (incluye
solo los genes DE), set de datos CLINGENEX (incluye tanto la informacion clinico-

patolégica como los genes DE) y PAM50 (incluye sélo la informacién de PAM50).

Todos los andlisis que a continuacidn se especifican de los datos obtenidos y evaluados
como predictores de pCR han sido desarrollados en el entorno estadistico R (versién

3.6).

Para determinar la relacion de cada una de las variables independientes (caracteristicas
clinico-patologicas mas genes DE) con la variable problema o dependiente (pCR), se
realizé un analisis univariante basado en una RL usando como bondad de ajuste del
modelo el LRT. Para estudiar si un conjunto de variables independientes puede afectar

de manera combinada a la determinacion de la variable dependiente hemos realizado
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un analisis multivariante con doble validaciéon cruzada. La validacién interna con un
modelo Lasso y una validacion externa con LOOCV. Dicho modelo predictivo
multivariante basado en LASSO, ha sido desarrollado para generar tres modelos
predictivos para cada uno de los sets de datos (CLIN, GENEX, CLIN_GENEX) en las
diferentes cohortes de descubrimiento (Cohorte_D_A//subtypes, Cohorte_D_HER2- y
Cohorte_D_ER+). Por lo tanto, los modelos predictivos van a ser llamados por el set de
datos donde han sido definidos seguido de la cohorte donde ha sido probada, es decir,
vamos a tener 9 modelos predictivos:  CLIN_A//subtypes/HER2-/ER+,
GENEX_A//subtypes/HER2-/ER+, y CLINGENEX_A//subtypes/HER2-/ER. La importancia
de cada variable dentro del modelo fue medida como el nimero de veces que fue
seleccionada durante cada iteracion. La firma del modelo la hemos definido como
aquellas caracteristicas que no contienen al 0 en el intervalo de confianza del 95%, es
decir, que el 95% de las iteraciones el coeficiente de la variable es distinto a 0, o, lo que
es lo mismo, que no se seleccionara el 0 mas del 5% de las veces. Una vez definidos los
modelos, la evaluacién de ellos se realizé determinando el area bajo la curva ROC y AUC
mediante la representacion grafica de la sensibilidad de nuestro modelo frente a la
especificidad de este. Para hacer mas robustos los resultados este proceso se repitid
1000 veces. El valor de dicho AUC se puede interpretar como la probabilidad de que un
clasificador puntlle una instancia positiva aleatoriamente mas alta que la negativa.
Cuanto mas lejana esté la linea de un modelo predictivo de la linea de estimacién
aleatoria de la curva ROC mayor poder predictivo tiene. Para evitar el desequilibrio de
las categorias dentro de las diferentes variables, cuando el porcentaje de la clase
minoritaria es inferior al 30% se ha usado el algoritmo SMOTE que sobremuestrea dicha

clase.

A parte de estos 3 modelos generados en base a los 3 sets de datos, hemos incluido un
modelo que solo incluye a la variable PAM50 para ver el valor predictivo que tiene en

nuestra Cohorte_Discovery por ella misma (PAM50).

Los resultados los vamos a representar mediante diferentes representaciones graficas.

Los barcharts, que nos presenta el nimero de veces que la variable es seleccionada por
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LASSO durante las repeticiones de la validacion externa por LOO. En los crossbars se
muestra el coeficiente de cada variable de nuestro modelo. Como ha sido iterado 1000
veces, se ha identificado el cuartil 95% (IC del 95%). En los violin plots se puede observar
graficamente la distribucién de los AUCs obtenidos durante las 1000 iteraciones. La
forma de violin identifica la distribucion que siguen dichos AUCs. Y los violin ratios
donde se presenta la ratio de los AUCs de los modelos en cuestion, esto nos permite ver

la relacion entre dos modelos.

Una vez establecidos los modelos predictivos de pCR con los diferentes sets de datos y
en los diferentes grupos de pacientes, se evalué cada uno de ellos con la métrica AUC y
con doble validacién cruzada. Por ultimo, para la validacién de nuestros modelos, han
sido ejecutados en cohortes externas que poseen el mismo esquema de tratamiento y
poseen la informacion tanto clinica-patoldégica como de los genes DE necesarios para el
modelo predictivo. Por lo tanto, podemos diferenciar entre la cohorte donde hemos
realizado todos los experimentos y analisis relacionados con el disefo de los modelos
predictivos (Cohorte_Discovery) y la cohorte externa donde hemos evaluado el poder
predictivo de nuestros modelos (Cohorte_ Validation). Como ya hemos explicado en el
apartado de pacientes y muestras, la distribucién de pacientes entre dichas cohortes se
especifica en la Figura 10, y el flujo de trabajo para la determinacién de los modelos

predictivos, asi como su validacion, se especifican en la Figura 12.
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Figura 12. Flujo de trabajo para la determinacién de los modelos predictivos. Con los sets de datos CLIN, GENEX y CLIN_GENEX se han
determinado las variables mas importantes para la determinacién de pCR en las pacientes de las Cohortes_Discovery con una doble
validacién cruzada, una validacién interna con Lasso y una validacién externa por LOOCV. Paralelamente se ha incluido un modelo solo

con la variable PAM50. De nuevo, Lasso ha sido el método usado para el entrenamiento de los modelos y la métrica para su estimacion,
AUC. Una vez las firmas han sido generadas, han sido probadas en las diferentes cohortes tanto en las Cohortes_Discovery como en las
cohortes_Validation usando la métrica de AUC para su estimacién. El modelo PAM50 solo ha sido probado en las Cohortes_Discovery.

414 Analisis de supervivencia

Usando el entorno estadistico R (version 3.6) con el paquete Survival (https://CRAN.R-
project.org/package=survival), estimamos la funcién de supervivencia, asi como la curva
de Kaplan-Meier para calcular la supervivencia global y los intervalos de confianza. Para

los datos categéricos se ha usado el test log-rank para comparar las curvas de Kaplan-
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Meier de diferentes grupos. En el caso de la expresidon génica, se ha categorizado en
base a los cuartiles en baja, intermedia y alta expresién. Ademas, también hemos llevado
a cabo un modelo de regresién de Cox. La estimacion de los pardmetros se ha realizado
por partial likelihood. El analisis univariante y multivariante ha sido realizado para las

variables clinico-patoldgicas y la informacién de la expresion génica.

4.3. Mutaciones antes del tratamiento con NAC (DNA-cohorte)

El andlisis bioinformatico se realiz6 a través de la plataforma Genome one (Dreamgenics,
S. L.), certificada con la marca IVD/CE de productos sanitarios para diagnéstico in vitro
de acuerdo con la legislacién vigente (Namero de Licencia: 7157-PS). El procesamiento
integra los siguientes pasos: Los archivos crudos FASTQ fueron evaluados usando los
controles de calidad de FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/) y Trimmomatic (89)

para la eliminacion de bases, adaptadores y otras secuencias de baja calidad. Cada
FASTQ se aline6 frente a la version GRCh37/hg19 del genoma humano de referencia
mediante BWA-mem (90) y la generacién de los archivos BAM ordenados se hizo con
SAMtools (91). Al tratarse de un panel de amplicones, no se eliminaron lecturas
duplicadas. SNVs e indels fueron identificadas mediante la combinacién de VarScan 2
(92) y un algoritmo de llamada a variantes propio de Dreamgenics S.L. Las variantes se
anotaron utilizando distintas bases de datos con informacién funcional (RefSeq, Pfam),
poblacional (dbSNP, 1000 Genomes, ESP6500, EXAC, gnomAD), de prediccion de
impacto funcional /n silico (dbNSFP, dbscSNV), e informacién relacionada con el cancer

(COSMIC, ICGO).

En cuanto a la priorizacion de variantes, para la seleccion de variantes potencialmente

somaticas en cada muestra se aplicaron los siguientes filtros generales:
e Variantes con presencia en COSMIC
e Predicciéon de efecto en proteina
e Frecuencia alélica poblacional inferior a 0.05

e Cobertura total en la posicion afectada superior a 50X
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e Frecuencia alélica de la variante en la muestra superior a 0.1

4.4, RESULTADOS
4.4.1. Expresion génica (RNA-Cohorte)

4.4.1.1. Caracteristicas clinico-patoldgicas

A continuacién, se detallan las descriptivas de las pacientes incluidas en este estudio.
Se han dividido en las diferentes cohortes en las que se han definido las firmas
predictivas para dar una idea al lector de como es la poblacion de cada una de ellas y, a
su vez, si son parte de la cohorte de descubrimiento (Cohortes_Discovery) o de la cohorte

de validacion (Cohortes_ Validation).

En las Cohortes_Dicovery (Tabla 5) la mayoria de las pacientes son pre-menopadsicas
(70-79% entre las cohortes Allsubtypes, HER2- y ER+), tienen un tamano tumoral
prequirirgico medio en torno a 3.7 cm, el 58.3% de las pacientes tienen afectacion
ganglionar, el 56% de los tumores tienen un grado tumoral histolégico entre 1y 2; cabe
destacar que el 74% las pacientes de la cohorte ER+ tienen el grado histologico entre 1
y 2. En el caso de la cohorte que contempla todos las pacientes (Cohorte_D_A//subtypes)
el 60% son ER+, el 25% son HER2+ y el 63% tiene menos del 50% de expresién en el
marcador de proliferacion Ki67. En cuanto a los subtipos definidos por IHQ, el 40% son
Luminales, el 25% HER2+ y el 27% son TN. Los subtipos moleculares definidos por
PAMS50 estan distribuidos de la siguiente manera, el 10.7% son Luminales A, el 33.33 %
Luminal B, el 26.19% son HER2-enriched y el 29% son Basal-Like. De esta cohorte, el

33.33% han obtenido pCR mientras que el 66.67% no.

En la cohorte especifica de pacientes con el marcador HER2 negativo (Cohorte_D_HER2-
), el 39% tienen ER+, ninguna sobreexpresa el HER2 (es lo que define al grupo), y el 57%
de las pacientes tienen una expresion de Ki67 menor del 50%. Un 63.5% son Luminales
y el otro 36.5% son TN segun los subtipos definidos por IHQ. Encontramos la misma
proporcion de pacientes Luminal B y de Basal-Like (39.7%), mientras que el subtipo de
PAM50 menos presente es el HER2-enriched, solo un 8% de las pacientes. El 25.4% de

las pacientes obtienen pCR.
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En la cohorte especifica de pacientes con HER2- y ER+ (Cohorte_D_ER+), todas las
pacientes expresan el marcador ER y ninguna sobreexpresa el HER2. El 70% de las
pacientes expresan menos del 50% del marcador Ki67, y el 97.4% de las pacientes son
subtipos Luminal definido por IHQ. El 65% son Luminal By el 15.7% Luminal A definido
por PAMS50. El 79.5% de las pacientes no obtienen pCR en esta cohorte. En la tabla 6 se
han descrito las diferencias clinico-patoldgicas entre las pacientes que obtienen pCR de

las que no en la cohorte_D_A//Subtypes.
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Tabla 5. Caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes de las cohortes donde los modelos han sido definidos,
Cohortes_Discovery

Variables Clinico-patoldgicas Cohorte_D_A//subtypes Cohorte_D_HER2- Cohorte_D_ER+
n % n % n %
Todos los casos 84 100 63 100 39 100
Estatus Menopalusico
Pre-menopausico 59 70.23 45 71.42 31 79.49
Post-menopadsico 25 29.77 18 28.58 8 20.51
Tamano tumoral (media) 3.7 - 3.9 - 3.7 -

Afectacién ganglionar clinica

Positiva 49 58.33 35 55.56 21 53.85

Negativa 35 41.67 28 44.44 18 46.15
Grado tumoral histolégico

1-2 47 55.95 34 53.97 29 74.36

3 37 44.05 29 46.03 10 25.64
Expresion del ER

Positivo 50 59.52 39 61.9 39 100

Negativo 34 40.48 24 38.1 0 0
Expresién del PR

Positivo 42 50 33 52.38 32 82.05

Negativo 42 50 30 47.62 7 17.95
Sobrexpresién del HER2

Positivo 21 25 0 0 0 0

Negativo 63 75 63 100 39 100
Ki67

< 50% 53 63.1 36 57.14 27 69.23

> 50% 31 36.9 27 42.85 12 30.77
Subtipos IHQ

Luminales (A+B) 40 47.62 40 63.49 38 97.44

HER2+ 21 25 0 0 0 0

Triples Negativos 23 27.38 23 36.51 1 2.56
Subtipos moleculares por
PAM50

Luminal A 9 10.71 8 12.70 6 15.79

Luminal B 28 33.33 25 39.68 25 65.79

HER2-enriched 22 26.19 5 7.94 4 10.53

Basal-Like 25 29.77 25 39.68 3 7.89

Respuesta completa

patolégica (pCR)
Si 28 33.33 16 25.4 8 20.51
No 56 66.67 47 74.6 31 79.49
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Tabla 6. Caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes incluidas en la Cohorte_D_A//subtypes segun si han respondido
o no al tratamiento con NAC.

PCR no-pCR

Variables clinico-patolégicas n=28 n=56

n % n %
Estatus menopausico
Premenopdusica 17 61 42 75
Postmenopausica 11 39 14 25
Tamafo tumoral
Menor de 2 cm 1 4 10 18
Entre 2y 5 cm 23 82 33 59
Mas de 5 cm 4 14 13 23
Afectacién ganglionar clinica
Positivo 15 54 34 61
Negativo 13 46 22 39
Grado tumoral histolégico
1 1 4 7 13
2 13 46 26 46
3 14 50 23 41
Estatus ER
Positivo 15 54 35 63
Negativo 13 46 21 38
Estatus PR
Positivo 12 43 30 54
Negativo 16 57 26 46
Estatus HER2
Positivo 12 43 9 16
Negativo 16 57 47 84
% Ki67
Menor que 50 16 57 37 66
Mas de 50 12 43 19 34
Subtipos IHQ
Luminal A 0 0 4 7
Luminal B 8 29 28 50
HER2 12 43 9 16
Triple Negativo 8 29 15 27
Subtipos PAM50
Luminal A 3 11 6 11
Luminal B 5 18 23 41
HER2-enriched 11 39 11 20
Basal-Like 9 32 16 29

De las Cohortes_Validation (Tabla 7) hay muchos datos de las variables
clinicopatoldgicas que no disponemos debido a que en los estudios de origen no estan

recogidas, como es el caso de los subtipos definidos por IHQ, los subtipos moleculares
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definidos por PAM50 o el % de expresidon de Ki67. En términos generales, la media del
tamafo tumoral prequirirgico esta entre 2.7 y 3.17 cm, mas del 60% de las pacientes
tienen afectacidon ganglionar, y el grado tumoral histolégico oscila entre 1, 2 y 3; cabe
destacar, como en la cohorte_Discovery, que el menor porcentaje de las pacientes con
grado histoldgico 3 estdn en la cohorte ER+. En el caso de la cohorte que contempla
todas las pacientes (Cohorte_V_A//subtypes) el 54% son ER+, el 14.5% son HER2. De esta
cohorte solo el 14.69% han obtenido pCR. En la cohorte especifica de pacientes con el
marcador HER2 negativo (Cohorte_V_HER2-), el 61% tienen ER+ y aproximadamente el
17% de las pacientes obtienen pCR. En la cohorte especifica de pacientes con HER2- y
ER+ (Cohorte_V_ER+), todas las pacientes expresan el marcador ER y ninguna

sobreexpresa el HER2. Mas del 91% de las pacientes no obtienen pCR en esta cohorte.

Podemos destacar como diferencias entre ambas cohortes (Discoveryvs Validation), que
el tamafio tumoral medio entre una y otra varia, conteniendo tumores mas grandes en
en la Cohorte_Discovery (3.7 vs 2.9 cm, respectivamente). La afectacién ganglionar es
levemente mayor en la Cohorte_Validationy la representacién de tumores positivos para
ER es similar entre ambas cohortes, mientras que la sobreexpresion de HER2 es mayor

en la Cohorte_Discovery.
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Tabla 7. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes incluidos para la validaciéon de los modelos predictivos,
Cohortes_Validation

Variables Clinico- Cohorte_V_A/lsubtypes Cohorte_V_HER2- Cohorte_V_ER+
patolégicas
n % n % n %
Todos los casos 177 100 564 100 344 100
Tamanfo tumoral (media) 2.7 = 3.17 - 3.14 -
0 2 1.12 2 0.35 2 0.58
1 11 6.22 12 2.13 10 2.9
2 75 42.38 85 15.07 52 15.12
3 37 20.9 254 45.04 153 44.48
4 51 28.82 211 37.41 127 36.92
NA 1 0.56
Afectacién ganglionar
clinica
Positivo 118 66.66 377 66.85 219 63.66
Negativo 59 33.34 187 33.15 125 36.34
Grado tumoral histolégico
1 15 8.47 42 7.45 38 11.05
2 60 33.9 220 39 186 54.07
3 72 40.68 302 53.55 120 34.88
NA 30 16.95
Expresién del ER
Positivo 97 54.8 344 61 344 100
Negativo 80 45.2 220 39 0 0
Expresién del PR
Positivo 82 46.32 282 50 262 76.16
Negativo 95 53.68 282 50 82 23.84
Sobrexpresién del HER2
Positivo 26 14.68 0 0 0 0
Negativo 151 85.32 564 100 344 100

Respuesta completa
patolégica (pCR)

Si 26 14.69 97 17.2 28 8.14
No 151 85.31 467 82.8 316 91.86
414 Asociacién entre variables clinico-patoldgicas

En lugar de un andlisis de correlacién, que Unicamente abarca aquellas correlaciones con
relacion lineal, se ha realizado un analisis de asociacion entre variables para poder
identificar todas las asociaciones, tanto lineales como no lineales. En la tabla se
especifican aquellas asociaciones con significacién estadistica. En nuestra

cohorte_Discovery hemos encontrado que las asociaciones mas fuertes son entre la
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expresién de ERy de PR (p<1.02e-13), entre la expresién de ER y los subtipos de PAM50

(p<3.68e-8) y entre los subtipos de PAM50 y los subtipos IHQ (p<1e-7) (Tabla 8).

Tabla 8. Asociaciones entre las variables incluidas en este estudio. Solo se muestran aquellas con significacién estadistica

Variable clinico-patolégica 1 Variable clinico-patolégica 2 Test estadistico
Grado tumoral histolégico Expresiéon de ER 0.0007548
Grado tumoral histolégico Expresién de PR 0.008355
Grado tumoral histolégico Ki67 5.61e-05
Grado tumoral histolégico Subtipos IHQ 3.32e-05
Grado tumoral histolégico Subtipos PAM50 0.002618

Expresion de ER Expresion de PR 1.021e-13
Expresién de ER Subtipos IHQ 1e-07
Expresion de ER Subtipos PAM50 3.682e-08
Expresién de PR Subtipos IHQ 1e-07
Expresiéon de PR Subtipos PAM50 1.105e-05
Sobreexpresion de HER2 Subtipos IHQ le-07
Sobreexpresion de HER2 Subtipos PAM50 0.01054
Sobreexpresion de HER2 PCR 0.01616
Ki67 Subtipos IHQ 0.003621
Ki67 Subtipos PAM50 0.005059
Subtipos IHQ Subtipos PAM50 le-07
Subtipos IHQ PCR 0.01371

4.4.1.2. Panel PanCancer pathways en la cohorte_Discovery. Analisis de expresion
diferencial (AED), correlacion entre genes diferencialmente expresados y
enriquecimiento en rutas bioldgicas.

Con el objeto de conocer como se comportan los genes, seleccionados en base a su

asociacién con cancer, entre las pacientes que obtienen pCR y las que no (en la

Cohorte_D_A/lsubtypes), y, en base a esa informacidn, encontrar una firma predictiva de

la respuesta al tratamiento, se ha realizado un AED de los 730 genes incluidos en el

panel PanCancer Pathways de Nanostring.

De las 84 pacientes incluidas en este estudio se pudo obtener RNA de calidad (seguin
ratios 260/280 y 260/230) con una concentracion éptima para llevar a cabo la medicién

de la expresién génica.

Los genes DE (Tabla 9) entre las pacientes que obtienen pCR y las que no, con p-valor

por debajo de 0.05 son: CDC6 (p=0.00016), LEFTY] (p=0.00024), FGFR4 (p=0.0018),
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MYCN (p=0.0092), /DH2 (p=0.0092), STK71 (p=0.034), FGFI0 (p=0.041), RASGRFI
(p=0.045), WNT3 (p=0.045) y GNG4 (p=0.045). Los datos de log2 Fold Change (FD)
indica que los genes CDC6, FGFR4, MYCN, IDH2, RASGRFI1 y GNG4 se encuentran mas
expresados en aquellas pacientes que consiguen pCR tras el tratamiento con NAC que
en aquellas que no. El opuesto es el caso de los genes LEFTYI, STKI11, FGFI10, WNT3,
que se encuentran mas expresados en las pacientes con tumores resistentes al
tratamiento, es decir con RD. Los mayores cambios encontrados entre pCR y no pCR se
observan en los genes CDC6, LEFTYI, FGFR4, MYCNy GNG4, con un log2 FC superior a
1.5 en valor absoluto (Tabla 9). En la figura 13 se representan el niumero de counts
normalizados determinados en la medicion de la expresién génica de cada uno de los
genes DE entre las pacientes que obtienen pCR y las que no. En el vo/cano plot, podemos
observar aquellos genes DE con significancia estadistica (p<0.05) y el log2 FC de cada

uno de ellos (Figura 14).

Tabla 9. Genes DE entre las pacientes que obtienen pCR tras el tratamiento con NAC y las que no. Solo se han seleccionado
aquellos genes con un p-valor ajustado por debajo de 0.05. Se incluye una barra de intensidad segun el Log2 FC que se
obtiene de cada gen. En escala de rojo aquellos genes con un Log2 FC superior a 0, es decir que se expresan mas en aquellos
pacientes que obtienen pCR y en escala de azul aquellos que se expresan menos.

p-valor ajustado por Bejamini-

Genes Log2 Fold Change Rutas biolégicas

Hochberg
FGFR4 1.81 0.00185 MAPK, PI3K, RAS
cDC6 1.68 0.000167 Cell Cycle - Apoptosis
GNG4 1.59 0.045 PI3K, RAS
MYCN 1.58 0.00922 Transcriptional Misregulation
RASGRF1 1.39 0.045 MAPK, RAS
IDH2 0.882 0.00922 Driver Gene
STK11 -0.359 0.0349 Driver Gene, PI3K
WNT3 -0.891 0.045 Hedgehog, Wnt
FGFI0 -1.41 0.0418 MAPK, PI3K, RAS
LEFTY] -1.51 - 0.00024 TGF-beta
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Figura 13. Diagramas de cajas. Se representan cada uno de los genes DE con un diagrama de cajas donde se muestra el niUmero de
counts normalizados procedentes del andlisis de los resultados obtenidos (eje de ordenadas) frente a la situacién de estudio, pCR si o

no (eje de abscisas).
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Figura 14. En el volcano plot se representan todos los genes segun el p-valor ajustado
obtenido en el AED (eje de ordenadas) y el valor del Log2 FC (eje de abscisas). Con las lineas
punteadas se representan diferentes niveles de p-valor y la zona del volcano donde se
posicione el gen correspondera con un p-valor concreto y un valor de FC determinado.
Aquellos genes en la zona izquierda desde el valor 0 del eje de abscisas, seran aquellos
genes con menor expresion en las pacientes que obtienen pCR, en la parte derecha estaran

los genes que se expresen al alza.
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A continuacion, vamos a detallar la funcién de cada uno de los genes DE. La mayoria de
la informacion ha sido extraida de la website Genecard (www.genecard.com) y se ha

especificado el afio en el que se incluy6 la informacion del gen en RefSeq.

EL gen CDC6 es un regulador esencial en la activacién y mantenimiento del ciclo celular
(RefSeq, 2008). En tumores de mama ER-, la sobreexpresién de CDC6 se ha visto
relacionada con mal pronéstico a través de la sobreexpresién, a su vez, de MCM2-7(94).
La alta expresién de CDC6 esta asociada a un aumento en la proliferacién celular (95)
por lo que cabe esperar una respuesta satisfactoria al tratamiento con NAC en aquellos
pacientes que tengan sobreexpresado este gen, como es el caso de nuestros resultados.
EL gen LEFTYT ha sido relacionado con fenotipos Stemness (96), esta involucrado en la
activacion de la proliferacién de las células progenitoras epiteliales tanto tumorales
como sanas (23). La expresion al alza de este gen esta relacionada con la capacidad
proliferativa a largo plazo de las células progenitoras y esto a su vez se ha demostrado
gue se asocia a resistencia al tratamiento tanto con radiacion como con quimioterapia
(97). En nuestros resultados, los pacientes que obtienen pCR, es decir, que son sensibles
al tratamiento con NAC el cual se basa en el uso de agentes quimioterapicos, tienen una
disminucion en la expresion de este gen con respecto a aquellos pacientes con tumores
resistentes. Estos resultados tienen coherencia con lo encontrado en la literatura. Wnt3,
que esta también involucrado en procesos que tienen lugar durante la embriogénesis,
es un oncogén ampliamente estudiado y relacionado con el cAncer de mama. Se relaciona
con marcadores de transicién epitelio-mesénquima (EMT, epithelial-mesenchymal
transition) en tumores de mama ER- (98). La expresion de Wnt3 es mas elevada en el
desarrollo y durante la morfogénesis embrionaria mamaria; por otra parte, su
importancia en la activacion de las stemcells ya ha sido validada (99). Al igual que lo
esperado con la expresion del gen LEFTY], el hecho de que en nuestra cohorte el gen
Wnt3 se encuentre mas inhibido en aquellos tumores sensibles al tratamiento, podria
deberse a la menor presencia de cancer stem cells en las muestras sensibles a la NAC.
En el caso de FGFI0y FGFR4, ambos estan relacionados con el crecimiento fibroblastico;
FGF10 tiene capacidad mitogénica y esta involucrado en el desarrollo, crecimiento

tumoral, invasién y supervivencia celular (RefSeq, 2008); ademdasesta relacionado con
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EMT en el proceso de iniciacion metastasico en cancer de mama (100). Estas
herramientas de supervivencia celular del gen FGFI0, son coherentes en nuestros
resultados con su expresion a la baja en los tumores que obtienen pCR. FGFR4 es una
tirosin-kinasa que actlla como receptor citoplasmatico para los factores de crecimiento
fibroblastico (RefSeq, 2017). La sobreexpresion de este gen ha sido previamente
definida y asociada al subtipo HER2-enriched. Teniendo en cuenta que dicho subtipo
obtiene la mejor tasa de pCR tras el tratamiento con NAC (1), cabe esperar que la alta
expresion de FGFR4 se asocie con tumores que responden al tratamiento en nuestra
cohorte, tal y como nuestros resultados muestran. MYCN es un proto-oncogén, factor
de transcripcion de la familia MYC. Un estudio reciente en una cohorte de tumores TN
ha demostrado que dicho gen esta sobreexpresado significativamente en tumores
resistentes a la NAC pero no en tumores que no han sido tratados, en ambos casos
después de la cirugia (101). Segln nuestros resultados una expresion al alza de este gen
en el tumor primario se asocia a respuesta al tratamiento con NAC satisfactoria. Dado
que nuestra cohorte no es exclusivamente de tumores TN, y que los estudios mas
actuales sobre este gen no son como biomarcador predictivo sino relacionado con un
estatus concreto tras el tratamiento, no encontramos resultados contradictorios. /DH2
tiene un rol importante en la produccién de energia celular; mutaciones en este gen
estdn asociadas a canceres como el de colon o de cerebro (RefSeq, 2014). La
sobreexpresion de este gen en lineas celulares de cancer de pulmoén se ha visto asociada
a un aumento del crecimiento celular mediante la bajada de @xKG y ROS, y la induccién
de HIFTx (efecto Warburg) (102). Dado que el tratamiento con NAC es mas efectivo
cuando hay una activacién de la proliferacidon, cabe pensar que, aunque la patologia no
sea la misma, el efecto en la maquinaria celular sea similar y eso coincide con los
resultados obtenidos. STK77 es un miembro de la familia Serina/Treonia kinasa. Esta
implicado en procesos como el metabolismo celular, apoptosis, respuestas al dafo
celular o freno del ciclo celular (103). Actia como un supresor de tumores a través del
control de la familia AMPK (RefSeq, 2008). Su estrecha relacion con el control y freno del
ciclo celular concuerda con que esté menos expresada en pacientes que responden al

tratamiento y que podrian tener mas activada la proliferaciéon. Por ultimo, RASGRFI,
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responsable de la disociacién de GDP de las proteinas RAS (RefSeq, 2009), también ha
sido postulado como un marcador epigenético en ctDNA para la deteccidon de cancer de
mama temprano (104). Por ultimo, GNG4 es la subunidad gamma 4 de la proteina G
(UniProtKB P50150). A nivel de respuesta ante el tratamiento citotéxico, diferencias en

la expresion génica de estos genes no han sido relacionadas previamente con ella.

En el circus plot (Figura 15) ha sido representado los genes DE y las rutas bioldgicas a
los que pertenecen esos genes (los 13 vias canénicos que tanto el panel PanCancer
Pathways como la herramienta nSolver™ tienen en cuenta). Representados de esta
manera podemos observar como las rutas bioldgicas de la PIK3 y de RAS estdn mas
representados en nuestros datos, ya que son los que comparten mas genes DE. Esto solo
nos da una idea, ya que para saber si existen enriquecimiento de vias bioldgicas entre
las condiciones pCR y no pCR es necesario usar la informacién de todos los genes
analizados y no solo los genes DE, ademds de hacer otros tests estadisticos como la ¢
de Student. Aunque lo vamos a especificar mas adelante, ya podemos adelantar que la
via Transcriptional Regulation es uno de los que se relacionan con la pCR de manera

estadisticamente significativa.
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Figura 15. Circos plot. Se representa los 10 genes DE enlazados a las rutas que pertenecen con colores diferentes. Los

genes, a su vez, se le asigna un color que va desde el rojo hasta el azul segiin el Log2 FC que presenten con respecto a

la pCR.
En la Figura 16 y en la Tabla 10 se muestran los resultados del analisis de correlacién
entre los genes DE. En la figura 15 vemos como se van moviendo las relaciones entre
los genes desde -1 (correlacion negativa perfecta, cuando uno aumenta el otro
disminuye) hasta 1 (correlacion positiva perfecta, cuando uno aumenta el otro también).
El signo de la correlacion entre genes diferencialmente expresados en la misma direccién
(por ejemplo, sobreexpresados), es positivo en la mayoria de los casos, mientras que es
negativo en aquellos genes con tendencias opuestas con respecto a la expresién

diferencial.

76



Prediccién de la respuesta al tratamiento Neoadyuvante
Capitulo I

Tabla 10. Esta tabla dividida en dos representa el valor r de la correlacidon de Pearson de cada uno de los pares de genes y el
p-valor del t-test asociado a dicha correlacién.

Correlacion
o Posraon  CDC6 LEFTYL FGER4 MYCN IDH2 STK11  FGF1I0  RASGRFL  WNT3  GNG4
cDCe 1 0.175 0.298 0.129 0.229 0352 -0.076 0.239 0244 0178
LEFTY1 0.17 1 -0.101 -0.101 -0.209 0.360 0.153 0.357 0183  -0.12
FGFR4 0298  -0.101 1 0390 0.242 0171  -0.184 0.281 0219 0069
MYCN 0.129 0.101 0390 1 0.004 0324 0010 0.301 0014 0371
IDH2 0.229 -0.209 0.242 0.004 1 0290  -0.201 0.235 0271 0.065
STK11 0.35 0.360 0.171 0.324 -0.290 1 0.057 0.255 0037 -0.30
FGF10 0.07 0.153 -0.184 -0.010 -0.201 0.057 1 0.252 0333 -0.08
RASGRF1 0.239 -0.357 0.281 0.301 0.235 0255  -0.252 1 0233 0255
WNT3 0.244 0.183 -0.219 -0.014 0271  -0.037 0.333 0.233 1 0.042
GNG4 0178 0120 0.069 0371 0.065 0306  -0.089 0.255 0.042 1
p"':::::" CDC6  LEFTY1 FGFR4 MYCN IDH2 STK11 FGF10 RASGRFI  WNT3  GNG4
cDC6 0.1120 00059 02421 00360 00010  0.4930 0.0288 00251  0.105
LEFTY1 0.112 03593 03622 00570  0.0008  0.1651 0.0009 00950 0277
FGFR4 0005 03593 00002 00266 01191 00932 0.0097 00454 0531
MYCN 0242 03622 0.0002 09733 00026 09314 0.0053 05004  0.000
IDH2 0036  0.0570 0.0266 09733 00074  0.0664 0.0311 00127 0554
STK11 0001 00008 01191 00026  0.0074 0.6043 0.0194 07359  0.046
FGF10 0493 0.1651 00932 09314 00664  0.6043 0.0209 00019 0419
RASGRF1 0028 0.0009 00097 00053 00311 00194  0.0209 00330 0019
WNT3 0025 00950 00454 09004 00127 07359  0.0019 0.0330 0.706
GNG4 0105 02776 05316 00005 05542 00046  0.419 0.0192 0.7062
. 2
<t s
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Figura 16. En la matriz se muestran las correlaciones entre los 10
genes DE. El color de los nombres de los genes depende del Log2 FC
obtenido en el AED (el color rojo para los genes expresados al alza en
las pacientes con pCR y en azul aquellos expresados a la baja). En la
barra lateral vemos una gradacién de color desde rojo hasta azul que
corresponde al valor rde la correlacion de Pearson. Desde el rojo mas
intenso (correlacidn positiva perfecta, r=1) hasta el azul mas oscuro
(correlacién negativa perfecta, r=-1). Esto mismo se ha representado
en cada una de las interacciones dentro de la matriz. Aquellas
interacciones que estadisticamente significativas se han identifica con
un asterisco.
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Aunque en los resultados del AED ya veiamos una tendencia en cuanto a las rutas
biolégicas mas representados en el set de genes DE, para determinar el enriquecimiento
en rutas bioldgicas entre los grupos de pacientes pCR y no-pCR es necesario tener la
informacion del mayor nimero de genes implicados en dichas vias, por ello usamos el
pathway-score (unifica los datos de cada gen que forma parte de esa ruta bioldgica en
un unico score) y la tde student para ver si existen diferencias significativas. De las 13
vias o rutas que contemplamos, en los resultados del tde studentse muestra que existen
3 vias que se encuentran mas activadas en una situacion con respecto a otra. Las vias
Chromatin modification (p=0.01), Transcriptional Regulation (p=0.032) y JAK-STAT
(p=0.048) se encuentras mas activados en aquellas pacientes que consiguen pCR tras el

tratamiento con NAC (Figura 17).

Chromatin Modification pathway
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Figura 17. A. Diagrama de barras. Representacion de todos las vias o rutas bioldgicas que incluimos en el analisis funcional. La
linea punteada determina el p-valor por debajo de 0.05. B, C y D. Diagramas de cajas. Se representan las tres rutas
estadisticamente significativas seglin su comportamiento entre las pacientes que obtienen pCR y las que no, Chromatin
modification, JAK-STAT y Transcriptional misregulation pathways.

78



Prediccién de la respuesta al tratamiento Neoadyuvante
Capitulo I

4.4.1.3. Prediccion de pCR en Cohorte_Discovery

Tal y como hemos especificado con anterioridad, actualmente hay variables clinico-
patoldgicas ya conocidas que predicen pCR, sin embargo, ninguno de ellos se posiciona
como un claro marcador de la respuesta a la NAC en la comunidad cientifica. Con el
objetivo de mejorar la capacidad predictiva de pCR de los biomarcadores ya conocidos,
en las variables usadas para el disefio de modelos predictivos hemos incluido tanto las
variables clinico-patolégicas predictoras de pCR ya conocidas, incluyendo la variable de
subtipos moleculares definidos por PAM50, como otras variables también clinico-
patoldgicas que nos parecian interesantes y los genes diferencialmente expresados del

panel PanCancer Pathways entre aquellos pacientes con pCR y no-pCR.

Segun el andlisis univariante, usando el LRT, hemos identificado que las variables
clinico-patologicas sobreexpresion del HER2, subtipos IHQ y subtipo molecular
determinado por PAM50, estdn significativamente relacionados con la pCR. Segun el
modelo univariante, la sobreexpresién del HER2 aumenta en casi 4 veces la probabilidad
de conseguir pCR. Esos subtipos determinados por IHQ como HER2+ o TN aumenta en
5 y 2 veces, respectivamente, la probabilidad de conseguir pCR cuando comparamos
con los subtipos Luminales, y en cuanto a los subtipos moleculares definidos por PAM50,
el HER2enriched y Basal-like (No-luminales) tienen mas de 2.5 veces la probabilidad de
conseguir pCR que los Luminales (Luminal A y Luminal B). En cuanto a los genes DE,
todos estan relacionados de manera significativa con la pCR exceptuando el gen GNG4.
Estos resultados son coherentes con el analisis de expresion diferencial entre las
pacientes con pCR y sin ella. EI OR de los genes DE relacionados con pCR obtenidos en
el modelo univariante también siguen la tendencia de los log2 FC obtenidos en el AED.
Aquellos genes con el OR mayor de 0, relacionados de manera positiva con pCR, son
aquellos que se sobreexpresan en las pacientes con pCR en el AED, como es el caso de
CDC6, FGFR4, MYCN, IDH2y RASGRFI.Y aquellos el OR menores de 0, estan expresados
a la baja en las pacientes con pCR, como es el caso de LEFTYI, STKI11, FGFIOy WNT3

(Tabla 11).
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Tabla 11. Andlisis de regresion logistica univariante entre las variables clinico-patoldgicas incluidas en este estudio y los 10
genes DEvy la variable pCR, Odds Ratio y p-valor del Likehood Ratio test (LRT) de las relaciones. Solo se muestran las relaciones
con un p-valor<0.05.

Variables relacionadas con pCR Odds Ratio (95% CI) p-valor del LRT
Sobreexpresion de HER2 0.008
Positivo vs negativo 3.9 (1.4 -11.34)
Subtipos IHQ 0.014
HER2+ vs Luminal 5.33 (1.7 -17.83)
Triple negativo vs Luminal 2.31 (0.66 - 6.91)
Subtipos moleculares por PAM50 0.040
No-Luminal vs Luminal 2.68 (1.04 - 7.42)
CDC6 1.65 (1.158 - 2.52) 0.004
LEFTY1 0.753 (0.60 - 091) 0.0047
FGFR4 1.48 (1.20 - 1.92) 4.03E-05
MYCN 1.22 (1.02 - 1.47) 0.02
IDH2 2.22 (1.25-4.4) 0.0053
STK11 0.11 (0.026 - 0.39) 0.00021
FGF10 0.79 (0.63 - 0.98) 0.035
RASGRF1 1.24 (1.06 - 1.48) 0.0072
WNT3 0.75 (0.56 - 0.97) 0.03

Para asegurarnos de que la informacion de los genes DE aportaban valor predictivo (y
no solo igualan) a las variables ya conocidas, o incluso aportan mas informacion por
ellos mismos, se dividen en 3 sets de datos, por un lado, el set CLIN que incluye solo las
variables clinico-patolégicas inclusive los biomarcadores de pCR ya conocidos, el set
GENEX que incluye solo la informacién de los genes DE, y el set CLIN_GENEX que incluye

tanto la informacion clinica como la informacién genética.

Con el analisis predictivo multivariante basado en LASSO se han generado tres modelos
predictivos para cada uno de los sets de datos (CLIN, GENEX y CLIN_GENEX) en las
diferentes  Cohortes_Discovery  (Cohorte_D_A/lsubtypes, = Cohorte_D_HER2- vy
Cohorte_D_ER+). Aparte de estos 3 modelos generados en base a los 3 sets de datos,
hemos incluido un modelo que solo incluye a la variable PAM50 para ver el valor

predictivo que tiene en nuestra Cohorte_Discovery.
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Segun su peso en el modelo, se han seleccionado las variables mas importantes para la
prediccion de pCR en cada uno de los sets de datos (CLIN, GENEX y CLIN_GENEX). Sélo
se han seleccionado aquellas variables con menos del 5% con coeficiente igual a 0 y esas
seran las que compongan el modelo. Una vez definidos los modelos, la evaluacion de
ellos se realizard determinando el area bajo la curva ROC y AUC mediante la
representacién grafica de la sensibilidad de nuestro modelo frente a la especificidad de
este. El valor de dicho AUC se puede interpretar como la probabilidad de que un
clasificador puntilie una instancia positiva aleatoriamente mas alta que la negativa.
Cuanto mas lejana esté la linea de un modelo predictivo de la linea de estimacion
aleatoria de la curva ROC mayor poder predictivo tiene. Como el modelo PAM50 incluye
s6lo a la variable PAM50 no hay necesidad de seleccionar variables en base al % con
coeficiente igual a 0. Los resultados se representan mediante: un barchart, que nos
identifica el numero de veces que la variable es seleccionada por Lasso durante las
repeticiones de la validacion externa por LOO, crossbars, que muestra el coeficiente de
cada variable de nuestro modelo, los violin plots, que nos permiten observar
graficamente la distribucién de los AUCs obtenidos durante las 1000 iteraciones, y los

violin ratios, que nos da una idea de la mejoria de un modelo con respecto a otro.

4.4.1.3.1. Prediccion de pCR en la Cohorte_D_Allsubtypes

En el modelo CLIN_A//subtypes la variable seleccionada ha sido la sobreexpresion del
HER2; en el modelo GENEX_A//subtypes, la expresién de los genes CDC6, FGFR4, LEFTY 1,
STK11 e IDH2. La combinacién de la sobreexpresion del HER2 y de la afectacion
ganglionar clinica, mas la informaciéon de la expresion génica de los genes FGFR4,
LEFTYI, STK11, CDC6 e IDHZ2, forman el modelo predictivo CLINGENEX_A//subtypes

(Figura 18).
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Figura 18. Representacion de la importancia de las variables dentro de cada uno de los modelos predictivo de pCR de la
Cohorte_D_A/lSubtypes. A. Diagrama de barras donde se muestran las variables con mas peso dentro de los tres sets de datos (CLIN,
GENEX, CLINGENEX). En el eje de ordenadas se identifican las variables en orden segun la importancia dentro del modelo, en el eje de
abscisa se muestra el porcentaje del nimero de veces que la variable seleccionada por LASSO obtiene un coeficiente 0. B. Crossbars. Se
identifica el coeficiente de cada variable. Al haberse iterado mil veces, se identifica el intervalo de confianza del 95%. El punto representa
la mediay la linea representa el intervalo.
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En este caso, y tal y como se muestra en la representacion grafica de los modelos de
este apartado (Figura 19), tanto el modelo PAM50 como el modelo CLIN_A//subtypes
obtienen los valores mas bajos de AUC (0.51 y 0.55, respectivamente) y sus curvas tienen
menos distancia a la estimacion aleatoria, por lo que su valor predictivo no es muy
diferente al propio azar. Cuando la informacién de la expresion génica es combinada
con la informacién clinica, como es el caso del modelo CLINGENEX_ A//subtypes, el valor
de nuestro modelo se aleja de la estimacion aleatoria y el valor del AUC aumenta hasta
el 0.74. En este caso, la informacion de la expresidon génica por si sola (modelo
GENEX_A/lsubtypes) es capaz de predecir la respuesta al tratamiento con el valor de AUC
mas alto, 0.79. En el violin plot, la forma de violin identifica la distribucién que siguen
dichos AUCs; de esta forma, en el modelo GENEX_A//subtypes vemos que el valor se
encuentra muy centrado y compacto en el 0.79, mientras que en el modelo
CLIN_Allsubtypes o PAM50 tienen una distribucion mas extendida o lo que es lo mismo,
el rango del AUC es mayor. En la Tabla 12 se resumen los modelos de este apartado con

las variables seleccionadas y el AUC estimado.
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Figura 19. A. Curvas ROC de los modelos predictivos de pCR de Ila

Cohorte_D_Allscubtypes. B. Los violin plots representan la distribucién del AUC

obtenido durante las mil iteraciones.

Tabla 12. Resumen de los modelos predictivos de la cohorte_D_A//subtypes con las variables seleccionadas (aquellas con

menos del 5% de coeficiente igual a 0 en la seleccién con LASSO) y el AUC obtenido en cada caso.

Cohorte Modelo predictivo Variables seleccionadas AUC
§_ CLIN_A/lsubtypes Sobreexpresiéon de HER2 0.55
>
'§ GENEX_A//subtypes CDC6 + FGFR4 + LEFTY1 + STK11 + IDH2 0.79
I
A Sobreexpresion de HER2 + Afectacion
?)l CLINGENEX_A//subtypes ganglionar clinica + FGFR4 + LEFTY1 + 0.74
5 STK11 + IDH2
<
S PAMS50 PAM50 0.51
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4.4.1.3.2. Prediccion de pCR en la Cohorte_D_HERZ2-

En el modelo CLIN_HER2- las variables seleccionadas han sido el grado tumoral
histolégico y el tamafo tumoral mamografico, en el modelo GENEX_HER2-, la expresion
de los genes STK11, LEFTY1y FGFR4. La combinacién del tamafio tumoral mamografico,
la afectaciéon ganglionar clinica y la expresion del ER por IHQ mas la informacion de la
expresién génica de los genes FGFR4, LEFTYI1 y STK1] forman el modelo predictivo

CLINGENEX_HER2- (Figura 20).
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Figura 20. Representacion de la importancia de las variables dentro de cada uno de los modelos predictivo de pCR de la Cohorte_D_HER2-.
A. Diagrama de barras donde se muestran las variables con mas peso dentro de los tres sets de datos (CLIN, GENEX, CLINGENEX). En el eje
de ordenadas se identifican las variables en orden segun la importancia dentro del modelo, en el eje de abscisa se muestra el porcentaje del
nimero de veces que la variable seleccionada por LASSO obtiene un coeficiente 0. B. Crossbars. Se identifica el coeficiente de cada variable.
Al haberse iterado mil veces, se identifica el intervalo de confianza del 95%. El punto representa la media y la linea representa el intervalo.
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Tal y como se muestra en la representacion grafica de los modelos de este apartado
(Figura 21), tanto el modelo PAM50 como el modelo CLIN_HER2- obtienen los valores
mas bajos de AUC (0.52 y 0.6, respectivamente) y sus curvas tienen menos distancia a
la estimacion aleatoria, por lo que su valor predictivo no es muy diferente al propio azar.
Cuando la informacién de la expresion génica es combinada con la informacién clinica,
como es el caso del modelo CLINGENEX_ HER2-, el valor predictivo de nuestro modelo
se aleja de la estimacion aleatoria y el valor del AUC aumenta hasta el 0.85, siendo el
modelo con el mayor AUC de aquellas pacientes. La informacion de la expresion génica
por si sola (modelo GENEX_HER2-) es capaz de predecir la respuesta al tratamiento con
un valor de AUC de 0.83, que aun no siendo el AUC mas alto, estda muy cercano a él
ademads de tener un comportamiento muy similar en la curva ROC. En el violin plot la
forma de violin identifica la distribucion que siguen dichos AUCs. En el modelo
GENEX_HER2-, y algo menos en el CLINGENEX_HER2-, vemos que los valores se
encuentran muy centrados y compactos en el 0.83 y 0.85, mientras que en el modelo
CLIN_HER2- o PAM50 tienen una distribucién mas extendida. En la Tabla 13 se resumen

la informacién de los modelos predictivos de este apartado.
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Figura 21. A. Curvas

ROC de los modelos predictivos de pCR de la Cohorte_D_HER2-.

B. Los violin plots representan la distribucion del AUC obtenido durante las mil

iteraciones.
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Tabla 13. Resumen de los modelos predictivos de la cohorte_D_HER2- con las variables seleccionadas (aquellas con menos
del 5% de coeficiente igual a 0 en la seleccién con LASSO) y el AUC obtenido en cada caso.

Cohorte  Modelo predictivo Variables seleccionadas AUC
| CLIN_HER2- Grado tumoral histolégico + tamafio tumoral mamografico 0.6
AN
P4
i GENEX_HER2- STK11 + LEFTY1 + FGFR4 0.83
(a]
g' CLINGENEX_HER2- Tamano 'Su_moral mamografico + afectacion ganglionar 0.85
9 clinica + ER + FGFR4 + LEFTY1 + STK11
(<]
© PAMS50 PAM50 0.52
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4.4.1.3.3. Prediccion de pCR en la Cohorte_D_ER+

En el modelo CLIN_ER+ las variables seleccionadas han sido el grado tumoral
histolégico, el tamafio tumoral mamografico y la afectacién ganglionar clinica, en el
modelo GENEX_ER+, la expresion de los genes CDC6, FGFR4, RASGRF1, LEFTYI1, WNT3
y GNG4. La combinacién del grado tumoral histolégico, el tamafio tumoral mamografico,
la afectacidon ganglionar y la expresion de PR determinada por IHQ mas la informacién
de la expresidn génica de los genes CDC6, FGFR4, LEFTYI, WNT3 y GNG4 forman el

modelo predictivo CLINGENEX_ER+ (Figura 22).
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Figura 22. Representacion de la importancia de las variables dentro de cada uno de los modelos predictivo de pCR de la Cohorte_D_ER+.
A. Diagrama de barras donde se muestran las variables con mas peso dentro de los tres sets de datos (CLIN, GENEX, CLINGENEX). En el eje
de ordenadas se identifican las variables en orden segun la importancia dentro del modelo, en el eje de abscisa se muestra el porcentaje del
numero de veces que la variable seleccionada por LASSO obtiene un coeficiente 0. B. Crossbars. Se identifica el coeficiente de cada variable.
Al haberse iterado mil veces, se identifica el intervalo de confianza del 95%. El punto representa la media y la linea representa el intervalo.

El modelo CLIN_ER+ obtiene el valor mas bajo de AUC, con un 0.71. En los modelos
CLINGENEX_ER+ y GENEX_ER+ los valores de AUC estdn muy cercanos a la perfeccién de

un clasificador con valores cercanos al 1, ambos modelos obtienen un valor AUC de
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0.96. El valor de nuestro modelo se aleja de la estimacion aleatoria y el valor del AUC
aumenta hasta el 0.74. En este caso, la informacion de la expresién génica por si sola
(modelo GENEX_ER+) es capaz de predecir la respuesta al tratamiento con el valor de
AUC mas alto, 0.79. En el violin plot la forma de violin identifica la distribucion que
siguen dichos AUCs, de esta forma, en el modelo GENEX_ER+ vemos que el valor se
encuentra muy centrado y compacto en el 0.79, mientras que en el modelo CLIN_ER+ o
PAMS50 tienen una distribucién mas extendida o lo que es lo mismo, el rango del AUC
es mayor (Figura 23). En la Tabla 14 se muestran las variables seleccionadas para cada

uno de los modelos y el resultado de AUC.
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Figura 23. A. Curvas ROC de los modelos predictivos de pCR de la Cohorte_D_ER+.
B. Los violin plots representan la distribucion del AUC obtenido durante las mil
iteraciones.

91



Prediccién de la respuesta al tratamiento Neoadyuvante
Capitulo I

Tabla 14. Resumen de los modelos predictivos de la cohorte_D_ER+ con las variables seleccionadas (aquellas con menos del
5% de coeficiente igual a 0 en la seleccién con LASSO) y el AUC obtenido en cada caso.

Cohorte  Modelo predictivo Variables seleccionadas AUC

Grado tumoral histolégico + tamafio tumoral mamografico
CLIN_ER+ g., . . € 0.71
+ Afectacion ganglionar clinica

GENEX_ER+ CDC6 + FGFR4 + RASGRF1 + LEFTY1 + WNT3 + GNG4 0.96

Grado tumoral histolégico + Tamafio tumoral mamografico
CLINGENEX_ER+ + Afectacion ganglionar clinica + PR + CDC6 + FGFR4 + 0.96
LEFTY1 + WNT3 + GNG4

Cohorte_D_ER+

PAM50 PAM50 0.76

4.4.1.3.4. Mejora de los modelos predictivos frente a PAM50 como predictor individual

En los violins plots (Figura 24) donde se muestran las ratios de los modelos predictivos
de pCR que proponemos frente al modelo PAM50, observamos que sélo en aquellos
casos donde no se incluye la informaciéon molecular, PAM50 tiene mayor o practicamente
igual poder predictivo. Cuando la expresion de los genes especificos de cada modelo de
cada cohorte es incluida, PAM50 pierde valor en la determinacion de la respuesta al
tratamiento con NAC, siendo mas pronunciado en pacientes que incluyen todos los tipos
de tumores de mama y en los tumores HER2-. No es tan acusada, aunque sigue siendo

superior, en los tumores HER2-/ER+.
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Figura 24. Violin plots. Se representa la ratio del AUC de los modelos definidos en las
diferentes cohortes versus el modelo que incluye solo la variable PAM50. Valores por

encima de 1 indican una mejoria de los modelos propuestos frente al modelo PAMS50.
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4.4.1.3.5. Validacion de los modelos predictivos

Tal y como se ha especificado en la seccion material y métodos, los modelos predictivos
que han sido definidos en la Cohorte_Discovery han sido evaluados en cohortes externas
que tienen el mismo esquema de tratamiento y con la informacion clinico-patoldgica y
molecular necesaria que requieren los modelos. Este no es el caso de la variable PAM50,
que en las cohortes externas que han sido exploradas para la validacién de nuestros
modelos no esta presente, por lo que el predictor PAM50 no queda contemplado en la
validacidon de nuestros resultados. En cuanto a la division de las cohortes segun su
estatus de HER2 y ER, la cohorte de validacién (Cohorte_Validation) ha sido dividida de
la misma forma que Ila cohorte de descubrimiento, con tres cohortes
Cohorte_V_Allsubtypes/HER2-/ER+. En las curvas ROC podemos observar como se
comporta cada uno de los modelos con respecto a la linea de aleatoriedad. En el caso
de la cohorte que incluye todos los subtipos de cancer de mama
(Cohorte_V_A/lsubtypes), vemos que el modelo con mayor poder predictivo, y por tanto
mas alejado de la linea, es el modelo que incluye tanto informacion clinico-patoldgica
como molecular, el modelo CLINGENEX_A//subtypes con un AUC de 0.74. En el violins
plot, observamos que el rango que AUCs es menor en el modelo CLIN_A//subtypes
encontrando en su limite inferior valores por debajo del 0.5. Si comparamos el rango de
los modelos con los AUCs mas alto, GENEX_A//subtypes vs CLINGENEX_A//subtypes, el
modelo mas compacto en torno a su AUC es el modelo CLINGENEX_A//subtypes. En la
cohorte que sélo incluye a aquellas pacientes con tumores HER2- (independientemente
del estatus de ER), no existen grandes diferencias entre los tres modelos predictivos y
en este caso la informacion molecular por si sola (GENEX_HER2-) no parece ser mas
informativa que las variables clinico-patoldgicas (CLIN_HER2-) ya que el AUC es menor
(0.58 vs 0.63, respectivamente). Sin embargo, la combinacién de ambas
(CLINGENEX_HER2-) se posiciona como el mejor modelo para predecir la respuesta al
tratamiento con NAC en pacientes HER2- (AUC 0.67). De la Cohorte_V_ER+ que incluye
aquellos tumores con HER2- y ER+, los modelos CLIN_ER+ y GENEX_ER+ por separado
obtienen el mismo poder predictivo o valor de AUC (0.71) mientras que el modelo

CLINGENEX_ER+ tiene el mayor AUC o poder predictivo (0.76), Figura 25.
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Figura 25. Validacién de los modelos predictivos CLIN_A//subtypes/HER2-/ER+, GENEX_A//subtypes/HER2-/ER+ y CLINGENEX_
Allsubtypes/HER2-/ER+ en las Cohortes_Validation. A. Curvas ROC de los modelos predictivos de pCR en las Cohortes_Validation. B. Los
violin plots representan la distribucion del AUC obtenido durante las mil iteraciones de cada uno de los modelos en las diferentes

Cohortes_Validation.
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En la Tabla 15 han sido resumidos todos los AUCs obtenidos de todos los modelos en
ambas cohortes, tanto la de descubrimiento como la de validaciéon. De las cohortes de
pacientes con todos los subtipos de cdncer de mama, el mejor modelo es el
GENEX_A//subtypes. En la cohorte de validacion pierde fuerza predictiva, aunque sigue
mejorando al modelo CLIN_A//subtypes. Para los tumores HER2-, el mejor modelo para
predecir la respuesta al tratamiento es el que combina tanto la informacion clinica como
la informacion molecular (CLINGENEX_HER2-), afirmacion que se valida en la cohorte
externa. Y lo mismo ocurre con la cohorte de pacientes HER2-/ER+, para los que,
aunque el modelo GENEX_ER+ y CLINGENEX_ER+ muestran el mismo valor predictivo
(AUC 0.96), los resultados de la validacién otorgan al modelo CLINGENEX_ER+ el maximo

valor predictivo.

Tabla 15. Resumen de todos los AUCs obtenidos de los modelos predictivos tanto en las cohortes donde han sido disefiadas
como en la cohorte de validacién (incluyendo PAM50 en las Cohortes_Discovery).

Cohortes Modelo predictivo AUC
CLIN_Allsubtypes 0.55
GENEX_Allsubtypes 0.79

Cohorte_D_A/lsubtypes
CLINGENEX_Allsubtypes 0.74
a PAM50 0.51
§ CLIN_HER2- 0.6
-Q‘QI Cohorte_D_HER2- GENEX_HER2- 0.83
g CLINGENEX_HER2- 0.85
2 PAMS50 0.52
© CLIN_ER+ 0.71
Cohorte_D_ER+ GENEX_ER+ 0.96
CLINGENEX_ER+ 0.96
PAM50 0.76
CLIN_Allsubtypes 0.58
Cohorte_V_A//subtypes GENEX_Allsubtypes 0.67
_§ CLINGENEX_Allsubtypes 0.74
3 CLIN_HER2- 0.63
§| Cohorte_V_HER2- GENEX_HER2- 0.58
g CLINGENEX_HER2- 0.67
§ CLIN_ER+ 0.71
Cohorte_V_ER+ GENEX_ER+ 0.71
CLINGENEX_ER+ 0.76
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4142 Analisis de supervivencia

Hemos definido la supervivencia en base al evento MCE. De los 84 pacientes que hemos
considerado en esta parte del estudio, 44 personas han sobrevivido
(independientemente si actualmente tienen enfermedad o no), 27 han fallecido con la
enfermedad y de 13 no disponemos de la informacién. En la Figura 26 observamos la
curva de Kaplan y Meier con la supervivencia global, enfrentando la probabilidad de
supervivencia frente al tiempo en dias. En nuestra poblacién de estudio hay muchos
pacientes que no sufren el evento, es decir, muerte con enfermedad, siendo la

probabilidad de que un paciente sobreviva al menos un 50% de 3413 dias.
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Figura 26. Curva de Supervivencia de Kaplan-Meier de las pacientes incluidas en este estudio teniendo
como evento la muerte con enfermedad (MCE), en este caso cancer de mama o metastasis derivado
de él.

En la Figura 27 se muestran las curvas de Kaplan y Meier de las variables categéricas
significativas. La aplicacion de un Log Rank test, nos permite distinguir si las curvas son
distintas para algunos de los grupos. En nuestro estudio variables como la expresién del
ER, el subtipo determinado por PAMS50, el porcentaje de Ki67 y la expresion génica de
FGFI10vy de /IDHZ2 estan relacionadas con la supervivencia. En el caso del marcador ER, la
expresién positiva de este proporciona al paciente una mayor probabilidad de
supervivencia (p=0.022). El Basal-Like y HER2-enriched son los subtipos de PAM50 que
menor supervivencia presentan, mientras que los Luminales, sobre todo el Luminal B,
estan relacionados con una mayor supervivencia (p=0.029), aquellos pacientes con

tumores mas proliferativos, segun el marcador Ki67 antes del tratamiento con NAC,
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tienen menos probabilidad de supervivencia que aquellos tumores menos proliferativos
(p=0.0022). Agrupando la expresién de los genes en 3 cuartiles, alta expresidn,
expresiéon media y baja expresion, se observa que tener una alta o media expresion del
gen FGF10proporciona una mayor supervivencia que tener una expresion baja y ademas
es la variable con mayor poder estadistico en la diferencia entre sus curvas de
supervivencia (p<0.0001). El contrario es el caso de la expresion génica de /DH2, donde

una alta expresién se relaciona con probabilidad de supervivencia menor (p=0.037).
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Figura 27. Se muestran las curvas de supervivencia Kaplan-Meier de las variables que tienen una relacién estadisticamente
significativa con el evento MCE. La comparacién entre categorias dentro de la misma variable se ha realizado con una prueba
no paramétrico (Log Rank). A. Comparacion entre la categoria ER- y ER+ de la variable ER. B. Curvas de las 4 categorias dentro
del subtipos de PAM50. C. Diferencia entre las curvas de supervivencia entre un porcentaje de Ki67 mayor y menor de 50. D
y E. La expresion de los genes FGF10 y IDH2 se ha divido en 3 cuartiles para determinar las diferencias entre sus curvas de
supervivencia.

Los modelos de regresidn univariante y multivariante de COX (Tabla 16) para el estudio
de supervivencia se han llevado a cabo con la informacién clinica y de expresion génica.
En el andlisis univariante, las variables con relacién estadisticamente significativa con la
supervivencia son: la expresion positiva de ER, el subtipo Luminal B determinado por
PAMS50, el Ki67 mayor del 50%, una alta expresion de IDH2, y una alta e intermedia
expresién de FGF10. Segin el HR de cada una de las variantes de las variables, la
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expresién positiva de ER, el subtipo Luminal B y niveles de expresién altos e intermedios
de FGFI10 parecen conferir proteccion frente al evento, en este caso muerte con MCE. Sin
embargo, valores de Ki67 por encima del 50% y alta expresion del gen IDH2 aumentan
la probabilidad de dicho evento. En el andlisis multivariante se mantiene la disminucion
de la probabilidad de MCE en aquellos pacientes que tienen alta e intermedia expresion
en FGF10. La expresion de PR y la edad del paciente también se incluyen como factores
protectores del evento. También, como en el caso del univariante, la alta expresion de
IDHZ2, y porcentajes mayores al 50 en Ki67 estan relacionados el aumento de MCE. Muy
significativo es el caso de la alta expresién de S7K77 siendo la probabilidad de que
ocurra el evento 25,7 veces superior que en el caso de una expresion a la baja de este

gen (p<0.001).

Tabla 16. Resultados de los modelos de regresion logistica de COX con todas las variables incluidas en este estudio, solo se muestran
aquellas variables donde en alguna de sus categorias tiene una relacién estadisticamente significativa con el evento MCE. A.
Resultados del andlisis univariante de COX. B. Resultados del andlisis multivariante de COX.

A B Hazard ratio
FOF10_cat falorence -
Variables HR P-value 0ol ——— <0001
Expresion de ER 0,4007 0,0269 58 tane L
0,078 H <0.001
Subtipo Luminal B (PAM50) 0,2383  0,0065 i) N . il
STK11 _cal rotoronce
= 50% de Ki67 3,295 0,0039 T F
Alta expresionde IDH2 2,6508 0,0481 e P : ——
Expresion intermediade FGF10 0,1527 0,0008 1DH2_cat atorance L]
Alta expresion de FGF10 0,1882 0,0013 0 1 i H =
(139887318 e ooz*
wieT_can o o
W it e e
PatientAge (=71) | ] no4z*

4.4.2. Alteraciones genéticas (DNA-Cohorte)
4.4.2.1. Caracteristicas clinicopatoldgicas

Las pacientes incluidas en esta parte del estudio son 25, con un tamafio tumoral de 3
cm de media, un 60% de las pacientes tenian afectacién ganglionar en el diagnéstico y
prevalece el grado tumoral histoldgico entre 1 y 2 (mas del 50% de las pacientes). Mas
del 50% de las pacientes expresan el ER y un 24% sobreexpresan el HER2. En esta
cohorte, la mayoria de las pacientes tienen un porcentaje de Ki67 menor de 50 y
prevalece los subtipos Luminales tanto definidos por IHQ como por PAM50. La

distribucién de las pacientes que han obtenido pCR frente a las que no estd muy
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desbalanceada (16 vs 84%, respectivamente) (Tabla 17). Debido a esta
desproporcionalidad los resultados y conclusiones producto del andlisis de estas
pacientes no seran tenidos en cuenta y solo se proporcionard una descriptiva de las

mutaciones encontradas.

Tabla 17. Caracteristicas clinico-patolégicas de la DNA-cohorte.

Variables clinicopatolégicas n %
Todos los casos 25 100
Tamafio tumoral (media) 3 -

Afectacién ganglionar clinica

Positiva 15 60

Negativa 9 36

NA 1 4
Grado tumoral histolégico

1-2 13 52

3 10 40

NA 2 8
Expresion del ER

Positivo 13 52

Negativo 12 48
Expresién del PR

Positivo 12 48

Negativo 13 52
Sobrexpresién del HER2

Positivo 6 24

Negativo 19 76
Ki67

< 50% 14 56

> 50% 10 40

NA 1 4
Subtipos IHQ

Luminales (A+B) 12 48

HER2+ 6 24

Triples Negativos 7 28
Subtipos moleculares por PAM50

Luminal A 1 4

Luminal B 9 36

HER2-enriched 6 24

Basal-Like 8 32

NA 1 4
Respuesta completa patolégica (pCR)

Si 4 16

No 21 84
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4.4.2.2. Descriptiva de las mutaciones encontradas en Tl

De las 25 pacientes de T1 secuenciadas, 23 de ellas tenian alguna alteracion en los genes
secuenciados. Han sido determinadas 82 mutaciones que se reparten entre los
siguientes 31 genes: TP53, ATM, RECQL4, BRCAZ2, ERBB2, AURKA, BRCAI, ERCCS,
KMT2C, NFI1, PIK3CA, POLE, TBX3, CCND3, CDHI, CDKN2A, EGFR, ESRI, FANCA,
MAP3K1, MYC, PALB2, PTEN, ABCBI, ERCC2, FANCDZ2, KRAS, MAP2K4, MCL1, NCORI y
PIK3R1. En la Tabla 18 se especifica el nUmero de veces que un gen ha sido mutado (ho
se especifica si la mutacién concreta) y en la Figura 28 se indica su porcentaje con
respecto al total. El gen con mds mutaciones es 7P53, con el 16% de las mutaciones
identificadas en él. Los genes ATM, RECQL4 y BRCAZ también se encuentran entre los
genes mas mutados (9, 6 y 5%, respectivamente).

Tabla 18. Recurrencia de los genes mutados en las pacientes incluidas en este estudio.

Genes Mutados en T1 Recurrencia del gen mutado
TP53 13
ATM

RECQL4
BRCA2
ERBB2
AURKA
BRCA1
ERCC5
KMT2C
NF1
PIK3CA
POLE
TBX3
CCND3
CDHI1
CDKN2A
EGFR
ESR1
FANCA
MAP3K1
MYC
PALB2
PTEN
ABCBI1
ERCC2
FANCD2
KRAS
MAP2K4
MCL1
NCOR1
PIK3R1
Total mutaciones determinadas

~N

| === == == INN=NNNNNNDNNWNWWWWW W W >A~OU

o)
N
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4%
KMT2C
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Figura 28. Porcentaje de los genes mutados.

En el oncoplot A de la figura 29 se muestran los tipos de mutacién encontrados en cada
gen de las 23 pacientes con mutaciones. El tipo de mutacion mas comin encontrado en
los 31 genes es la mutacion con cambio de sentido o missense mutation, un cambio
puntual de la secuencia que da lugar a un codén diferente al original y que este equivale,
por tanto, a un aminodcido diferente. El resultado son proteinas andémalas v,
normalmente, no funcionales debido a los cambios. En todos los genes mutados,
excepto PIK3R1y MAPZ2K4, encontramos mutaciones de cambio de sentido. El siguiente
tipo de mutacién mas comun es la mutacion sin sentido o nonsense mutation, este tipo
de mutacién da lugar a un codén de parada que provoca la terminaciéon prematura de la
proteina. Encontramos nonsense mutation en los genes ATM, BRCAZ, NFi, MAP2K4 y
PIK3R 1. Desde el punto de vista del porcentaje de pacientes con mutaciones, el 52% de
ellas tienen mutaciones en 7P53, el 26% en ATM, el 17% en BRCA2y RECQL4y 13% de

los genes AURKA, BRCAI, ERCC5, KMT2C, NFI1, PIK3CAy TBX3. Las pacientes 45PNVV,
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46PNVV y 49PNVV responden al tratamiento con NAC. La paciente 18MF tiene el mayor
numero de genes mutados, 13 y también el mayor nimero de mutaciones, en este caso
16. Esta paciente no presenta respuesta al tratamiento con NAC y el subtipo molecular
de su tumor primario corresponde a Basal-Like. La paciente 27PNVV est4, también, a la

cabeza en el numero de genes mutados y mutaciones, 7 y 10, respectivamente.

4.4.2.3. Alteraciones en Tl segun la respuesta a la NAC

Aun siendo conscientes de que el subgrupo de pacientes que obtienen pCR es muy
reducido, hemos dividido las descriptivas entre pacientes que obtienen pCR y los que
no. Cabe destacar que tanto en pacientes que responden como en los que no, los
resultados en nuestra cohorte son similares. El gen mas mutado en ambos grupos es
T7P53, estando en el 45% de las pacientes que no responden al tratamiento y en el 100%
de las pacientes que responden. El siguiente gen mas mutado es A7M, tanto es
respondedoras como en no respondedoras, en un porcentaje mas similar que en el caso
de 7P53, 25% en pacientes no respondedoras y 33% en respondedoras. Los siguientes
genes mas mutados en las pacientes no respondedoras al tratamiento con NAC son
BRCAZ2, RECQL4, estando en el 20 % de las pacientes con mutaciones. En el caso de las
pacientes respondedoras, los genes AURKA, CCND3, ESRI, KMT2C, NCORI, PIK3CA y
T7BX3 se encuentran en el 33% de los casos. Estos Ultimos genes mencionados también
se encuentran mutados en las pacientes no respondedoras, pero en menor porcentaje,
excepto el gen NCOR]T que no se encuentra mutado en las pacientes que no responde
(Figura 29, B). En las pacientes que obtienen pCR vemos una homogeneidad en cuanto
al tipo de mutacién que encontramos, en este caso el 100% de las mutaciones son
missense. Distinto es el caso de las que no obtienen pCR, aun siendo la mas abundante
la mutacion missense, encontramos un abanico mas amplio de mutaciones. En el caso
de 7P53, encontramos mutaciones tanto missense como en el sitio de ayustamiento o
splicing, en el gen ATM se ha determinado tanto missense como nonsense, y en BRCA2
y RECQL4 hemos identificado missense, nonsensey alteracién del marco de lectura por
insercidon (o Frameshift insertion mutation) en el caso de BRCA2 y missensey multi hit

en el caso de RECQL4 By C de la Figura 29).
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Figura 29. Oncoplots. Se identifican los genes en los que se han encontrado al menos una mutacién y las pacientes de la DNA-
cohorte. El porcentaje mostrado en la derecha de la matriz se corresponde con el porcentaje de mujeres con mutaciones que tienen
ese gen concreto mutado. El diagrama de barras en el lateral derecho especifica el tipo de mutacidon encontrado dentro de cada gen.
El diagrama de barras en la parte superior de la matriz identifica el tipo de mutacién encontrada dentro de cada paciente. A.
Resultados de todas las pacientes incluidas en el estudio. B. Resultados de las pacientes que no obtienen respuesta a la NAC. C.
Resultados de las pacientes que obtienen respuesta a la NAC.
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4.5. DISCUSION

Identificar aquellos pacientes que tras la NAC van a conseguir pCR seria crucial para el
abordaje de la enfermedad desde el inicio ya que solo el 31% de las pacientes con cancer
de mama responden satisfactoriamente al tratamiento neoadyuvante. Actualmente, los
mejores predictores de pCR se pueden dividir en dos clases, en primer lugar, aquellos
que se identifican como variables clinico-patoldgicas determinadas en la mayoria de los
casos por marcaje de proteinas, como es el caso de Ki67 o la determinacién de los
subtipos de mama por IHQ, por técnicas de imagen, como es el caso del tamafo tumoral
mamografico o definidas por la propia experiencia del facultativo como es el caso de la
afectacion ganglionar antes del tratamiento. En segundo lugar, se encuentran las
predictores basados en las caracteristicas moleculares como son la expresién génica o
la determinacion de alteraciones a nivel de genoma, como en el caso de los subtipos
determinados por PAMS50, la clasificacion de /nc/ust o la firma TRAR (1). En base a toda
esta informacién, el objetivo del estudio que hemos llevado a cabo es encontrar una
firma que mejore lo ya conocido para obtener una herramienta predictora
suficientemente robusta para la practica clinica En este trabajo, se han recogido todas
las variables clinicopatolégicas que por rutina se llevan a cabo en los hospitales que han
colaborado en el proyecto (incluyen todas las variables definidas como predictoras de
pCR en la literatura), se ha determinado el subtipo IHQ asi como el subtipo de PAM50
en todas nuestras pacientes y ademas hemos analizado la expresién génica de 730
genes involucrados en cadncer y las mutaciones de los 52 genes mas importantes en el
cancer de mama, todo ello con el objetivo de obtener un modelo que mejore la
prediccion de pCR. Como hemos mencionado anteriormente, el analisis de las
mutaciones ha quedado reducido a una descriptiva de las alteraciones encontradas ya
que el niumero de pacientes con DNA de calidad para realizar los experimentos se ha
visto muy reducido. Cabe destacar que los genes mutados mas frecuentemente en
nuestras pacientes son 7P53y ATM. A excepcién del gen NCOR], que se encuentra
mutado exclusivamente en las pacientes con pCR, todos los genes mutados en las

pacientes con pCR se encuentran también en las no respondedoras.
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Sin embargo, debido al bajo nimero de pacientes incluidos en esta parte del estudio,
estos resultados carecen de significacién estadistica y pueden presentar cierto sesgo.
Por lo tanto, en la discusidon nos centraremos en los resultados mas prometedores
generados en base al andlisis de las diferencias en expresién génica entre pacientes
respondedoras y resistentes a la NAC.

Uno de los principales hallazgos de este trabajo se basa en el hecho de que los modelos
predictivos generados no son un subrogado de los subtipos de cancer de mama, incluso
de aquellos subtipos determinados por variantes de expresion génica, sino que se basan
en las diferencias bioldgicas encontradas en la expresion génica de 730 genes
estrechamente relacionados con cancer entre los dos escenarios de interés, tumores sin
capacidad de hacer frente a la NAC, versus aquellos tumores con herramientas
moleculares para hacer frente al tratamiento. De los 10 genes DE con significacion
estadistica, 5 presentan un FC superior al 1.5 en valor absoluto (FGFR4, CDC6, GNG4,
MYCNYy LEFTYT), lo que indica que son los genes con mayor cantidad de cambio en su
expresién génica entre pCR y no-pCR. A excepcién de LEFTY] (FC> -1.5), dichos genes
tienen mayor expresion en pacientes con pCR (FC> 1.5). Segun el OR del analisis
univariante, la expresién de los genes relacionada con pCR sigue la misma tendencia
que el FC, es decir, en aquellos genes donde el FC es positivo, el OR estd por encima de
1,y en el caso de FC negativo, el OR esta por debajo de 1, reforzando estos resultados
la validez de nuestros datos. Segun los resultados obtenidos en el analisis de Pearson,
las correlaciones en la expresién génica entre los pares de genes FGFR4-MYCN y MYCN-
GNG4 son las mas intensas, positivas y estadisticamente significativas (r=0.39,
p=0.0002 y r=0.37, p=0.0005, respectivamente). Ambos genes pertenecen a la via de
la PI3K, y estdn asociados positivamente a pCR; sin embargo, no existe correlacién entre
ellos, por lo que, nuestro andlisis define una relacién independiente con MYCN y por
tanto la redundancia en cuanto a los mecanismos de resistencia asociados a esta ruta
bioldgica y la necesidad de incluir varios genes en la descripcidon de estos mecanismos
y de las posibles dianas terapéuticas.

Todos los modelos predictivos han sido disefiados en base a la importancia que tienen

las diferentes variables a la hora de predecir respuesta al tratamiento. En nuestra cohorte
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Allsubtypes, donde no hay distincion por subtipos, los modelos predictivos que incluyen
los genes DE, como es el caso de los modelos GENEX_A//subtypes vy
CLINGENEX_A/lsubtypes obtienen mayor valor predictivo que aquellos que solo incluyen
variables clinicas (CLIN_A//subtypes) o el modelo formado Ginicamente por PAM50 (AUC
de 0.79y0.74 vs 0.55y 0.51, respectivamente). Cabe destacar que la variable con mayor
importancia seleccionada en el modelo CLIN_A//subtypes es la sobreexpresion de HER2,
en coherencia con el hecho de que HER2 es uno de los marcadores mas significativos de
respuesta al tratamiento con NAC (4). En cuanto a la ratio entre nuestros modelos y el
modelo PAM50, para determinar la cantidad de mejora con respecto a este clasificador
que se postula como el mejor predictor de pCR en el panorama actual, vemos que tanto
CLINGENEX_ALLsubtypes como GENEX_A//subtypes son superiores en cuanto a poder
predictivo definido por su valor de AUC. Esto se mantiene en las cohortes HER2- y HER2-
/ER+. El valor mas alto de la ratio se da en la Cohorte_D_HER2-, donde el modelo
CLINGENEX_HER2- supera en mas del doble al poder predictivo de PAM50. Resultados
similares se obtienen con el modelo GENEX_HER2-. En la cohorte exclusivamente ER+
(HER2-/ER+) las ratios son menores. Como ya Prat y colaboradores (2016) identificaron,
la capacidad predictiva de pCR del clasificador PAM50 en cohortes Luminales A (cohorte
que clinicamente tiene un porcentaje alto de tumores ER+) era la Unica estadisticamente
significativa (20). Sin embargo, aunque menor con respecto a la cohorte en general, el
poder predictivo de CLINGENEX_ER+ y GENEX_ER+ sigue siendo mayor que el de PAM50.
Sin atender a comparaciones con predictores ya publicados, cuando validamos nuestros
modelos en un set de datos independiente al nuestro con las caracteristicas de las
cohortes donde fueron definidos, los resultados siguen la misma tendencia; por si solas
las variables clinicas no consiguen el mismo poder predictivo que cuando se integra la
informacion de los genes DE de nuestra cohorte. El modelo CLINGENEX_A//subtypes,
aunque en la cohorte de descubrimiento presenta menor AUC que el modelo
GENEX_A//subtypes, en la cohorte de validacion donde el nimero de pacientes aumenta
considerablemente (84 vs 177), se posiciona como el mejor modelo predictivo. Aunque
los resultados obtenidos en la cohorte_D_HER2-, con el modelo CLINGENEX_HER2-

suponen una gran mejora con respecto a CLIN_HER2- o PAM50 (AUC 0.85 vs 0.60y 0.52,
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respectivamente) este modelo en la cohorte de validacion pierde fuerza predictora (0.85
vs 0.67); si bien este modelo predice pCR en esta cohorte mejor que las variantes clinicas
por separado. Y, por ultimo, en aquellos tumores HER2-/ER+, la capacidad predictiva
del modelo CLINGENEX_ER+ lo posiciona como el mejor modelo predictivo tanto en la
cohorte_D_ER+, donde incluimos 39 pacientes, asi como en la de validacion,
cohorte_V_ER+, donde se incluyen 344 pacientes (AUC 0.96 y 0.76, respetivamente).
Teniendo en cuenta que las pacientes con tumores ER+ se benefician muy poco del
tratamiento con NAC, tener una firma con un alto valor predictivo de pCR, como es el
caso de CLINGENEX_ER+ (AUC 0.96 en la cohorte de descubrimiento y AUC 0.76 en la
cohorte de validacién) tendria alta utilidad clinica. Identificar los tumores resistentes a
la NAC previamente a su administracién posibilita la consideracién de estrategias
terapéuticas alternativas para este tipo de tumores como es la inmunoterapia o el
tratamiento con inhibidores de CDK4/6, ademas de evitar los efectos toxicos derivados
de ella.

FGFR4y LEFTY1 son los genes que los modelos predictivos siempre elijen como variables
con alta importancia para la prediccion de pCR en todas las cohortes donde hemos
disefiado modelos predictivos, es decir, en la cohorte que alberga todos los subtipos,
en las que solo se incluyen pacientes HER2- y en la cohorte HER2-/ER+. FGFR4, que se
encuentra mas expresado es pacientes que obtienen pCR, es un miembro altamente
conservado de la familia de los receptores tirosin-kinasa de membrana y es integrante
de varias vias normalmente alteradas en procesos tumorales como son las vias de la
MAPK, RAS y PI3K. El 7% de las alteraciones de los genes de la familia FGFR descritas en
un estudio realizado en 4853 cdnceres se encuentran en dicho gen (105). Y aunque haya
sido histéricamente poco estudiado en comparacién con otros integrantes de la misma
familia, la activacién aberrante de FGFR4 ha sido relacionada con progresién tumoral,
supervivencia celular y resistencia a diferentes tratamientos. De hecho, cada vez hay
mas claras evidencias de que tiene un rol importante en el cdncer de mama y en el
hepatocarcinoma. De este ultimo ya hay diferentes ensayos clinicos en marcha (106).
Segun The Cancer Genome Atlas (TCGA), el gen FGFR4 esta mas expresados en pacientes

con cancer de mama definidos como HER2enriched por PAM50 (22). Dado que el subtipo
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HER2enriched es de los que mejor responden al tratamiento con NAC y mayor tasa de
pCR obtiene (1), la sobreexpresion de FGFR4 en nuestra cohorte de pacientes que tras
el tratamiento obtienen pCR puede deberse a la presencia del subtipo HER2enriched,
que es el 26% del total, y de ellas el 39% obtienen pCR. En un estudio reciente, Garcia-
Recio et al (2020) en modelos animales derivados de pacientes (PDX), relacionaron la
sobreexpresién de FGFR4 en el subtipo HER2-enriched previamente publicado en TCGA
(22) con mayor progresién tumoral, metastasis y diferenciacién de subtipos desde
HER2enriched a HER2- tras el tratamiento con anti-HER2 (107). En cancer de mama TN,
se determind que bajo un tratamiento especifico donde no se incluia Antraciclinas, sino
gue eran tratados con Taxanos+Carboplatino o Taxano+Gemcitabina, inicamente en el
caso del tratamiento con este ultimo, la sobreexpresion del gen FGFR4 se asociaba a una
disminucion de la tasa de pCR (11). Aunque a priori todo indique que la activaciéon de
FGFR4 es un marcador de resistencia al tratamiento diana anti-HER2, y haya sido
relacionado con wuna baja tasa de pCR en pacientes TN tratadas con
Taxanos+Gemcitabina, en nuestra cohorte donde estdn presentes todos los subtipos y
el tratamiento es de Antraciclinas+/-Taxanos en neoadyuvancia la sobrexpresidon de
dicho gen en la biopsia diagnostica tras la NAC se relaciona con alta tasa de pCR (OR
1.48, 95% IC (1.20-1.92), p=4.03E-05). Cabe destacar que esta implicacién en la
prediccion de la pCR no la hemos visto Unicamente en la cohorte Al/subtypes, sino que
tanto en tumores HER2- como en HER2-/ER+ ha sido seleccionada como una de las
variables con mayor peso para la prediccién de la respuesta.

El otro gen que nos genera gran interés debido a su implicacién en la predicciéon de pCR
segln nuestros datos y con independencia del subtipo es LEFTY]. Es un gen supresor
de tumores, en trabajos donde se han estudiado masivamente el comportamiento de
genes en el cAncer de mama, como es el caso del TCGA (22) o estudios procedentes del
Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium (METABRIC)(108), se ha
visto que el 20% de los canceres de mama tienen amplificaciones del gen LEFTY]. Segln
los datos de Zabala et al. (2020), LEFTY] induce la proliferacion en las células
progenitoras del epitelio mamario mediante la inhibicion dual de las vias SMAD2 y

SMADS, ya que la inhibicion quimica de estas dos proteinas confiere mayor capacidad
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proliferativa en las células epiteliales in vitro. Esto se relaciona con fenotipos Stemness
(23). Ademas, el aumento de expresion de dicho gen ha sido asociado con capacidad
proliferativa a largo plazo y esto a su vez con resistencia al tratamiento tanto con
radiacion como con quimioterapia (97). En nuestra cohorte LEFTY] tiene expresion a la
baja en aquellos pacientes que responden a la NAC. EL hecho de que su expresion al
alza se relacione en previos estudios con aumento de la proliferacién no concuerda con
el hecho de que el aumento de proliferacién favorece la respuesta al tratamiento con
NAC, pero su asociacién con fenotipos Stemness y con capacidad proliferativa a largo
plazo, lo posicionan como un posible marcador de Cancer Stem Cell y, por lo tanto, de
resistencia a tratamiento. Por otra parte, se han descrito amplificaciones de LEFTY] en
el 20% de los canceres de mama, pero no hay ningln ensayo previo en el que se haya
estudiado el comportamiento de este gen con respecto al tratamiento con NAC.Segun
nuestros resultados tanto del analisis de expresion diferencial como del analisis
univariante, LEFTY] se asocia de manera negativa con la pCR, y en pacientes que
responden a la NAC se encuentra mas inhibida su expresién génica (analisis de
expresién diferencial: FC -1.51 y p=0.00024, analisis univariante: OR 0.75 (95% I1C 0.60-

0.91) y p=0.0047).

4.6. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el estudio de nuestra cohorte, proponemos nuevas
firmas génicas que predicen mejor la respuesta al tratamiento con NAC en pacientes con
cancer de mama. Dichos modelos predictivos, que incluyen las caracteristicas de mayor
importancia en la prediccién de pCR integrando los marcadores clasicos, junto con la
informacion de expresidon génica y usando inteligencia artificial, definen mejor a la
poblacion que va a obtener pCR que las variables clinico-patoldgicas clasicamente
usadas o que el clasificador de subtipos moleculares PAM50 por si solo. Ademas,
nuestros resultados, validados en un set de datos con un nimero de pacientes
significativamente mayor a nuestra cohorte de estudio, muestran que aquellos tumores
de mama que se han diagnosticados HER2-/ER+ al inicio, podrian beneficiarse del valor
predictivo de la respuesta al tratamiento con NAC del modelo CLINGENEX_ER+, que

segln nuestros resultados mejoran al clasificador PAM50. Proponemos, también, que
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los genes FGFR4y LEFTY] deben ser investigados por su implicacién en los mecanismos
de resistencia a NAC, al igual que los genes de los que ellos dependen o viceversa, ya
que tienen un peso importante en la prediccion de la respuesta a la NAC. En el caso del
FGFR4, se encuentra muy asociado a responder satisfactoriamente a la NAC, , mientras
que LEFTY] se asocia a mecanismos de resistencia, que podria deberse a su implicacion

en fenotipos Stemness.
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5.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La respuesta al tratamiento con NAC es clave para el pronéstico del paciente después de
la cirugia. Existen distintos grados de respuesta a este tratamiento que van desde pCR,
definido como ausencia células tumorales en el tejido mamario y en ganglios
adyacentes, hasta una extensa enfermedad residual pasando por un todo un espectro
de respuestas intermedias (1). La presencia de RD después del tratamiento con NAC es
un factor pronodstico fundamental. Se ha demostrado que la reduccién de la carga
tumoral después del tratamiento estd asociada con un incremento de SLE y de la SG (12)
(3)(53) (13) . Con laidea de poder clasificar el resultado clinico segun las caracteristicas
de la RD, se han determinado biomarcadores que proporcionan una valoracién
cuantitativa de la extension tumoral y eso a su vez se ha relacionado con un resultado
clinico concreto. La determinaciéon de Ki67 en la RD, el indice de RCB y la RPCB son
algunos de los marcadores que se usan para determinar los distintos espectros de
resistencia (1).

Cuando el porcentaje de Ki67 es bajo tras el tratamiento (0-15%) el resultado clinico es
comparable a la ausencia de enfermedad residual u obtencién de pCR. Pacientes con RD
con un porcentaje alto de Ki67 (>35%) tienen mas riesgo de recaida y de muerte que el
resto de las pacientes con porcentajes menores (57) (66).

El indice RCB estratifica los pacientes con RD tras la NAC segun una serie de parametros
anatomo-patolégicos del tumor residual que se corresponden con un resultado clinico
concreto; RCB-0 (equivalente a pCR), RCB-1 (RD minima), RCB-II (RD moderada) y RCB-
Il (RD extensa). De hecho, este indice ha sido identificado por Symmans y colaboradores
como un predictor independiente de la SLRD (49). Una sinergia entre los dos marcadores
anteriores es el RPCB, que aglutina el valor de Ki67 y el nivel de RCB de la RD, resulta
mucho mas (til en el escenario del prondstico a largo plazo. Es mas, este marcador es
de valor pronéstico incluso en pacientes con tumores ER+, en los que el valor Ki67 y

RCB por separado carece de él (69).
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5.1.1. Marcadores moleculares de RD

Debido a la agresividad que presenta el cAncer de mama TN cuando el efecto citotoxico
de la NAC no acaba con la totalidad del tumor, es el tipo de cancer de mama donde mas
ha sido estudiada la RD a nivel molecular. De hecho, en este subtipo se ha comprobado
qgue la NAC trae consigo una serie de adquisiciones y pérdidas cadticas de CNAs en el
genoma de las células que sobreviven a ella. Por ejemplo, las amplificaciones en los
genes MCL1, MYC, KRAS, BCL9, EGFR, CDKNZ2A, BIRC2y BIRC3 han sido identificadas en
la RD cuando se compara con el tumor antes del tratamiento (24). Ademas, perfiles
especificos de expresién génica del tumor residual también tienen valor prondstico. De
hecho, en pacientes TN, se han generado firmas de expresion que forman un modelo
predictivo para la SLR en tres afios con los genes AR, GATA3, ESR2, GBX2, KRT16, MMP28
y WNTT 1. Aquellas pacientes TN que en la RD expresen al alza genes como ARo GATA3
(genes relacionados con fenotipos Luminales) van a tener una SLR del 76.9% frente al
25% de las pacientes que expresen al alza genes relacionados con marcadores de CSCs

como es el caso de KRT716, WNTI1] o MMP28(109).
5.1.2. Dinamismo en los biomarcadores ER, PRy HER2 tras la NAC

Debido a esta serie de cambios refractarios al tratamiento con NAC en la biologia
molecular del tumor de mama, se establece que este tumor residual adquiere una
identidad tumoral propia, distinta al tumor primario, variable y que como hemos
indicado puede tener valor pronéstico. Entre esos cambios moleculares definitorios de
fenotipos especificos dentro de la enfermedad residual se encuentra la mutabilidad en
la expresion de los marcadores por excelencia (ademas de dianas terapéuticas) en el
cancer de mama, como son los receptores hormonales ER, y de progesterona PRy HER2,
determinada en estudios donde se comparaban las similitudes/diferencias entre el
tumor primario y la RD. En el caso de los receptores hormonales, en tumores residuales
suele observarse la negativizacidon de estos durante el tratamiento. En base a esto, una
positividad en el tumor tras el tratamiento puede indicar la presencia de alta
heterogeneidad en el tumor primario. En el caso de los tumores con sobreexpresion del

HER?2 tratados con NAC y Trastuzumab, el 43% de las pacientes pierden en la RD la
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sobreexpresion de dicho marcador, debido, sobre todo, al tratamiento diana anti-HER2
con el que son tratados ademas del tratamiento citotéxico. Esto conlleva una eliminacién
especifica de aquellas células que sobreexpresan HER2.

Las consecuencias prondsticas de estas pérdidas de dianas terapéuticas en la
enfermedad residual son claras (57) (71) (70). Por tanto, la caracterizacién no sélo de la
extension tumoral con los marcadores tradicionales, sino del fenotipo concreto del
tumor residual de cada paciente, es imprescindible para la valoracion pronédstica de la
enfermedad residual y la eleccién del siguiente tratamiento.

Mas alla de la enfermedad residual, se carece en gran medida de factores deterministas
de metdstasis después del tratamiento con NAC y de un conocimiento mas profundo de
su relacién con perfiles moleculares especificos del tumor primario y la RD que puedan
generar modelos predictivos de la enfermedad a distancia en los distintos momentos
naturales de la enfermedad y el tratamiento. Este aspecto es sumamente importante si
consideramos que la enfermedad a distancia o metastasis es responsable del 90% de las
muertes relacionadas con el cdncer de mama (25). Actualmente, hay estudios donde se
han establecido varios marcadores diagndsticos de cancer de mama metastasico; sin
embargo, no se ha determinado ningun predictor nico de metdstasis a partir de la RD.
Considerando la necesidad expuesta de identificacién de marcadores prondsticos y que
definan el fenotipo de enfermedad residual, asi como predictores de metastasis desde
los distintos momentos de la enfermedad y el tratamiento, definimos los objetivos en
este capitulo como:

1) Identificacién de las alteraciones moleculares entre el tumor primario y la enfermedad
residual para entender la evolucion tumoral e identificar marcadores especificos de
resistencia.

2) Comparacion de las alteraciones encontradas entre el tumor primario y le enfermedad
residual con respecto al primer nicho metastasico para definir una posible respuesta
inmutable desde el inicio de la enfermedad.

Para ello, estudiaremos la expresion génica de 730 genes intimamente relacionados con
cancer con un analisis longitudinal de una cohorte homogénea de pacientes con cancer

de mama que presentaron enfermedad residual con posterior metastasis a distancia,
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serdn excluidas todas aquellas pacientes que presenten metastasis antes del tratamiento
con NAC. En todos los casos en los que ha sido posible, el estudio incluye la muestra
del tumor primario o muestra pre-tratamiento (Pre_T1), la enfermedad residual (RD_T2)

y la metastasis (Mtx_T3).
5.2. POBLACION DE ESTUDIO Y METODOLOGIA

A continuacidn, se va a describir los pacientes y la metodologia especifica de este

capitulo.
5.2.1. Pacientes y muestras

Se ha llevado a cabo un andlisis retrospectivo con pacientes bajo los siguientes criterios
de inclusién: que sean mujeres adultas (mayores de 18 afios) con cancer de mama
tratadas con NAC (Antraciclinas+/-Taxanos y terapia dirigida con Trastuzumab en las
pacientes HER2+) y no respondedoras al tratamiento con enfermedad residual y
metastasis. Las pacientes con subtipos IHQ determinados como TN y HER2+ no han
recibido terapia hormonal tras la cirugia, mientras que aquellas determinadas como
Luminales si han recibido. Las pacientes que presenten metastasis en el momento del
diagndstico del tumor primario o antes del tratamiento con NAC serdn descartadas. Que
tuvieran, al menos, muestra de tejido tumoral tanto del tumor primario antes del
tratamiento (Pre_T1) como de la enfermedad residual (RD_T2) y en los casos donde sea
posible muestra del tejido tumoral del primer nicho metastasico (Mtx_T3).

Todos los analisis se han llevado a cabo en muestras de tejido incluidos en parafina. La
respuesta al tratamiento se ha definido en la biopsia de la cirugia tras el tratamiento
neoadyuvante, segun el criterio Miller & Payne. La distribucion de las pacientes es

muestra en la figura 30.

Muestras pareadas entre Pre_T1y RD_T2
n=70

Cohorte capitulo Il

Muestras pareadas entre Pre_T1, RD_T2 y Mtx_T3
n=22

Figura 30. Esquema de la cohorte del capitulo II.
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5.2.2. Inmunohistoquimica, subtipos por PAM50 y determinacion de la RD

De cara a conocer nuestra poblacion de estudio desde una perspectiva clinica y para
dividir las pacientes en los diferentes subtipos de cancer de mama, se realizaron

tinciones inmunohistoquimicas para determinar ER, PR, CK5/6, Ki67 y HER2.

Desde los bloques de parafina de los pacientes seleccionados para el presente estudio
se hicieron cortes de 5um. La estacién de tincién automatizada (Autostainer Plus, Dako)
fue usada para ello, usando el kit EnVision FLEX System (Dako). Como cromodgeno,
usamos diamobencidina y para reemplazar el anticuerpo (Ac) primario se usé un suero

no-inmune como control negativo, y un control positivo especifico para cada anticuerpo.

A continuacion se describen los anticuerpos que se usaron para la cuantificacién de las
proteinas: para el receptor de estrogenos (ER) se us6 el Ac monoclonal de conejo, clona
SP1 de Master diagnostica; para el receptor de progesterona (PR), el Ac monoclonal de
conejo, clona Y85 de Master diagnostica; para la citoqueratina 5/6 (CK5/6), el Ac
monoclonal de ratén, clona D5/16B4 de Master Diagnostica; para el EGFR, el Ac
monoclonal de conejo, clona EP38Y de Master Diagnostica; para cuantificar Ki-67,
usamos el Ac monoclonal de conejo, clona SP6 de Master Diagnostica; y para HER2 el Kit
Herceptest de Dako. La tincién fue evaluada por el grupo de anatomia patoldgica. Para
ER y PR el resultado positivo se define como toda aquella tinciéon nuclear en mas del 1%
de las células (83) y para EGFR y CK5/6, la positividad viene dada por la deteccion
membranosa o citoplasmatica en al menos una célula. El marcador de proliferacién Ki67
fue determinado cuantificando el porcentaje de células neopldsicas con tincion nuclear
de Ki67. La sobrexpresion de HER2 fue evaluada de acuerdo a las guias internacionales
(84) y categorizadas como negativas si el resultado de la inmunohistoquimica era 0 o
+1; cuando el resultado era +2, se procedié a determinar la amplificacién del gen por

hibridacion /n situ fluorescente (FISH) o por hibridacion in situ cromogénica (CISH).

Los subtipos moleculares fueron determinados con el clasificador PAM50 de Nanostring
Techonologies, basado en la medicion de la expresién de 50 genes que clasifican los

tumores en 4 subtipos, Luminal A, Luminal B, HER2-enriched y Basal-Like (43).
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Para la determinacién de la RD, con una tincion de Hematoxilina y Eosina, el patélogo
determind un valor dentro de la clasificacion de Miller and Payne, donde el 5 equivale a
ausencia de células tumorales y del 4-1 equivale a diferentes grados de presencia de
células tumorales. Es decir, aquellas pacientes con valores entre 4 y 1 en la clasificacion
de Miller and Payne (en la muestra de la mama o en la axila) se consideran pacientes con
tumores resistentes al tratamiento con NAC o, dicho de otra manera, pacientes con RD,

mientras que las pacientes que obtienen un score de 5 presentan pCR.

5.2.3. Determinacion de la expresion génica

5.2.3.1. Panel PanCancer Pathways

Segun los objetivos que hemos especificado con anterioridad, se ha determinado la
expresion de 730 genes, mas 40 genes housekeeping, estrechamente relacionados con
cancer en las 163 muestras (T1, T2 y T3) incluidas en esta parte del estudio. La

tecnologia para determinar la expresion génica ha sido nCounter.

Se ha llevado a cabo un AED con la herramienta nSolver™, donde el p-valor fue ajustado
por el método Bejamini-Hochberg. El limite estadistico para definir a un gen DE entre
cada grupo comparativo se establece en un p-valor de 0.05, de manera que aquellos
genes cuya expresién sea diferente con una significacion estadistica por debajo de 0.05

serdn considerados DE, independientemente de la magnitud de la diferencia o Log2 FC.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Caracteristicas clinico-patologicas

Las pacientes incluidas en este estudio han sido dividas en dos, por un lado, aquellas
pacientes que solo tienen muestra del tumor primario y la RD (n=70) y por otro lado
aquellas pacientes con muestras del tumor primario, RD y primera localizacion
metastasica (n=22). De las pacientes que han sido estudiadas en la cohorte
Pre_T1vsRD_T2 el 68% eran premenopausicas, tenian un tamafno tumoral de 4 cm de
media, en el 57% de los casos tengo los ganglios linfaticos afectos, el 55% tenian grado

histoldgico entre 1y 2, el 61% son ER+, el 52% PR+ y el 17% HER2+. El 58% tiene menos
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del 50% de Ki67, y los subtipos intrinsecos estan divididos en 9 Luminal A, 26 Luminal
B, 14 HER2enriched y 19 Basal-Like (Tabla 19).

En la cohorte de pacientes donde hemos estudiado la relacién del tumor primario, la
enfermedad residual y la localizacién metastasica Pre_T1/RD_T2/Mtx_T3, el 54% eran
premenopausicas, el tamafio tumoral estaba en 3.7 cm de media, el 54% tienen ganglios
linfaticos afectos, el 60% tiene tumores con grado histolégico entre 1 y 2, el 50% son
ER+, el 45% PR+ y el 27% HER2+. El 68% de las pacientes tienen menos del 50% de Ki67,
hay 5 Luminales A, 4 Luminales B, 6 HER2enriched y 5 Basal-Like determinado por
PAMS50 y la localizacion de las metdastasis se distribuye en el 27.27% en hueso, el 22.73%
en cerebro, el 22.73% en piel (regién mamaria), el 13.64% en higado, el 4.55% en Ovario

y el 9.09% en ganglios linfaticos (Tabla 20).
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Tabla 19. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes incluidas en la cohorte Pre_T1vsRD_T2.

Pre_T1 vs RD_T2

Variables clinicopatolégicas Eventos %
Todos los casos 70

Edad 48 [30 - 75]
Estatus menopausico

Premenopdusico 48 68.57
postmenopdausico 22 31.43
Tamano tumoral 4 [0,97 - 12,00]
Afectacién ganglios linfaticos

Positivos 40 57.14
Negativos 28 40.00
NA 2 2.86
Grado histolégico tumoral

1y2 39 55.71
3 24 34.29
NA 7 10.00
Estatus ER

Positivo 43 61.43
Negativo 27 38.57
Estatus PR

Positivo 37 52.86
Negativo 33 47.14
Sobreexpresién del HER2

Positiva 12 17.14
Negativa 58 82.86
Porcentaje de Ki67

Menos de 50 41 58.57
Mas de 50 25 35.71
NA 4 5.71
Subtipos IHQ

Luminal A 8 11.43
Luminal B 28 40.00
HER2+ 6 8.57
Triple Negativo 19 27.14
NA 1 1.43
Subtipos PAM50

Luminal A 9 12.86
Luminal B 26 37.14
HER2-enriched 14 20.00
Basal-Like 19 27.14
NA 2 2.86
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Tabla 20. Caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes incluidas en la cohorte Pre_T1/RD_T2/Mtx_T3

Variables clinicopatolégicas
Todos los casos
Edad

Estatus menopausico
Premenopdusico
postmenopausico
Tamafio tumoral
Afectacion ganglios
linfaticos

Positivos

Negativos

NA

Grado histolégico tumoral
ly2

3

NA

Estatus ER

Positivo

Negativo

Estatus PR

Positivo

Negativo
Sobreexpresién del HER2
Positiva

Negativa
Porcentaje de Ki67
Menos de 50

Mds de 50

NA

Subtipos IHQ
Luminal A

Luminal B

HER2 +

Triple Negativo

NA

Subtipos PAM50
Luminal A

Luminal B
HER2-enriched
Basal-Like

NA

Localizacién Mtx
Hueso

Cerebro

Piel

Higado

Ovario

Ganglios linfaticos

22
53

12
10
3.7

11
11

10
12

N L1 O A U1 — O v A~ WU

N — W U1 U1 O
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Pre_T1/ RD_T2/Mtx_T3
Eventos

%

[30 - 73]

54.55
45.45
[1-7.70]

54.55
36.36
9.09

59.09
36.36
4.55

50
50

45.5
54.5

27.27
72.73

68.18
22.73
9.09

11.43
40
8.57
27.14
1.43

12.86
37.14
20
27.14
2.86

27.27
22.73
22.73
13.64
4.55
9.09
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5.3.2. AED del panel PanCancer Pathways en Pre_T1, RD_T2 y Mtx_T3.

5.3.2.1. Tumor primario (Pre_T1) versus enfermedad residual (RD_T2).

Los genes DE entre aquellos pacientes con tumores primarios (Pre_T1) y enfermedad
residual (RD_T2) tras el tratamiento con NAC estan descritos en el vo/cano plot (Figura
31)yenlatabla21. De los 730 genes que han sido estudiados, 112 genes se encuentran
DE entre Pre_T1 y RD_T2, siendo la referencia el Pre_T1 (tabla 21). Vamos a entrar en
detalle con los 10 genes que obtienen el p-valor mas bajo, en este caso FOS, NR4A],
NR4A3, CACNGH4, IL6, COLT1AI, TSPAN7Z, FLNC, ITGB6'y KLF4. En base al p-valor, el gen
con mayor poder estadistico cuando hablamos de diferencia de expresidon génica entre
el Pre_T1 y RD_T2 es el gen FOS (p=2.57E-23). Ademas, es el gen con mas cantidad de
cambio en su expresién génica, segliin su Log2 FC. Dicho gen esta menos expresado en
el Pre_T1 con respecto al RD_T2 (Log2 FC -3.55). Un aumento en la expresidn génica de
FOS, segun nuestros datos, seria caracteristico de aquellos tumores que no responden
al tratamiento con NAC y por lo tanto la expresion de este gen podria estar asociado a
resistencia a quimioterapia. FOS es un protooncogén, y junto a JUN, que en nuestra
cohorte también se encuentra DE en RD (p= 2.0E-93, Log2 FC de -1.1) forma el complejo
del factor de transcripcién AP-1. Esta implicado en procesos de regulacién de la
proliferacion celular, diferenciacion y transformacion. En determinados casos la
expresion de FOS ha sido asociada a muerte celular apoptética (RefSeq, 2008). Shi y
colaboradores establecieron que la expresiéon de FOS podria estar relacionada con
adaptacion celular a cambios en el ambiente tumoral; estos resultados fueron obtenidos
del estudio de la linea celular de mama MCF7. La baja expresion de FOS se ha asociado
a una sensibilizacién celular a los agentes quimioterapéuticos en MCF7 tanto por la via
de la apoptosis como por la via de la P-glicoproteina, es decir, que la expresion de FOS
se relaciond con resistencia a la apoptosis, proponiéndose como un potencial marcador
de resistencia a terapia (28). En nuestros resultados dicho gen se encuentra mas
expresado en aquellas pacientes resistentes a la quimioterapia Neoadyuvante,
coherentemente con los hallazgos comentados.

Otros genes DE y que también se encuentran sobreexpresados en las pacientes con

enfermedad residual y expresados a la baja en el tumor primario de nuestra poblacién
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son NR4AT]y NR4A3 (p=5.4E-16 y Log2 FC de -2.8 para NR4A7; p=4.4E-1" y Log2 FC de
-2.2 para NR4A3). Ambos genes forman parte de la superfamilia de receptores de
hormonas esteroideas-tiroideas-retinoides. En el caso de NR4AT, su expresion es
inducida en linfocitos humanos y se relaciona con infiltracién inmunolégica tumoral.
Codifica para una proteina que actia como un factor de transcripcion nuclear (RefSeq,
2011). El papel de NR4A] en el proceso tumoral no es claro y, ademas, controvertido,
ya que en algunos estudios se le ha identificado como supresor de tumores y en otros
como oncogén. En algunos de estos estudios se le relaciona con aumento de
proliferacion, viabilidad celular y apoptosis, pero sobre todo en roles de migracién y
progresion. En pacientes y lineas celulares TN, se ha determinado que existe una
disminucion de la expresidon de esta proteina y ha sido relacionado con una atenuacion
de la via JNK-AP-1-Ciclina D1 (29). FOS, en nuestra cohorte, estd DE en la misma
direccion que NR4AJ, y como hemos comentado con anterioridad, forma parte del
complejo AP-1 junto con JUN, lo que refuerza los resultados. Receptores de su misma
naturaleza como el ER o el receptor de andrégenos (AR) se conoce muy bien su
mecanismo de accién, pero en el caso de NR4A1 no se le ha reconocido ligando
especifico, lo que lo descarta, por ahora, para tratamiento diana (29). En cadncer de
mama, las citoquinas inflamatorias inducen la expresiéon de NR4A7; se ha comprobado
gue es un activador muy potente de la via TGF-B, fosforilando a SMAD?2, y contribuyendo
a funciones antiapoptéticas, progresion tumoral, EMT y migracién celular (30) (Figura tal
y tal). Por otra parte, NR4A3 es un activador transcripcional (RefSeq, 2010). Fedorova y
colaboradores, en un estudio con tumores de mama y de pulmdn, identificaron que las
funciones supresoras de tumores de NR4A3 se rigen por dos mecanismos distintos; el
primero es dependiente de p53, pues es una diana transcripcional directa del mismo;
el segundo consiste en que la sobreexpresiéon de NR4A3 atenua la proliferacion de
células cancerigenas y promueve la apoptosis a través de los genes pro-apoptéticos
(Bcl-2), PUMA y Bax (31). Que este gen esté directamente relacionado con p53 y a su vez
con atenuacioén de la proliferacion, es coherente con su sobreexpresién en las pacientes
resistentes a la NAC, ya que la activacién de mecanismos de proliferacion estd

estrechamente ligada a la respuesta a dicho tratamiento (1). Por otra parte, la funcién
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anti-apoptdtica asociada a la expresiéon de NR4A1 y la funcién pre-apoptética asociada
a la de NR4A3, parecen ser seleccionadas negativamente tras el tratamiento con NAC,
debido a que ambos genes presentan la misma tendencia de expresidon en nuestra

cohorte, mas expresados en la RD.

Una disminucién de expresiéon de CACNG4 es caracteristico de tumores resistentes al
tratamiento con NAC en nuestra cohorte (p=1.1E-07, Log2 FC 2). Es un gen que codifica
para una proteina reguladora del receptor de AMPA transmembrana tipo | (TARP,
transmembrane AMPA receptor regulatory protein), la subunidad Gamma 4 del canal de
calcio regulado por voltaje. Los TARP regulan tanto el trafico como la activacion de
canales de los receptores AMPA (RefSeq, 2010). /n vitro se ha visto que la amplificacion
de este gen esta relacionada con un incremento en la capacidad metastasica pulmonar
en cancer de mama, incrementando la supervivencia y la movilidad celular. Se sugiere
gue una via subyacente al crecimiento y diseminacién tumoral podria estar regulada por
CACNG4, de manera que este cierra el canal del poro e inhibe la afluencia de calcio,
alterando asi los eventos de sefalizacién con calcio que involucran genes clave de
supervivencia y metastasis como el AKT2, HDAC3 o RASA1 (110). En células de
adenocarcinoma de pulmén se ha visto que la expresion de este gen es mayor en las
células sensibles al tratamiento con cisplatino que en células resistentes a dicho
tratamiento (111), por lo que podemos hipotetizar que el bloqueo de dicha sefializacién
también es importante para la eficacia a la NAC

EL gen /L6 codifica para la interleucina 6, una citoquina que participa en el proceso
inflamatorio y en la maduraciéon de las células B (RefSeq, 2020). En un estudio de
Dethlefsen y colaboradores se identificé una discrepancia en cuanto a la funcién de IL6
en los tumores de mama. En cultivo celulares de cancer de mama ER+, una aplicacién
directa de IL6 inhibe la proliferacién, mientras que altos niveles de IL6 circulante era
correlacionado con mal prondstico. Concluyeron el estudio con el caracter
multifuncional de IL6, el elevado nivel sistémico es un biomarcador de carga tumoral,
mientras que la expresion local intratumoral tiene un papel importante en el control del
crecimiento celular, metdastasis y la autorenovacidon de las Cancer Stem Cells (CSCs)

(112). Con respecto a la formaciéon de CSCs, a través del estudio de microRNAs en
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cultivos celulares de cdncer de mama y en tumores de mama humanos, lliopoulos y
colaboradores, demostraron que IL6 era suficiente para que una célula no-CSC fuera
convertida en CSC durante el proceso de transformacion celular (113). Estas funciones
intratumorales que describen Dethlefsen y col. y los resultados de lliopoules y col. de la
IL6 estan intimamente relacionadas con mecanismos de resistencia al tratamiento
citotoxico como es el caso de la NAC. En cultivos celulares de cancer de mama HER2 +,
se demostré que la inflamacién desarrollada por IL6 era mediador de la resistencia al
tratamiento con Trastuzumab (114). En nuestra cohorte su expresion esta relacionada
con resistencia al tratamiento, estando mds expresada en pacientes con RD tras la NAC
(p=2.3E-%, Log2 FC -1.8).

COLI1AT codifica para una de las dos cadenas alfa del colageno tipo Xl (RefSeq, 2009).
La expresion de este gen ha sido relacionada en varios estudios con resistencia a
guimioterapia en carcinoma epitelial de ovario, en unos casos por la activacién de
TWIST1 dando lugar a procesos de inhibicién de la apoptosis (115), y en otros casos por
la activacion de la via Akt/c/EBPB y ubiquitinacién de PDK7 (116). Ademas, también en
cancer de ovario se ha relacionado la expresién de este gen con progresién tumoral y
un mal resultado clinico por la previa activacién de la via TGF-B1 que desencadena la
activacion de la cascada de SMAD2 y a su vez la activacién de COL1T1A1 (117) . Esto en
contrario a los resultados que obtenemos en nuestra cohorte de pacientes con cancer
de mama, donde la sobrexpresion de este gen se observa en el tumor primario con
respecto a la RD, lo que indica caracter de sensibilidad a la NAC (p=2.3E-9, Log FC 1.9).
El gen TSPAN7 codifica para un miembro de la superfamilia de transmembranas 4, con
4 dominios hidrofébicos media la traducciéon de sefiales que tienen un papel en la
regulacidn del desarrollo celular, activacién, crecimiento y movilidad (RefSeq, 2008). En
un estudio reciente (2021) la expresién a la baja de este gen ha sido asociada con un
mal prondstico es cancer de vejiga, relacionan la expresién de este gen con activacion
de apoptosis y control del ciclo celular a través de la via PTEN/PI3K/AKT(118). Sin
embargo, no hay estudios concluyentes donde se relacione TSPAN7 con cancer de mama.

En nuestra cohorte, la expresion de este gen estd relacionada con resistencia al
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tratamiento con NAC, ya que se encuentra mas expresados en la RD que en el tumor
primario (p=7E-%, Log2 FC -1.4).

La FLNC codifica para la gamma filamina C, siendo la unién entre filamentos de actina.
Esta relacionada con las vias de la sefalizacién de la MAPK y SMAD (RefSeq, 2008). Su
funcién es esencial para la locomocion celular y migracién en respuesta a un estimulo
microambiental, estando mdas conservado en musculos cardiacos (119). En un estudio
con pacientes con cancer de mama tipo basales donde se comparaba el DNA en sangre,
el tumor primario, la metastasis y modelos animales PDX, determinaron dos nuevas
mutaciones en la muestra metastdsica siendo una de ellas una mutacién silenciosa en
FLNC, concluyeron que esta mutacién no era determinante en el proceso metastasico
(120). Segun nuestros resultados, la expresidén de este gen estd asociada a resistencia a
tratamiento (p=3.7E-05, Log2 FC -1.4).

ITGB6 codifica para una proteina miembro de la superfamilia de las integrinas. Son
receptores de adhesidon que participan en la sefalizacién desde la matriz celular a la
célula (RefSeq, 2013). Tanto la expresion al alza del RNA mensajero de dicho gen como
un aumento de la proteina han sido relacionados con una reduccion en la supervivencia
y aumento de la metastasis, sobre todo en pacientes que tienen sobreexpresados el
HER2, posiciondndose como una posible diana terapéutica para pacientes con cancer de
mama HER2+ con resistencia a Trastuzumab (121). Segln nuestros resultados, una
expresién al alza de este gen se relaciona con sensibilidad al tratamiento con
guimioterapia neoadyuvante sin hacer distinciones con entre las pacientes que
sobrexpresen HER2 y las que no (p=8.8E-05, Log2 FC 1.5).

Para un componente de la familia de factores de transcripcion Kruppel codifica el gen
KLF4, siendo requerido para el desarrollo normal de la funcién barrera de la piel. Se
piensa que forma parte del control de la transiciéon de G1 a S del ciclo celular después
de presentar dafios en el DNA al mediar el gen supresores de tumores p53 (RefSeq,
2015). Se le reconoce tanto como un oncogén, ya que se encuentra altamente
expresados en mas del 70% de los canceres de mama (122) y como un supresor de
tumores por su participacion en la red molecular de p53 (123). Se ha encontrado un

aumento de expresién de este gen en las CSCs en lineas celulares de cdncer de mamay
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en tumores primarios de mama en ratones (122). Junto con NANOG, se consideran
factores inductores de células madre (iPS, induced pluripotent stem) implicados en el
pronostico de cancer de mama; en subtipos TN se demostrdé que un aumento de la
expresion de KLF4 estaba relacionado con mejores ratios de SG y SLE, debido a su
capacidad de inhibir la proliferacion y la invasion en este subtipo de tumores de mama
(124). Por otra parte, se ha demostrado que la activacion de p53 disminuye la actividad
transcripcional de ER por el aumento en la expresion de KLF4. KLF4 inhibe la union de
ERa a los elementos respondedores del estrogeno en la regidon promotora, resultando
en una reduccién de la transcripcion de los genes diana de ERa. Por lo que se descubrid
una nueva red molecular entre p53, KLF4 y ER. Tanto p53 como ERa estan involucrados
en crecimiento celular y apoptosis, es por ello que a KLF4 se le atribuya tanto roles de

supresor de tumores como funciones oncogénicas en cancer de mama (123).
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Figura 31. En el vo/cano plot se representan todos los genes segun el p-valor ajustado obtenido en el AED (eje de ordenadas) y el valor
del Log2 FC (eje de abscisas). Con las lineas punteadas se representan diferentes niveles de p-valor y la zona del vo/cano donde se
posicione el gen corresponderd con un p-valor concreto y un valor de FC determinado. En este caso, los genes que queden a la derecha
del punto O del eje de abscisas serdn los genes sobreexpresados en el Pre_T1 y los que queden en el lado izquierdo seran los
sobreexpresados en el RD_T2.
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Gen
FOS
NR4A1
NR4A3
CACNG4
IL6
COL11A1
TSPAN7
FLNC
ITGB6
KLF4
FGF3
FN1
ITGA7
BMPSA
STATI
ERBB2
LEP
WNT16
PLA2G4E
PLAU
FIGF
IL19
IFNA17
BAIAP3
ACVRIC
JUN
IGF1
INHBA
SOCS3
MAPT
MYB
PROM1
CAMK2B
CDC6
SHC4
SPRY1
BRIP1
COL6A6

Log2 FC
-3.6
-2.8
-2.2
2.0
-1.8
1.9
-1.4
-1.4
1.5
-1.3
-1.6
1.4
-1.2
1.2
1.3
1.5
-1.3
-1.4
-1.5
1.1
-1.2
1.3
-1.4
1.2
-1.0
-1.1
-1.0
1.1
-1.0
1.4
1.3
1.4
1.2
1.2
1.2
-0.9

p-valor ajustado
2.6E-23
5.4E-16
4.4E-11
1.1E-07
2.3E-06
2.3E-06
7.0E-06
3.7E-05
8.8E-05
8.8E-05
8.8E-05
1.7E-04
1.8E-04
3.7E-04
4.1E-04
4.2E-04
4.5E-04
7.0E-04
7.0E-04
8.7E-04
0.001
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.003
0.003
0.006
0.006
0.007
0.008
0.008
0.008
0.008

Tabla 21. Genes DE entre Pre_T1 y RD_T2.

Gen
WNT7B
PLA2G2A
MAPK8IP2
WNT2
LEPR
CHAD
BMP2
PAX3
DUSP2
RUNX1
TLR2
NGFR
IL12B
CACNA2D3
CACNB3
KMT2C
MLLT4
CDKN2B
TPO
IBSP
CCND1
GADD45G
IRS1
PRLR
GNAS
CACNG1
B2M
CCNE2
SFRP4
RASGRP1
WHSCI1L1
DKK2
PIK3R3
ETV7
SSX1
RAC3
HDAC11
WIF1

Log2 FC

130

p-valor ajustado
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.010
0.011
0.012
0.012
0.013
0.014
0.014
0.014
0.015
0.015
0.015
0.016
0.016
0.018
0.018
0.018
0.020
0.020
0.023
0.023
0.023
0.024
0.024
0.025
0.025
0.026
0.026
0.026
0.027
0.027
0.028
0.028
0.028

Gen

PRL

PLA2G10

ITGA2

PDGFC
CSF3R
IL1R2

BMPR1B

FGF1
SOCS2
SPRY4
ITGB4

PCK1

ETV1
GRINT1

CACNA1G

TSLP
PLA2G5
H2AFX
WNT11
FUT8
BRCA1
LIFR
CDH1
ZBTB16
RNF43
IL13
HSPB1
OSM
RXRG

RUNXI1T1

EFNA3
PBX3

GADD458B

SOST
FZD3
IDH2

Capitulo II
Log2 FC p-valor ajustado
-0.9 0.031
0.9 0.031
0.8 0.031
0.7 0.031
0.8 0.031
-0.8 0.033
1.2 0.033
0.7 0.034
-0.9 0.034
0.7 0.034
0.8 0.035
-0.7 0.035
0.7 0.037
-0.9 0.037
-0.7 0.037
-0.8 0.037
-0.8 0.038
0.8 0.038
-0.8 0.038
0.7 0.039
0.8 0.042
-0.7 0.042
0.9 0.042
-0.9 0.043
0.8 0.044
-0.7 0.044
0.8 0.044
-0.7 0.044
-0.8 0.044
-0.7 0.044
0.8 0.047
0.7 0.047
-0.7 0.047
-0.9 0.049
0.7 0.049
0.8 0.049
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Para tener una vision mas global de los resultados obtenidos, con la herramienta online
DAVID Gene Funtional Classification Tool, se ha hecho una clasificacién segun la funcién
de los genes DE (Tabla 22). De los 112 genes DE, 88 no son clasificados mientras que
22 de esos genes se agrupan en 5 clusteres diferentes. El grupo 1 son miembros de la
familia Wnt (WNT7B, Log2 FC 1.1; WNT16, Log2 FC -1.4; WNTZ2, Log2 FC 0.9; WNT11,
Log2 FC -0.8), el grupo 2, receptores de membrana (PRLR, Log2 FC 1; IL1R2, Log2 FC -
0.8; LIFR, Log2 FC -0.7; LEPR, Log2 FC -0.9; CSF3R, Log2 FC 0.8), grupo 3, fosfolipasas
(PLA2G5, Log2 FC -0.8; PLA2G2A, Log FC -1.3; PLA2G10, Log2 FC 0.9; PLA2G4E, Log2
FC -1.5), grupo 4, subunidades de los canales de calcio voltaje dependiente (CACNG4,
Log2 FC 2; CACNA2D3, Log2 FC -0.9; CACNGI1, Log2 FC 0.9; CACNB3, Log2 FC 0.8;
CACNAI1G, Log2 FC -0.7) y el grupo 5, subunidades de integrinas (ITGA2, Log2 FC 0.8;

ITGB6, Log2 FC 1.6; ITGB4, Log2 FC 0.8; ITGA7, Log2 FC -1.2).

Tabla 22. Clasificacién de los 112 genes DE con la herramienta DAVID Gene Funtional Classification Tool.

Clasificacién funcional de los 112 genes DE
Grupo de genes 1

1 WNT7B Wnt family member 7B(WNT7B)

2 WNTI6 Wnt family member 16(WNT]6)

3  WNT2 Wnt family member 2(WNTZ2)

4 WNTI1 Wnt family member 11(WNTT1)
Grupo de genes 2

1 PRLR prolactin receptor(PRLR)

2 IL1R2 interleukin 1 receptor type 2(IL1R2)

3 LIFR leukemia inhibitory factor receptor alpha(LIFR)

4 LEPR leptin receptor(LEPR)

5 CSF3R colony stimulating factor 3 receptor(CSF3R)
Grupo de genes 3

1 PLA2GS phospholipase A2 group V(PLA2G5)

2 PLA2G2A phospholipase A2 group IIA(PLA2G2A)
3 PLA2G10 phospholipase A2 group X(PLA2G10)
4 PLA2GAE phospholipase A2 group IVE(PLA2G4E)
Grupo de genes 4
1 CACNG4 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit gamma 4(CACNG4)
2 CACNA2D3  calcium voltage-gated channel auxiliary subunit alphaZdelta 3(CACNAZ2D3)
3 CACNGI calcium voltage-gated channel auxiliary subunit gamma 1(CACNG])
4 CACNB3 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit beta 3(CACNB3)
5 CACNAIG calcium voltage-gated channel subunit alphal G(CACNAIG)
Grupo de genes 5

1 ITGA2 integrin subunit alpha 2(ITGAZ2)
2 ITGB6 integrin subunit beta 6(ITGB6)
3 ITGB4 integrin subunit beta 4(ITGB4)

Sin grupo
88 genes del estudio no pueden ser agrupados
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5.3.2.2. Enfermedad residual (RD_T2) versus metastasis (Mtx_T3).

Las diferencias en cuanto al tumor residual frente al primer nicho metastasico presentan
una activaciéon de los genes DE en la evoluciéon del tumor, ya que todos los genes se
encuentran sobreexpresados en el tumor metastasico. Los genes DE son 30 y quedan
reflejado en la tabla 23 y en la figura 32, junto con su Log2 FC vy el p-valor ajustado. Al
igual que en el apartado anterior, se va a describir la funciéon de los 10 primeros genes
con el p-valor mas bajo y su relacion con el proceso que queda reflejado segln nuestros
resultados.

El gen DE con mas poder estadistico es MAPK8IP2 que se encuentra menos expresado
en la RD (Log2 FC -2.8, p=3.98E-05). El producto de este gen esta envuelto en la
regulacion de la via de sefializacion de la quinasa amino terminal c-Jun (RefSeq, 2017).
La variante de un ayustamiento en el exén 2 de dicho gen se ha relacionado con el
incremento de propiedades de células stem/progenitoras aumentando procesos de
desdiferenciacién a través de la activacion de la via JNK (125). Que haya un aumento de
procesos de desdiferenciacion por el incremento de propiedades de células progenitoras
es una de las caracteristicas de células con capacidad metastasica, por lo tanto, los
resultados son coherentes.

El gen /L22RA2, al igual que el resto de los genes DE, se encuentra expresado a la baja
en la RD con respecto a la metastasis (Log2 FC -2.71, p=1.14E-%4). Es la subunidad Alpha
2 de la interleuquina 22 (IL22), esta relacionado con regulacién de la respuesta
inflamatoria y esta implicado en la regulacién de la tumorigenesis en colon (RefSeq,

2013. Este, juntos a otros genes, han sido identificados como re

EL gen LAMB4, expresado a la baja en el tumor residual (Log2 FC -2.5, p=0.0014), es la
subunidad Beta 4 de la Laminina. Se piensa que la laminina media en la organizacién y
migracion de células en los tejidos durante el desarrollo embrionario por la interaccién
de otros componentes de la matriz celular. La sobreexpresién de este gen ha sido
relacionada con disminucién de la supervivencia en tumores de mama ER+, y el efecto

contrario en los tumores ER- (33). El aumento de la expresion de este gen en el tumor
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metastdsico podria deberse al proceso metastasico en si donde es necesaria una
reorganizacion de las células en el nuevo tejido.

El gen CAMKZ2B expresado a la baja en la RD (Log2 FC -2.5, p=0.0014), codifica para
una proteina quinasa dependiente de Ca(2+)/Calmodulina involucrada en la sefalizacion
por calcio, muy importante en la plasticidad de la sinopsis glutamatérgica (RefSeq,
2014). En lineas celulares de cancer de mama, se ha demostrado la hipermetilacién de
dicho gen y consecuente bajada en la expresién génica (35). En un estudio previo donde
se identificaban los genes DE entre pacientes que obtenian y no obtenian pCR tras el
tratamiento con NAC, se vio que este gen se encontraba mds expresado en aquellos
tumores que respondian al tratamiento con NAC (126). En base a nuestros resultados,
el gen CAMK2B, que también se encuentra mdas expresado en el tumor primario antes
del tratamiento que en la RD (Log2 FC 2, p=0.006), podria seleccionarse negativamente
tras el tratamiento con NAC.

EL gen PPP2R2C, que se encuentra menos expresado en la RD con respecto a la
metastasis (Log2 FC -2.4, p=0.0026), codifica para la subunidad reguladora de la
fosfatasa 2, y dicha fosfatasa es una de las 4 Serina/Treonina fosfatasas mas
importantes. Esta implicado en el control negativo del crecimiento celular y division
(RefSeq, 2008). En cancer de prostata se ha visto que una perdida en la expresion de
este gen se asocia a un aumento de sufrir metastasis (127). Debido a que en la RD de
nuestra cohorte se encuentra expresada a la baja y son pacientes que han sufrido
metastasis, podria ser un marcador de procesos metastasicos en RD de tumores de
mama.

EL gen CACNAID, menos expresado en la RD (Log2 FC -2.5, p=0.007), codifica para la
subunidad alfa 1D del canal regulado por voltaje de calcio. Esta involucrada en muchos
procesos de los cuales se requiere de la presencia de calcio, como la contraccion del
musculo, lo relacionado con hormonas y neurotransmisores y expresion génica (RefSeq,
2012). Entre las funciones de los canales de calcio regulado por voltaje en el cancer esta
la de mitogenesis, proliferacién, diferenciacion, apoptosis y metdstasis (128). En cancer
de higado y pulmén se ha descrito una bajada en la expresién de CACNATD en el tejido

tumoral en comparacion con el tejido normal, lo que ellos determinaron como un gen
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biomarcador de supresion de tumores en estos tipos de cadncer (128). En base a nuestros
resultados, podemos decir que la alta expresién de este gen se asocia a tumores
metastasicos en cancer de mama que han sido tratados con NAC.

El gen ETV4, expresado a la baja en la RD (Log FC -2, p= 0.0082), es un factor de
transcripcidon que se expresa en las células epiteliales de la glandulas mamarias, que
esta relacionado con la super via de la desregulacién transcripcional en cancer (129).
Esta relacionado con procesos de proliferacién, migraciéon e invasion (130). La
sobreexpresion de este gen se ha visto asociada a un alto riesgo de metastasis a
distancia en tumores de mama TN en cultivos celulares (131) y en muestras de cancer
de mama de todos los subtipos (130). En nuestros resultados, se trataria de un marcador
de metdstasis tras el tratamiento con NAC.

EL gen RET, que se encuentra expresado a la baja en la RD (Log2 FC -2.3, p=0.0082),
es un protooncogén estrechamente relacionado con roles de proliferacién celular,
crecimiento, migracién y supervivencia (RefSeq, 2017). Todas estas caracteristicas se
asocian con funciones necesarias para el proceso metastasico, su alta expresion en el
tumor metastasico de nuestra cohorte tiene coherencia.

El gen WNT]6, expresado a la baja en la RD (Log2 FC -1.8, p=0.012), estda implicado en
oncogénesis y en diferentes procesos del desarrollo (RefSeq, 2008). En cdncer de mama,
la subida en la expresion de este gen se ve inducido al tratamiento con taxanos, se ha
asociado a progresion y quimiorresistencia (34). En nuestros resultados, este gen, que
se encuentra mas activado en la RD residual cuando es comparado con el tumor primario
(Log2 FC -1.4, p=7E-%4) también se ve mas expresados progresivamente en la RD tras el
tratamiento con NAC y expresado, mas aun, en la metastasis con respecto a la RD.
Podriamos hablar de un marcador con aumento de expresion que evoluciona desde el
tratamiento con NAC a fenotipos mas agresivos como la enfermedad metastasica.

El gen NPM2, expresado a la baja en la RD con respecto al tumor metastasico (Log2 FC
-3.1, p=0.012), es miembro de la familia de las chaperonas nucleolares. Esta familia de
proteinas esta implicada en diversas funciones celulares como el procesamiento del RNA
ribosomal, el ciclo celular, la duplicacion del centrosoma y el control de procesos para

mantener la estabilidad genémica (132) (133).
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Tabla 23. Genes DE entre RD_T2 y Mtx_T3

Gen Log2 FC p-valor ajustado
MAPK8IP2 -2.8 3.98E-05
IL22RA2 -2.7 1.145E-04
LAMB4 -2.5 0.0014
CAMK2B -2.5 0.0014
PPP2R2C -2.4 0.0026
CACNA1D -1.9 0.0070
ETV4 -2.0 0.0082
RET -2.3 0.0082
WNT16 -1.8 0.0127
NPM2 -3.1 0.0127
MLLT4 -1.6 0.0127
IBSP -1.8 0.0151
SFN -1.9 0.0151
CCNE1 -2.2 0.0321
PLA2G3 -1.6 0.0321
CDC25A -1.8 0.0321
ITGB6 -2.0 0.0321
RASGRP1 -2.0 0.0321
HISTTH3H -1.7 0.0375
ITGA3 -1.4 0.0395
GRIN2A -1.4 0.0395
LAMA5S -1.2 0.0395
FGF1 -1.6 0.0422
COL2A1 -1.7 0.0425
MMP9 -1.8 0.0495
RAC3 -1.5 0.0495
CREB3L4 -1.5 0.0495
HHIP -1.3 0.0495
WT1 -1.6 0.0495
IL12RB2 -1.5 0.0495
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Figura 32. En el vo/cano plot se representan todos los genes segun el p-valor ajustado obtenido en el AED (eje de

ordenadas) y el valor del Log2 FC (eje de abscisas). Con las lineas punteadas se representan diferentes niveles de

p-valor y la zona del vo/lcano donde se posicione el gen corresponderd con un p-valor concreto y un valor de FC

determinado. En este caso, los genes que queden a la derecha del punto 0 del eje de abscisas seran los genes

sobreexpresados en el RD_T2 y los que queden en el lado izquierdo seran los sobreexpresados en el Mtx_T3.

5.3.2.3. Tumor primario (Pre_T1) versus metastasis (Mtx_T3)

Los genes DE entre el tumor primario y la metastasis son FOS, WNT16, GRINI, CAMKZB,
IFNAT17, NR4AI, ILTIA, NTRK2, NPM2, IFNA7 y LAMB4. Todos ellos se encuentran
expresados a la baja en el tumor primario al compararlo con la metastasis (Tabla 24 y
Figura 33).

La funcién o implicacién en cancer de muchos de estos genes (FOS, WNT16, CAMKZB,
NR4A1, NPM2y LAMB4) ya han sido explicadas en los apartados anteriores por lo que la
descripcién en este apartado sera mas breve.

En primer lugar, el gen FOS, que se encuentra menos expresado en el tumor primario
frente a la metastasis (Log2 FC -3.5, p=6.28E-%), como hemos comentado con
anterioridad, es un protooncogén que esta involucrado en procesos de resistencia a la
apoptosis y potencial marcador de resistencia a terapia (28). También se encuentra
expresado al alza en la enfermedad residual con respecto al tumor primario (Log FC -
3.55, p=2.57E-23), por lo que su funcién como biomarcador de resistencia a terapia con

NAC parece clara.
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El gen WNTI6, expresado a la baja en el tumor primario (Log2 FC -2.4, p=5.06E-04), se
relaciona con en oncogénesis, progresién y quimioresistencia a taxanos (34). Que dicho
gen se encuentre mas expresado en la mestastasis tiene relacion directa con la
progresion y resistencia a los taxanos, que es parte del tratamiento con NAC.

El gen GRINI, expresado a la baja en el tumor primario (Log2 FC -2.1, p=0.001), es
miembro de los canales de receptores de glutamato. Juega un papel importante en la
plasticidad de la sinapsis (RefSeq, 2008). En nuestra cohorte se ve relacionada con
fenotipo metastasico con respecto al tumor primario.

EL gen CAMKZB, se expresa a la baja en el tumor primario antes del tratamiento (Log?2
FC -2.4, p=0.001). Este gen ha sido previamente relacionado con respuesta al
tratamiento con NAC (126). En la comparativa entre tumor primario y metastasis, la
expresion de este gen se ve aumentado en la metastasis en nuestra cohorte.

EL gen /FNA]7, menos expresado en el tumor primario (Log2 FC -2.1, p=0.002), codifica
para el interferén alfa 17, implicado en procesos activacién de citoquinas. Al igual que
el resto de estos genes, podria tratarse de un marcador de metastasis al tratamiento con
NAC.

EL gen NR4A], expresado a la baja en le tumor primario frente a la metastasis (Log2 FC
-2.5, p=0.002), es un factor de transcripcién nuclear, relacionado con procesos de
progresion tumoral, EMT y migracién celular (30). Que se encuentre sobreexpresado en
la metdstasis con respecto al tumor primario en nuestra cohorte es coherente con lo
descrito en la literatura.

El gen /L] Aes, junto con NTRKZ2, de los genes DE entre el tumor primario y la metdastasis,
que no los estan en las demas comparativas. Ambos genes se encuentran expresados a
la baja en el tumor primario con respecto a la metastasis (Log2 FC -2.7, p=0.004 y Log?2
FC -2, p=0.004, respectivamente). El /L1A codifica para la interleuquina 1. Esta citoquina
estd envuelta en respuesta inmune, procesos inflamatorios y hematopoyesis (RefSeq,
2008). El gen NTRK2 codifica para un miembro de la familia de tirosina quinasa TrkA. La
sefalizacidn a través de esta quinasa esta relacionada con diferenciacion celular (RefSeq,

2014).
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EL gen NPM2, se encuentra mas expresado en las muestras de tejido metastasico que
en los tumores primarios antes de ser tratados (Log2 FC -3, p=0.02). Como hemos
comentado con anterioridad, forma parte de la familia de las chaperonas y esta
involucrado en proceso de ciclo celular y estabilizacién de estabilidad genémica (133).
El gen IFNA7, menos expresado, como el resto de los genes, en el tumor primario frente
al tumor metastasico (Log2 FC -1.8, p=0.02), codifica para el interferén alfa 7. En
cancer, se encuentra relacionado con vias como la de JAK-STAT y podria estar
involucrado en la resistencia mutagénica programada al bloqueo del control inmune
(134).

Y, por ultimo, el gen LAMB4, expresado a la baja en el tumor primario frente al tumor
metastasico (Log2 FC -2, p=0.02), esta relacionado con la organizacién y migracion de
las células durante el desarrollo embrionario por interaccion de otros componentes en
la matriz celular. Como comentamos en el apartado anterior donde este gen también se
encontraba sobre sobreexpresado en el tumor metastasico, puede deberse al proceso

metastdsico en si y a todos los ajustes tisulares que conlleva.

Tabla 24. Genes DE entre Pre_T1 y Mtx_T3

Gen Log2 FC p-valor ajustado
FOS -3.5 6.28E-06
WNT16 -2.4 5.06E-04
GRINT =2.1 0.0011
CAMK2B -2.4 0.0011
IFNA17 -2.1 0.0025
NR4A1 -2.5 0.0025
IL1A -2.7 0.0046
NTRK2 -2.0 0.0046
NPM2 -3.0 0.0161
IFNA7 -1.8 0.0206
LAMB4 -2.0 0.0276
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Figura 33. En el vo/cano plot se representan todos los genes segun el p-valor ajustado obtenido en el AED (eje de ordenadas)
y el valor del Log2 FC (eje de abscisas). Con las lineas punteadas se representan diferentes niveles de p-valor y la zona del
volcano donde se posicione el gen correspondera con un p-valor concreto y un valor de FC determinado. En este caso, los
genes que queden a la derecha del punto 0 del eje de abscisas seran los genes sobreexpresados en el Pre_T1 y los que queden
en el lado izquierdo seran los sobreexpresados en el Mtx_T3.

5.3.2.4. Tumor primario, enfermedad residual y metastasis

En cuanto a las similitudes entre los diferentes ADE que hemos realizado,
Pre_T1/RD_T2/Mtx_T3, existen algunos genes que son compartidos y que tienen un
comportamiento diferente entre cada una de las comparativas. En la figura 34 se han
especificado aquellos genes que comparten los analisis realizados y cual es la direccion
del cambio en la expresién génica segun su valor positivo o negativo del Log2 FC, la
referencia siempre es el tiempo mas temprano.

Cuando se compara el tumor primario frente a la RD y al tumor metastasico (Figura 33,
B), los genes /FNA17, GRINI, FOS, NR4A1, WNT16y CAMK2B estan DE en ambos andlisis.
El Unico gen sobreexpresado en el tumor primario con respecto a la RD y a la metastasis
es el gen CAMKZB. Este gen, podria estar siendo seleccionado negativamente por la NAC,
y eliminarse en las clonas celulares sensibles al tratamiento. El resto de los genes
(IFNA17, CRIN, FOS, NR4A1 y WNTI6), sin embargo, parecen estar siendo marcadores

de clonas resistentes a las NAC que podrian haber estado enmascaradas en el tumor
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primario y no haberse capturado debido a la heterogeneidad tumoral en la toma de la
muestra o ser un cambio introducido por el tratamiento con NAC. Cabe destacar al gen
FOS (es el gen con mdas cambio en su expresion de estas comparativas) como
biomarcador de resistencia al tratamiento tanto en la RD como en la enfermedad
metastdsica (Log2 FC -3.6 y -3.5, respectivamente, teniendo como referencia el tumor
primario, Pre_T1).

Cuando comparamos la RD con el tumor primario y la enfermedad metastasica, los genes
DE compartidos son RAC3, FGFI, IBSP, WNT16, CAMKZ2B, ITGB6, MAPKS8IP2, RASGRPI y
MLLTH4. En este caso, todos los genes estan mas expresado en el tumor primarioy en la
enfermedad metastasica, mostrando una semejanza en los perfiles de expresion génica
de estos genes entre el tumor primario y la metdstasis, a excepcion de WNTI]6, que
presenta una expresion que va evolucionando positivamente tras el tratamiento con NAC
siendo mayor en la RD con respecto al tumor primario, y en la enfermedad metastasica
con respecto a la RD (Figura 34, C).

En el caso de la metdstasis frente al tumor primario y a la RD, los genes que se comparten
son LAMB4, WNTI6, NPM2 y CAMKZB. Estos cuatros genes se encuentran mas
expresados en la enfermedad metastasica con respecto al tumor primario y a la RD,
seleccionandose positivamente en el proceso metastdasico tras el tratamiento con NAC.
El gen con mayor cambio de expresion tanto cuando se compara con el tumor primario
como con la RD es NPM2. (Figura 34, D)

Cuando analizamos todas los datos a la vez, vemos que los genes que comparten todas
las comparativas son WNT16y CAMKZB. En el caso del gen WNT16, ya hemos comentado
esa posible seleccion positiva de su expresién tras el tratamiento con NAC, debido al
aumento de expresion génica progresiva entre Pre_T1, RD_T2 y Mtx_T3. En el caso de
CAMK2Bvemos una caida de la expresién génica tras el tratamiento, tanto en la RD como
en el tumor metastasico, proponiendo un nuevo marcador se sensibilidad a la NAC

(Figura 34, E).
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5.4. Discusion

El principal objetivo de este capitulo es definir posibles marcadores de sensibilidad y
resistencia al tratamiento con NAC, asi como, determinar las similitudes y diferencias
entre el tumor residual tras la NAC y el primer nicho metastasico. En base a los
resultados obtenidos, hemos definido una serie de genes que se expresan
diferencialmente y que varia desde el tumor primario hasta la enfermedad metastasica,
dando una idea de los cambios seleccionados con la NAC.

Entre el tumor primario y la enfermedad residual hay una serie de genes DE que codifican
productos con funciones de diversa indole, factores de transcripcion, como es el caso
de FOS y JUN que forman el complejo del factor de transcripcion de AP1 relacionado con
la regulacién de la proliferaciéon y de la apoptosis, receptores de hormonas como NR4A]1
y NR4A3, y otros receptores de membrana como PRLR, ILTR2, LIFR, LEPR y CSF3R, varios
miembros de la familia Wnt (WNT7B, WNT16, WNT2 y WNT11), genes relacionados con
los canales de calcio voltaje-dependiente (CACNG4, CACNA2D3, CACNG1, CACNB3 vy
CACNA1Q) y varios tipos de integrinas (ITGA2, ITGB6, ITGB4 y ITGA7), entre otros. Todos
aquellos cambios que se seleccionan positivamente tras el tratamiento con NAC
proporcionan resistencia y caracterizan a una poblacion con los mecanismos
moleculares necesarios para hacer frente al tratamiento citotéxico. De los genes DE entre
el tumor primario y la RD identificados en este estudio, PLAU, STAT1y WNTI 1 ya habian
sido descritos como genes con cambios en su expresidon tras el tratamiento
neoadyuvante en estudios anteriores (1) (32). El perfil de expresién de dichos genes se
corresponde con el perfil que hemos obtenido en nuestros andlisis, quedando
respaldado su papel en la sensibilidad al tratamiento con NAC (en el caso de PLAUy
STAT]) o en la resistencia a este (en el caso de WNTT1).

En algunos casos, los cambios encontrados en nuestra cohorte antes y después del
tratamiento se mantienen hasta el primer nicho metastasico. Un ejemplo de ello es el
gen FOS, en estudios previos se ha demostrado que la disminucién de su expresién
génica estd relacionado con fenotipos sensibles a agentes quimioterapéuticos (28). En
nuestra cohorte el comportamiento de la expresion del gen FOS es el mismo que en lo
descrito en la literatura, pero, ademas, es el gen que mas cambia su expresién génica
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entre dicho tumor primario y el primer nicho metastdsico. Sin embargo, no hay
diferencias significativas entre la RD y la metastasis, lo que podria significar que una vez
que el tumor es sometido al tratamiento con NAC se seleccionan aquellas clonas con
alta expresion de FOS (marcado por su funcién de regulacién de la apoptosis y
supervivencia) y esta seleccion positiva le confiere ventajas evolutivas que se mantiene
hasta el primer nicho metastasico. El mismo perfil de expresion que FOS siguen los
genes NR4AI1, GRINI y IFNAI7, menos expresado en el tumor primario con respecto a
la RD y menos expresado entre el tumor primario con respecto a la metastasis, sin
diferencias significativas entre la RD y la metdstasis. Por lo tanto, proponemos a los
genes FOS, NR4A1, GRINTy IFNAT7 como marcadores de resistencia tras el tratamiento
con NAC que, ademas, podria definir a una poblacién celular con capacidad metastasica.
En la enfermedad residual se observa una bajada en la expresién de todos los genes que
se encuentran DE cuando se compara con la metastasis. Podriamos suponer que hay una
serie de genes, RAC3, FGFI, IBSP, ITGB6, MAPKS8IP2, RASGRPI y MLLT4, que, en el tumor
metastdsico o previamente a la invasion del érgano diana, se estan sobreexpresando y
que pueden estar relacionados con la agresividad propia del tumor desde el inicio del
tratamiento con NAC, ya que estos genes también se sobreexpresan mas en el tumor
primario y en la enfermedad metastdsica que en la RD, sin diferencias significativas
entre el tumor primario y el tumor metastasico.

En cuanto a la enfermedad metastdsica, podriamos definir que los genes LAMB4y NPM?2
son biomarcadores de recaida a distancia cuando son comparados con el tumor primario
y con la RD. Dichos genes se sobreexpresan en el tumor metastdsico, pero no en el
tumor primario ni en la RD. Estudios donde se perfile la expresién génica de ambos
genes en el tejido de la metastasis ayudarian a definir si su expresion es especifica del
o6rgano diana por una posible infiltracion del tejido adyacente, o si por el contrario es
un marcador exclusivo de metdstasis en el cancer de mama.

El gen WNT16, que esta asociado a progresion y quimiorresistencia inducida por taxanos
(34), tiene un perfil de expresion donde tras el tratamiento con NAC es seleccionado
positivamente y esta seleccidn es progresiva aumentando la expresion génica desde el

tumor primario a la RD y de la RD al tumor metastasico, quizas seleccionando super
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clonas tumorales. Por otro lado el gen CAMKZB, involucrado en la sefalizacién con
calcio, en estudios anteriores ha sido asociado a respuesta al tratamiento con NAC (35).
En nuestra cohorte, este gen se encuentra mas expresado en el tumor primario con
respecto a la RD tras la NAC, respaldando los resultados previos. Segun nuestro analisis
longitudinal, la expresién génica de la CAMK2B aumenta significativamente mucho mas
en la metastasis que incluso en el tumor primario, donde tiene mayor expresion que en
la RD.

Hay que mencionar, también, las limitaciones que tiene el estudio. Las cohortes donde
se han establecido las diferencias en la expresién génica de los 730 genes analizados
no tienen el mismo numero de pacientes, 70 para la comparativa Pre_T1vsRD_T2 y 22
para la comparativa Pre_T1vsMtx_T3 y RD_T2vsMtx_T3, todas ellas pareadas. En este
caso, en la comparativa Pre_T1vsRD_T2 quizas se han capturado mejor (en términos
estadisticos) los cambios encontrados en los genes analizados.

Otra cuestidon para tener en cuenta son los 6rganos donde ha tenido lugar el primer
nicho metastasico tras la RD. No hemos seleccionado un 6rgano concreto diana de
metastasis, sino que hemos capturado marcadores globales y no especificos de tejido.
Ademas, entre las muestras de Mtx_T3, hay muestras de piel pertenecientes al tejido
cercano a la piel de la mama, lo que podria considerarse recaida local y no a distancia,

aunque son el menor de los casos.

5.5. CONCLUSIONES

En base a nuestros resultados y los objetivos propuestos, se han identificado
alteraciones en la expresién génica tanto comunes como especificos en el tumor
primario al compararlo con la enfermedad residual y el primer nicho metastasico. Se
muestra una inactivacién de la expresion génica de los genes /FNAT7, GRINI, FOS NRA4]
y WNTI6 en el tumor primario frente a la enfermedad residual y a la enfermedad
metastdsica, donde se encuentran mas expresados. La sobreexpresién de dichos genes
en la RD podria proporcionar una serie de nuevos marcadores en los que seguir
indagando para proponer nuevas dianas terapéuticas en la enfermedad residual una vez
que el tratamiento con NAC no ha sido efectivo. Con respecto a la metastasis, nuestros

resultados proponen 4 genes DE entre la metastasis versus la enfermedad residual y el
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tumor primario. LAMB4y NPMZ2 como genes DE con mayor expresion Unicamente en la
metastasis, CAMK2B como un gen que se selecciona negativamente tras la NAC en la
enfermedad residual pero que en el tumor metastasico recupera su actividad, y WNTT6

como un posible marcador de evolucion desfavorable del tumor tras la NAC.

145



146




6. Conclusiones

Si sabes que estds en el camino correcto, si lo sientes,

entonces... no importa lo que digan.

Rarbara MeClintonck
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Los resultados de este trabajo de investigacién han permitido la caracterizacion global

de los cambios a nivel de expresiéon génica de una serie de genes relacionados

estrechamente con el proceso tumoral tras el tratamiento con NAC. Ademas, hemos

obtenido unos resultados muy especificos en cuanto a la prediccién a la respuesta al

tratamiento al inicio de la enfermedad. Las conclusiones principales de esta Tesis

Doctoral son las siguientes:

1.

Se ha identificado una firma predictiva basada en las diferencias biolégicas
encontradas entre las pacientes que obtienen pCR y las que no, independiente
del subtipo, y que mejora a las actuales herramientas de prediccion. Esta mejora
en la identificacién de las pacientes respondedoras versus no respondedoras es
mas notable en las pacientes ER+; esto es especialmente relevante porque estas
son las pacientes que menos responden a la NAC y por tanto las que mas se
beneficiarian de una discriminacién mas especifica.

Entre el tumor primario de las pacientes no respondedoras y la enfermedad
residual, hay un espectro de diferencias bioldgicas a nivel de expresiéon génica
que abarcan la funcién de muchos tipos de genes. Destacan el papel de la
expresiéon del proto-oncogén FOS y de los receptores de membrana NR4A1 y
NR4A3, que son importantes en la regulacién de la proliferacion y procesos
apoptoticos.

La relacién que encontramos entre el tumor primario antes de ser tratado, la
enfermedad residual después del tratamiento y los primeros nichos
metastdsicos, muestran una serie de alteraciones de las que se podria derivar la
caracterizacion de la evolucion tumoral tras la NAC. Se muestra una inactivacién
de la expresion génica de los genes /FNAT7, GRINI, FOS, NRA41y WNTI6 en el
tumor primario frente a la enfermedad residual y a la enfermedad metastasica,
donde se encuentran mas expresados. La sobreexpresién de dichos genes en la
RD podria proporcionar una serie de nuevos marcadores que seguir investigando
para proponer nuevas dianas terapéuticas en la enfermedad residual una vez que
el tratamiento con NAC no ha sido efectivo. Con respecto a la metastasis,

nuestros resultados proponen cuatro genes DE entre la metastasis versus la
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enfermedad residual y el tumor primario: LAMB4y NPM2 como genes DE con
mayor expresion Unicamente en la metastasis, CAMK2B como un gen que se
selecciona negativamente tras la NAC en la enfermedad residual pero que en el
tumor metastasico recupera su actividad, y WNT76 como un posible marcador

de evolucion desfavorable del tumor tras la NAC.

Los resultados de la presente tesis doctoral representan un avance en el conocimiento
molecular de los distintos momentos del cancer de mama tratado con NAC desde el
tumor primario a la recaida a distancia. Los modelos predictivos de pCR, asi como las
moléculas que definen diferencialmente a la RD y a la metdastasis son la base para la
implementacién de la medicina de precisién y el descubrimiento de nuevas dianas
terapéuticas a la resistencia en esta enfermedad de alta prevalencia, y cuya recaida

implica el 90% de las muertes relacionadas con ella.
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7. Conclusions

The move we know, the move we realize there is to know.

Jennifer Doudna
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The results of this research work have allowed the global characterization of the changes

at the level of gene expression of a series of genes closely related to the tumor process

after treatment with NAC. In addition, we have obtained very specific results in terms of

predicting the response to treatment at the onset of the disease. The main conclusions

of this Doctoral Thesis are the following:

1.

A predictive signature has been identified based on the biological differences
found between patients who obtain pCR and those who do not, independent of
the subtype, and which improves the current prediction tools. This improvement
in the identification of responding versus non-responding patients is more
notable in ER+ patients; this is especially relevant because these are the patients
who least respond to NAC and therefore those who would benefit the most from
a more specific discrimination.

There is a spectrum of biological differences at the level of gene expression
between the primary tumor and the residual disease that encompass the function
of many types of genes. Among them, the role of the expression of the proto-
oncogene FOS and the membrane receptors NR4A1 and NR4A3, which are
important in the regulation of proliferation and apoptotic processes, seems
particularly important for defining the resistance to NAC.

The relationship that we have delineated between the primary tumor, the residual
disease after the treatment and the first metastatic niche, shows a series of
alterations that characterize the tumor evolution after NAC. An inactivation of
the gene expression of the /FNAI7, GRINI, FOS, NRA41, and WNTI6 genes is
shown in the primary tumor compared with residual disease and metastatic
disease, where they are more expressed. The overexpression of these genes in
RD could provide a panel of new markers worth to be further investigated in
order to propose new therapeutic targets in residual disease once treatment with
NAC has not been effective. Regarding the metastasis stage, our results propose
four DE genes between metastasis, residual disease and primary tumor: LAMB4
and NPM2 as DE genes with higher expression only in metastasis, CAMKZ2B as a

gene that is negatively selected after NAC in residual disease but which recovers
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its activity in the metastatic tumor, and WNT76 as a possible marker of

unfavorable evolution of the tumor after NAC.

The results of this Doctoral Thesis represent an advance in the molecular knowledge of
the different moments of breast cancer treated with NAC from the primary tumor to the
distant relapse. The predictive models of pCR, as well as the molecules that differentially
define RD and metastasis are the basis for the implementation of precision medicine and
the discovery of new therapeutic targets for resistance in this highly prevalent disease,

whose relapse involves 90% of deaths related to it.
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