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RESUMEN

INTRODUCCION

El cancer de mama (CM) constituye la neoplasia mas prevalente y causa principal
de mortalidad cancer-especifica en la mujer a nivel mundial. En el CM encontra-
mos un grupo de enfermedades ampliamente heterogéneas a nivel clinico, mole-
cular y de respuesta terapéutica. Los analisis transcriptomicos realizados en las
ultimas décadas han permitido la identificacion de subtipos intrinsecos molecu-
lares con claras diferencias en sus programas de expresion génica: Luminal A, Lu-
minal B, HER2-enriched (HER2E) y Basal-Like. El CM-HER2 positivo es uno de los
fenotipos de CM con mayor heterogeneidad. Hasta la fecha la informacién pro-
nostica y predictiva de beneficio a terapias anti-HER2 en la practica clinica conti-
nua siendo dada por el estatus histopatolégico de HER2, independientemente de
otras variables clinico-patolégicas pronoésticas para el CM. En contraposicion, dis-
ponemos ya de suficiente evidencia acerca de que en el CM-HERZ2 positivo estan
presentes todos y cada uno de los distintos subtipos intrinsecos moleculares, con
todo lo que ello supone en el caracter evolutivo y de respuesta terapéutica de
estos tumores. Es mas, considerando el subtipo intrinseco de forma aislada, des-
aparece cualquier valor prondstico atribuible a variables clinicas y patologicas
clasicas, incluyendo el estatus clinico de HER2. Este trabajo pretende analizar y
describir las bases de la heterogeneidad intrinseca del CM-HER2 positivo si-
guiendo un enfoque multiomico, para investigar diferencias claves entre aquellos

tumores HER2 con subtipo intrinseco HER2E y CM-HER2 con subtipo no HER2E.

METODOLOGIA Y OBJETIVOS

Se ha realizado un trabajo de revision bibliografica sobre el estado actual del CM-
HER2 positivo a nivel de practica clinica y biologia molecular, habiéndose publi-
cado un articulo de revisidn sobre el cual se basa la introduccion de esta tesis
doctoral (Anexo Documento 1). Tras dicha revisidn, llegamos a dos importantes

conclusiones. La primera, que la amplificaciéon de ERBBZ2 y/o sobreexpresion de



HER2 continua siendo el inico biomarcador que guia la toma de decisiones sobre
el empleo de terapias anti-HER2, y que esto como un biomarcador por si solo con-
tinda siendo insuficiente para poder explicar los resultados terapéuticos hetero-
géneos que encontramos en la practica clinica. La segunda, la amplificacion del
gen ERBBZ en CM es un evento pan-cancer que puede encontrarse presente en
todos los subtipos intrinsecos, especialmente en el subtipo HER2E, subtipo in-
trinseco cuyo paisaje transcripcional es independiente a la amplificacion de
ERBBZ2, 1o sitia como un biomarcador previsiblemente mas preciso y eficiente en
el disefio de nuevas terapias dirigidas. La heterogeneidad molecular de un tumor
se define por analisis de expresidn, y analisis de mutaciones y/o de alteraciones
en el numero de copias. Asi, se genera la hipotesis de este trabajo, con la intencion
de desgranar mediante un analisis multiomico (expresion y mutaciones) el sub-
tipo intrinseco HER2E y con el objetivo primario de definir las bases molecula-
res de la heterogeneidad de los CM-HER2 positivos mediante el analisis de dife-

rencias clave entre los subtipos intrinsecos HER2E y no HER2E.

Siguiendo un disefio ambispectivo observacional, fueron seleccionadas 90 ca-
sos/pacientes con diagndstico de CM localizado y positividad para HER2 deter-
minada por inmunohistoquimica (IHQ) y/o hibridacién in situ (ISH) en la biopsia
del tumor primario, tratadas entre 2011 y 2023 en la Unidad Intercentros de On-
cologia Médica de Malaga. Llegaron a completar el analisis global de expresion

génica y mutacional un total de 79 pacientes, con una mediana de seguimiento de

70 meses. Para el analisis de expresion génica se empled la tecnologia nCounter®
Analysis System (NanoString Technologies) y el panel comercial Breast Cancer
360™. Este panel mide la expresion de un total de 776 implicados en la biologia
del CM (incluyendo 18 genes house-keeping) y 48 firmas biolédgicas, incluyendo la
firma PAM50, firmas relacionadas con el microambiente tumoral y la respuesta
inmune. Los datos de expresion crudos fueron normalizados siguiendo el método
de normalizacién de NanoString y el analisis de expresion diferencial se realiz6 a
partir de los datos del panel mencionado y llevado a cabo mediante el paquete
1imma de R. En todos los casos, un gen o firma se consideraron diferencialmente

expresados entre grupos cuando se cumplian las condiciones de p-valor ajustado
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(FDR) < 0,05 y |log2FC| > 1,5. Para el andlisis de datos genémicos, se emple6 la

tecnologia Ion GeneStudio S5™ System y el panel de secuenciacién Oncomine™
Comprehensive Assay v3C que cubre 161 genes asociados al cancer. En primer lu-
gar, realizamos un analisis descriptivo general por grupo mediante el pa-
quete maftools de R. Paralos distintos grupos y comparaciones bajo estudio se
determind la existencia de diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de
presentar mutaciones en cada uno de los genes recogidos en el panel mediante el
test de Fisher (bilateral y unilateral). Se consideraron diferencias significativas si

se cumplia p-valor ajustado < 0,05.

En un primer lugar realizamos un analisis de expresion diferencial y un analisis
de diferencias a nivel de alteraciones gendmicas entre los casos HER2E y el resto
de subtipos intrinsecos. Finalmente se planificé un analisis de supervivencia para
analizar el impacto en la supervivencia de las pacientes de los resultados obteni-
dos tras las comparativas realizadas con la informacion clinico-patoldgica, expre-
sion génica y analisis de datos genémicos. Usando el lenguaje de programacion
R con el paquete Survival, analizamos supervivencia libre de enfermedad
(SLE) y supervivencia global (SG) basado en a) aproximacion de Kaplan-Meier y
Log Rank Test y b) Cox Proportional Hazards Models corrigiendo el efecto de las
covariables “Tratamiento” (Adyuvante o Neoadyuvante) y “Estado del receptor”

(Positivo o Negativo).

RESULTADOS

El 55,7% de los casos (n=44) presentan positividad para el receptor hormonal
(RH), definida ésta por una expresion medida por IHQ de >1% para el receptor
de estrogeno (RE) y/o receptor de progesterona (RP) siendo el resto de los tu-
mores (n=35) RH negativos. La mayoria (71%, n=56) presentan grado histolo-
gico 3, en torno al 20% de los casos afectacion axilar clinica y/o patoldgica, y en
un 35% de las pacientes habian recibido tratamiento neoadyuvante (TNA). La
subtipificacion molecular se realizé por PAM50, firma incluida en el panel Breast
Cancer 360™. Del total de casos CM-HER2 positivo analizados, se clasifico en el

subtipo HERZE al 58,2% (n=46), en Luminal A al 20,8% (n=16), en Luminal B el
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16,8% (n=13) y solo un 5,2% (n=4) en el subtipo Basal-like. En la poblacién con
RH positivos (n=44), un 41% de los casos cayeron en el subtipo HER2E, seguido
por el 30% y 29% de los casos en Luminal B y Luminal A respectivamente, con
ningun caso Basal-like. En la cohorte de RH negativos, un 80% se corresponden
al subtipo HER2E, 11% subtipo Basal-like y 9% Luminal A. En la cohorte de pa-
cientes con TNA se alcanzé una respuesta patolégica completa (rPC) del 53%

siendo el 87% de los casos tumores con subtipo HERZE.

1) Analisis de expresion diferencial segin variables clinicas

Se realizd un analisis de expresion diferencial segiin estatus menopausico, estado
de RH y tipo de respuesta patolégica tras TNA. En este apartado, destacan los re-

sultados obtenidos segun el estatus del RH, donde las firmas Antigen processing

and presentation machinery (APM), BC p53, CDK®6, firmas inmunes (células citoto-
xicas, citoxocidad, Macrdéfagos, PD-L1, PD-L2, TIGIT, IFN-Gamma, TIS), asi como
Homologous-Recombination Deficiency (HRD), Hipoxia e IDO1, estan infraexpresa-
das en las pacientes con RH positivos con respecto a las pacientes con RH negati-
vos (grupo de referencia para el analisis). Las firmas de Apoptosis, Diferenciacion,
Serializacion de ER, ESR1, Progesterona (PGR) y FOXA1 si presentan una expresion

diferencial al alza en las pacientes con RH positivos. El otro hallazgo de interés

viene del analisis de expresion diferencial en funcidn de tipo de respuesta a TNA,
donde encontramos que s6lo 1 gen y ninguna firma, se expresa diferencialmente
entre aquellas pacientes que obtienen rPC y las que no, siendo el gen INHBB el

unico sobreexpresado en las pacientes que alcanzan una rPC.

2) Analisis de expresion diferencial por subtipo intrinseco

Se realiza un analisis de expresion diferencial entre los casos HER2E (46 casos) y
el resto de los subtipos intrinsecos no HER2E (33 casos). A nivel de gen, tras un
analisis exploratorio inicial por analisis de componentes principales (PCA) se ob-
tuvo que la mayoria de los casos con subtipo HERZ2E se solapaban con los no
HERZ2E, pero tras el Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) o analisis de enriqueci-
miento de genes, del total de los 758 genes analizados, 29 se expresan diferen-

cialmente diferencial entre grupos: 11 genes regulados al alza (ERBBZ2, GRB?7,
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TMEM45B, FUT3, KRT7, B3GNT3, FGFR4, CXCL9, TMPRSS4, S100A7 y CEACAM6) y
18 genes infraexpresados (IGFR1, BLCZ, ESR1, SLC39A6, FGFR2, SCUBEZ, AGTR1,
TBC1D9, IRX1, PGR, NAT1, BMPR1B, MAPT, ELOVL2, DNAJC12, CBLC, KRT14 y
S0X10) en la condicion HERZ2E. Tras el analisis funcional de rutas metabdlicas
KEGG encontramos que los genes diferencialmente expresados se enriquecieron
significativamente en la via MAPK y PI3K-Akt, vias de sefializacion downstream
de HER2. También podemos ver enriquecimiento, aunque en menor medida en
las vias de resistencia a inhibidor tirosin-quinasa, de resistencia endocrina, via de
sefializacion de estrégeno, vias de sefializacién que regulan la pluripotencialidad
de las células madre, endocitosis y via de sefializacién del calcio. A nivel de firma,
se obtuvo que, del total de las 42 firmas analizadas, s6lo 4 se expresaron dife-
rencialmente entre los grupos en la condicion HER2E: ERBB2, ROR (sobreex-

preadas), ESR1 y PGR (infraexpresada).

Tras este primer analisis de expresion diferencial, aislamos un grupo de casos
(N=16) con subtipo HER2E y expresidn de genes divergente. A este grupo lo de-
nominamos “HERZE no agrupado”. Dentro de un analisis con intencién explora-
toria, se llevaron a cabo varias comparativas con este subgrupo: A) HERZE agru-
pado versus no agrupado, B) HERZE no agrupado versus subtipo no HERZE y C)
HERZE agrupado versus subtipo no HERZE.

A) HERZE agrupado versus no agrupado: A nivel de gen, encontramos una
expresion diferencial entre grupos de 17 genes: 7 genes sobreexpresa-
dos (KRT7, FUT3, SLPI, TMEM45B, B3GNT3, DKK1 y CALML5) y 10 ge-
nes infraexpresados (ESR1, NAT1, GATA3, PGR, CA12, ARNT2, ELOVLZ2,
LRP2, BMPR1B, ANXA9) en la condicion HERZE agrupado. El analisis
funcional de rutas metabolicas KEGG puso en evidencia que los genes
diferencialmente expresados se enriquecieron significativamente en la
via de senalizacion de estréogenos. A nivel de firma, sélo 2 firmas se
expresan diferencialmente diferencial entre grupos, ambas infraex-

presadas en la condicién HERZE agrupado. Estas son ESR1 y PGR.



B) HERZE no agrupado versus subtipo no HERZE: A nivel de gen, encontra-

mos una expresion diferencial entre grupos de 1 unico gen, el gen
ERBBZ sobreexpresado en la condiciéon HERZE no agrupado. A nivel de
firma, sélo 2 firmas se expresan diferencialmente diferencial, ambas
sobreexpresadas en el grupo HERZE no agrupado: ROR y ERBB2.

C) HERZE agrupado versus subtipo no HERZE: en esta Ultima comparativa,

anivel de gen encontramos expresion diferencial entre grupos para un
total de 50 genes, con 7 genes adicionales a la comparativa inicial del
total de casos HERZ2E frente a los no HER2E: EGLN3, LAD1, DKK1, SLPI,
CALML5, PROM1 y PIP. Con el analisis funcional orientado a rutas me-
tabdlicas KEGG encontramos que los genes diferencialmente expresa-
dos en esta comparativa se enriquecieron significativamente en vias
de serializacion de PI3K-Akt siendo la que presenta la mayor ratio de
genes asociados, siguiéndole las vias de senalizacion MAPK y la del
calcio. A nivel de firma se expresan diferencialmente las 4 firmas del
analisis primario: ERBB2 y ROR sobreexpresadas en la condicién

HERZE agrupado, e infraexpresadas las firmas ESR1 y PGR.

3) Analisis de datos genémicos

Comenzamos con el analisis de diferencias a nivel de alteraciones genomicas
(SNVs-indels y CNVs) entre los casos HER2E (N=46) y el resto de los subtipos
(N=33). En cuanto a alteraciones tipo SNV-indels, los 10 genes mas frecuente mu-
tados y por orden de frecuencia fueron RB1, CDK12, SETD2, RNF43, FANCI, ATR,
ATRX, CHEK1, NF2, CREBBP para HERZ2E, y para el resto de subtipos no HER2E los
genes RB1, CDK12, ATR, ATRX, RNF43, FANCI, CHEK1, NF1, SETD2, CREBBP. Em-
pleando el test de Fisher (bilateral y unilateral) considerando diferencias signifi-
cativas si el p-valor ajustado (FDR) <0,05, encontramos que ningin gen incluido
en el panel Oncomine™ Comprehensive Assay v3C presenta diferente frecuencia
de SNVs-indels entre los grupos. Analizando el grupo clinico de mayor interés,
el subgrupo con rPC tras TNA, tampoco se encontraron diferencias. En el analisis

de CNVs, respecto a las caracteristicas clinico-patolégicas las CNVs para ERRB2
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en términos absolutos, fueron mayores en los tumores con subtipo intrinseco

HER2E y HER2 3+ por IHQ. En el analisis de CNVs partir de los resultados para

todos los genes alterados incluidos en el panel solo se encontraron diferencias

para el analisis de Copy Number (CN) (media) entre los grupos HER2E y subtipos

no HER2E a nivel de ERBBZ, siendo el inico gen con diferente CN (media) en-

tre grupos (Wilcox-Test two-tailed, Wilcox-Test one-tailed -greater-). No se en-

contraron diferencias entre aquellas pacientes con rPC y enfermedad residual

tras TNA.

Al igual que en el caso del analisis de expresion, se estudiaron las diferencias a nivel

de alteraciones genomicas entre los casos A) HERZE agrupado y no agrupado, B)

HERZE no agrupado y no HERZ2E y C) HERZE agrupado y no HERZE.

A)

B)

0

HERZE agrupado versus no agrupado: En el analisis de alteraciones tipo

SNV-indels, los 10 genes mas frecuente mutados para HERZE agrupado
en orden de frecuencia fueron RB1, CDK12, ATR, RNF43, FANCI, ATRX,
CHEK1, ATR, ATM y NF1, y para HERZE no agrupado RB1, CDK12, ATR,
RNF43, CREEBP, NF2, FANCI, ATRX, NOTCHZ2 y ARID1A. Ningun gen pre-
sentd diferente frecuencia de SNVs-indels entre los grupos. En el
analisis de CNVs, encontramos diferencias para el analisis de CN entre
los grupos para los genes FGFR1, FGFR2 y RAD51, con una CN media
mayor en el grupo HER2E no agrupado.

HERZE no agrupado versus subtipo no HER2E: En el andlisis de SNV-in-

dels, se encontraron los mismos 10 genes e idéntico orden de frecuencia
en la comparativa inicial HER2E versus no HER2E. De nuevo, ningin gen
present6 diferente frecuencia de SNVs-indels entre grupos. En el
analisis de CNVs, no se encontraron diferencias a nivel de ningiin gen
para el analisis de CN (media), analisis de frecuencia de CNVs (ganancias
y pérdidas), andlisis de frecuencia de CNVs (ganancias) ni para el analisis
de frecuencia CNVs (pérdidas) entre grupos, ni siquiera en el gen ERBBZ.

HERZE agrupado versus subtipo no HERZE: En el analisis de SNV-indels,

ningin gen presentd diferente frecuencia de SNVs-indels entre
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grupos. Elanalisis de CNVs detecto diferencias en el analisis de CN entre

los grupos sélo para el gen ERBB2.

4) Analisis de supervivencia

No se detectaron diferencias en supervivencia libre de enfermedad (SLE) ni en su-
pervivencia global (SG) en ninguno de los grupos analizados: HERZE versus subtipo
no HERZE (SLE p =0.87; SG p =0.52); HERZE agrupado versus HERZE no agrupado
(SLE p =0.072; SG p =0.18); HERZE no agrupado versus no HERZE (SLE p =0.14; SG p
=0.55), y HERZE agrupado versus subtipo no HERZE (SLE p =0.59; SG p =0.25). Tam-
poco encontramos diferencias estadisticamente significativas probablemente de-
bido al pequefio tamafio muestral (n=28) entre aquellas pacientes con rPC versus el

resto tras TNA (SLE p =0.82; SG p =0.96).

DISCUSION

La amplificacion de ERBBZ y/o sobreexpresion de HER2 continua siendo el tnico
biomarcador que subclasifica los tumores HER2-positivo dentro del CM y con el que
se establecen los algoritmos terapéuticos de las terapias anti-HER2. Adn no dispo-
nemos de un conocimiento suficiente acerca de qué mecanismos biologicos subya-
cen a los resultados terapéuticos heterogéneos que encontramos en la practica cli-
nica y a la heterogeneidad bioldgica de este tipo de CM. Ademas, la amplificacion de
ERBBZ parece ser un evento oncogénico que puede estar presente en todos los sub-
tipos de CM, en lugar de un biomarcador en si mismo de un subtipo intrinseco. Su
asociacién con el subtipo transcripcional HER2E es errénea, ambos conceptos no

son sinénimos, son sustancialmente distintos.

Para homogeneizar nuestra poblacién de estudio nos centramos en tumores de
mama HER2-positivo definidos por sobreexpresion de HER2 (IHC) y/o amplifica-
cion (ISH) en la biopsia del tumor primario y con una representacién mas o menos
uniforme de tumores con RH positivos y negativos, de forma que tras el subtipifi-
cado molecular por PAM50 pudiéramos obtener dos grupos mas o menos balancea-

dos de tumores con subtipo HER2E y subtipo no HER2E. Asi, un 58% del global
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correspondieron al subtipo HER2E, siendo el subtipo intrinseco en un 80% de los
tumores con RH negativos, y un 41% de los tumores RH positivos. Respecto a las
caracteristicas clinico-patologicas, hay que destacar que se trata de una poblacién
con factores de mal prondstico por presentar en mas de un 70% de los casos grado
histologico 3 y afectacion axilar en el 20%. Un poco mas de un tercio de las pacientes
(35%) fueron tratadas con TNA alcanzando una tasa de rPC del 53%, similar a la
reportada en la literatura para los tumores HER2-positivos y correspondiendo el

87% de los casos a tumores con subtipo HER2E.

Tras el andlisis de expresion diferencial en un primer paso investigamos si existia
una expresion diferencial de firmas recogidas en el panel Breast Cancer 360™ en
funcion de variables clinicas, entre estas el estatus de los RH y el tipo de respuesta a
TNA (rPC versus no-rPC). En el primera comparativa encontramos que multiples fir-
mas se expresaban diferencialmente segun el estatus del RH, destacando firmas in-
munes (células citotoxicas, citoxocidad, macrdéfagos, PD-L1, PD-L2, TIGIT, IFN-
Gamma, TIS) con subexpresion en los tumores con RH positivos frente aquellos con
RH negativos. Esto podria impactar en el disefio de ensayos clinicos con inmunote-
rapia y terapia anti-HERZ2, ya que se deberia considerar a priori a la poblacion de los
tumores RH negativos/HER2 positivo como la mas susceptible de beneficio clinico.
Respecto a la cohorte de pacientes en tratamiento con TNA encontramos que en
aquellas pacientes con rPC, del total de genes analizados solo 1 gen y ninguna firma
presentd expresion diferencial entre grupos: 1 gen regulado al alza, el gen de la
subunidad BB de la inhibina o INHBB. Todas las pacientes (n:11) con una sobreex-
presion del gen (Z-score de > 1) presentan subtipo HER2E y HER2 clinico 3+ por
IHQ, un 72% son RH negativos y 54% premenopausicas. Ademas, en esta cohorte
pacientes se incluyen 2 de las 11 recaidas detectadas durante el seguimiento de

nuestro estudio, ambas a nivel de sistema nervioso central (SNC).

El gen INHBB se localiza en el cromosoma 2 y codifica una proteina, la inhi-
bina inhibina B, subunidad de los complejos proteicos diméricos activina e inhi-
bina, dos glicoproteinas estrechamente relacionadas que actian como citocinas fun-
cionales y con efectos biologicos opuestos. Ambas forman parte de la superfamilia

de ligandos del factor de crecimiento transformante 3 (TGF-f) y varios estudios en
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los ultimos afios le han otorgado funciones emergentes en cancer!. La inhibina es
una hormona de origen exclusivamente gonadal, formada por dos subunidades uni-
cas covalentemente: una subunidad a y una subunidad 8 de la que existen 2 isofor-
mas, la Ay laB (BAy BB). Mientras que INHBA (A) e INHBB ([3B) se expresan en el
tejido mamario normal, s6lo INHBB esta regulada por los estrogenos. La activina A
esta compuesta por un homodimero de subunidad 3A unido por disulfuro. La acti-
vina A puede encontrarse altamente expresada en CM y se ha asociado a peor pro-
nostico. De forma similar a lo que ocurre con el TGF-f, la sefializacién candnica de la
activina A se produce a través de la activacidn de la via de sefializacion SMAD. Tam-
bién parece participar en las vias no clasicas de transduccién por TGF-f al enviar
sefiales a través de las vias p38/MAPK, PIK3CA/AKT y WNT/[3-catenina. No existen
hasta la fecha publicaciones que estudien ni relacionen la expresion génica de IN-
HBB con el CM-HER2 positivo ni tampoco con respuesta a TNA. En un trabajo re-
ciente, tras el analisis de la actividad proliferativa de 9 lineas celulares de CM-HER2
positivo en tejido cerebral no tumoral, se report6 una sobreexpresion diferencial del
gen INHBB en aquellas células de las lineas UACC-893 y MDA-MB-453, aquellas que
proliferaron rapidamente en el parénquima cerebral. Tras un analisis de micro-
arrays se encontrd que ambas lineas celulares compartian hasta 138 patrones de
expresion génica y que entre los genes sobreexpresados se encontraba INHBB. En el
analisis de supervivencia empleando el conjunto de datos METABRIC para analizar
el impacto de la expresién de los genes diferencialmente expresados, el gen INHBB
entre otros, no fueron incluidos en el analisis al no disponer de datos clinico-patolo-

gicos para estos genes en la base de datos referida?.

Como parte del objetivo primario del estudio, andlisis de diferencias significativas
entre los subtipos intrinsecos HERZE y no HERZE, de los resultados de esta primera
comparativa tras analisis de expresion diferencial y de datos gendmicos debemos
hacer varias apreciaciones. La primera, no existen diferencias a nivel de altera-
ciones gendmicas SNV, indels y CNVs entre los subtipos HER2E y los subtipos
no HER2E dentro del CM-HER2 positivo mas alla de un mayo ratio de CN en el

gen ERRBZ para los casos HER2E. En ambos casos dentro de los 10 genes mas



frecuentemente alterados, RB1 y CDK12 encabezaron la lista. Los genes alterados y
sus variantes presentaron entre grupos un similar enriquecimiento en las rutas de
sefializacidon oncogénica del ciclo celular, TP53 y PIK3CA. La segunda apreciacion
viene del andlisis de expresion diferencial, donde s6lo 4 de las 42 firmas analizadas
parecen separar a los casos HER2E del resto de subtipos: ERBB2, ROR, ESR1 y
PGR. Tras el analisis funcional de rutas metaboélicas KEGG encontramos que los ge-
nes expresados diferencialmente se enriquecieron significativamente en la
via MAPK y PI3K-Akt, vias de sefializacion downstream de HER2 vinculadas con la
proliferacién tumoral, inhibicion de muerte celular y resistencia terapéutica, a la te-

rapia endocrina mediada por EGFR, y a las terapias dirigidas frente a HERZ2.

La tercera apreciacion y mas relevante fue el aislamiento de un subgrupo
de casos con subtipo HER2E con una expresion de genes divergente (HERZ no
agrupados) tras el primer analisis jerarquizado constituyendo un subgrupo que
comparamos con el resto de casos HER2E, y con los subtipos no HER2E. La mayoria
de los casos HERZE con expresion de genes divergente se correspondian con tumo-
res RH positivos (69%) y HER2 clinico 3+ por IHQ (87,5%). En comparacion a al
resto de casos HERZE, las diferencias significativas de datos genémicos se dieron
por una mayor ratio de CN en el subgrupo HER2E no agrupado para los genes
FGFR1, FGFR2 y RAD51. Respecto al analisis de expresion diferencial a nivel de gen,
ERBBZ desaparece como gen diferencialmente expresado entre grupos y se observa
un mayor enriquecimiento de los genes diferencialmente expresados en la
ruta de sefializacion de estrogenos. Lo mas llamativo viene dado en el andlisis de
expresion diferencial por firma, donde los HER2E con expresion divergente de
genes parecen no agrupar dentro del conjunto global de tumores HER2E por
el peso a nivel de expresion diferencial al alza que tienen las firmas ESR1 y
PGR en estos casos. En comparacion con los no HER2E, en el analisis de datos ge-
noémicos no se aislaron diferencias significativas a nivel de alteraciones genémicas
ni siquiera a nivel de CN para ERBBZ2, y en el analisis de expresion diferencial solo el
gen ERBBZ y las firmas ROR y ERBB2 se expresan diferencialmente al alza en los

HERZE no agrupados.
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Excluyendo los casos HER2E con expresion de genes divergente, a nivel genémico y
de expresion encontramos resultados similares a la comparativa inicial tanto para
los datos gendmicos como para los datos de expresion diferencial. No se detectaron
diferencias a nivel de alteraciones gendmicas mas alla de un mayo ratio de CN
en el gen ERRBZ para los casos HER2E agrupados y de nuevo 4 firmas ya des-
critas que separan ambos los grupos (ERBB2 y ROR -sobreexpresadas en HER2E;
ESR1y PGR -infraexpresadas-). A nivel de gen, si encontramos 7 genes adicionales a
los diferencialmente expresados en la comparativa HER2E versus no HER2E: EGLN3,
LAD1, DKK1, SLPI, CALML5, PROM1 y PIP. Realizamos una busqueda y revision ex-
haustiva de estos genes, con la intencidn de conocer lo publicado al respecto de su
implicacion en el CM-HER?2 positivo y heterogeneidad bioldgica en CM. De los 7 ge-
nes referidos, hemos de destacar EGLN3, LAD1 y CALMLS.

Respecto a EGLN3 se ha reportado asociacion a mayores niveles de ARNm en
tumores con RE negativos y HER2 positivos3, comportamiento mas agresivo y peores
resultados en supervivencia, sin haberse relacionado con subtipo intrinseco, si bien

en estos tumores se concentran la mayoria de los subtipos HER2E.

LAD1 codifica para la proteina ladinin-1, proteina aun no completamente ca-
racterizada, que actua como filamento de anclaje componente de las membranas ba-
sales y que parece contribuir a la estabilidad de la asociacidn de las capas epiteliales
con la capa de mesénquima subyacente. De este gen, hay que destacar su papel en la
via EGF-ERK, como mediador regulado a su vez por la fosforilacion de esta via, favo-
reciendo la proliferacion y migracion de células mamarias a través del control de la
polimerizacion y entrecruzamiento de las fibras de actina. En el trabajo mas impor-
tante publicado al respecto, a LAD1 se le confiere un peor prondstico y una expresion
significativa en subtipos agresivos de CM, en dicho trabajo caracterizados dentro de
los InsClust 5y 10, donde a su vez se concentran la mayoria de los CMTN y tumores

HER2 positivos*.

El gen CALMLS5 codifica para una proteina, la calmodulina-like 5, que comparte
similitud funcional con la calmodulina (proteina de union al calcio) expresada en la
epidermis y uno de los genes con mayor sobreexpresion en CMTN. Se ha reportado

que forma parte de las proteinas que interactian con el receptor de motilidad
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mediado por hialuronano o Rhamm (€D168). Los cambios oncogénicos clave en el mi-
croambiente tumoral incluyen sintesis, procesamiento y sefializacién aberrante del
acido hialuroénico. Las interacciones entre las células tumorales y su microambiente
son de maxima relevancia para favorecer la invasion tumoral y las metastasis. La ex-
presion de Rhamm dentro del parénquima tumoral no es uniforme, sino que se de-
tecta dentro de regiones en el margen invasivo del tumor (areas de remodelacion ac-
tiva de la matriz extracelular). Se regula dinamicamente en el contexto de estrés ce-
lular, de forma que permite que las células tumorales detecten y respondan a la re-
modelacion de la matriz celular, estando vinculado asi con la adhesion celular y la
transicion epitelial-mesenquimal (EMT). En un estudio se detecté una mayor expre-
sion en tumores con RE positivos de alto grado, CMTN y tumores HER2 positivo, y
asociacion a peor prondstico®. En otro trabajo en lineas celulares de CM, se vio que la
proteina Rhamm de la superficie celular y el CD44 actian juntos en un mecanismo
autocrino dependiente del acido hialurdnico para coordinar la sefializacion sostenida
a través de ERK1,2, lo que conduce a una alta motilidad basal de las células de CM
invasivo®. Ademas, se ha descrito la sobreexpresion de mucina 4 y de CD44 asociada
a enmascaramiento del sitio de union a trastuzumab, y por tanto un posible meca-
nismo de resistencia a dicha terapia anti-HER2 por pérdida de dominio extracelular?’.
Dado que el gen que codifica para la proteina Rhamm, no se incluye en el panel que
hemos empleado, solo podemos llegar a la hipotesis de que, si la calmodulina-like 5
interacciona con Rhamm y éste participa en los procesos de remodelacion de la ma-
triz celular, adhesion celular, EMT, y junto a CD44, en el mantenimiento de la sefali-
zacion a través de ERK1,2 componente de la via MAPK, la sobreexpresion del gen
CALMLS en el subtipo HER2E podria implicar un comportamiento agresivo, con ma-

yor probabilidad de metastasis y de evolucién clinica mas propia de un fenotipo basal.

CONCLUSIONES

En nuestra cohorte de pacientes con CM localizado HER2 positivo por amplificacion
del gen ERBBZ y /o sobreexpresion de la proteina HER2 encontramos diferencias re-

levantes a nivel clinico y molecular.

Respecto a las variables clinicas,
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- Expresion génica diferencial al alza de firmas inmunes en aquellos tumores
con RH negativos y mayoritariamente subtipo HER2E, lo que podria impactar
en el disefio de ensayos clinicos con inmunoterapia y terapia anti-HER2, ya
que se deberia considerar a priori a la poblacién de los tumores RH negativos
dentro de los CM-HER2 positivo como la mas susceptible de beneficio clinico.

- Enlapoblacion que siguié TNA y tuvo respuesta patoldgica completa, expre-
sion génica diferencial de un dnico gen, el gen INHBB y ninguna firma. Mas
del 70% de estas pacientes tienen subtipo HERZ2E y se incluyen 2 de las 11
recaidas detectadas en el seguimiento del estudio, ambas a nivel de SNC. Para
este gen, solo hemos encontrado un trabajo que lo relaciona a una mayor ac-
tividad proliferativa y agresividad en CM, en un estudio con lineas celulares
de CM-HER?2 positivo sobre tejido cerebral sano, detectandose una expresion
diferencial de INHBB en las dos lineas celulares que proliferaron rapida-

mente en el parénquima cerebral.

En el analisis de diferencias entre tumores con subtipos HER2E y no HER2E:

- Anivel de expresion génica, 29 genes expresados diferencialmente entre gru-
pos, enriquecidos significativamente en las vias MAPK y PI3K-Akt, vias de
sefializacion downstream de HERZ2. A nivel de firma, solo 4 firmas con expre-
sion diferencial: ERBB2 y ROR sobreexpresada en HERZ2E, y las firmas ESR1
y PGR en los subtipos no enriquecidos.

- En el analisis gendémico, ningun gen incluido en el panel present6 diferente
frecuencia de SNVs/indels entre tumores HER2E y no HER2E encabezando
los genes RB1 y CDK12 la mayor tasa de alteraciones gendmicas en ambos
grupos y siendo la tnica diferencia a nivel genémico una mayor ratio de CN

(ganancia) del gen ERBBZ en los HER2E.

Por lo tanto, parece que las diferencias dentro del CM-HER2 positivo si tenemos en
cuenta la subtipificacién molecular, radican en la expresion génica, sin alteraciones

gendmicas relevantes mas alla de la amplificacion génica de ERBBZ.
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Detectamos un conjunto de casos dentro del global de los tumores HER2E con una
expresion de genes divergentes, “HERZE no agrupado”, que en un analisis explora-
torio detectamos diferencias a nivel de expresion y gendmico respecto a su contra-

parte con expresion comun de genes, y respecto a los subtipos no HER2E.

- Los genes diferencialmente expresados respecto a los HER2E con expresion
comun de genes se enriquecieron significativamente en la via de senaliza-
cion de estrégenos. A nivel de firma, sélo 2 firmas se expresan diferencial-
mente entre grupos, ESR1 y PGR, ambas sobreexpresadas en la condicion
HERZE no agrupado. En el analisis genomico las unicas diferencias se dieron
por una mayor ratio de CN en el grupo HERZE no agrupado para los genes
FGFR1, FGFR2 y RAD51, genes cuya amplificacion en concreto de los dos pri-
meros es mas caracteristicas de tumores con subtipo intrinseco luminal, es-
pecialmente LumB.

- En comparacion con los subtipos no HERZ2E, las diferencias radicaron en la
expresion diferencial del gen ERBBZ, de las firmas ROR y ERBB2 en los
HERZE no agrupados, y ninguna diferencia significativa en los resultados del

analisis gendmico, ni siquiera en la ratio CN de ERBBZ.

En nuestra cohorte, el conjunto de casos HERZE no agrupado parece corresponder a
casos por subtipificado molecular HER2E con una expresion génica diferencial de
genes de la via de sefializacion estrogénica y una expresion diferencial al alza de las
firmas ESR1 y PGR respecto al resto de casos HER2E, pero de las firmas ROR y
ERBB2 respecto a los tumores no HER2E. Este hallazgo a falta de ser valorado en
una serie de pacientes mas amplia supondria un afiadido a la heterogeneidad del
CM-HER2 positivo, mas en concreto dentro del subtipo HER2E, con una expresion
génica mas cercana a tumores no HER2E, esencialmente luminales, frente a los que
ni siquiera la ratio de CN de ERBBZ presenta diferencias significativas. Este grupo,
podria explicar parte de los resultados heterogéneos en cuanto a respuesta y evolu-
cion clinica que se dan en practica clinica en tumores de mama HER2 positivo con

subtipo HER2E.
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No se dieron diferencias a nivel de SG ni en SLE. Estos resultados, asi como
los previamente descritos pudieran estar condicionados por el pequefio tamafio
muestral de nuestra serie de pacientes y el analisis de genes con una relacion ya es-

tablecida con CM, que podria excluir nuevos genes aun no identificados.
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LISTA DE ABREVIATURAS

CM Cancer de Mama

HER2E HER2-enriquecido

[HQ Inmunohistoquimica

ISH In situ Hybridization

FDR False Discovery Rate

Log2FC LogZ2 Fold Change.

RH Receptor Hormonal

RE Receptor de Estrogeno

RP Receptor de Progesterona

TNA Tratamiento NeoAdyuvante

rPC Respuesta completa patologica

APM Antigen processing and presentation machinery
HRD Homologous recombination deficiency
ER Estrogen receptor

ESR1 Estrogen Receptor Alpha/1

PGR Progesterone receptor

PCA Principal Component Analysis

GSEA Gene Set Enrichment Analysis

CN Copy Number

SLE Supervivencia Libre de Enfermedad

SG Supervivencia Global

INHBB Gen de la subunidad B de la inhibina
SNC Sistema nervioso central

TGF-B Factor de crecimiento transformante 3
HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
ErBb Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene
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RTK Receptor tirosina cinasa

EGF Epidermal Growth Factor

Mr Masa molecular Relativa

ADNCc ADN complementario

aa Aminoacido

LumA Luminal A

LumB Luminal B

BAL Basal-like

ARNm ARN mensajero

AJCC/UICC American Joint Committee on Cancer/International Union
Against Cancer

TNM Sistema de estadificacion del AJCC (T tumor, N ganglio y
M metdstasis)

OMS Organizacion Mundial de la Salud

CDI Carcinoma Ductal Infiltrante

CDI-NOS Carcinoma Ductal Infiltrante de tipo no especial

CLI Carcinoma Lobulillar Infiltrante

RE+ Receptor de Estrogeno positivo

RP- Receptor de Progesterona negativo

RE- Receptor de Estrogeno negativo

RP+ Receptor de progesterona negativo

CMTN Cancer de Mama Triple Negativo

RA Receptor de Andrdgenos

CK Citoqueratina

CNV Del inglés, Copy Number Variation

gRT-PCR Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR

FFPE Del inglés, Formalin-Fixed Paraffin-Embedded

TCGA The Cancer Genome Atlas

SNP Del inglés, Single Nucleotide Polymorphism
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SNV Del inglés, Single Nucleotide Variation
CNA Del inglés, Copy Number Aberration

ASCO/CAP American Society of Clinical Oncology y el College of

American Pathologist

TMA Tissue-Microarrays

GPA Tricolor HER2 gene-protein assay
WGS Whole-genome sequencing

BFB , Breakage-Fusion-Bridge cycle

RCB Residual Cancer Burden

TILs Tumor Infiltrating Lmphocytes

sTILs Stromal tumor-infiltrating lymphocytes
iTILs Intratumoural infiltrating lymphocytes
ROR Risk of recurrence

AED Analisis de Expresion Diferencial

BAM Binary Alignment Map

GO Del inglés, Gene Ontoloty

KEGG Del inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
VAF Variant Allele Frecuency

DGIdb Drug Gene Interaction Database

FSH Hormona estimuladora del foliculo
CDK Cyclin-dependent kinase

NF-xB Via del factor nuclear kappa B (NF-xB)
EMT Epitelial-Mesenchymal Transition
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Introduccion

1.1 PRESENTACION GENERAL

El cancer de mama (CM) es la neoplasia mas frecuente y una de las principales causas
de mortalidad por cancer en la mujer, a pesar de las importantes mejoras diagnosticas
y terapéuticas obtenidas en las ultimas décadas. Por el contrario, el CM masculino es
una enfermedad rara con una incidencia <1% y siendo en su mayoria clasificada por
inmunohistoquimica (IHQ) como una enfermedad luminal®. El CM estd modelado por
un grupo de enfermedades heterogéneas, con una gran variabilidad dentro de un
mismo tumor, lo que conocemos como heterogeneidad intra-tumoral, asi como entre
tumores de un mismo fenotipo en distintos pacientes, esto es, heterogeneidad inter-
tumoral. Por tanto, todos los tipos de CM comparten una heterogeneidad morfologica,
molecular y genémica sustancial, lo que afecta al comportamiento clinico, respuesta

al tratamiento y supervivencia.

En la era actual, la de medicina de precision, es un objetivo crucial en el tratamiento
de cualquier tumor la toma decisiones clinicas a través de un conocimiento exhaus-
tivo del perfil molecular del tumor en cuestion para asi predecir el resultado clinico
de forma individualizada. La alta variabilidad inter-paciente de componentes micro-
ambientales del tumor como las células estromales o la matriz extracelular, junto con
la variabilidad en otras células de los pacientes que pueden participar en la disemi-
nacion metastasica de la enfermedad (por ejemplo, células del sistema inmune), afia-

den un nivel adicional de complejidad a la heterogeneidad del CM [3].

De este modo, la heterogeneidad es una de las areas mas relevantes de investigacion
en CM, fundamental para mejorar el diagndéstico, identificar biomarcadores prondsti-
cos y predictivos, y disefiar estrategias terapéuticas eficaces. Gracias al desarrollo de
tecnologias moleculares de alto rendimiento, actualmente ya podemos analizar cam-
bios en el contexto gendmico, epigenético y protedémico, lo que permite mejorar la

comprension de la complejidad bioldgica del CM.



Introduccion

1.2 HISTORIA DEL DESCUBRIMIENTO DE p185, neu,
c-erbB-2 6 HER-2 /neu

Uno de los biomarcadores con mayor heterogeneidad en CM es el Receptor 2 del Fac-
tor de Crecimiento Epidérmico Humano (HER2), un componente de la familia de los
receptores de crecimiento epidérmico (receptores ErBb), receptores con actividad ti-
rosina cinasa (RTK). Se trata de la familia de receptores de factores de crecimiento
mejor caracterizados en las neoplasias epiteliales. En mamiferos esta compuesta por
EGFR 6 ERbB1/HER1, ERbB2/HERZ, ERbB3/HER3 y ERbB4/HER4,y son activados por
mas de 40 ligandos de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) conoci-
dos actualmente. Esta familia de receptores y sus ligandos juegan un papel crucial en
la oncogénesis y en la progresion tumoral del CM?10. La proteina HER2 es producto
de un protooncogén especifico conocido como ErbB2/ERBBZ localizado en el brazo
largo del cromosoma 17, en el locus 17q21.1. En condiciones normales, la proteina
HER2 desempeiia un papel importante en el crecimiento de las células epiteliales del
revestimiento externo e interno del organismo, asi como del tejido glandular. Las cé-
lulas epiteliales de las unidades ductolobulillares de la glandula mamaria son un
ejemplo basico de células epiteliales. La proteina HER2 se puede encontrar dispersa
en la membrana celular. Su actividad tirosina cinasa corresponde al dominio intraci-
tosolico y trasmite sefiales hasta el nucleo de la célula, dirigiendo asi el crecimiento

celular.

El descubrimiento del protooncogén HERZ/neu se remonta a principios de la
década de los 8011, identificado inicialmente como un nuevo gen transformador, re-
sultado de estudios de transfeccion a lineas celulares sanas, de ADN de lineas celula-
res de rata con neuroblastoma, glioma y carcinoma inducidos. En aquel momento se
le llamo6 neu y se demostré que este gen era homdlogo al protooncogén ErbB que
codifica para EGFR/ErbB1/HER1?, y que la proteina que codificaba, p185 (antigeno
tumoral de masa molecular relativa (Mr) de 185.000 daltons) que hoy dia conocemos
como HERZ2, se relacionaba serolégicamente con EGFR, coexistiendo ambas proteinas
en células de rata no transformadas, lo que apoyaba que se trataba de dos proteinas

distintas. Un equipo de investigadores del Massachusetts Institute of Technology 13,
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empleando un clon de ADN complementario (ADNc) a neu, aislado a su vez de una
linea celular transformada por dicho oncogen, determinaron que la secuencia de nu-
cleotidos de este ADNc predecia una proteina transmembrana de 1260 aminoacidos
(aa) muy similar en estructura al EGFR, con una concordancia del 50% de los ami-
noacidos predichos de neu con los de EGFR y de mas del 80% de los aa en el dominio
tirosina cinasa. En dos trabajos posteriores1014, mediante el uso de sondas del onco-
gén retroviral v-erb-B y del EGFR/erb-B humano se seleccionaron bibliotecas de ADN
genomico y ADNc humano, y los autores aislaron de forma independiente genes rela-
cionados con EGFR/erb-B humano que llamaron HER2'*y c-erbB210. Finalmente, gra-
cias a estudios de mapeo cromosomico, se reveld que los tres genes que se habian
denominado neu, c-erbB-2 y HERZ eran el mismo gen!>. Un cuarto grupo, que también
utilizo v-erbB como sonda, identificd el mismo gen con una amplificaciéon de 5 a 10
veces en una linea celular de CM llamada MAC-117, siendo esta la primera descripcion
de la amplificaciéon de HER2 en CM16. Este hallazgo fue finalmente confirmado en la
clinica por Slamon et al, donde tras el analisis de 189 muestras de CM se encontro6 que
HERZ2/neu estaba amplificado de 2 a 20 veces en el 30% de los casos estudiados y que
esta amplificacion génica era un biomarcador pronoéstico negativo tanto de supervi-
vencia global (SG) como de tiempo hasta la recaida, con un valor pronéstico mas ele-
vado que otros factores pronosticos clasicos como son el receptor hormonal (RH) o
la afectacion ganglionar axilarl’. La sobreexpresion de la proteina HER2 defini6 asi el
CM-HER2 positivo, tradicionalmente asociado a un peor prondstico y a peores tasas
de supervivencia. Afortunadamente, importantes avances terapéuticos de las ultimas
décadas han mejorado el tratamiento clinico de la enfermedad HERZ en CM y, por

tanto, su prondstico.

Varias décadas mas tarde, llegaria el descubrimiento de los subtipos intrin-
secos mediante analisis de expresion génica y estudios de transcriptomical8. Dispo-
nemos ya de suficiente evidencia clinica y molecular para considerar al CM-HER2 po-
sitivo como una entidad dentro del CM caracterizada por una heterogeneidad com-
pleja e intrinseca a multiples niveles!?, incluyendo a nivel célula-a-célula. En la prac-
tica clinica, existe una controversia clasica para la determinacidn del estatus clinico

de HER2, con numerosas guias internacionales y actualizaciones que persiguen
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unificar criterios y llegar a un consenso homogéneo universal. Para el diagnostico cli-
nico, los CM-HER?2 positivo se clasifican por IHQ y/o por estudios de hibridacion in

situ (ISH)2°.

Los analisis de expresion génica han tenido un impacto a gran escala en el estudio de
la heterogeneidad biologica del CM y de este fenotipo tumoral?l. No obstante, en este
ambito existe auin una variabilidad considerable que complica el categorizar las bases
del diagnéstico histopatoldgico, y, por ende, el abordaje terapéutico. Los subtipos in-
trinsecos moleculares del CM se han caracterizado ampliamente, y dentro del CM-
HER2 positivo el subtipo mas representativo es el HER2-enriquecido o HERZ-enriched
(HERZ2E), si bien podemos encontrar tumores de mama HER2 positivos con subtipo
intrinseco luminal A (LumA), luminal B (LumB) o incluso, basal-like (BAL)??. En una
aproximacion simple, el subtipo intrinseco HER2E se define por una mayor expresion
de HERZ a nivel de ARNm y de proteina que otros subtipos, una mayor activacion de
la via HERZ/EGFR, un estroma inmuno-activado con aumento de la infiltraciéon tumo-
ral de linfocitos y ademas una mayor expresion de los genes relacionados con la pro-
liferacion tumoral?223, Estudios recientes confirman que este subtipo obtiene los me-
jores resultados clinicos y terapéuticos con el uso de farmacos anti-HER2, con o sin
quimioterapia, tanto en escenario adyuvante como neoadyuvante, e independiente-
mente del estatus clinico de HER219. No obstante, no mas del 50% de los tumores
clinicamente HER2 positivos son HER2E, y lo que es mas significativo, podemos en-
contrar este subtipo molecular en el CM-HER2 negativo, tumores que no llegan a re-
cibir terapias anti-HER2 al no estar aprobadas para el tratamiento de tumores de

mama con estatus clinico negativo para HER2.

1.3 CLASIFICACION ACTUAL DEL CANCER DE MAMA

La heterogeneidad inter-tumoral del CM se ilustra ya desde la estadificacion clinica
de la enfermedad. El sistema de estadificacion TNM segun la American Joint Commit-
tee on Cancer y Union for International Control del Cdncer (AJCC/UICC) agrega infor-
macion sobre el tamafio del tumor (T), grado de afectacidon de los ganglios linfaticos

regionales (N) o la presencia de metastasis a distancia (M)?4. Con la 82 edicion de la



Introduccion

clasificacion AJCC/TNM publicada en 2018 se esboza una nueva clasificacion pronds-
tica que ademas de criterios anatomicos incluye factores biolégicos (expresion de RH,
HER2 y grado histoldgico)2425. En practica clinica, tras la estadificacion clinica, el si-
guiente paso es la valoracion de criterios histologicos sobre el tumor primario (obte-
nido mediante cirugia y/o biopsia) englobando un analisis morfol6gico e inmunohis-
toquimico para testar el perfil de biomarcadores. Esto se corresponde con una clasi-
ficacion clasica y no molecular del CM, y es el estandar en la practica clinica habitual
para determinar el tipo tumoral de CM. Los criterios patoldgicos clasicos, como son el
tipo histolédgico, tamafo del tumor, grado y el estado de los ganglios linfaticos axila-
res, son esenciales en la evaluacion prondstica inicial?®. La expresion de los RH, entre
los que se incluyen el receptor de estrogeno (RE) y de progesterona (RP), determi-
nada mediante IHQ y el estatus de HER2 medido por sobreexpresion proteica (IHQ)
y/o amplificacion génica (ISH), otorgan valor prondstico adicional y predictivo,
siendo elemental para definir los algoritmos de tratamiento?627, como se discutira en

los siguientes apartados.

1.3.1 Subtipos histopatolégicos: Heterogeneidad morfol6-

gica
La clasificacion histopatologica del CM se establece por la clasificacion de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) de 201228, y posterior actualizacion en 20192°. Esta
clasificacion incluye el grado y el tipo histologico. El grado histologico evalia en una
escaladel 1 al 3 qué tan similar es un tumor al epitelio normal: un tumor de bajo grado
se parece mas al epitelio normal que un tumor de alto grado?®. El grado tumoral es

otra caracteristica intrinseca de la heterogeneidad tumoral del CM39.

Segun su patron morfoldgico y citolégico, los CM se pueden clasificar en alrededor de
18 tipos histologicos. La mayoria de los tumores primarios de mama se clasifican
como carcinoma invasivo de tipo no especial, tratandose de neoplasias que aparecen
en los ductos mamarios, llamados carcinoma ductal infiltrante (CDI) no especificado
(CDI-NOS) y que constituyen mas del 70% de los casos, o en los lobulillos y conductos
terminales de la mama siendo estos conocidos como carcinoma lobulillar invasivo

(CLI) con una incidencia inferior al CDI, situada en torno al 10 %. Existen otros
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subtipos histoldégicos especiales como son los carcinomas medulares, papilares, me-
taplasicos, cribiformes, apocrinos, secretores, mucinosos, y tubulares, entre otros
2829 en su mayoria considerados subtipos raros, de menor incidencia y prevalencia,
y que difieren de forma significativa entre ellos y respecto a los tipos histolégicos

principales, tanto a nivel prondstico como de respuesta a los tratamientos31.

1.3.2 Heterogeneidad en la expresion proteica del RE, RP y
HER2: Subtipos inmunohistoquimicos

A través de la caracterizacion del estado de los RH (RE y RP) y de HER2, podemos
clasificar el CM en tres fenotipos o entidades clinicas. Los CM con RH positivos y
HER2-negativo, se definen como positivos por la expresion medida por IHQ del RE
y/o RP en >1% de las células tumorales invasivas3?33 y HER2 negativo. Constituyen
el fenotipo clinico conocido como CM luminal y suponen el 65-70% de todos los CM.
Con el estudio por IHQ del RE se determina la positividad como el grado de expresion
en tanto por ciento, que a su vez se correlaciona a nivel molecular con la expresion
génica del RE (una fosfoproteina que actiia como factor de transcripcion) y principal-
mente de su isoforma-alfa codificada por el gen ESRI. Los RE y RP se expresan en
alrededor del 80% y el 65% de los CM respectivamente33. Aunque los tumores con
RE-positivos (RE+) co-expresan el RP en la mayoria de los CM, algunos casos son RE+
con RP-negativo (RP-) y, otros, con una prevalencia que no supera el 1%, son tumores
con RE negativo (RE-) y RP-positivo (RP+)3435, Las tasas de respuesta a la terapia hor-
monal clasica, asi como las tasas de SG parecen ser mayores en los CM con positividad
para RE y RP, con tasas mas bajas en los RE+/RP-, y dispares en tumores RE-
/RP+3536 Aproximadamente el 20% de los CM presentan sobreexpresion de HER2
y/o amplificacion de ERBBZ, y mas del 50 % de estos CM co-expresan RH?7:37 Estos
tumores se clasifican en la practica clinica como CM-HER2 positivos. Los restantes,
con negatividad para RH (RE y/o RP) y para HERZ2, se conocen como CM triple nega-
tivo (CMTN) (Figura 1).
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Figura 1. A) Tincién de hematoxilina-eosina para determinar el tipo histolégico, junto a la
immunotincién para RE, RPy HERZ (izquierda). B) Immunotincion de HERZ segtin criterios
guia ASCO/CAP 2018.

Los tumores catalogados como HERZ-low, son aquellos definidos por una puntacién
[HQ de HER2 de 1+ 0 2+ con ISH negativo??, independientemente del estado de los RH
(Figura 1), y representan la mayoria de los CM negativos para HER2. Los resultados
de un analisis integral retrospectivo con muestras de mas de 3500 pacientes revela-
ron que los subtipos intrinsecos luminales abarcan la mayoria de los tumores HERZ-

low con RH positivos, siendo el subtipo HER2E infrecuente (<5%), y a su vez con una
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distribucidn similar entre los tumores HER2 0 y HERZ2-low. Esta distribucion de sub-
tipo fue consistente con un patrén de expresion diferencial del gen ERBBZ entre tu-
mores con HER2 0 y HERZ-low, especialmente en el grupo con RH positivos, no obser-
vandose diferencias significativas en la distribucion entre los CMTN seguin una subdi-
vision por niveles de IHQ de HER238. Ademas, el estado HERZ2-low no tuvo ningtn im-
pacto pronostico. Por ello, no hay evidencia actual que respalde que el subgrupo de
tumores HERZ-low sea una entidad nosoldgica independiente3?, si bien podria repre-
sentar un subconjunto de tumores con cierta activacién de la via HER2, con una aso-
ciacion baja o nula con el subtipo intrinseco y que merece especial atencion debido a

sus posibles implicaciones terapéuticas4.

Un cuarto marcador proteico emergente, el receptor de andrégenos (RA), se inmu-
noexpresa en mas del 70% de los tumores primarios de mama*! y por lo general, su
expresion se correlaciona con la del RE y RP. La prevalencia de este marcador, es ma-
yor en los tumores de mama con RH positivos que en los CMTN (75% frente a
31,8%)*2 0 CM-HER?2 positivo, aportando informacion unicamente de tipo prondstico
al existir datos publicados que lo asocian a mejores datos de SG y libre de recidiva
para tumores luminales y habiéndose descartado de forma reciente su valor pronos-
tico en el CMTN#43. Dado que en la practica clinica aiin no existe un tratamiento diri-
gido para este marcador, su determinacidn rutinaria no esta justificada. Otros bio-
marcadores con expresion heterogénea en el CM incluyen EGFR, TP53, c-Myc, y mar-
cadores de proliferacion celular clasicos como el Ki-674445, E]l Ki-67 es una proteina
nuclear, expresada en todas las fases del ciclo celular excepto en la fase GO, y consti-
tuye un marcador celular de proliferacion con valor pronostico y predictivo en nume-

rosas neoplasias entre las que se incluyen el CM#446,

Aun asi, esta clasificacion clasica de los tumores de mama presenta una serie
de limitaciones importantes. La principal es la inquietante variabilidad en la res-
puesta terapéutica y evolucidn clinica incluso para tumores con caracteristicas clini-
cas y patoldgicas idénticas. En segundo lugar, esta clasificacion proporciona un cono-
cimiento limitado de la biologia y las multiples vias moleculares que dividen al CM en

distintos subtipos y que suelen estar implicadas en la heterogeneidad de tumor, tanto
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en estadios precoces como en la progresion metastasica, lo que la aleja en ultima ins-

tancia del paradigma del tratamiento personalizado.

1.3.3 Clasificacion molecular y genémica del CM

Los estudios de expresion génica han tenido un gran impacto para el conocimiento de
la biologia del CM, habiendo hecho posible explorar el perfil molecular completo de
esta neoplasia. Las diferencias en los patrones de expresidon génica muestran altera-
ciones basicas en la biologia de las células tumorales y una variacidn significativa en
términos de comportamiento clinico, supervivencial®47-49 y de respuesta terapéutica
49-64 tanto en el escenario de enfermedad localizada como en el de enfermedad avan-
zada. La identificacion de varios subtipos moleculares supuso la primera aproxima-
cion a la heterogeneidad molecular del CM®5. Fue en el afio 2000, cuando el profesor
Charles M. Perou y colaboradores, describieron los subtipos intrinsecos moleculares
basados en patrones de expresion génica empleando micromatrices de ADN que re-
presentaban mas de 8000 genes en 65 muestras quirurgicas y de 17 de lineas celula-
res de CM. En este trabajo, se identificaron cuatro subtipos moleculares principales
que se denominaron luminal A, luminal B, HER2-enriquecido y Basal-like, con otro sub-
tipo intrinseco menos caracterizado conocido como Normal-like. Estas entidades
componen los subtipos intrinsecos moleculares del CM, entidades prondsticas y con
implicaciones terapéuticas que se extienden a las 3 entidades clinicas de CM conoci-

das, y que han expuesto diferencias cruciales a nivel clinico y terapéutico (Figura 2).

La heterogeneidad tumoral dentro de los CM con RH positivos esta abarcada
principalmente por los subtipos LumA y LumB, con mejores resultados de supervi-
vencia con respecto a los subtipos intrinsecos no luminales®4. Ambos subtipos lumi-
nales, tienen patrones de expresion que recuerdan al componente epitelial de la
mama, incluida la expresion de citoqueratinas (CK) 8 y 18, RE y genes asociados con
la activacion del RE como el gen CCND121. A nivel molecular el subtipo LumB parece
ser radicalmente distinto al LumA tanto a nivel de expresion génica, variaciones en
numero de copias (del inglés, copy number variation o CNV) o mutaciones, asi como
de comportamiento clinico y terapettico. La principal distincién molecular entre am-

bos subtipos luminales es que, en general, el LumB tiene una expresion mas baja de
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genes relacionados con el RE, una expresion baja o negativa del RP y mayor expresion
de genes relacionados con la proliferacion celular (por ej. MKI67 y AURKA) incluyendo
HER2¢6. Todas estas caracteristicas le confieren un pronostico mas desfavorable res-
pecto al otro subtipo intrinseco luminal y peores tasas de respuesta a la hormonote-

rapia clasica?!.

El subtipo BAL es el subtipo intrinseco dominante en el espectro del CMTN,
si bien también podemos encontrarlo en algunos CM con RH positivos y en CM-HER2
positivo. Se caracteriza por una alta expresion de genes relacionados con la prolife-
racion celular y con el ciclo celular (CK5/6, CK14 y CK17 y EGFR), una expresion in-
termedia de genes relacionados con HER2 y una expresion baja de genes relacionados
con el RE y RP. A nivel de ADN, este subtipo intrinseco es el que presenta la mayor
ratio de mutaciones del CM, siendo TP53 el gen que acumula la mayor parte de éstas
(80%) mientras que no se detectan variantes en la mayoria de los genes mutados en

los subtipos luminales, a excepcién del gen PIK3CA (9%).

El subtipo Normal-like muestra caracteristicas de expresion génica general-
mente expresadas en el tejido adiposo de la mama y agrupadas con entidades como
el fibroadenoma e incluso del tejido mamario normal® La relevancia clinica de este
subtipo no ha sido determinada y en numerosos trabajos y grupos ha sido conside-
rado un mero artefacto, probablemente atribuible a la contaminacién de la muestra
por tejido normal no tumoral!821.4849 Respecto a las caracteristicas moleculares del

subtipo HERZ2E, se expondran mas ampliamente en el apartado 4.2.
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Figura 2. Resumen subtipos histoldgicos mds frecuentes en CM, subtipos intrinsecos de Perou y Sorlie
basados en la firma de expresion PAM50, y subtipos intrinsecos subrogados. Los subtipos intrinsecos
subrogados se usan tipicamente en la clinica y se basan en la expresion histologica medida por [HQ
de proteinas clave: RE, RP, HER2 y Ki67. LEYENDA: La ubicacién relativa de los cuadros se alinea con
las caracteristicas (por ejemplo, proliferacion y grado) en verde. Abreviaturas: -, negativo; +, positivo.
GES, firma de expresion genética *Mutaciones de ESR1 inducidas por la terapia dirigida con inhibidores
de la aromatasa. bArtefacto; expresion de componentes normales de la mama debido a la baja celulari-
dad tumoral. Created with BioRender.com y adaptado de “Harbeck N, et al. Breast cancer. Nature Re-
views, 2019”,

A pesar de todo, la implementacion de dichos subtipos intrinsecos en la practica cli-
nica se vio inicialmente paralizada por varios aspectos. El primero era que la mayoria
de las tecnologias a aplicar requerian tejido fresco congelado y todo el proceso desde
la muestra hasta el resultado requeria de un laboratorio centralizado, acreditado y
controlado. La segunda, la tecnologia de micromatrices implicaba recursos de alto im-
pacto econémico y tiempo. Con el objetivo de desarrollar una herramienta que fuera
aplicable al entorno clinico, en 2009 Parker, Perou et al ¢7 desarrollaron y validaron
una prueba basada en expresion génica empleando qRT-PCR, llamada PAM50, que
logra identificar los subtipos moleculares intrinsecos en cuatro subtipos transcripcio-
nales mediante el analisis de expresion de 50 genes en tejidos tumorales fijados en
formalina e incluidos en parafina (FFPE): LumA, LumB, HER2E, y BAL 545767, Ademas

derivaron una puntuacion prondstica llamada “puntuacion de riesgo de recaida o ROR
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score” que integra y pondera las correlaciones de los subtipos intrinsecos con un sub-

conjunto de genes de proliferacion y el tamafio tumoral®8.

Varios estudios han evaluado y comparado la clasificacién de los CM basada en la ex-
presion génica mediante el empleo de PAM50 con la clasificacidon basada en criterios
patoldgicos (expresion de RE, RP y HER2 por [HQ/ISH), encontrando una tasa de dis-
cordancia significativa en la mayoria de estos estudios>7:60.61.69-73, Prat et al’? llevaron
a cabo un analisis combinado de datos procedentes de varios de estos estudios, em-
pleando datos publicados sobre [HQ y PAM50 de un total de 5994 muestras de tumo-
res independientes. La mayoria de estos estudios realizaron una evaluacién central
de biomarcadores (RE, RP, HER2). La tasa de discordancia entre ambas clasificaciones
fue del 30,72% en el total de pacientes (1 de cada 3), llegando hasta un 44% si eran
excluidos los CMTN. Los autores establecieron de forma simultanea 4 grupos en fun-
cion de los estudios por [HQ: IHQ-Luminal A, IHQ-Luminal B, IHQ-Luminal B/HERZ2+,
IHQ-RH negativo/HERZ2+ e IHQ-triple negativo, con las mayores tasas de discordancia
en los IHQ-Luminal B (45%) y los IHQ-Luminal B/HERZ2+ (53,8%), seguido del IHQ-RH
negativos/HER2+ (39%) y con un 14% para los IHC-triple negativo. Por tanto, no de-
bemos emplear los biomarcadores de IHQ como subrogados de los subtipos intrinse-
cos moleculares, ya que los estariamos empleando erréneamente como un método

intercambiable para la identificaciéon de la heterogénea biologia del CM.

Sin embargo, el paisaje genémico del CM no se captura por completo a través
del analisis histopatologico o transcriptémico. Los cambios en los patrones de expre-
sion génica estan influenciados por la estructura genémica subyacente, y disponemos
de evidencias acerca de que caracteristicas distintivas de los subtipos intrinsecos
también pueden definirse mediante perfiles basados en analisis del numero de co-
pias2147.5574 El desarrollo de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion ha
permitido la caracterizacion del panorama mutacional y la importancia de integrar la
informacion del subtipo intrinseco con el analisis genémico se destaca en uno de los
estudios de caracterizacién molecular mas completos e importantes que se han reali-
zado en CM. En este estudio dirigido por The Cancer Genome Atlas (TCGA), se perfila-
ron mas de 600 muestras de tumores primarios de mama a nivel de ADN (metilacion,

alteraciones en el nimero de copias, mutaciones somaticas y de linea germinal), de
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ARN (secuenciacidon de micro-ARN y expresion de ARNm) y proteico (mediante mi-
cromatrices de lisados de proteinas de fase inversa o RPPA) (Tabla 1; Figura 3). Tras
el andlisis de mas de 300 tumores primarios, se combinaron cinco tipos de datos en
un conjunto de 10 grupos o clusters. El andlisis de clasificacion no supervisado iden-
tificé cuatro grupos principales de CM, muy bien resumidos por los cuatro subtipos

intrinsecos moleculares, definidos solo por expresion de ARNm (Figura 4).

Subtype/ Luminal A Luminal B Basal-like

cluster

HER2-E

mRNA expression High ER cluster; low

prolferation signature

Lower ER cluster; high
proliferation signature

Basal-signature; high
prolferation

HER2 amplicon signature;
high proiiferation

Copy number Most diploid; many with quiet
genomes; 1q, 8, 8q11 gain;
80, 16qloss, 11q13.3 amp
(24%)

PIK3CA (49%); TP53 (12%),
GATA3 (14%), MAP3K1 (14%)
High estrogen signaling; high
MVYB; RPPA reactive subtypes

DNA mutations

Protein expression

Most aneuploidy; many with
focal amp; 1q, 8q, 8p11 gain;
8p, 16q loss, 11q13.3 amp
(51%); 8p11.23 amp (28%)
TP53 (32%); PIK3CA (32%);
MAP3K1 (5%)

Less estrogen signaling; high
POXM1 and MYC; RPPA

Most aneuploidy; high
genomic instabilty; 1q, 10p
gain; 8p, 5q loss; MYC focal
gain (40%)

TP53 (84%); PIK3CA (7%)

High expression of DNA repair
proteins, PTEN and INPP4B

Most aneuploidy; high
genomic instabilty; 1q, 8al
gain; 80 lossM 1712 focal
ERRB2 amp (71%)

TP53 (75%); PIK3CA (42%);
PIK3R1 (8%)

High protein and
phosphoprotein expression of
EGFR and HER2

reactive subtypes loss signature (PAKT)

Amp, amplification; mut, mutation. Percentages are based on 466 tumor samples (463 patients).

Tabla 1. Principales datos sobre expresion ARNm, niimero de copias, mutaciones ADN y expresion de
proteinas en muestras de tejido de CM dentro del proyecto TCGA.

Adaptado de: et al. Front. Oncol. 9:1124 (2019)

RB1 pathway TP53 pathway
RB (mut/loss) N () F
gains
CDK4 (gains) _—
E— TP53 mut
CCND1 (gains) r

0 10 20 30 40 s 6 70 8 9 100 0 10 20 30 4 50 6 70 8 9 100

wHER2-E wBasal-like mwLuminalB wmLuminal A mHER2-E mBasal-like ®LuminalB ®Luminal A

PIK3CA/PTEN/Akt

INPP4B (loss)

PTEN (mut/loss)

PIK3CA mut

i

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100

=HER2E wmBasallike ®LuminalB = LuminalA

Figura 3. Principales alteraciones en las vias mds representativas en BC, segtin el perfil intrinseco,
analizado en el proyecto TCGA.

Adaptado de: Godoy-Ortiz et al. Front. Oncol. 9:1124 (2019)

Los porcentajes se basan en 466 muestras de tumores (463 pacientes). A) Principales alteraciones
via PIK3CA/PTEN. (B) Principales alteraciones via TP53. (C) Principales alteraciones via RB1. Dentro
del subtipo intrinseco basal, las principales alteraciones encontradas fueron mutacién/pérdida de
RB1 (20%) y amplificacién de Ciclina E1 (9%). El grado de expresion de CDKN2C y RB1 fue bajo y
alto, respectivamente, en el subtipo luminal A, a diferencia de lo informado en tumores con subtipo
basal.
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Luminal A Basal-like
ER+/HER2- (%) = HER2+ (%) - TNBCs (%) ER+/HER2- (%) = HER2+ (%) - TNBCs (%)
Luminal B HER2-Enriched
ER+/HER2- (%) = HER2+ (%) « TNBCs (%) ER+/HER2- (%) = HER2+ (%) - TNBCs (%)

Figura 4. Distribucion de los subtipos intrinsecos de PAM50 dentro de cada subtipo de
CM analizado en el proyecto TCGA.

Los porcentajes se basan en 466 muestras de tumores (463 pacientes). Adaptado de: Godoy-Ortiz et
al. Front. Oncol. 9:1124 (2019)

Todos los CM muestran una diversidad genética significativa. Las variantes hereda-
das, representadas por los polimorfismos de nucleé6tido simple (SNP) y las CNV pue-
den tener un impacto en el panorama genético de la linea germinal del individuo e
inducir el desarrollo del cancer. Las variantes de un solo nucleétido (SNV) y las abe-
rraciones del nimero de copias (CNA) son cambios genémicos a nivel somatico, por
lo tanto, variaciones adquiridas que contribuyen al desarrollo, crecimiento y disemi-
nacion de CM esporadico’s. En un estudio publicado en el 2013 por el grupo del Prof.
Caldas’, se integraron analisis de datos gendmicos y transcriptémicos de 2000 mues-
tras primarias de CM primario, provenientes de la base de datos publica del Consorcio
Internacional de Taxonomia Molecular del CM (METABRIC)®¢277. Este trabajo, propuso

una clasificacion molecular del CM alternativa (Tabla 2).
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IntClust Frequency Expression Molecular features PAMS0 subtype (n, %) Prognosis (HR 5, 10
(n, %) year DSS)
1 139 ER+: 123 (88.5%) 17923 amplification Basal: 9 (6.5%) Intermediate
PR+: 60 (43%) HER2-E: 21 (15 %) 0.80, 0.69
HER2+: 20 (14.4%) High genomic instability LumA: 11 (7.9%)
LumB: 90 (64.8%)
Normal: 8 (5.8%)
2 72 ER+: 69 (95.8%) 11q13/14 amplificacion Basal: 2 (2.8%) Poor
PR+: 51 (70.8%) HER2-E: 6 (8.3 %) 0.78,0.51
HER2+: 3 (4.2%) High genomic instability LumA: 25 (34.7%)
LumB: 36 (50%)
Normal: 3 (4.2%)
3 290 ER+: 278 (95.9%) Paucity of copy number Basal: 4 (1.4%) Good
PR+: 211 (72.8%) changes HER2-E: 9 (3.1 %) 0.93,0.88
HER2+: 1 (0.3%) Low genomic instability LumA: 195 (67.9%)
LumB: 43 (15%)
Normal: 36 (12.5%)
4 343 ER+: 238 (69.4%) CNA devoid Basal: 64 (18.7%) Good
PR+: 155 (45.2%) HER2-E: 34 (10 %) 0.89, 0.76
HER2+: 20 (5.8%) Low genomic instability LumA: 106 (31%)
LumB: 29 (8.5%)
Normal: 109 (31.9%)
5 190 ER+: 79 (41.6%) ERBB2 amplification Basal: 21 (11%) Poor
PR+: 40 (21.1%) Intermediate HER2-E: 108 (56.8 %) 0.62, 0.45
HER2+: 181 (14.4%) genomic instability LumA: 18 (9.5%)
LumB: 33 (17.4%)
Normal: 10 (5.3%)
6 85 ER+: 123 (88.5%) 8p12 amplificacion Basal: 3 (3.5%) Intermediate
PR+: 60 (43%) HER2-E: 10 (11.8%) 0.83,0.59
HER2+: 20 (14.4%) High genomic instability LumA: 28 (27.1%)
LumB: 43 (50.6%)
Normal: 6 (7.1%)
7 190 ER+: 187 (98.4%) 16p gain, 16q loss, 8q Basal: 3 (1.6%) Good
PR+: 150 (79%) amplificacion HER2-E: 9 (4.8 %) 0.94, 0.81
HER2+: 2 (1.1%) Intermediate LumA: 123 (65.1%)
genomic instability LumB: 41 (21.7%)
Normal: 13 (6.9%)
8 299 ER-+: 297 (99%) 1g gain, 16q loss Basal: 1 (0.3%) Good
PR+: 236 (78.9%) Intermediate HER2-E: 9 (3%) 0.88,0.78
HER2+: 1 (0.3%) genomic instability LumA: 192 (64.2%)
LumB: 89 (29.8%)
Normal: 8 (2.7%)
9 146 ER+: 125 (85.6%) 8q gain, 20q Basal: 20 (13.8%) Intermediate
PR+: 79 (54.1%) amplificacion HER2-E: 26 (18%) 0.78,0.62
HER2+: 10 (6.9%) High genomic instability LumA: 24 (16.6%)
LumB: 70 (48.3%)
Normal: 5 (3.5%)
10 226 ER+: 25 (11.1%) 5q loss, 8q gain, 10p Basal: 202 (89.4%) Poor
PR+: 19 (8.4%) gain, HER2-E: 8 (3.5%) 0.71,0.68
HER2+: 6 (2.7%) 12 p gain LumA: 1 (0.4%)
Intermediate LumB: 14 (6.2%)
genomic instability Normal: 1 (0.4%)
IntClust, cluster; DSS, di Jels survival; ER+, estrogen receptor; PR+, progesterone receptor.

Tabla 2.Principales caracteristicas de los clusters integradores de 2.000 muestras de
tumores de mama (IntClus).

Adaptado de: Godoy-Ortiz et al. Front. Oncol. 9:1124 (2019).

Los autores encontraron que las variantes de la linea germinal y las alteraciones so-
maticas estaban relacionadas con cambios en la expresion génica, y las CNA explica-
ban la mayor variabilidad. Se demostré que las CNA modifican la expresion de genes
ubicados tanto en cis (regiones de ADN no codificante dentro de un genoma que re-
gulan la transcripcidn de genes cercanos) como en trans (regiones de ADN codificante
para factores de transcripcién que regulan la expresion de genes distantes), domi-
nando los efectos de los CNA que afectan en cis. El analisis de agrupamiento, conjunto
del nimero de copias y de datos de expresion génica de los genes asociados a cis, per-

mitio establecer 10 nuevos subgrupos moleculares o clusters integradores (IntClust
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1-10) con la capacidad de dividir los subtipos intrinsecos moleculares en grupos in-
dependientes. Cada grupo integrador se caracteriza por distintos CNA, cambios en la
expresion génica, inestabilidad genémica y SNVs, asi como a caracteristicas clini-
cas’678 y resultados de supervivencia diferentes®276. Esta amplia heterogeneidad,
como resultado de diferentes células de origen y variaciones moleculares, hace que la

respuesta de los pacientes a los tratamientos sea muy variable y dificil de predecir.

1.4 CANCER DE MAMA HER2-POSITIVO Y SUBTIPO
HER2-ENRICHED

Un claro ejemplo de la compleja heterogeneidad inter- e intra-tumoral es el CM-HER2
positivo. ERBBZ es un oncogén que codifica para la proteina HERZ, una proteina con
actividad tirosina cinasa que forma parte de los RTK transmembrana y que activa vias
oncogénicas relacionadas con la proliferacion tumoral, angiogénesis e invasividad, re-
sultando en un tipo tumoral mas agresivo que otros fenotipos de CM177°. ERBBZ se
localiza en el brazo largo cromosoma 17 (17q21) y se encuentra amplificado en el
15-20% de los CM?7 como parte de una amplia region en el cromosoma 17 (17q12-
21). La sobreexpresion de este RTK permite que los pacientes con CM-HER2 positivo
se beneficien de tratamientos basados en anticuerpos monoclonales y terapias dirigi-
das al dominio tirosina cinasa del receptor, ya sea en combinacién de estas terapias
dirigidas y quimioterapia, o mediante terapia dual anti-HER2 sin quimioterapia’280.81,
Este enfoque terapéutico ha cambiado por completo el pronéstico de los CM-HER2

positivo.

Hasta no hace mucho tiempo, se la ha considerado como una enfermedad simple den-
tro del CM definida por la amplificacion de ERBBZ, y aunque la eficacia de los agentes
anti-HERZ2 lo avalan, cada vez hay mas pruebas de que el CM-HER2 positivo es un
entidad clinica dentro del CM con una elevada heterogeneidad intrinseca?022.82:83,
Existe una amplia diversidad en sus variaciones gendémicas, programas de expresion,
linaje y plasticidad celular, lo que impacta en su microambiente, pronéstico y resul-
tados terapéuticos. Una muestra de ello es el hecho de que en este tipo de CM se pue-

den encontrar los 4 subtipos intrinsecos en mas de la tercera parte de los CM-HER2
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positivos, si bien el subtipo que suele tener una mayor representacion es el subtipo
HERZ2E. Biolégicamente, el HERZE es un subtipo caracterizado por una alta expresion
de genes relacionados con receptores de factor de crecimiento, asi como de genes re-
lacionados con el ciclo celular, frente a una baja expresion de genes propios del feno-
tipo luminal y del fenotipo basal, con una elevada aneuploidia y el mayor nimero de
alteraciones en todo el genoma. También se caracteriza por una mayor expresion de
genes inmunes en comparacion con tumores luminales, si bien comparte los patrones
de expresidn de genes relacionados con la proliferacion de los subtipos LumB. El sub-
tipo HER2E dentro de los CM HER2-positivos a nivel molecular comparte la mayoria
de las alteraciones gendmicas con su contraparte dentro de los tumores HER2 nega-
tivos, a excepcidn de la regulacion positiva de genes localizados y/o proximos al am-

plicon de HER2 en el cromosoma 1774,

1.4.1 Inmunohistoquimica: pasado, presente y futuro

La determinacion del estatus clinico de HER2 fue establecida por la American Society
of Clinical Oncology y €l College of American Pathologist (ASCO/CAP) mediante la pu-
blicacion en guias internacionales de las pautas y directrices para examinar el nivel
de expresion de HER2 segun la expresion proteica mediante IHQ y el nivel de ampli-
ficacion génica mediante ISH, ambos procedimientos en muestras FFPE de CM. La pri-
mera guia ASCO/CAP se public6 en 200684, con posteriores actualizaciones en 2013

85,86 y 201820 (Tabla 3).

En la ultima actualizacion, los expertos perfeccionan algunos criterios controvertidos
de las anteriores guias con la intencion de sistematizar el algoritmo de prueba para
las categorias inusuales de HER2 segun resultados por ISH (Tabla 4). Los resultados
de aquellas pruebas se califican de forma semi-cuantitativa ya sea como 0 (negativo),
1+ (negativo), 2+ (equivoco) o 3+ (positivo) mediante IHQ, y por grupos cuando em-
pleamos ISH, siendo estos amplificado (positivo, grupo 5), equivoco (grupo 2,3,4) o
negativo (grupo 1). Como se recoge en todas las guias, cuando el estatus de HER2 es
negativo tanto por IHQ como por ISH, no esta indicado un estudio adicional mediante
una técnica alternativa. Por el contrario, los casos de HER2 equivoco, ya sea por IHQ

o por ISH, deben seguir un segundo analisis mediante una técnica validada, o bien en
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diferentes bloques de tejido empleando el mismo método de testeo2085. Ademas de
estas situaciones complejas, con las dos ultimas actualizaciones de la guia ASCO/CAP
respecto a la de 2007, se gener6 un problema importante: se diagnostican mas casos
equivocos de HERZ, lo que conlleva un aumento de las pruebas reflejas de HER287.
Ambas aproximaciones detectan diferentes dianas biologicas, la expresion de la pro-

teina HER2 y la expresion del gen ERBBZ, y cada una de ellas tiene su propias ventajas

e inconvenientes.

2013 ASCO/CAP recommendations

2018 ASCO/CAP recommendations

HER2 IHC CRITERIA

Specimens to be
tested

HER2 score 0
(negative)
HER2 score 1+
(negative)
HER2 score 2+
(equivocal)

HER2 score 3+
(positive)

HER2 ISH CRITERIA

Amplificacion

Equivocal

Non-amplification

Aceptable (IHC
and ISH) tests

All newly diagnosed patients with breast cancer must have a HER?2 test

performed. Patients who then develop metastatic disease must have a

HER2 test performed in a metastatic site, if tissue sample is available.

No staining is observed or membrane staining that is incomplete and is

faint/barely perceptible and within <10% of tumor cells.

Incomplete membrane staining that is faint/barely perceptible and within

>10% of tumor cells.

* Circumferencial membrane staining that is incomplete and/or
weak/moderate and within >10% of tumor cells, or

* Complete and circumferential membrane staining that is intense and
within <10% of the invasive tumor cells.

Circumferential membrane staining that is complete, intense, and with
>10% of tumor cells that must show homogeneous, darl circumferential
(chicken wire).

Dual-probe Her2/CEP17 ratio >2.0; with an average Her2 gene copy
number >4.0 signals/cell (Group 1)
Dual-probe Her2/CEP17 ratio <2.0 with an average Her2 gene copy
number >6.0 signals/cell (Group 3)
Dual-probe Her2/CEP17 ratio >2.0 with an average Her2 gene copy
number <4.0 signals/cell (Group 2)

Single-probe average Her2 gene copy >4.0 and <6.0 signals/cell
Dual-probe Her2/CEP17 signal ratio of <2.0 with an average Her2 gene
copy number >4.0 and <6.0 signals/cell (Group 4).

Single-probe average Her2 gene copy <4.0 signals/cell

Dual-probe Her2/CEP17 signal ratio of <2.0 with an average Her2 gene
copy number of <4 signals/cell (Group 5)

Should preferentially use an FDA-approved IHC, brightfield ISH, or FISH
assay

No change

No change
No change

* Weak to moderate complete membrane staining observed in
>10% of tumor cells.

* Basolateral staining for HER2 in a rare subtype of breast
cancer with micropapillary histology and circumferential
staining that is intense but <10% or the tumor cells.

No change

Dual-probe Her2/CEP17 ratio >2.0; with an average Her2 gene
copy number >4.0 signals/cell (Group 1)

Dual-probe Her2/CEP17 ratio <2.0 with an average Her2 gene
copy number >6.0 signals/cell (Group 3)t

Dual-probe Her2/CEP17 ratio >2.0 with an average Her2 gene
copy number < 4.0 signals/cell (Group 2)

If a case has is Group 3 and 2, a definitive diagnosis will be
rendered based on additional work-up. If not already assessed
by the institution or laboratory performing the ISH test, IHC
testing for HER2 should be performed using sections from the
same tissue sample used for ISH, and the slides from both ISH
and IHC should be reviewed together to guide the selection of
areas to score by ISH.

Dual-probe Her2/CEP17 signal ratio of <2.0 with an average
Her2 gene copy number >4.0 and <6.0 signals/cell (Group 4)
If a case has an Her2 gene copy >4.0 and <6.0 signals/cell
((Group 4)t, formerly diagnosed as ISH positive for HER2, a
definitive diagnosis will be rendered based on additional
work-up. If not already assessed by the institution or laboratory
performing the ISH test, IHC testing for HER2 should be
performed using sections from the same tissue sample used for
ISH, and the slides from both ISH and IHC should be reviewed
together to guide the selection of areas to score by ISH.

No change

No change

CAP, College of American Pathologists; CEP17, chromosome enumeration probe 17; ER, estrogen receptor; FDA, US Food and Drug Administration; FISH, fluorescent in situ
hybridization; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; IHC, immunohistochemistry; ISH, in situ hybridization.
TIn the 2013 Guideline Update, the work-up of cases in the less common dual-probe ISH categories (groups 2 to 4) include only ISH as additional work-up on diagnosis.

Tabla 3. Resumen de las recomendaciones de la guia ASCO/CAP de 2018 (originales y centradas en las
recomendaciones actualizadas).

Adaptado de: Godoy-Ortiz et al. Front. Oncol. 9:1124 (2019).
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Group Biology HER2/CEP17 HER2 copy 2018 ASCO/CAP
ratio number  recommendation
1 Classic HER2 >2.0 >4.0 Positive
amplified cancer?
2 Monosomy 17F >2.0 <4.0 Negative, unless
concurrent IHC 3+
3 Co-amplification, <20 >6.0 Negative, unless
previously concurrent IHC 2+
polysomy 17F or 3+
4 Borderline/equivocall  <2.0 >4.0and  Negative, unless
<6.0 concurrent [HC 3+
5 Classic HER2 non- <20 <4.0 Negative

amplified cancer?

9IAround 95% of breast tumors tested for HER2 by dual-probe ISH correspond to group
1 (HER2 positive) and group 5 (HER2 negative).

T The overall prevalence of subgroups 2, 3, and 4 among all breast cancers undergoing
HER?2 testing is estimated to be about 5%, but within and individual laboratory, the
frequency ISH results can be increased.

Tabla 4. Resumen de los diferentes escenarios segiin resultados de la prueba de ISH y recomendacio-
nes fina-les para determinar el estatus de HERZ2 segiin la ASCO/CAP 2018.

Adaptado de: Godoy-Ortiz et al. Front. Oncol. 9:1124 (2019)

Los estudios de IHQ/ISH para determinar el estatus HER2 se emplean en el escenario
clinico con el objetivo de seleccionar aquellas pacientes que puedan beneficiarse de
tratamiento anti-HERZ2. La concordancia entre el estatus del gen ERBB2 y la expresion
proteica de HER2 es generalmente elevada, aunque la discordancia entre los ensayos
de [HQ y de ISH no es infrecuente. El principal mecanismo biolégico subyacente a los
resultados discordantes parece ser la heterogeneidad intra-tumoral88-92, concentrada
ésta principalmente en los casos de HER2 equivoco208689, y ]a cual constituye un fac-

tor critico para una evaluacion precisa del estatus clinico de HER2.

La heterogeneidad intra-tumoral supone que dentro de un mismo tumor se
pueden detectar varias poblaciones con alteraciones moleculares diferentes que no
tienen por qué presentar el mismo comportamiento ante determinados tratamientos.
La guia ASCO/CAP 2013 define la heterogeneidad como hallazgos de entre el 5 y 50%
del total de las células con una relaciéon HER2/CEN17 >2.0 o > 6 sefales de HER2 /cé-
lula, y la ASCO/CAP 2018 como la presencia de cualquier poblacion agregada de célu-
las amplificadas que comprenda >10% de las células tumorales. Segun esto, en los
casos de bajo grado de amplificacion (definido como ratio HER2/CEN17 entre 2.0 y
4.0) se detecta con mas frecuencia y de forma significativa una heterogeneidad gené-

tica de HER2 respecto a los CM con amplificacion de HER2 de alto grado (definida
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como ratio HER2/CEN17 > 4.0) y sobreexpresion de la proteina HER2 3+ por [HQ76:95.
Asi, la evaluacion de HER2 mediante immunotincion y amplificacién génica puede ser
marcadamente heterogénea, lo que afectaria a la seleccidon de pacientes, respuesta
terapéuticay por ende, a los resultados en supervivencia de las pacientes8?24. Con una
incidencia entre los estudios de un 5-40% de heterogeneidad intra-tumoral, este he-

cho bioldgico no se puede ignorar.

Con el objetivo de optimizar la evaluacion de la heterogeneidad intra-tumo-
ral de HER2 en muestras de CM, Nitta y colaboradores??, elaboraron y validaron un
protocolo en secciones de FFPE de tumores derivados de xenoinjertos de pacientes
con CM y en microarray de tejido o micromatriz tisular (TMA) de muestras FFPE, que
permitia la deteccion simultdnea con microscopia de campo claro de la expresion de
la proteina y del gen (Figura 5). Este protocolo recibié el nombre de tricolor HER2
gene-protein assay (GPA)%. Esta prueba expuso la heterogeneidad de la expresion de
la proteina HER2 en diferentes poblaciones de células de CM (Figura 6). En un estudio
mas reciente, se demostraron implicaciones clinicas relevantes de la heterogeneidad
intra-tumoral®. Mediante la evaluacién combinada de amplificacién génica y expre-
sion de proteina siguiendo el protocolo GPA, se establecieron cinco patrones. Tres de
ellos (tipo 3 a 5) se definieron como estado heterogéneo de HER2, de forma que si la
muestra del tumor presentaba alguno de estos tipos se relacionaba con heterogenei-
dad intra-tumoral. El tipo 1 (amplificacién de gen y sobreexpresion proteica en toda
el area tumoral) y tipo 2 (amplificacién de gen homogénea en las células tumorales,
pero sin sobreexpresion proteica) fueron definidos como HER2 homogéneo. Previa-
mente, el patrén tipo 2 habia sido reportado como “micro-heterogeneidad”’2.97.98, la
cual solo puede ser detectada mediante GPA. En el analisis final del estudio, la hete-
rogeneidad intra-tumoral de HER2 fue un factor independiente asociado a una res-
puesta patologica desfavorable a quimioterapia y terapia anti-HER2 neoadyuvantes

en una cohorte de 64 pacientes?®.

Asi, respecto al estudio histopatoldgico de las muestras, el empleo de una
prueba como GPA, que permite reconocer de forma simultanea la discordancia entre

la amplificacion del gen ERBBZ y la expresion de la proteina, podria mejorar la
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seleccidn clinica de pacientes para terapias dirigidas al determinar con una mayor

precision la heterogeneidad intra-tumoral de HER2 en el CM-HER?2 positivo.
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Figura 5. Empleo de del ensayo GPA de HERZ en tejidos de CM fijados en parafina.

Los tejidos con puntuaciones de HER2 [HQ de 3+ (A-C), 2+ (D - F), 1+ (G- 1) y 0 (] - L) se sometieron a
un ensayo de HER2 IHQ (A, D, G, ]), ensayo BISH de HERZ y CEN17 (B, E, H, K) o el ensayo GPA de HER2
(G F, I, L) utilizando portaobjetos de microarrays de tejido. El ensayo IHQ de HERZ2 produjo la tincion
esperada de la proteina (A, D, G, ]) y el ensayo BISH de HER2 y CEN17 por separado produjo la tincién
esperada del gen HER2 (puntos negros) y CEN17 (puntos rojos) (B, E, H, K). El ensayo combinado pro-
dujo tanto la tincién apropiada de la proteina HER2 como la tincion apropiada del gen HER2 y CEN17
(G E I, L). [Imdgenes 60x.]

Figura 6. Resultados de la técnica GPA en tejidos de CM FFPE que muestran heterogeneidad de pobla-
ciones de células tumorales positivas para HER2 o poblaciones de células tumorales positivas aisladas.

(A) Se observa que las poblaciones de células con puntuaciones IHQ de HER2 de 3+, 2+ y 1+ son vecinas
entre si y todas las poblaciones presentan HER2 amplificado. Sin embargo, la poblacion de células tu-
morales HER2 IHQ 3+ contiene copias dispersas del gen HER2, mientras que la poblacién HER2 [HC 2+
y 1+ contiene copias agrupadas del gen HER2 [40x]. (B) El empleo del ensayo GPA HERZ visualizé cla-
ramente pequeiios grupos de células de CM con HER2 IHQ 3+ [4x]. En la esquina inferior derecha se
muestra una célula tumoral individual aislada HER2 con IHQ positiva y amplificacién del gen HER2
(x100).

Ambas figuras adaptadas de Nitta et al. Diagn Pathol. 2012; 7:60
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1.4.2 Retratos moleculares

Aunque la definicion molecular y celular de origen de los CM-HERZ positivo es impor-
tante para comprender la oncogénesis del CM, el principal interés de la comunidad
cientifica y médica en la actualidad radica en la identificacion de subgrupos homogé-
neos dentro de este fenotipo de CM y en mejorar la comprension de los mecanismos
genéticos subyacentes. Si bien el CM-HER2 positivo se ha clasificado histéricamente
en dos entidades segun la expresion de RH, con la incorporacién de los andlisis de
expresion génica se ha demostrado que este tipo de CM esta constituido por todos los
subtipos intrinsecos moleculares, independientemente del estado de los RH. En el
CM-HER2 positivo con positividad para RH se aislan de forma predominante dos sub-
tipos intrinsecos: LumB y HER2E?2373, seguidos del LumA y raramente BAL. En los tu-
mores con RH negativos, el subtipo HER2E supone entre el 50 hasta el 88% de los

casos, seguido de otros subtipos de mal prondstico (LumB y BAL)7t(Figura 7).

El subtipo HER2E como se ha comentado previamente, es un subtipo caracterizado
por una alta expresion de genes relacionados con receptores de factor de crecimiento
y de proliferacion (ej., ERBBZ, EGFR y GRB7), asi como de genes relacionados con el
ciclo celular, con una baja expresion de genes propios del fenotipo luminal (ej., ESR1,
FGFR4, FOXA1y PGR) y una baja o ausente de genes relacionados con el fenotipo basal
(ej., CK5y CK6, OFXC19, FOXC1). Presenta una elevada aneuploidia y es el subtipo con
el mayor nimero de mutaciones en todo el genoma. De forma global, entre el 70-75%
y 40% de los tumores HERZE son TP53 y PIK3CA mutados respectivamente, y res-
pecto a CNA, muestran amplificacion frecuente de FGFR, EGFR, CDK4 y CCND1?1. Las
firmas mutacionales dentro de APOBEC, una familia compuesta por enzimas editoras
de ARN tipo desaminasas que sustituyen citosina por uracilo, y que constituyen una
de las fuentes end6genas mas comun en el ser humano de mutaciones en cancer, estan
enriquecidas en el CM-HER2 positivo®. En el caso del HER2E, la APOBEC3B es la que
se encuentra mas frecuentemente mutadal®. También se caracteriza por una mayor
expresion de genes inmunes en comparacidon con tumores luminales, aunque com-
parte patrones de expresion de genes relacionados con la proliferacion del subtipo

LumB.
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Tenemos entonces que cualquier CM-HER2 positivo puede incluirse en los subtipos
moleculares HER2E, BAL, LumA o LumB, lo que va a afectar significativamente al com-
portamiento bioldgico y terapéutico del tumor. Ademas, el subtipo HER2E parece cap-
turar algunos, pero no todos los tumores clinicamente HER2 positivos, y es mas, este
subtipo puede identificarse dentro de los CM-HERZ negativos, independientemente

del estado del RH21,22,63,74,

HER2+

M Luminal A
B LuminalB
[ HER2-Enriched
[l Basal-like

HR+/HER2+ HR-/HER2+

Figura 7. Distribucion de subtipos intrinsecos en tumores HERZ positivos (3390 tumores RH+/HER2+
y 2567 tumores RH-/HER2+)

Muestras procedentes de ensayos clinicos CALGB 4060197, PAMELA%1, NOAH?2, CherLOB %8 y NSABP B-
41102, Leyenda. RH: receptores hormonales; +: positivo;-: negativo.

Adaptado de Schettini F and Prat A. Breast vol. 59 (2021): 339-350.

El concepto de los subtipos intrinsecos ha proporcionado grandes conocimientos so-
bre la heterogeneidad del CM-HER2 positivo. De los trabajos mas relevantes y exten-
sos al respecto tenemos el llevado a cabo por Praty colaboradores’4, donde se realiza
un analisis con datos de los estudios TCGA?1y de la base de datos ptublica METABRIC®2
con el objetivo de evaluar como se superponen los subtipos moleculares y el estatus
clinico de HER2 (definido en el estudio por las directrices de la guia ASCO/CAP de
2007 y/o CNAs de ERBBZ a nivel de ADN). Se encontré que el CM-HER2 positivo tuvo

una mayor frecuencia de subtipo HER2E (47% versus 7,1 % en tumores HER2
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negativos), con una menor frecuencia de subtipos LumA (10.7% versus 39%) y de BAL
(14.1% versus 23,4 %). Por el contrario, la proporcién de tumores HER2 positivo fue
del 64,6 % para el subtipo HERZ2E, frente al 20%, 14,4% y 7,3 % en los subtipos LumB,
BAL y LumA, respectivamente. Entre los tumores de mama HER2 positivo y negativo,
se encontr6 que solo el 0,3%, 1,2%, 1,2% y 3,9% de todos los genes evaluados (mas
de 25.000 genes evaluados), se expresaban diferencialmente en el subtipo LumaA,
LumB, BAL y HERZE respectivamente. Para cada subtipo, el conjunto de los 100 genes
significativamente regulados al alza en tumores HER2 positivos, estaban enriqueci-
dos por genes localizados en el amplicones 17q12 y 17921, siendo la expresion del
gen ERBBZ y de otros genes del amplicon 17q12 significativamente mayor en los tu-
mores HER2 positivo con subtipo intrinseco HER2E y BAL. La expresion de gen y pro-
teina fue mayor de forma estadisticamente significativa en los subtipos HER2E y BAL
respecto a cualquiera de los subtipos luminales. Finalmente, mediante un analisis de
agrupamiento de datos de la base METABRIC de los genes mas variables en los cuatro
subtipos, se revel6 que a pesar de una mayor expresion de genes ubicados en la region
179 en los CM-HERZ2 positivos frente a los HER2 negativos, el perfil molecular global
de los subtipos intrinsecos se mantiene en gran medida independiente al estatus cli-
nico de HER2, excepto para el subtipo HER2E donde los autores encontraron que los
tumores HERZE/HERZ2 positivos son mas parecidos a tumores BAL que los
HER2E/HER2 negativos, si bien aquellos HER2E/HER?2 positivos estan lejos de ser un
tumor de tipo basal. Ni el estatus clinico de HER2 ni el sistema de clasificacion basado
en el numero de copias de 10 subtipos (IntClust) agregaron valor prondstico indepen-
diente al subtipo intrinseco’4. Asi, parece que, en términos de expresion génica, el CM-
HER2 positivo de un subtipo intrinseco determinado es practicamente indistinguible
de un tumor HER2 negativo con el mismo subtipo, excepto por una mayor expresion
de genes en o cerca del amplicon 17q de ERBBZ2 en los CM-HER2-positivo. El estudio
llega a la conclusién que el valor clinico positivo para HER2, si se tienen en conside-
racion los subtipos intrinsecos, no excluye ni traduce cambios relevantes en la expre-
sion de las vias de senalizacion downstream de HER2, ni parece afectar a la supervi-

vencia del paciente en ausencia de tratamiento anti-HER274.
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El estudio del TCGA permitié examinar caracteristicas adicionales al subtipo intrin-
seco segun el valor clinico de HER221. Mediante el analisis de expresion de proteinas,
de mi-ARN, metilacién del ADN y de expresion génica, se detectaron ligeras diferen-
cias moleculares entre los tumores HER2 positivos y negativos dentro de cada subtipo
intrinseco. Aun asi, de nuevo la gran mayoria de las proteinas reguladas positiva-

mente en los CM-HER2 positivo derivaron de genes ubicados en el amplicon 17q.

Cuatro afios después de la publicacidn del anterior estudio, se publica el ul-
timo trabajo que sigue un enfoque similar y uno de los mas singulares, al explicar la
compleja heterogeneidad molecular del CM-HERZ2 positivo por primera vez mediante
datos de secuenciacion de genoma completo (del inglés Whole Genome Sequencing -
WGS-) y de transcriptoma de muestras FFPE de tumores de mama HER2 positivo?2.
En el marco del Consorcio Internacional del Genoma del Cdncer, los autores seleccio-
naron un total de 289 tumores/muestras que formaban parte de los programas fran-
ceses PHARE /SIGNAL103.104 cumpliendo finalmente los criterios de calidad recogidos
en la publicacién un total de 99 carcinomas invasivos primarios, de los cuales 64
muestras de tejido tumoral y ADN emparejado de sangre de donante sano se some-
tieron a WGS. Mediante un andlisis de expresion génica basada matrices y analisis
jerarquico de conglomerados o clusters, se definieron cuatro grupos con alteraciones
genomicas y genéticas especificas (mutaciones, CNV y alteraciones estructurales). Los
grupos A y B abarcaron la mayoria de los tumores HER2 positivos con RH positivos,
y los grupos C y D contenian en su mayoria aquellos con RH negativos. Utilizando el
clasificador PAM50, los tumores fueron predominantemente LumB (grupos Ay B) y
HERZ2E (en los grupos C y D), con una presencia marginal de tumores LumA y BAL?2.
Estos cuatro grupos presentaban alteraciones genémicas especificas respecto a mu-
taciones, CNVs y reordenamientos. A nivel mutacional, todas las muestras del grupo
D y ninguna del grupo A mostraron mutaciones en TP53, mientras que solo una mues-
tra del grupo D albergaba una mutaciéon en PIK3CA, con una distribucion similar de
mutaciones en este gen en los otros grupos. También se observo un gradiente similar
en términos de firmas génicas y transcriptémicas de células de origen?>. El grupo D

era el que presentaba una mayor inestabilidad genémica y una firma progenitora
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luminal, frente al grupo A que fue el de mayor estabilidad genémica y con una firma

luminal madura tipica (Figura 8).

Sabemos que los subtipos LumA y LumB parecen derivar de la transformacién neo-
plasica del progenitor luminal maduro, mientras que el BAL presenta una gran simi-
litud con el progenitor luminal, al haberse revelado perfiles superpuestos de expre-
sion génica y marcadores de superficie que se solapan con los de células progenitoras
luminales106.107, Estas observaciones concuerdan con el modelo evolutivo jerarquico
de células madre cancerosas 105108-110 ep e] que la heterogeneidad intra-tumoral pa-
rece reflejar la etapa evolutiva de desarrollo de las células mamarias epiteliales. Por
lo tanto, pueden surgir multiples fenotipos de una célula de origen dependiendo del

evento genético iniciador 110.

Mammary Stem Cell @
l RNA PAMS50
I Basal |
e . ERBB2 FGA High
Luminal Progenitor > D P53
HER2-
l ERBB2 c enriched
>
Mature Luminal 1 @ ERBB2 2
l ZNF703 Lum8 PIK3CA
ERBB2
" A
& CCND1
Mature Luminal 2 ‘ J
LumA FGA Low

Figura 8. Representacion y caracteristicas genomicas del modelo evolutivo jerdrquico de
células madre stem y mamarias epiteliales en el CM-HERZ2 positivo.

De izquierda a derecha: etapa de desarrollo de las células mamarias epiteliales normales; eventos de
amplificacion: tirosina cinasa 2 del receptor erb-b2 (ERBB2), ciclina D1 (CCND1) y proteina de dedos
de zinc 703 (ZNF703); grupos de expresion de ARN (A, B, Cy D, Ferrari et al?2); subtipos intrinsecos
de PAM50 (LumA, LumB, BL, HER2E); caracteristicas gendmicas: fraccion del genoma alterado
(FGA); mutaciones en la proteina tumoral p53 (TP53) y la subunidad catalitica a de fosfatidilinositol-
4,5-bifosfato 3-quinasa (PIK3CA).

Adaptado de: Ferrari A, et al. Mol Cell Oncol. 2016,;3(6): e1232186.

Los autores también obtuvieron informacion sobre el proceso de amplificaciéon de
ERBB?Z en si, sobre como y cuando se puede producir. El proceso fue consistente con

un mecanismo de inestabilidad gendmica conocido como ciclo de puente ruptura-
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fusion, del inglés, Breakage-fusion brigde (BFB), que no suele darse en mas del 3% de
los tumores195111, Este ciclo se inicia con la rotura de un cromosoma con pérdida te-
lomérica. Sin los teldmeros para evitar la fusion cromosdémica, las dos cromatidas her-
manas se unirian para formar un tinico cromosoma dicéntrico. Durante el anafase los
dos centrémeros del cromosoma dicéntrico son atraidos hacia polos opuestos del
huso formando una estructura en forma de puente hasta que los centrémeros se ale-
jan tanto uno del otro que se produce una rotura cromosémica aleatoria, que si no
ocurre en el lugar exacto donde los dos cromosomas se fusionaron originalmente, se
producirian reordenamientos estructurales. Debido a que el ciclo BFB produce dos
neocromosomas que carecen de telémeros en sus extremos rotos, cada cromosoma
roto resultante proporciona un punto de partida para un ciclo BFB posterior, lo que
puede continuar produciendo mas duplicaciones, delecciones, inversiones y trasloca-
ciones de material cromosdmico a lo largo de multiples generaciones celulares. En los
tumores, los patrones de reordenamiento que se esperarian fruto de ciclos de BFB
suelen aparecer en los genomas tumorales junto a otras alteraciones cromosoémicas
como la cromotripsis, un fenémeno donde se producen reordenamientos gendmicos
extensos que afectan solo a uno o a pocos cromosomas en un unico evento catastroé-
fico. La cromotripsis, a diferencia del ciclo BFB, ocurre entre el 20-65% en determi-
nadas neoplasias!!?. En el estudio de Ferrari et al>? el mecanismo BFB como produc-
tor de la amplificacién de ERBBZ en el CM-HER2 positivo se respaldaba por la secuen-
cia de los CNVs y la orientacion de las lecturas recortadas!13. Sin embargo, la presen-
cia afiadida de reordenamientos de larga distancia e inter-cromosoémicos determina
que la amplificacion de ERBBZ es un fenomeno de extrema complejidad, que no solo
comprende el mecanismo BFB, sino varios entrelazados entre los que se incluyen el
de cromotripsis, estando implicados otros amplicones en el mismo o diferentes cro-
mosomas. Todo esto finalmente nos lleva a la hipotesis final de que amplificacion de
ERBBZ, aunque esté fuertemente seleccionada en el CM-HER2 positivo, probable-
mente se trata de un evento integrado que se superpone al curso temporal estandar

de la carcinogénesis del CM.

En un estudio posterior, de nuevo con analisis genémico y transcriptéomico, se con-

cluye en una teoria similar: la amplificacion de ERBBZ podria definirse como un
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fendmeno pan-cdncer integrado en el curso temporal de la carcinogénesis del CM114,
un evento conductor observado en todos los subtipos intrinsecos y con una mayor
presencia en los tumores con subtipo HER2E. Los autores exploraron datos genomi-
cos publicados de expresion génica y CNV en tres cohortes de pacientes, con muestras
procedentes del TCGA?!, consorcio METABRIC %2 y de un ensayo clinico fase III
US01062115, con un total de 3155 tumores de mama y 5391 de tumores no-mama

analizados, estos ultimos tomados los datos de la NCI’s Genomic Data Commons

(https://gdc.cancer.gov). La firma PAM50 se emple6 para la clasificacion de los sub-
tipos intrinsecos en tumores de mama. Para los tumores no-mama se emplearon sub-
tipos moleculares derivados del TCGA (tumores de vejiga, ovario, cabeza y cuello) o
de un panel diverso de datos moleculares (tumores gastricos). Se encontr6 que la
amplificacion y/o sobreexpresion de ERBBZ también se produjo con relativa frecuen-
cia en numerosas neoplasias 14(Figura 9). Respecto a los tumores de mama, los re-
sultados de este trabajo fueron similares a los revisados anteriormente. La concor-
dancia entre amplificaciéon de ERBBZ y subtipo HER2E fue pobre con sélo el 47% de
los tumores con amplificacion de ERBBZ2 correspondiendo al subtipo HER2E, con un
46% de los tumores HER2E que se correspondian con CM sin amplificacion de ERBBZ.
En un analisis de mutaciones y CNA en 43 genes frecuentemente alterados en CM se-
gun la publicacion del TCGA (AFF2, AKT1, ALK, BRAF, CBFB, CCND1, CCNE1, CDH],
CDK4, CDK6, CDKN1B, CTCF, DDR1, ERBB4, ERBB3, FGFR2, FGFR4, FOXA1, GATA3, JAK1,
JAK2, JAK3, MAP2K4, MAP3K1, MET, MLL3, NCOR1, NF1, PDGFRB, PIK3CA, PIK3R],
PIK3R3, PTEN, PTPN2, PTPRD, RB1, ROS1, RUNX1, SF3B1, TBX3, TP53, TYKZ2), solo 3
genes presentaron alteraciones gendémicas asociadas de forma significativa a amplifi-
cacion de ERBBZ y subtipo intrinseco: mutaciones de PIK3CA en tumores HER2 posi-
tivos fueron mas frecuentes en el subtipo BAL en comparacion a tumores HER2 nega-
tivos, mutaciones en GATA3 en tumores con subtipo HER2E sin amplificaciéon de
ERBBZ2, y delecciones de BRCA1 en tumores con subtipo HER2E y amplificacion de
ERBBZ2. Los autores concluyen que 1) la amplificacion de ERBBZ es un evento discreto
que se suma a un estado mutacional y transcripcional luminal o basal; 2) el subtipo
HERZ2E tiene un panorama transcripcional distintivo independiente de la amplifica-
cion de ERBBZ, en el caso de los tumores con RH positivos impulsada la carcinogéne-

sis por el RE y por el RA en los tumores con RH negativos; y 3) amplificacién de ERBB2
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es un evento driver oncogénico presente en todos los subtipos moleculares del CM en

lugar de un marcador de un subtipo intrinsecoll4.
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Figura 9. Naturaleza biolégica y papel del HER2 amplificado en otros cdnceres no mama.

a-c Los tumores se agrupan segun la amplificacion de HER2 y el estado mutacional. Los tumores sin
amplificacion o sin mutacion de HER2 (HER2 WT) en negro, los tumores HER2 amplificados en rojo
(HER2A), los tumores no amplificados con una mutacién activadora de HER2 (HERZMUT act) en
verde y los tumores no amplificados con una mutacién de HER2 no probada o funcionalmente inac-
tiva (HERZMUT unk) en dorado; a. La expresion de HER2 es consistentemente mayor en los tumores
HER2A que en los tumores sin alteraciéon de HER2. Los tumores no HER2A con una mutacién HER2
activadora o no funcional presentan niveles de expresion de HER2 similares a los HER2 WT; b. Los
niveles de proteina HER2 son mas altos en HER2A en comparacién con los tumores HER2 WT. Los
niveles de proteina HER2 en tumores con HERZMUT act o HERZMUT unk son similares a los de tumo-
res HER2 WT. c. Los niveles de fosfo-HER2 (Tyr1248) son significativamente mas altos en tumores
con HER2A de vejiga (p =8e-12), mama (p = 3e-53), gastrico (p = 1e-10), ovario (p = 8e-20) y endo-
metriales (p=1e-8) en comparacion con HER2 WT. Los niveles de fosfo-HER2 en tumores con
HERZMUT act o HERZMUT unk son similares a los de tumores HER2 WT; d. Expresion de genes en un
panel de tumores HER2A (arriba) y tumores no HER2A (o/e) (abajo).

Adaptado de: Daemen A et al. Breast Cancer Res 2018
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Otra cuestidn relevante, es que disponemos de pruebas adicionales de discordancias
entre el genoma y el proteoma en el sentido de que la sobreexpresion de HER2 no
deriva exclusivamente de la amplificacién de ERBBZ, sino que también se puede pro-
ducir en ausencia de amplificacion génicallt. La proteina HER2 sobreexpresada en
sentido descendente podria interpretarse por dos mecanismos: la amplificacion gé-
nica de ERBBZ y la traduccién mejoradall’. Las mutaciones de ERBBZ han emergido
como un mecanismo alternativo para activar la sefalizacion de la viall8, habiéndose
demostrado en un analisis funcional que varias mutaciones recurrentes en diferentes
canceres ademas del CM-HER?2 positivo, son probablemente alteraciones impulsoras

(Figura 10) e independientes de la amplificacién de ERBB2119-121,
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Figura 10. Mutaciones de ERBB2en un andlisis pan-cdncer.

Andlisis de datos especificos del exoma de 111.176 tumores (400 tipos de cancer). Se detectaron
mutaciones de HERZ en 3.851 tumores (3,5%). El dominio extracelular y del dominio quinasa repre-
sentaron la mayoria de estas mutaciones (~40% cada uno), el dominio transmembrana y el dominio
yuxtamembrana aproximadamente el 2,8% y 7,7% de las mutaciones respectivamente. (A). Mutacio-
nes observadas en ERBB2 mostradas en un diagrama de la proteina HER2; (B). Puntos criticos de
mutacion observados en las regiones TMD/JMD de ERBB2 en diferentes canceres.

Adaptado de: Pahuja KB et al. Cancer Cell. 12 de noviembre de 2018;34(5):792-806.e5
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1.4.3 Implicaciones clinicas

El primer farmaco aprobado para CM-HER?2 positivo fue trastuzumab, un anticuerpo
monoclonal, hace mas de dos décadas, siendo la primera indicacién en el tratamiento
del CM metastasico a raiz de los resultados del primer ensayo clinico aleatorizado que
empleo terapia anti-HER2 en CM122. Afios mas tarde en el escenario adyuvante, el em-
pleo de trastuzumab tras quimioterapia en CM precoz con sobreexpresién de HER2,
testado en cinco ensayos clinicos aleatorizados, consiguié una mejora significativa en
supervivencia libre de enfermedad (SLE)!23, beneficio que se extendia, en un analisis
combinado de cinco estudios, a una disminucién estadisticamente significativa de la
mortalidad especifica por CM y de la tasa de metastasis a distancial?4. Posteriores ac-
tualizaciones con datos de largo seguimiento confirman un beneficio mantenido con
impacto significativo en SG con el empleo de terapia anti-HER2 en CM con sobreex-
presion de HER2 en estadios localizados y enfermedad metastasica. Tras esto, se han
ido incorporando nuevos farmacos dirigidos, de modo que en la practica clinica habi-
tual ya disponemos de mas de 10 terapias anti-HERZ2 las cuales se pueden emplear en
las distintas fases de tratamiento (neo/adyuvante o paliativo) del CM-HER2 positivo’

(Figura 11).

Por el momento, factores clinicos clasicos como el tamaifio tumoral o la afec-
tacidn axilar, factores histopatologicos y los biomarcadores clasicos (expresion de RH
y valor de HER2 por IHQ/ISH), contintian definiendo el algoritmo terapéutico del CM-
HER2 positivo en la practica clinica. Sin embargo, como se ha detallado previamente,
si tomamos en consideracion el subtipo intrinseco molecular del tumor en cuestion,
el impacto de estos factores clinico-patologicos clasicos respecto a una aproximacion
precisa al éxito o fracaso del tratamiento disminuye considerablemente. Aunque las
pacientes con CM-HER?2 positivo son el grupo que obtiene el mayor beneficio del tra-
tamiento anti-HER2, la respuesta es heterogénea y una proporcién sustancial de pa-

cientes presenta resistencia primaria y secundaria al tratamiento.
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Figura 11. Evolucién de HER2 como biomarcador y diana de tratamiento del CM.

Cronologia de los hitos del descubrimiento preclinico para la biologia de HER2 y la aprobacion regu-
latoria para terapias anti-HER2. Leyenda: A, configuracion adyuvante; M, entorno metastdsico; N,
configuracién neoadyuvante; +, aprobado tinicamente en China; * M. Bishop y H. Varmus recibieron el
Premio Nobel en 1989 por este descubrimiento; **S. Cohen y R. Levi-Montalcini recibieron el Premio
Nobel en 1986 por el descubrimiento de los factores de crecimiento y sus receptores. Adaptado de
“Swain SM et al. Nat Rev Drug Discov. 2023;22(2):101-126.

La relacidon entre el grado de amplificacion génica de ERBB2 o sobreexpresion de la
proteina HERZ, y la medida de beneficio de los diferentes farmacos anti-HER2 se ha
evaluado en estudios de CM precoz y metastasico. La evidencia disponible respalda
una mayor probabilidad de éxito para estas terapias en tumores con una mayor ex-
presion de la proteina y/o incremento de los niveles de ARNm de ERBBZ, si bien una
menor expresion de HER2 o inferiores niveles de ARNm también se ha asociado en
varias publicaciones a beneficio clinicol25-131, Varios estudios en el contexto neoad-
yuvante demostraron una asociacién entre las tasas de respuesta patologica completa
(rPC) y niveles mas elevados de ARNm de ERBBZ o sobreexpresion de la proteinal?°-
131, En el contexto adyuvante, esta asociacion no tuvo impacto en SLE ni en SG. En un
analisis exploratorio y centralizado con muestras procedentes del estudio NSABP B-

31132 se encontré una asociacion no significativa (p=0.60) entre CNA de ERBBZ y
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beneficio a tratamiento adyuvante con trastuzumab, incluso pacientes con copias
normales del gen parecian obtener beneficio. Entre los 1787 pacientes con datos de
seguimiento, 174 (9,7%) correspondian a tumores HERZ negativos tras el analisis
centralizado de HER2 por IHQ/ISH, y estos también parecian mantener beneficio del
tratamiento adyuvante con trastuzumab (RR para SLE 0,34; 95% CI, 0,14-0,80,
p=0,014). Similares resultados se obtuvieron en otro analisis exploratorio del estu-
dio N9831, donde tras un primer analisis la relacion entre los niveles de ARNm de
ERBBZ y beneficio con trastuzumab fue no significativa (p=0.057), siendo la concor-
dancia entre los 3 métodos de valoracion centralizada de HER2 empleados (IHQ, ISH

y RT-PCR) elevadal3s.

Con respecto a la expresion de los RH, en el ambito neoadyuvante diferentes
ensayos han mostrado tasas de respuesta heterogéneas tras TNA basado en quimio-
terapia y terapia anti-HER2 entre tumores con RH positivos y negativos. El conseguir
una rPC es un factor prondstico significativo para SLE y SG en pacientes con CMTN y
CM-HER2 positivo, de forma que aquellas pacientes que obtienen una rPC tienen me-
jores resultados en supervivencia que las que no. En el caso de los tumores HER2 po-
sitivos, si bien las tasas de rPC tras TNA basada en quimioterapia y farmacos anti-
HER2 son numéricamente superiores en los tumores con RH negativos, no se ha po-
dido demostrar que esta superioridad segun estatus del RH trascienda en términos
de supervivencial34, obteniendo ambos grupos resultados similares. En el escenario
adyuvante, tras la publicacién de un meta-analisis de datos individuales con mas de
13.000 pacientes procedentes de 7 estudios aleatorizados, los resultados fueron si-
milares sin impacto de beneficio de trastuzumab adyuvante afiadido a quimioterapia

en tasas de recurrencia y de mortalidad por CM segun estatus del RH13>.

Otro ejemplo que detalla el impacto en la clinica de la heterogeneidad de
HER2 proviene de un estudio fase Il basado en TNA con doble terapia anti-HER2
(trastuzumab-emtansina y Pertuzumab), llevado a cabo por el Dana-Farber Cancer
Institute. En este ensayo se evalud la heterogeneidad intra-tumoral en muestras pre-
tratamiento obtenidas mediante biopsia guiada por ecografia de dos areas distintas

de cada tumor. La heterogeneidad intra-tumoral se definié por 1) un area con
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amplificacion de ERBBZ mediante ISH en mas de 5% pero <50% de las células tumo-
rales 6 2) un area tumoral con resultado negativo para HER2. Entre los 164 pacientes
incluidos, se detectd heterogeneidad intra-tumoral de HER2 en un 10% de los casos.
Estos casos fueron clasificados como heterogéneos, grupo en el que no se obtuvo nin-
guna rPC (0% versus 55%, p < 0.0001, ajustada por RH), siendo la tasa de respuesta
patoldgica mas frecuente segun el sistema de gradacion de Symmans 136 de carga re-
sidual tumoral’37 la RCB III (del inglés, Residual Cancer Burden). Estos hallazgos, asi
como los descritos previamente por Nitta et al°® (83), confirman que la heterogenei-
dad intra-tumoral es una entidad distinta, mas diversa de lo que podriamos esperar
con la evaluacion patologica clasica y que parece constituir un mecanismo potencial

de resistencia a terapia anti-HERZ2.

1.4.3.1 Sensibilidad a la quimioterapia y terapia anti-HER2

El impacto de los subtipos intrinsecos se ha evaluado retrospectivamente en ensayos
clinicos de quimioterapia y terapia anti-HER2 tanto en escenario neoadyuvante
(NeoALTTO?38, CALGB-40601°7, NOAH72, CHER-LOB®8, BERENICE?3°, NSABP-B41140)
como adyuvante (por ej. NSABP-B31141 y N9831142). Nuevamente, en todos estos ana-
lisis el impacto del estado del RH, la amplificacion de ERBBZ o la expresion de HER2
a nivel de proteina o ARNm, caen a un segundo o tercer nivel como biomarcadores
predictivos con respecto al subtipo intrinseco. En los estudios de TNA cuando los tu-
mores se clasificaron por PAM50, el subtipo HER2E fue asociado con las mayores ta-
sas de rPC excediendo el 50% en todos los ensayos clinicos, asi como con la mejor SLE

en comparacion con los subtipos no enriquecidos.

1.4.3.2 Sensibilidad a tratamiento anti-HER2

Una de las areas de mayor interés para la comunidad cientifica hoy en dia en el trata-
miento del CM-HER2 positivo es la desescalada terapéutica, un compendio de estra-
tegias entre la que se encuentra el manejo con bloqueo dual de HER2 sin quimiotera-
pia. Se han presentado varios analisis retrospectivos de ensayos de TNA con esque-
mas de tratamiento libres de quimioterapia, siendo el mas reciente un analisis com-

binado de los estudios PAMELA101, TBCR00681 y TBCR023143, en el que el beneficio
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medido por tasas de rPC fue mayor para los tumores HER2E (35,1 % frente al 9,9 %
en no enriquecidos; p<0,001) y en aquellos con niveles de expresion del ARNm de
ERBBZ elevados (36,1 % versus 8,2 % en ARNm ERBBZ bajos; p<0,001)'44. En parti-
cular aquellos tumores con HER2E y ARNm de ERBBZ altos, mostraron las mayores
tasas de rPC (OR 6 ajustado, p<0,001). Este valor predictivo de los niveles de ARNm
de ERBBZ mas alla del subtipo intrinseco no se ha demostrado en los estudios con

quimioterapia y terapia antiHER2.

La explicacién mas probable tanto en ensayos con y sin quimioterapia se puede en-
contrar en el hecho de que el subtipo HER2E es mas indicativo de la activacion de la
via de sefalizacion HERZ2/EGFR que la expresion proteica de HER2 o los niveles de
ARNm de ERBBZ. Los tumores de mama con subtipo HER2E son impulsados por la via
de senalizacion HERZ /EGFR, como se demostro en el proyecto del genoma del CM del
TCGA?1, siendo este el subtipo intrinseco el que presenta una mayor expresion de
EGFR y desde una perspectiva de expresion proteica, una mayor expresion de HER2
y HER2-fosforilado en comparacidn con otros subgrupos. Por lo tanto, este subtipo
intrinseco dentro del CM-HER2 positivo deberia beneficiarse al maximo del bloqueo
dual anti-HERZ, lo que explicaria los casos de tumores CM HER2 negativos y subtipo
HER2E que obtienen beneficio terapéutico, por el hecho de que biol6gicamente estos
tumores tienen la mayor expresion de HERZ/EGFR con independencia del grado de
expresion de los RH?3 y de la amplificacion génica de ERBBZ. Sin embargo, debido al
disefio de la mayoria de los ensayos clinicos en los que se basa el tratamiento neo/ad-
yuvante del CM-HER2 positivo, atin no hemos podido distinguir dentro del subtipo
HERZ2E que una mayor tasa de eficacia se corresponda a una sensibilidad mejorada a
los farmacos anti-HERZ2 o bien a la terapia citotéxica. El subtipo HER2E podria ser un
predictor en si mismo y de una precision molecular exclusiva, del beneficio de la te-
rapia dirigida, teoria auin pendiente de ser validada en ensayos clinicos. Si esto se lle-
gara a validar, este subtipo intrinseco permitiria perfeccionar la seleccion de aquellas
pacientes que podrian obtener el mayor beneficio de los fArmacos anti-HER2 sin em-
pleo de quimioterapia cuando hablamos de etapas iniciales del CM, o para pacientes

con enfermedad avanzada, las cuales van a precisar de un tratamiento prolongado,
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igualmente recibir tratamiento de desescalada con combinaciones de farmacos anti-

HER2 y omitir la quimioterapia.

1.4.3.3 Infiltracion inmune

Varios estudios publicados han encontrado que firmas de expresion genética rela-
cionadas con el sistema inmunitario ofrecen un valor pronoéstico y también predic-
tivo respecto a probabilidad de rCP en el contexto del CM-HER2 positivo en estadio
tempranol45. En un andlisis conjunto de los ensayos CALGB 40601 y PAMELA, las
firmas génicas inmunologicas, en concreto firmas de expresion génica de células B,
demostraron informacién adicional y superior a la ofrecida por otros biomarcado-
res inmunes, en la prediccidn de la rCP y SLE146. El subtipo HER2E, muestra una ma-
yor infiltraciéon inmunolégica, por lo que estas firmas génicas inmunoldgicas po-
drian ser especialmente utiles en este subtipo intrinseco para identificar aquellas

pacientes con mayor probabilidad de responder a terapias dirigidas.

Los linfocitos infiltrantes de tumor (7TILs, por sus siglas en inglés) son una mezcla de
poblaciones de glébulos blancos que migran e infiltran el tejido tumoral. Compren-
den la mayoria de los infiltrados inmunes mononucleares que se identifican en el tu-
mor, y parecen ser el reflejo biologico de la respuesta inmune innata y adaptativa anti-
tumoral. Asi podemos encontrar estudios que hablan de tumores “calientes” o “infla-
mados” si presentan un infiltrado inmunolégico abundante, de tumores “inmuno-ex-
cluidos” si solo hay células inmunes en el estroma peritumoral, o finalmente de tumo-
res “frios” o “inmuno-desiertos” si la presencia de linfocitos es nula o escasa'4’. Los
TILs se pueden localizar en el estroma tumoral (sTILs) y en el compartimento in-
traepitelial (esto es, célula a célula en contacto con las células tumorales, iTILS). Se
pueden clasificar segtin su fenotipo y funcién bioldgica en células T CD8+ citotdxicas,
CD8+ de memoria residentes en tejidos, células T helper CD4+ 1/2 /17 (linfocitos Th1,
Th2, Th17), células T CD4+ reguladoras (Treg FOXP3+), y células B infiltrantes de tu-
mores. El Grupo de Trabajo Internacional de TILs desarroll6 una metodologia estan-
darizada para la valoracién de los TILs en muestras de cancer en 2014148, estable-

ciendo que deben valorarse en secciones tumorales tefiidas con hematoxilina y eosina
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y cuantificarse como una relacion entre el area estromal ocupada por linfocitos y cé-
lulas plasmaticas y el area estromal intra-tumoral total. Atin no se ha establecido un
umbral de TILs con la suficiente relevancia clinica, si bien el término de CM rico en
TILs se suele referir a aquellos tumores con >50% de infiltracion. Una caracteristica
importante de estas células es que sus funciones cambian dinamicamente a lo largo
de la progresiéon tumoral y en respuesta a los tratamientos pudiendo adquirir funcio-
nes dramaticamente opuestas. Los TILs representan inmunidad anti-tumoral preexis-
tente, con relevancia prondstica y valor predictivo en el CM-HER2 positivo y el
CMTN149, si bien el CM no ha sido considerado clasicamente una neoplasia inmuno-
génica. A diferencia de la mayoria de los tejidos mucosos, el tejido mamario normal

contiene agregados limitados de células inmunes?0.

En pacientes con CM-HER?2 positivo, los TILs estan relacionados con un pro-
nostico y resultados de supervivencia favorables a largo plazo, tanto en la enferme-
dad tempranal48151-154 como metastasical>>. En la mayoria de los estudios de enfer-
medad precoz, se ha reportado una correlacion positiva entre TILs elevados y res-
puesta a TNA, de forma similar a los estudios en CMTN?>1, En un anadlisis secundario
del estudio NeoALTTO, se reporto6 que la presencia basal de TILs constituye un factor
pronostico independiente para rPC y SLE, y lo que es mas significativo, que aquellos
pacientes con unos TILs elevados presentaban una SLE favorable independiente-
mente del tipo de respuesta patolégical>6. Dentro de los CM-HER2 positivo, los subti-
pos no luminales son los que presentan los niveles mas elevados de sTILs, y en espe-
cial el subtipo HER2E?23157, Esto se ha asociado con tasas mas altas de rPC y mejores
resultados de supervivencia tras quimioterapia y/o doble terapia anti-HER2, asi
como con datos de eficacia positivos con el empleo de inmunoterapia, como sugieren
los resultados del ensayo de fase IB/Il PANACEA?%8. Sin embargo, en modelos multi-
variables ajustados por los subtipos PAM50, los TILs parecen perder potencia en su
asociaciéon con mejores resultados, debido a que el subtipo intrinseco molecular tam-
bién parece abarcar la informacidn proporcionada por los TILs?3. Asi, si la inmunote-
rapia aspira a obtener relevancia en el tratamiento del CM, los futuros ensayos clini-
cos deberian tener en cuenta a los subtipos intrinsecos en su disefio, especialmente

en el CM-HER2 positivo.
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1.4.3.4 Resistencia terapéutica

La resistencia intrinseca y adquirida a terapias anti-HER2 es un problema actual y de

maxima relevancia en la practica clinica. Se han descrito diferentes mecanismos de

resistencia que favorecen en su mayoria la reactivacion de la via HER2 o su sefializa-

cién posterior (Figura 12)159. La mayoria de los fracasos terapéuticos en el trata-

miento del CM-HER2 positivo se deben a resistencia adquirida por sub-clones de cé-

lulas altamente seleccionadas por la presion terapéutica. La prevalencia y el impacto

clinico real de estos mecanismos siguen sin estar completamente estudiado. La ma-

yoria de ellos implican aberraciones genéticas o epigenéticas, principalmente descri-

tas en relacion con el bloqueo tnico anti-HER2. Entre los principales mecanismos des-

critos tenemos:

1.

Bloqueo incompleto del receptor HER2 con activaciéon de mecanismos com-
pensatorios por parte de la familia de receptores HER.

Generacion de p95HERZ, una forma truncada de HER2 que carece del dominio
extracelular reconocido por los anticuerpos anti-HER2, y la A16HER2, una va-
riante de splicing con pérdida del ex6n 20 que codifica para una region del do-
minio extracelular, y que conduce a la estabilizacion de los homo-dimeros y
por tanto, a la activacion constitutiva de sefializacion intracelular mediada’.
Activacion de RTKs alternativos u otros receptores de membrana fuera de la
familia HER, como el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1
(IGF-1R), AXL o MET"60,

Heterogeneidad intra-tumoral.

Alteraciones en las vias de sefializacion intracelular, esencialmente en el eje

PI3K/AKT/mTOR (Figura 13).

40



Introduccion

a HER family alterations b Loss/masking of HER2 epitope
WYY N p95HER? MUC4 ) esoegee®e Hyaluronan
~ ~
' !
2
U el e PD P 3 [ el (4
p() ® ‘
| U [r 4 CD44
RAS (PI3K) <
1 ‘ E Constitutive
RAF \ ' activation of
! @mw P95HER in
MEK ! absence of ligand
! E
ERK ER
CDK4/6
IR _ Cyclin D1
[ cell S
reycle » « RB <~
Genes involved in survival
VRRARYE: and cell proliferation
c Activation of compensatory pathways d HER2 heterogeneity
N ) h d HER2- Normal HER?2
! Cl ﬁ overexpressing cell expression in cell
i +

| PIBK) <----~ : S
! \Afl/ E HER2 overexpression Heterogeneous HER2 expression
5) (MEK N H in the tumour in the tumour
| (@TOR :
ERK ERD—~
CDK2, CDK4/6 )
CyclinE Cyclin D1 HER1 \-] HER2 HER3
L overexpression LJ
| Cell § e 7' Y Trastuzumab # HER2 mutation
\oyele ) Rb
et Pertuzumab ® HER3 mutation
Genes involved in survival @ Trastuzumab-binding site ¥ PIK3CA mutation
\”\\”\\”&‘IL and cell proliferation

P Site of phosphorylation

Figura 12. Principales mecanismos de resistencia antiHERZ.

a. Mutaciones y/o alteraciones en la familia de receptores HER que conducen a la activacion de vias
de sefializacion posteriores. Mutaciones en HER2 que conducen a la activacion de las vias PI3K-AKT
y RAS-MAPK. Mutaciones concurrentes en HER2 y HER3 que conducen a la activacion de la via PI3K-
AKT; b. Pérdida del dominio extracelular de HER2. (3) sobreexpresion de p95HER2. (4) Enmascara-
miento del sitio de unién de trastuzumab a HER2 debido a la sobreexpresién de mucina 4 (MUC4) y
complejo hialuronano polimérico CD44; c. Activacion de vias compensatorias. (5) Mutaciones en
HER2 que promueven sefializacion MEK-ERK, que activa la quinasa CDK2. (6) Las mutaciones de
PIK3CAy activacion de la via P13K-AKT. (7) Sobreexpresion del gen CCND1 que conduce a resistencia
a las terapias anti-HER2; d. La expresion heterogénea del receptor HER2 en tumores conduce a una
menor sensibilidad a las terapias dirigidas que dependen de la sobreexpresion de HER2.

Adaptado de “Swain SM et al. Nat Rev Drug Discov. 2023;22(2):101-126.
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Figura 13. Principales vias de sefializacién asociadas a HERZ.

La unién del ligando a un heterodimero EGFR/HER2 provoca la activacion de vias de sefalizacion
mediante la fosforilacion del dominio tirosin-quinasa de la molécula intracelular de HER2. El homo-
dimero HER2 esta constitutivamente activo. Se activan las vias RAS/MAPK y PI3K/Akt/mTOR, lo que
culmina en la activacién de importantes efectores y factores de transcripcion. En dltima instancia,
esta sefializacion puede alterar la transcripcion y modular la expresion genética, lo que repercute en
muchas funciones celulares importantes. Leyenda: EMT: transicion epitelio-mesénquima; PTEN: in-
hibidor importante de la via PI3K/Akt. Las flechas indican sefializacion.

Created with BioRender.com y adaptado de: Hart V., et al. Oncotarget. 2020; 11: 4338-43

La hiperactivacion de la via PI3K/AKT/mTOR es la mejor caracterizada y la alteracion
mas importante en el inicio y mantenimiento de la resistencia a las terapias anti-HER2
en tumores HER2 positivo y de forma independiente al grado de expresion del RH1>°.
Mutaciones activadoras en PIK3CA o niveles reducidos de genes supresores de tumo-
res por mutaciones o pérdida de PTEN y pérdida de INPP4-B, entre otras, son las prin-
cipales alteraciones moleculares que mantienen esta hiperactivacién. El impacto de
bloquear esta via se ha evaluado en numerosos ensayos clinicos, entre los que desta-
can el BOLERO-1 y BOLERO-3, ensayos que evaltan el papel de everolimus, un inhi-
bidor de mTOR, en combinacion con trastuzumab mas paclitaxel como tratamiento de
primera linea (BOLERO-1)161 0 en combinacién con trastuzumab y vinorelbina en CM-

HER2 positivo resistente a trastuzumab (BOLERO 3)162. Los resultados en eficacia de
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ambos estudios fueron pobres frente a un aumento de la toxicidad muy significativo.
No obstante, los datos mas relevantes de ambos estudios provienen de analisis com-
binado de biomarcadores que mostraron beneficio en supervivencia en pacientes con
mutaciones PIK3CA y/o pérdida de PTEN, y que fueron tratados con everolimus63. La
mayoria de los estudios actuales se han disefiado para evaluar la actividad en combi-
nacion de la terapia anti-HERZ2 junto a inhibidores pan-PI3K y de la isoforma alfa de
PI3K. Hasta ahora los inhibidores de PI3K-alfa especificos son los fArmacos con resul-
tados terapéuticos mas prometedores y con menor incidencia de toxicidad grado 3 o

superior respecto a los pan-inhibidores de PI3K164.

Otro posible mecanismo de resistencia, es la existencia de una comunicaciéon
bidireccional entre las vias HER2 y del RE. Varios estudios preclinicos sugieren que la
via de sefializacidn del RE constituye una via de escape, y por tanto de promocion de
la resistencia a las terapias anti-HER2165, El eje ciclina D1-CDK4/6 también desem-
pefia un papel en la resistencia a las terapias anti-HER215%.166, habiéndose correlacio-
nado la sobre-expresion de CCND1 con tasas mas bajas de rPC en pacientes tratadas
con TNA basada en quimioterapia y terapia anti-HER2166. Estudios preclinicos en li-
neas celulares han demostrado la sinergia terapéutica de la combinacion de terapia
anti-HER2 e inhibidores de CDK4/6, y ya disponemos de resultados positivos en pa-
cientes que apoyan la inhibicion dual de CDK4/6 y HERZ2, procedentes de los en los
ensayos monarcHER!67 y PATRICIA68, ambos en un escenario de CM-HER2 positivo
avanzado y politratado. Por tanto, existe suficiencia evidencia de resistencia mediada
por la ciclina D1 a terapias dirigidas frente a HER2, y el empleo de inhibidores de
CDK4/6 podria ayudar a superar dicha resistencial®®. Una prueba de concepto que lo
confirmaria la tenemos en un ensayo clinico de combinacion libre de quimioterapia,
con trastuzumab, pertuzumab, palbociclib y fulvestrant como TNA en CM con RE y
HER2 positivos, que report6 una actividad prometedora en términos de reduccion del

Ki67 a las 2 semanas de tratamiento, y de tasa de rPC del 27% en mama y axilal70.

Asi, hipotéticamente, la gran mayoria de los mecanismos de resistencia descritos po-
drian ser atacados por terapias que ya estan disponibles, como la terapia endocrina,
los inhibidores de CDK4/6, o los inhibidores de mTOR. Sin embargo, la posible ventaja

terapéutica de combinar estos farmacos con la terapia anti-HER2 estandar debe
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sopesarse frente al riesgo potencial de toxicidades severas. Ademas, como resultado
de la heterogeneidad intra e intertumoral, pueden coexistir diferentes mecanismos
en un mismo paciente. El subtipo HER2E es el segundo subtipo intrinseco, después
del LumA, con mayor porcentaje de aberraciones en el eje PI3K/AKT/mTOR (por mu-
taciones de PI3KCA y/o pérdida de PTEN) y de alteraciones en la via del RB1 (por
amplificacion de CCND1 y/o de CDK4). Asi, si ambos ejes estan implicados en la resis-
tencia del tratamiento anti-HERZ, este subtipo intrinseco podria ser el mas apropiado
para disefiar futuros ensayos clinicos que prueben el papel de atacar todas las vias
simultdneamente y evitar el desarrollo de resistencias adquiridas, independiente-
mente del estatus clinico de HER2 que, por otro lado, no parece medir adecuadamente
la heterogeneidad intra-tumoral, entidad ya establecida como otro potencial meca-

nismo de resistencia.
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2. HIPOTESIS
Y OBJETIVOS

“El cientifico debe tomarse la libertad de plantear cualquier cuestion, de

dudar de cualquier afirmacion, de corregir errores”

Oppenheimer (1904-1967)
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Hipdétesis y objetivos

2.1 HIPOTESIS

El CM se compone de un grupo de entidades clinicas de elevada heterogeneidad a
nivel clinico, molecular y de respuesta terapéutica. Los analisis transcriptomicos
permitieron la identificacion de los subtipos intrinsecos moleculares. El CM-HER2
positivo es uno de los fenotipos con mayor heterogeneidad y en él podemos encon-
trar representados cada uno de los 4 subtipos intrinsecos, si bien con una represen-
tacion predominante del subtipo HER2E. Hasta la fecha la informacién prondstica
de este tipo de CM en la practica clinica y predictiva de beneficio a terapias dirigidas
continua siendo dada segun el estatus histopatologico de HER2 (definido por IHC
y/o SISH), independientemente de otras variables clinico-patolégicas. En contrapo-
sicion a esta definicion clasica alejada del paradigma de la medicina personalizada,
sabemos ya que la definicion de CM-HER2 positivo por IHC y/o ISH es heterogénea,
y que la heterogeneidad molecular de un tumor se define por analisis de expresion
y/o de mutaciones y alteraciones en el nimero de copias. La amplificacion de ERBBZ2
en CM es un evento pan-cancer que puede encontrarse presente en todos los subti-
pos intrinsecos, especialmente en el subtipo HER2E. El subtipo intrinseco HER2E
presenta un paisaje transcripcional Unico e independiente de la amplificacion de
ERBBZ, 1o que lo situa como el biomarcador ideal, mas preciso y previsiblemente de

mayor eficiencia para el disefio de ensayos clinicos con terapias anti-HERZ2.

2.2 OBJETIVOS

Objetivo 1: Identificar las bases moleculares de la heterogeneidad de los tumores de
mama HERZ2 positivos mediante el analisis de diferencias significativas entre el sub-

tipo HER2E y subtipos no HERZ2E.

Objetivo 2: Determinar la presencia de variantes genémicas (mutaciones, CNA) y de
expresion en los genes mas relevantes que integran las principales vias asociadas a la
carcinogénesis y a la respuesta inmunitaria en el CM-HER2 positivo, y en funcién de

subtipos intrinsecos HER2E y subtipos no HER2E.
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Objetivo 3: Identificar perfiles de expresidon génica asociados al microambiente tu-

moral y pasaje inmunologico del CM-HER2 positivo.

Objetivo 4: Correlacidon entre variables clinico-patolégicas y de respuesta terapéu-

tica con los datos moleculares derivados de los estudios de expresion y secuenciacion.
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3. MATERIAL
Y METODOS

“La ciencia y la vida cotidiana no pueden y no deben ser separadas”

Rosalind Franklin (1920-1958)
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Material y métodos

3.1 DISENO Y POBLACION DE ESTUDIO

Siguiendo un disefio ambispectivo y observacional, se seleccionaron pacientes con
diagnostico de CM estadios I, II y III con sobreexpresion de HER2 determinada por
[HCy/o ISH en la biopsia del tumor primario, tratadas entre 2011y 2023 en la Unidad
Intercentros de Oncologia Médica de Malaga, compuesta por los hospitales Regional
Universitario y Virgen de la Victoria. Se incluyeron pacientes de > 18 afos, tratadas
segln los estandares oncolégicos para el CM-HER2 positivo: estrategia adyuvante
(esto es, quimioterapia basada en taxanos con antraciclinas y/o carboplatino, junto a
terapia anti-HER2) tras cirugia primaria, o bien TNA con administracion de trata-
miento sistémico previo a la cirugia. Aquellas pacientes con expresion de RH positiva
han recibido terapia hormonal segin estatus menopausico durante al menos 5 afios
como terapia adyuvante complementaria al tratamiento dirigido. Se excluyeron pa-
cientes con otra neoplasia en los 5 afios previos al diagnodstico de CM y/o otra neopla-
sia sincronica (incluyendo CM multifocal y/o bilateral con subtipo clinico no HER2),
pacientes con estadio IV al diagnostico o aquellos casos en los que no hubiera dispo-
nibilidad de biopsia diagndstica y/o quirurgica. Todos los pacientes fueron informa-
dos del proposito del estudio para el que fueron reclutados y dieron su consenti-
miento informado por escrito para participar. Los protocolos del estudio y consenti-
miento informado especifico de proyecto fueron aprobados por el comité ético de in-
vestigacion clinica correspondiente (Comité Coordinador de Etica de la Investigacion
Biomédica de Andalucia). En el Anexo Documento.2 se adjunta el documento que
acredita la aprobacién del estudio por parte del comité de ética. En el Anexo Docu-

mento.3 se adjunta el modelo de consentimiento informado especifico de proyecto.

3.2 VARIABLES

Se disefnaron dos bases de datos. En una de ellas se recogieron las principales carac-
teristicas clinico-patoldgicas (edad al diagndstico, estatus menopdusico, fecha al diag-
ndstico, subtipo histoldgico, grado expresion de RH, grado histoldgico, Ki67, estatus

HERZ2), tipo y duracion de tratamiento sistémico, grado de respuesta patoldgica en

51



Material y métodos

caso de tratamiento neoadyuvante siguiendo el sistema RCB, tipo y tiempo a la re-
caida de haberse producido ésta, asi como fecha y estado de ultimo seguimiento. En
la otra base de datos se recogieron los datos referentes a los resultados de secuencia-

cion y expresion de cada una de las muestras analizadas.

3.3 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

3.3.1 Muestras tumorales

El nodo del Biobanco Andaluz en Malaga que gestiona las muestras del hospital-
IBIMA proporciondé la mayoria de los bloques de tejido tumoral analizados en este
proyecto. Las muestras se recuperaron del material excedente de biopsias sdélida, ob-
tenidas para el diagndstico o durante la cirugia e incluidas en bloques de parafina
(FFPE) para mantener la morfologia celular y preservar el tejido a lo largo del tiempo.
Para determinar el area tumoral de cada muestra, realizamos una tincion con hema-
toxilina y eosina de una seccion tumoral montada en portaobjetos, que fue revisada
por un patologo para determinar el contenido y area tumoral. Realizamos tincion in-
munohistoquimica de secciones de 10 um en una inmunotincion automatica (Autos-
tainer Plus, Dako) utilizando el sistema EnVision FLEX (Dako). Como cromo6geno uti-
lizamos diaminobencidina contratefiida con hematoxilina. Utilizamos un suero no-in-
mune para reemplazar el anticuerpo primario como control negativo y controles po-
sitivos especificos para cada anticuerpo. Los anticuerpos utilizados fueron: anti-
cuerpo monoclonal de conejo, clon SP1, Master Diagnostica para el RE; anticuerpo
monoclonal de conejo, clon Y85, Master Diagnostica para el RP; anticuerpo monoclo-
nal de conejo, clon SP6, Master Diagnostica para Ki67, y finalmente el Kit Herceptest
de Dako Corp.y el Kit VENTANA® HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail de Roche para
HER2.

Las tinciones fueron evaluadas y calificadas por un patologo experto en CM. Se cuan-
tificé el porcentaje de celularidad tumoral de cada una de las muestras, siendo selec-
cionadas para el estudio muestras con un minimo de 30% de celularidad tumoral en

el area marcada. La positividad y valor del RE, RP y HER2 se defini6 siguiendo las
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guias ASCO/CAP2033, Se determin¢ el indice Ki67 cuantificando el porcentaje de célu-
las neoplasicas nucleares positivas. En las biopsias obtenidas durante cirugia tras tra-
tamiento neoadyuvante, se determiné el grado de respuesta patolédgica siguiendo el

sistema RCB171,

3.4 ANALISIS DE EXPRESION GENICA

3.4.1 Aislamiento del ARN

Para la extraccion de ARN se realiz6 utilizando el kit de aislamiento High Pure FFPE
RNA isolation kit (Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.) siguiendo el protocolo del fabri-
cante y por recomendacion de Nanostring para el uso de su tecnologia nCounter®.
Para cada muestra de tumor se emplearon varias secciones de FFPE de 10 um de es-
pesor, segun la celularidad del tumor y el area tumoral realizando una macro-disec-
cion manual del area tumoral previamente delimitada por el patélogo para enrique-
cer la muestra en tejido tumoral. Para determinar la pureza y la concentracion del
ARN aislado se uso el espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). La ratio
entre 260 nm/280nm (A260/280), que determina la pureza de los acidos nucleicos

con respecto a las proteinas, se han dado por validos valores entre 1,7 y 2,3.

3.4.2 Expresion génica con la tecnologia nCounter® Dx
Analysis System (NanoString Technologies)

Para el estudio de expresion génica empleamos el sistema nCounter® de Nano-String
basado en el contaje digital automatizado de moléculas de ARN. Es una metodologia
basada en hibridacion sin amplificacién previa, donde cada molécula diana se va a
identificar por un cédigo o combinacién de fluorocromos. Este sistema mide la ex-
presion génica de los genes a estudiar de forma directa en base al cddigo de color que
poseen las sondas a las que se unen cada uno de ellos. Estas sondas son contadas in-
dividualmente dando una alta precision y sensibilidad y evitando asi los posibles ses-
gos de los métodos basados en la amplificacion, como el caso de la cuantificacién de

la expresion génica por qPCR o Microarray (Figura 14). La expresion génica de 758
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genes se evalué empleando el panel Breast Cancer 360™ de la plataforma NanoString
nCounter (Nanostring Technologies, Seattle, WA) que abarca subtipos intrinsecos y
46 firmas bioldgicas claves!’? (Tabla 5 y 6). Las firmas bioldgicas estan enriquecidas
con genes potencialmente predictivos e implicados en la proliferacion celular, endo-
telio, angiogénesis, citotoxicidad, estroma tumoral, quimioquinas inflamatorias y la
apoptosis. Se analizaron 150 nanogramos de ARN y se procesaron en un sistema de

analisis NanoString nCounter™ FLEX de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Hybridization to capture and reporter probes
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Figura 14. Flujo de trabajo del sistema nCounter®.

1) Cada RNA mensajero hibrida con una sonda reporter (que lleva la sefial) y con una sonda de cap-
tura inmovilizada en el cartucho. 2) Las muestras son cargadas en la estacion de preparacion o Pre-
pStation, donde el exceso de sondas se retira y el complejo ARN mensajero-sonda reporter-sonda de
captura es inmovilizada y alineada en la superficie del cartucho. 3) Con el Digital Analyzer, se recogen
los datos de nuestras; los cddigos 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/tech-
nology-overview/ncounter-technology.
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PATHWAYS FIRMAS RESUMEN
AR expression Gen que codifica el RA
Breast Cancer ER expression Gen que codifica el RE
Receptors HER?Z expression Gen que codifica HER2 (ERBB2)
PR expression Gen que codifica el RP
CDK4 expression Gen que codifica la quinasa dependiente de ciclina 4
Breast Cancer Signaling | CDK6 expression Gen que codifica la quinasa dependiente de ciclina 6
Pathways ER Signaling Mide la senalizacién mediada por el RE
PTEN expression Gen que codifica para PTEN
Basal-Like Correlation Coeficiente de correlacién para el subtipo basal
HER2-Enriched Correlation | Coeficiente de correlacion para el subtipo HER2-enriquecido
Luminal A Correlation Coeficiente de correlacién para el subtipo Luminal A
Breast Cancer
Subtyping Luminal B Correlation Coeficiente de correlacién para el subtipo Luminal B
Claudin-low Correlation Subtipo molecular caracterizado por un bajo nivel de marcadores luminales y una EMT elevada.
PAMS50 Subtypes Firma de 50 genes que clasifica el cincer de mama en cuatro subtipos distintos
Breast Cancer . Utiliza la correlacién de subtipos y la puntuacion de proliferacién PAM50 para estimar el riesgo
Prognosis Genomic Risk of Recurrence gendmico de recurrencia a distancia
CD8 T-cells Mide la abundancia de células T CD8+
Cytotoxic Cells Mide la abundancia de células citotoxicas en el microambiente tumoral
Immune Cell - : .
Population Abundance Macrophace Abundance Mide la abundancia de macréfagos
Mast Cells Mide la abundancia de mastocitos
Treg abundance Mide la abundancia de Treg midiendo la expresién de FOXP3
Inhibitory Metabolism |Hypoxia Mide los genes asociados con la oxigenacion reducida en el tumor
B7-H3 Gen que codifica B7-H3
Inhibitory Tumour IDO1 expression Gen que codifica Indolamina 2,3 dioxigenasa 1
Mechanisms PD-L1 Gen que codifica Ligando-1 de muerte celular programada
TGF-Beta expression Gen que codifica TGF-Beta
Inflammatory Chemokines | Mide las quimiocinas que reclutan poblaciones mieloides y linfoides al tumor
Inhibitory Tumour PD-1 Gen que codifica PD-1
Signaling PD-L2 Gen que codifica Ligando-2 de muerte celular programada
TIGIT expression Gen que codifica el inmunorreceptor de células T y los dominios Ig e ITIMS
Stromal Factors Endothelial cells Mide los genes asociados con el tejido vascular y la angiogénesis
Stroma Mide los componentes del estroma en el microambiente tumoral
ITmuﬁ‘:l':‘l'(;genicity APM Mide la abundancia de genes en la via de presentacion de antigenos de MHC de clase I
Cytotoxicity Mide las moléculas utilizadas por las células T CD8+ y las células natural killer

Anti-Tumour Immune

Interferon gamma signalling

Sigue la respuesta canénica al IFN gamma

Activity MHC class 1l antigen Mide los principales antigenos leucocitarios humanos implicados en la presentacién de antigenos de
presentation MHC de clase II
TIS Mide la abundancia de una respuesta inmunitaria adaptativa suprimida periféricamente
. Es un subrogago del estado de TP53: las puntuaciones mas altas se refieren a un estado similar a un
P53 mutational score . s . .
mutante y las puntuaciones mas bajas a un estado de tipo salvaje
Tumour Mutational
Response BRCAness Informa sobre defectos en los genes de reparacion de dafios del ADN BRCA1y 2
HRD Evalta funcionalmente el estado de reparacién de recombinacién homdloga. Una puntuacién més alta
se refiere a una mayor deficiencia de reparacién de dafios
Apoptosis Captura genes asociados con procesos apoptoticos, genes proapoptéticos y antiapoptéticos
Proliferation Mide genes implicados en la proliferacién tumoral
. Puntuacién de la muestra para la regulacién negativa de genes que codifican para proteinas de las
Cell Adhesion .
uniones estrechas
Tumour Regulation Differentiation Score Asigna una puntuacién de diferenciacién a la muestra
FOXA1 expression Gen que codifica el factor de transcripcién FOXA1

Mammary Stemness

Mide un cluster o grupo de genes EMT sobreexpresados en stem-cell-like tumours

Rb1 Expression

Gen que codifica el gen del retinoblastoma

SOX2 Expression

Gen que codifica el gen SRY-box2

Tabla 5. Firmas incluidas en el panel Breast Cancer 360™,

Adaptado de: Bergamino MA, et al. EBioMedicine. 2022;83:104205.
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Lista de genes incluidos en el panel BC360

HK=housekeeping

= Target gene
ABCF1 ABCA8 BLM CD19 | CKB | DTX1 | FGF10 | GPR160 HOXA7 KCNB1 MELK | NSD1_| POLD1 | ROCK1 SP1 TPSAB1/B2
ACTB ACTR3B | BLVRA | CDIE | CKMT1A | DTX3 | FGF12 GPX3 HOXA9 KDR MEOX2 | NTRK2 | POLQ | ROCK2 SPC25 TRIP13
G6PD ACVR1B | BMP2 CD24 | CKS1B | DTX4 | FGF13 GRB2 HOXB13 | KIAA0040 | MET | NUDT1 | POPDC3 | RORA SPDEF TSPANT
GUSB ACVRIC | BMP4 CD27 | CLDN1 | DUSP4 | FGF18 GRB7 HOXB3 | KIAA1462 | MFNG | NUMBL | PPARG | RORB SPN TSPAN7
MRPL19 ACVRL1 | BMP5 | CD274 | CLDN3 | DUSP6 | FGF2 | GREMIL HSPA2 KIF11 MIA | NUPR1 |PPARGCIA|RPS6KAS|  SPP1 TTK
NRDE2 ADAM12| BMP6 | CD276 | CLDN4 | E2F1 | FGF7 GRIA3 1BSP KIF14 | MISIBA | OAS3 | PPP2CB |RPS6KB1| _ SPRY1 TTYH1
0AZ1 ADCY9 | BMP7 CD29 | CLDN7 | E2F5 | FGF9 GRIN1 ICAM1 KIF23 | MKI67 | OCLN | PPP2R1A |RPS6KB2|  SPRY2 TUBA4A
POLR2A ADDL | BMPBA | (D34 [CLECI4A| ECM2 | FGFR2 | GRIN2A D1 KIF2C MLH1 | OGN | PPP2R2C | RRM2 SPRY4 TWISTL
PSMC4 ADM | BMPRIA | CD36 | CLECSA | EDN1 | FGFR3 | GSK3B D2 KIFCI | MLLT3 |[OLFML2B| PRC1 | RUNX3 SRPX TWIST2
PUML AGRZ | BMPRIB | (D44 | CMKLR1 | EDNRB | FGFR4 | GTF2H2 1D4 KIT MLPH | ORC6L | PREP _|S100A14| STéGGALNACZ | _ TYK2
RPLPO AGT BMPR2 | CD49f | CNTFR | EFNA3 | FGL2 GZMA D01 KLRK1 | MMP11 | PALB2 | PRF1 | S100A7 | _ STAT1 TYMP
SDHA AGTR1 | BNC2 CD68 |COL11A1| EFNA5 | FHL1 GZMB IFT140 KNTC2 | MMP14 | PALMD | PRKAA2 | SIPRL STC1 TYMS
SF3A1 AKT3 | BNIP3 CD84 |COL27A1| EGF FIGF GZMH 1GF1 KRT14 | MMP3 | PARP1 | PRKACA | SCARAS | SUV39H2 UBE2C
STK11IP ALDH1A1| BRCA1 | CDBA | COL2A1 | EGFR | FLIL GZMM IGF1R KRT17 | MMP7 | PARP2 | PRKACB | SCUBEZ | _ SYTL4 UBE2T
TBC1D10B ALDOA | BRCA2 | CD8B | COL4A6 | EGLN2 | FLNC | HAPLN1 1KZF3 KRTS MMP9 | PARP4 | PRKCA | SELE TAP1 VCAN
TBP ANGPT1 | BTG2 | CDC14A | COL6A3 | EGLN3 | FLRT3 HAS1 IL10RA KRT6B | MMRN2 | PAX5 | PRKCB | SERBP1 TAP2 VEGFA
TFRC ANLN | Cl0orf32 | CDC14B | COL7A1 | EIF2AK3 | FLT3 HBB IL11RA KRT7 MRE11 | PAX8 | PRKDC [SERPINBS| _ TAPBP VIM
UBB ANXA9 | C130rf3 | CDC20 | COL9A3 | EIF3B | FNBP1 | HDACL IL12RB2 LAD1 MS4A2 | PBX3 PRKX _[SERPINH1| _TBC1D9 VIT
APH1B | C200rf82 | CDC25A |COLEC12| EIF4E2 | FOS HDAC10 | IL13RA1 LAG3 MSR1_| PCK1 PRLR SFN TBX1 WDR77
APOD | C5orf38 | CDC25B | COMP_|EIF4EBP1| FOSL1 | HDACI1 IL1B LAMA3 | MTIG | PCNA | PROML | SFRP1 | TCEALL WEEL
APOE CA12 | CDC25C | CPA3 | ELF3 | FOXA1 | HDAC2 IL1R2 LAMB3 | MTOR PPDCDILG2 PSAT1 | SFRP2 TCF4 WHSCIL1
AR | CACNAID | CDC6 | CREBBP | ELK3 | FOXC1 | HDACS IL1RN LAMC2 | MUC1 | PDE9A | PSMB10 | SFRP4 | TCF7L1 WIF1
AREG | CACNAIH | CDC7 | CRYAB | ELOVL2 | FOXC2 | HDAC6 IL20RA LEF1 MUS81 | PDGFB | PSMB7 | SHC2 TEK WNT10A
ARID1A | CACNA2D1 | CDCAL | CSF3R | EMCN | FOXMIL HDC IL20RB LEFTY2 | MYBL2 | PDGFRA | PSMB9 | SHC4 TFDP1 WNT11
ARNT2 | CACNA2D3 | CDCA5 | CTSW | ENO1 | FOXP3 HEG1 1L22RA2 LEMD1 MYC | PDGFRB | PTCH1 | SHE TFF1 WNT2
ASPM_| CACNG1 | CDCA7L | CXADR | ENPP2 | FREM2 | HELLS 1L24 LEP MYCN | PDK4 | PTEN | SHMT2 TFF3 WNT4
ASPN_| CACNG4 | CDCA8 | CXCL10 | EP300 | FST HEMK1 IL2RA LEPR MYCT1 | PECAM1 | PTGDS | SIDT1 TGFB1 WNT5A
ATAD2 | CACNG6 | CDH1 | CXCL12 | EPAS1 | FSTL1 HES1 IL2RB LFNG NASP_| PFDN2 | PTGER3 | SIGIRR | _ TGFB2 WNT5B
ATM | CALMLS | CDH2 | CXCL13 | ERBB2 | FSTL3 HGF IL3RA LIF NAT1 | PGK1 | PTGS2 | SIX1 TGFB3 WNT6
ATP10B | CAMK2B | CDH3 | CXCL5 | ERBB4 | FUT3 HIF1A IL4R LIFR NCAML | PGR | PTTGL | SKP1 TGFBR2 WNT7B
AURKA | CAVL CDH5 | CXCL9 | EREG | FXYD3 | HIST1HIC 1L6 LOC400043 | NCAPH2 | PHGDH | PYCARD | SKP2 THBS1 WRN
AURKB | CBLC CDK1 | CXCR6 | ERBB2 | FZD10 |HISTIH2BH|  IL6R LPL NDP__ | PIK3CA | RAC2 | SLC2A1 | THBS2 WT1
AXINT cCL2 CDK6 | CXorf36 | ERBB4 | FZD7 | HIST1H3H IL7R LRP2 NEIL1 | PIK3CD | RAC3 |SLC39A6|  THBS# XRCC2
AXIN2 | CCL21 | CDKN1A| CXXC5 | EREG | FZD8 | HIST3H2BB 1L8 LRRC32 | NEIL3 | PIK3CG | RAD51 |SLC44A4|  THY1 XRCC3
B3GNT3 | CCL3/L1 | CDKNIB| CYBB | ESPL1 | FZD9 HK2 INHBA LTB NEO1 | PIK3R1 | RADS1C | SLPI TIEL ZBTB16
BAD CCL4 | CDKNIC| CYP4F3 | ESRL | GABRP | HLAA INHBB LTBP1 | NETO2 | PIK3R2 | RAD52 | SMAD1 TIGIT ZEB1
BAG1 CCL5 | CDKN2A| DCN ETV4 |GADD45A| HLAB IRF6 MAD2L1 | NFATC1 | PIK3R3 | RAD54L | SMAD3 TIMP4 ZEB2
BAI1 CCL7 | CDKN2B| DDB2 | ETV7 |GADD45B| HLAC IRX1 MAF NFKBIZ | PIK3RS | RARRES3 | SMAD4 TLE3 ZFPM2
BAIAP3 | CCL8 | CDKN2C| DDR2 | EXO1 |GADD45G| HLA.DMA ISG15 MAML2 | NGFR | PIM1_| RASAL1 | SMADS TLR4 ZFYVE9
BAMBI | CCNA1 | CDKN2D | DDX39 | EYA1 | GAS1 | HLA.DMB ITGAV MAP2K# | NKG7 | PIP | RASGRF1 | SMCIB TLX1 Z1C2
BAX CCNA2 | CDKN3 | DEPDC1 | EYA2 | GATA3 | HLA.DOB ITGB3 MAP3K12 | NOD2 | PKMYT1 | RASGRF2 | SMO | TMEM45B | ZNF205
BBC3 | CCNB1 |CEACAMS| DHRS2 | EYA4 | GATA4 | HLADPAL | ITGB6 MAPK1 | NOTCH1 | PLA1A | RASGRP1 | SMURF2 | TMPRSS2
BBOX1 | CCND1 _|CEACAM6| DKK1 F3 | GDF15 | HLADPB1 | ITPR1 MAPK10 | NOTCH2 |PLA2G2A| _ RB1 SNAI1 | TMPRSS4
BCAS1 | CCND2 | CENPF | DKK2 |FAMI124B| GDF5 | HLA.DQAL JAG1 MAPK3 | NOTCH3 | PLA2G3 | RBL1 | SNAI2 TNF
BCL11A | CCNE1 | CEP55 | DLG7 |FAMI198B| GGH | HLA.DQB1 JAG2 MAPKBIP2 | NPEPPS |PLA2G4A| RBL2 | SOCS1 | TNFAIP6
BCL2 | CCNE2 CFD | DLL1 |FAM214A| GHR | HLADRA JAK1 MAPT NPR1_|PLA2G4F| RBX1 | SOCS2 | TNFSF10
BCL2A1 | CCR1 CHAD | DLL3 |FAM83D| GJB2 | HLA.DRB1 JAK2 MARCO | NR4A1 | PLAT | RELN | S0CS3 TNKS
BCL2L1 | CCR2 | CHEK2 | DLL4 | FANCF | GLI3 HLA.E JAK3 MCM2 | NR4A3 | PLCBL | RFC4 | SOX10 TNKS2
BCL6B | CCR5 | CHI3L1 |DNAJC12| FAP | GNG4 | HMGAL JAM2 MCM3 | NRCAM | PLCB4 | RNASE2 | SOX17 TNN
BDNF CD10 CHITL | DPT | FBNL | GNLY | HNFIA JUN MDM2 | NRXN1 | PLCEL | RNF103 | Sox2 TOP2A
BIRC5 | (D163 | CHRNAS| DSC2 | FGF1 | GPC4 HOXAS KAT2B MEDL | NRXN3 | PLD1 | ROBO4 | SOX9 TP53

Tabla 6. Lista de genes incluidos panel Breast Cancer 360™.

Informacion mas detallada del panel puede ser consultada en https://nanostring.com/pro-

ducts/ncounter-assays-panels/oncology/breast-cancer-360/.
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Figura 15. Genes incluidos en la firma PAM50.

En la parte superior del circus plot se muestran los genes que se incluyen en la firma PAM50. En la
parte inferior se muestran los procesos bioldgicos a los que pertenecen dichos genes.

3.4.3 Analisis bioinformatico de los datos de expresion

Continuando con la tecnologia nCounter™ DX Analysis System, se evaluaron los cam-
bios encontrados entre los diferentes tiempos segun los objetivos descritos en el ca-
pitulo 2. Los datos de expresidn crudos fueron normalizados siguiendo el método de
normalizacion de NanoString con respecto a los controles internos y expresion de los
18 genes house-keeping incluidos en el panel (usados como control positivo interno
dada su expresion constitutiva bajo cualquier condicién a un nivel relativamente bajo
en todas las células). Dentro de las firmas, se incluye la firma PAM50 que subtipifca el
CM en los 4 subtipos intrinsecos en base a un algoritmo segun la expresion de 50 ge-

nes (Figura 15). Para cada una de las muestras, se utilizaron datos normalizados para

determinar las puntuaciones de correlacion para las cuatro firmas de subtipo intrin-
seco incluidas, asignar asi el subtipo intrinseco y calcular el riesgo de recurrencia

(ROR). El analisis de expresion diferencial (AED) se realiz6 a partir de los datos de
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expresion de las 79 muestras analizadas segun el panel BC360™ para 758 genes (ex-
cluidos los 18 genes housekeeping-) y 42 firmas biologicas (AR, ESR1, ERBB2, PGRC,
CDK6_Expression, CDK4 Expression, ER_Signaling, PTEN, ROR, CD8_T-Cells, Cytoto-
xic_Cells, Macrophages, Mast_Cells, Treg, Hypoxia, IDO1, B7-H3, PD-L1, TGF-Beta, Infla-
mmatory_Chemokines, PD-1, PD-L2, TIGIT, Stroma, Endothelial_Cells, APM, Cytotoxicity,
IFN_Gamma, MHC-2, TIS, BC_p53, HRD, BRCAness, Apoptosis, BC_Proliferation, Cell Ad-
hesion, Differentiation_Score, FOXA1, Rb1, SOX2, Mammary_Stemness). Se emple¢ el pa-
quete limma de R, una herramienta validada y ampliamente utilizada en el analisis
diferencial de los datos de RNA-seq. En todos los casos, un gen o firma se consider6
diferencialmente expresados entre grupos cuando se cumplen las condiciones de p-

valor ajustado < 0,05 y |log2FC| > 1,5.

3.5 ANALISIS MUTACIONAL

3.5.1 Aislamiento del ADN y ARN

Para la extraccion de acidos nucleicos totales de las muestras FFPE, se llevd a cabo
una macro-diseccion del tejido previamente delimitada el area tumoral por el paté-
logo. Se empled el kit de aislamiento de 4cidos nucleicos totales Recover AII™ (In-
vitrogen, Thermo Fisher Scientific) siguiendo el protocolo del fabricante, siendo un
procedimiento de aislamiento basado en métodos de columnas con membranas de
silice que permiten la unién del ADN o ARN. Estos protocolos comienzan con la des-
parafinacion del tejido con xileno seguida de lavados con etanol, digestion del tejido
con proteasas, union del ADN o ARN a la membrana, una serie de lavados con alcoho-
les y por ultimo la elucién del acido nucleico purificado. Se determiné la concentra-
cion y pureza del ADN y ARN mediante el espectrofotometro Nanodrop 1000
(Thermo Scientific) dando por validos valores de la ratio 260nm/280nm préximos a
1,8 para el ADN y entorno a 2 para el ARN. A continuacion, los acidos nucleicos se
cuantificaron de forma mas especifica y precisa con un método fluorométrico me-

diante el Qubit™ 4.0 (Invitrogen) con el kit de ensayo Qubit DNA dsDNA BR para el
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ADN y el kit de ensayo Qubit RNA BR (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) para el
ARN.

3.5.2 Genesy secuenciacion en Ion GeneStudio S5™ System

Se han secuenciado un total de 161 genes implicados en la biologia del cancer, en-
globando aquellos involucrados en la carcinogénesis del CM. Estos genes se incluyen
en el panel Oncomine™ Comprehensive Assay v3C (Figura 16). Este panel esta vali-
dado por la FDA y su uso ya se ha extendido en la practica clinica habitual para res-
paldar la toma de decisiones clinicas respecto a terapias dirigidas en un amplio aba-
nico de neoplasias, incluyendo CM. Se prepararon librerias de forma automatizada
con el sistema lon Chef (Thermo Fisher Scientific) partiendo de 20 nanogramos de
ADN y ARN. Se prepar6 un maximo de 8 muestras (8 muestras de ADN y 8 muestras
de ARN) por carrera en un chip Ion 540 (Thermo Fisher Scientific). Los chips se car-
garon en el secuenciador lon Gene Studio S5 Prime (ThermoFisher® Scientific), que
lleva a cabo una secuenciacidon basada en un sistema de semiconductores que miden

cambios de pH.

AKT1 ESR1 KIT PDGFRB ARID1A FBXW7 PTEN AKT1 FGFR4 AKT2 FGFR2 NUTM1
AKT2 EZH2 KNSTRN PIK3CB ATM MLH1 RAD50 AKT2 FLT3 ALK FGFR3 PDGFRA
AKT3 FGFR1 KRAS PIK3CA ATR MRET11 RADS51 AKT3 IGF1R AR FGR PDGFRB
ALK FGFR2 MAGOH PPP2R1IA  ATRX MSH6 RAD51B ALK KIT AXL FLT3 PIK3CA
AR FGFR3 MAP2K1 PTPN11 BAP1 MSH2 RAD51C AXL KRAS BRCA1 JAK2 PRKACA
ARAF FGFR4 MAP2K2 RACT1 BRCA1 NBN RAD51D AR MDM2 BRCA2 KRAS PRKACB
AXL FLT3 MAP2K4 RAF1 BRCA2 NF1 RNF43 BRAF MDM4 BRAF MDM4 PTEN
BRAF FOXL2 MAPK1 RET CDK12 NF2 RB1 CCND1 MET CDKN2A MET PPARG
BTK GATA2 MAX RHEB CDKN1B NOTCH1 SETD2 CCND2 MYC EGFR MYB RAD51B
CBL GNAT11 MDM4 RHOA CDKN2A NOTCH2 SLX4 CCND3 MYCL ERBB2 MYBL1 RAF1
CCND1 GNAQ MED12 ROST1 CDKN2B NOTCH3 SMARCA4 CCNE1 MYCN ERBB4 NF1 RB1
CDK4 GNAS MET SF3B1 CHEK1 PALB2 SMARCBT1 CDK2 NTRK1 ERG NOTCH1 RELA
CDKé H3F3A MTOR SMAD4 CREBBP PIK3R1 STK11 CDK4 NTRK2 ESR1 NOTCH4 RET
CHEK2 HIST1H3B MYC SMO FANCA PMS2 TP53 CDK6 NTRK3 ETV1 NRG1 ROST1
CSF1R HNF1A MYCN SPOP FANCD2 POLE TSC1 EGFR PDGFRA ETV4 NTRK1 RSPO2
CTNNB1 HRAS MYD88 SRC FANCI PTCH1 TSC2 ERBB2 PDGFRB ETV5 NTRK2 RSPO3
DDR2 IDH1 NFE2L2 STAT3 ESR1 PIK3CB FGFR1 NTRK3 TERT
EGFR IDH2 NRAS TERT FGF19 PIK3CA

ERBB2 JAK1 NTRK1 TOP1 FGF3 PPARG

ERBB3 JAK2 NTRK2 U2AF1 FGFR1 RICTOR

ERBB4 JAK3 NTRK3 XPO1 FGFR2 TERT

ERCC2 KDR PDGFRA FGFR3

Figura 16. Lista de genes incluidos en el panel Oncomine Comprehensive Assay v3C.
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Genomic DNA
Multiplex PCR
lon AmpliSeq™ Primer Pool
l Partially digest primer sequences
Adaptors
OR
Barcode Adaptors Ligate adaptors
A P1
Nonbarcoded library
OR
X P1

Barcoded library

Figura 17. Secuenciacion por lon Torrent, método de secuenciacién de ADN basado en la tecnologia

Ion AmpliSeq.

3.5.3 Analisis bioinformatico de las variantes encontradas a
nivel de ADN

El procesamiento de los datos de secuenciacion integré varios pasos. Los archivos
crudos FASTQ fueron evaluados usando controles de calidad (software FastQC
v0.11.9,y Trim Galore) para la eliminacidn de bases, adaptadores, y otras secuencias
de baja calidad. Este tipo de archivos esta basado en texto, y contienen, ademas de la
secuencia de nucle6tidos como texto (formato FASTA). El procesado de estas secuen-
cias en formato FASTQ implica un paso de alineado o mapeo con el genoma de refe-
rencia del organismo correspondiente, de manera que pueda afiadirse la informacion
de coordenadas gendmicas. El siguiente paso, estrictamente técnico, consiste en crear
un archivo BAM. Los BAM (Binary Alignment Map, * bam) son archivos de formato
binario para el almacenamiento de datos de secuenciacion, y en concreto contienen
la informacién sobre las lecturas de secuencias tras haberse realizado un alinea-
miento de estas contra un genoma de referencia. Cada FASTQ se preprocesé y aline6
frente a la version GRCh37/hg19173 del genoma humano de referencia y se generaron

asi BAM ordenados mediante la Torrent Suite™. En cuanto a la priorizacion de
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variantes, para la seleccion de aquellas potencialmente somaticas en cada muestra se

aplicaron los siguientes filtros especificos y generales.

A) CNVs. Se emplearon los siguientes filtros:
o Exclusién de casos con MAPD < 0,4
o Ganancia de numero de copias: CN > 4

o Pérdida de nimero de copias: CN < 2

Para los distintos grupos y comparaciones bajo estudio se determino:

1. La existencia de diferencias significativas entre los CN detectados para cada
gen recogido en el panel mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon (bi-
lateral y unilateral).

2. La existencia de diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de presen-
tar CNVs (ganancias y pérdidas) en cada uno de los genes recogidos en el panel

mediante la prueba de Fisher (bilateral y unilateral).

3. La existencia de diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de pre-
sentar CNVs (ganancias) en cada uno de los genes recogidos en el panel me-

diante la prueba de Fisher (bilateral y unilateral).

4. La existencia de diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de pre-
sentar CNVs (pérdidas) en cada uno de los genes recogidos en el panel me-

diante la prueba de Fisher (bilateral y unilateral).

En todos los casos se consideraron diferencias significativas cuando el p-valor ajus-

tado (FDR) < 0.05.

B) SNVs-indels. En primer lugar, se realiza la llamada de variante (Variant Ca-
lling) utilizando el variant caller Mutect2 (GATK). Obtenidos los resultados
de la llamada de variantes, se afiaden etiquetas a cada uno de los resultados

para facilitar el filtrado posterior. Finalmente, las variantes resultantes
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fueron anotadas con el software ANNOVAR y empleando las siguientes bases
de datos:
e Bases de datos de frecuencia poblacional
- dbSNP
- ExAC
- gnomAD
- Kaviar
- 1000 Genomes
e Bases de datos de cdncer
- COSMIC
-  TCGA
- GENIE (AACR)
- ICGC
- cBioportal (BRCA)
e Bases de datos clinicas
- ClinVar
- InterVar

- CIVIC

Los filtros generales empleados se detallan a continuacion.

e Mutaciones PASS o multiallelic (posiciones en las que se encuentra mas
de una mutacién diferente en una misma muestra), eliminando contami-
nacion, mutaciones normales, posibles mutaciones germinales, ambigiie-
dades, etc.

e Exclusidon de mutaciones sindnimas.

e Mutaciones en regiones exonicas o de splicing, eliminando mutaciones en
regiones intronicas, UTR5, UTR3, upstream, downstream y ncRNA.

e Exclusidon de mutaciones benignas o probablemente benignas (ClinVar e
InterVar).

e Exclusidn de variantes presentes en dbSNP.

e Exclusién de variantes con AF > 0.000001 en gnomAD y Kaviar.
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e Mutaciones anotadas en las bases de datos: COSMIC, TCGA, GENIE
(AACR), cBioportal (BRCA) o ICGC.

e Mutaciones con unacobertura minima de 250x informada por el software
Ion Reporter.

e Frecuencia alélica >= 0.05 (5%).

Se realiz6 un analisis descriptivo general por grupos mediante el paquete maftools
de R. Para los distintos grupos y comparaciones bajo estudio se determin¢ la exis-
tencia de diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de presentar mutacio-
nes en cada uno de los genes recogidos en el panel mediante la prueba de Fisher
(bilateral y unilateral). Se consideraron diferencias significativas cuando el p-valor

ajustado (FDR) < 0.05.

3.6 ANALISIS DE DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS A NIVEL
DE EXPRESION Y MUTACIONAL ENTRE HERZ2E Y
RESTO DE SUBTIPOS

Como parte del objetivo 1: Identificar las bases moleculares de la heterogeneidad de
los tumores de mama HERZ positivos mediante el andlisis de diferencias significativas
entre el subtipo HERZ2E y no HERZE, establecimos dos grupos de trabajo, aquellos
tumores con subtipo intrinseco HER2E frente al resto de casos tumores HER2 posi-

tivos con subtipo no HERZ2E (estos son, LumA, LumB o BAL).

A) Serealiza un AED entre los casos HER2E (HerZ2-Enriched) y el resto de los
subtipos intrinsecos (No HerZ2-Enriched).

B) Se estudian las diferencias a nivel de alteraciones genémicas (SNVs-in-
dels, CNVs) entre los casos HER2E (Her2-Enriched) y el resto de los subti-

pos intrinsecos (No Her2-Enriched).
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3.7 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Con la intencién de comprobar si alguno de los resultados obtenidos en las compa-
rativas realizadas con la informacidn clinico-patolégica, 1a expresion génica y el ana-
lisis de datos gen6micos pudiera tener impacto en la supervivencia de las pacientes,
se disefié y llevé a cabo un andlisis de supervivencia. Se crearon las variables 1)
“SLE” definida como el tiempo en meses desde fin de tratamiento adyuvante hasta
recurrencia tumoral, muerte por cualquier causa o fecha de ultimo control, 2) “SG”
definida como el tiempo en meses desde el diagndstico de CM hasta muerte por cual-

quier causa o fecha de ultimo control.

Usando el lenguaje de programacion R con el paquete Survival, analizamos SLE
y SG basado en a) aproximacion de Kaplan-Meier y Log Rank Test y b) Cox Propor-
tional Hazards Models corrigiendo el efecto de las covariables “Tratamiento” (Adyu-
vante o Neoadyuvante) y “Estado del receptor” (Positivo o Negativo). Se realizd di-

cho analisis de SLE y SG para detectar diferencias segun:

- HERZE versus no HERZE

- HERZE agrupado versus HER2E no agrupado
- HERZE no agrupado versus no HER2E

- HERZE agruapdo versus no HER2E

- Enla poblacion tratada con TNA, rPC versus no rPC

3.8 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

De forma general, la limitacion mas importante de nuestro estudio es que contempla
un concreto de genes tanto en el analisis de expresién génica como en los estudios
de secuenciacion frente a un amplio nimero de variables clinico-patologicas y ge-
nomicas. Al centrarnos en aquellos genes con una relacién ya establecida con CM,
dejamos fuera la posible determinacion de nuevos genes que pueden no haber sido

identificados aun. Tampoco podemos olvidar el hecho de que el tamafio muestral
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pequefio ha podido limitar el encontrar diferencias significativas segun los resulta-
dos obtenidos en aspectos clinicos como son la supervivencia o la asociaciéon con

respuesta terapéutica (en el grupo tratado con neoadyuvancia).
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4. RESULTADOS

“Lo bueno de la ciencia es que es cierta independientemente

de si crees o no en ella”

Neil de Grasse Tyson (1958 - presente)
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Resultados

4.1 PRINCIPALES CARACTERISTICAS CLINICAS Y
PATOLOGICAS

Se seleccionaron un total de 90 pacientes que cumplieron inicialmente los criterios
de inclusién en el estudio descritos en el apartado de metodologia. Finalmente lle-
garon a completar el andlisis global de expresidon génica y mutacional un total de 79
pacientes/muestras, descartandose el resto de los casos del analisis final por haber
agotado material (ARN y/o ADN) y/o no cumplir los criterios de calidad para el ana-
lisis.

Las principales caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes se resumen en la
Tabla 7. La media de edad de nuestra poblacién fue de 52 afios. E1 55,7% (n=44) de
los casos presentaban positividad para RH (RE y/o RP), siendo el resto tumores RH
negativos. La mayoria de los tumores (71%) tenian grado histolégico 3, siendo el
subtipo histoldgico ductal infiltrante el predominante, con 1 caso subtipo apocrino
y otro subtipo medular. Los casos con afectacién axilar clinica y/o patolégica supo-
nen el 20,5% de los casos (n=26). El 35,4% (n=28) de las pacientes se trataron con
estrategia neoadyuvante, con un 53% de rPC, 36% de respuestas patoldgicas par-
ciales (32% RCB-I1'y 4% RCB-I) y un 11% de RCB-III (Figura 18). El subtipo HER2E
suponia el 87% de los casos de rPC (Figura 19). Con una mediana de seguimiento de
70 meses, se dieron 12 recurrencias (9,5%), 11 a nivel visceral y/o 6seo y 1 recaida

locorregional.
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Edad media (afios) 52
Pre [ 35
Post | 44
Estado RH
Positivo [ 44
Negativo | 35
Estado RE
Positivo [ 44
Negativo l 35
Estado RP
Positivo [ 36
Negativo l 43
Estatus HER2
1HQ 3+ [ 63
1HQ 2+/SISH amp _ [ _ 16
St 27 25 //__/ 100%
90%
= Grado histolégi = 20 Media 52,44 0%
= Desviacién tipica 7,77
G1 3 « Muestra N =79 70%
G2 21 g 15 60%
G3 56 ) "
ki67 (grupos) § o
<20 21 g w0 40%
20-50 28 0
>50 30 5 20%
T fio tumoral (mm) 10%
T e . e
20-50 31 (42,50)  (50,58]  (58,66] [34,42] (75,83]  (66,75)
>50 15 Edad
Afectacién axilar
si [ 26
No | 53
Tiempo de tratami
Adyuvante 51
Neoadyuvante 28
RCB 0 15
RCB1 1
RCBII 9
RCB IIT 3
Recurrencia
Si [ 12
No [ 67

Tabla 7. Principales caracteristicas clinicas de las pacientes y tumores incluidos en el estudio (iz-
quierda); edad (media) y distribucion de la variable en la poblacién (derecha).

Respuestas segiin RCB

®rCP WRCB- ~RCB-I wRGB-I
a tratamiento RCB-III -
Neoadyuvante
10
RCB-II
32%
8
= pCR
= RCB-1 6
RCB-II pCR
53% 4
m RCB-III
2
. I 11 1
RCB-I x & x &
4% @&Q & Y & oW
N QS‘% ¥ N <

Figura 18. Tipo de respuesta patoldgica segtin clasificacién “Residual Cancer Burden” (RCB) a trata-
miento neoadyuvante (n=28 pacienttes). Tasas de respuesta por tipo RCB (izquierda) y niimero de ca-
sos en cada grupo en funcion de subtipo intrinseco y estatus RH (derecha).
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Distribucion de rCP

LUM A/RH-

LUM B/RH+ 7%
6%

= HER2E/RH-
HER2E/RH+
= LUM B/RH+ HER2E/RH+
20%
= LUM A/RH-

HER2E/RH-
67%

Figura 19. Distribucién de subtipo intrinseco y estado de RH en la poblacion con respuesta patoldgica
completa (rCP) tras neoadyuvancia.

4.2 SUBTIPADO MOLECULAR POR PAMS50

El andlisis de expresidn se realizé empleando el panel Breast Cancer 360™, el cual
incluye la firma PAM50, firma que determina los subtipos intrinsecos y el ROR score.
Del total de 79 casos de CM-HER2 positivo, 46 casos corresponden al subtipo HER2E
(58,2%), 16 casos LumA (20,8%), 13 casos LumB (16,8%) y 4 casos BL (5,2%) (Ta-
bla 8, Figura 20). En la poblacién con RH positivos (n=44), un 41% de los casos son
HERZE, seguido por el 30% y 29% de los casos en LumB y LumA respectivamente,
con ningun caso subtipo BAL. En la cohorte de RH negativos, un 80% corresponde
al subtipo HERZ2E, con un 11% de casos con subtipo BAL, 9% LumA y ningun caso
LumB.

Los resultados respecto al ROR score, se resumen en la Tabla 9.
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Subtipo Poblacion total
intrinseco (N=79)
BASAL-LIKE 4

HERZ2E 46
LUMINAL A 16
LUMINAL B 13

Subtipo RH+ RH-
intrinseco | (N=44) (N=35)
BASAL-LIKE 0 4
HERZ2E 18 28
LUMINAL A 13 3
LUMINAL B 13 0

Tabla 8. Distribucidn de los subtipos intrinsecos por andlisis de expresién mediante la firma PAM50 en
el total de la poblacion del estudio (izquierda); distribucion de los subtipos intrinsecos segun el estado

del RH (derecha).
HER2+
m BASAL-LIKE
» HERZE LUMINAL A
20%
= LUMINALA
= LUMINAL B
BASAL-LIKE
RH+/HER2+ 0%
LUMINAL B

30%

HER2E
41%

LUMINALA
29%

LUMINAL B
17%

 BASAL-LIKE
[ 5%

LUMINAL A LUMINAL B

RH-/HER2+ o’ 0%

BASAL-LIKE
11%

HER2E
80%

Figura 20. Grdfico de frecuencias de los subtipos intrinsecos en la poblacion total del estudio y segtin
estado del RH.
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ROR segiin PAM50
Genomic Risk Genomic
Sample ID Subtype (ROR) Sample ID Subtype Risk (ROR)

001HG20 Basal 31 051HG20 HER2-E 80
002HG20 LumA 64 052HG20 LumB 65
003HG20 HER2-E 79 053HG20 HER2-E 85
004HG20 LumB 63 054HG20 LumB 82
005HG20 HER2-E 60 055HG20 LumB 56
007HG20 Basal 54 056HG20 HER2-E 62
009HG20 HERZ-E 69 057HG20 HERZ2-E 91
011HG20 HERZ2-E 68 059HG20 HERZ-E 84
012HG20 HER2-E 65 060HG20 LumB 79
013HG20 HERZ2-E 68 061HG20 HERZ-E 47
014HG20 LumA 33 062HG20 HER2-E 73
015HG20 HERZ-E 77 063HG20 HERZ-E 81
016HG20 LumA 45 064HG20 HER2-E 72
017HG20 HER2-E 71 065HG20 LumA 18
018HG20 LumA 33 066HG20 LumA 55
019HG20 LumA 47 067HG20 HER2-E 68
020HG20 LumA 53 068HG20 Basal 45
021HG20 LumA 49 069HG20 LumB 59
022HG20 LumA 6 070HG20 LumA 33
023HG20 LumA 42 071HG20 HERZ-E 64
024HG20 HER2-E 89 072HG20 HER2-E 83
025HG20 HERZ-E 72 073HG20 HERZ-E 63
027HG20 LumA 51 074HG20 HER2-E 59
028HG20 HER2-E 79 075HG20 HER2-E 64
029HG20 LumB 65 076HG20 HERZ-E 80
030HG20 HERZ2-E 77 078HG20 Basal 57
032HG20 LumA 27 079HG20 HERZ-E 74
033HG20 HER2-E 77 0B0HGZ0 HER2-E 81
034HG20 HER2-E 66 082HG20 HER2-E 71
036HG20 LumB 74 083HG20 HERZ-E 62
039HG20 LumA 57 084HG20 HER2-E 85
040HG20 HERZ-E 89 085HG20 LumB 65
041HG20 HER2-E 77 086HG20 HER2-E 71
042HG20 HER2-E 86 087HG20 HER2-E 75
043HG20 LumB 75 088HG20 LumB 67
044HG20 HER2-E 89 089HG20 LumB 83
045HG20 LumA 51 090HG20 HERZ-E 52
046HG20 HER2-E 82 091HG20 LumB 83
047HG20 HER2-E 82 092HG20 HER2-E 79
050HG20 HERZ-E 68

Tabla 9. Resultados por subtipo intrinseco segiin PAM50y ROR score.
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4.3 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL

El AED se realizé a partir de los datos de expresion de 758 genes y 42 firmas biolo-
gica segun el panel BC360™ para 79 pacientes. Los datos de expresion crudos fue-
ron normalizados siguiendo el método de normalizacidon de NanoString. Empleamos
el paquete 1imma de R. En todos los casos, un gen o firma se consideran diferencial-
mente expresados entre grupos cuando se cumplen las condiciones de p-valor ajus-

tado (FDR) < 0.05y |log2FC| > 1.5.
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mm AN N NN DNNNNE N DNNNNNNEENR R 0000 NN Receptor status
L L N Intrinsic subtype
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4 Premenopausal
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]

Figura 21. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresién de genes normalizados. Heatmap y
clustering jerdrquico no supervisado.
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Figura 22. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresion de firmas normalizadas. Heatmap y
clustering jerdrquico no supervisado.

*NOTA: Las pacientes 028HG y 041HG quedan excluidas del andlisis a nivel de firma al no contar con el
score de Nanostring asociado a cada firma para estos casos.

Los heatmaps o mapas de calor muestran valores de expresion génica o puntaciones
de firma en todas las muestras analizadas. Estos valores generalmente estan centra-
dos y escalados dentro de cada gen o firma para su representacion grafica. Cada mo-
saico dentro del heatmap muestra un color que indica el valor relativo de la expre-
sion génica o la puntacion de la firma para la muestra correspondiente (Z-score). En
estos heatmaps para genes (Figura 21) y para firmas (Figura 22), las muestras se
han clasificado segun intencidn de tratamiento (neo/adyuvante) estatus menopau-
sico (pre/postmenopdusico), estado RH (positivo/negativo) y segun subtipo intrin-
seco (HERZE, LumA, LumB, BAL). Los niveles de relacidn estan organizados mediante
agrupamiento jerarquico no supervisado. Para ambos heatmaps, los valores de ex-
presion y puntuaciones se escalan por gen y firma para para tener una media de cero

y una desviacion estandar de uno y luego se truncan a * 3 desviaciones estandar
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para preservar una mayor claridad en el cambio de color dentro de la mayor pro-
porcion de datos (el 99% de los datos deben estar dentro de + 3 desviaciones estan-
dar de la media). Los genes y firmas se muestran en filas, siendo cada columna una

muestra Unica con una etiqueta de muestra que se muestra debajo del heatmap.

4.3.1 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL SEGUN VARIA-
BLES CLINICAS

A continuacidn, se muestran los resultados del AED por firmas segun estatus meno-
patsico (Figura 23) y estado del RH (Figura 24 y 25). Las quimiocinas inflamatorias
y las firmas de SOX2 fueron ligeramente mas altas en las pacientes con estatus post-
menopausico frente a las premenopausicas, pero sin alcanzar la significacién esta-

distica.

Inflammatory Chemokines SOX2

unadjusted p-value unadjusted p-value

Menopausal Status Menopausal Status

Figura 23. Diagramas de cajas para andlisis de expresion diferencial segtin estado menopatisico.

Se representan diagramas de cajas de firma con valores p-no ajustados. Se muestra el nimero de
“counts” normalizados (eje ordenadas) frente a la variable estado postmenopausico Post o Pre (eje
de abscisas).

Respecto al estatus del RH, las firmas APM, BC p53, CDK®6, Células citotdxicas, Citoxo-
cidad, Macréfagos, PD-L1, PD-L2, TIGIT, IFN-Gamma, TIS, HRD, Hipoxia, IDO1, Apop-
tosis, Diferenciacion, Sefializacion de ER, ESR1, Progesterona (PGR) y FOXA1 presen-
tan una expresion diferencial entre grupos (Tabla Al). Las firmas APM, BC p53,
CDK®, células citotoxicas, citoxocidad, Macréfagos, PD-L1, PD-L2, TIGIT, IFN-Gamma,
TIS, HRD, Hipoxia e IDO1, estan subexpresadas en las pacientes con RH positivos con

respecto a las pacientes con RH negativos (grupo de referencia para el analisis). Las
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firmas de Apoptosis, Diferenciacion, Sefializacion de ER, ESR1, PGR y FOXA1 presen-

tan una expresion diferencial significativa al alza en las pacientes con RH positivos.
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Figura 24. Diagramas de cajas para andlisis de expresion diferencial segiin receptor hormonal.

Diagramas de cajas de firma correspondientes a valores p ajustados significativos (< 0,05). Se mues-
tra el nimero de “counts” normalizados (eje ordenadas) frente a la variable estado del RH, Negativo
o Positivo (eje de abscisas). Multiples firmas, presentaron una expresion diferencial significativa en
funcién del RH. Leyenda: color rojo tratamiento neoadyuvante, color amarillo, tratamiento adyuvante.

77



Resultados

ESR®

1e-171

ER Signaling

de-121 Significance
Adj p < 0.05
Adj p >= 0.05

1e-07- PGR
. BC p53

FOXA1

IDO1 TIS
IFN Gamma—_g *%_ Diff ation
1e-02 —————————— — — — cB

-5 0
Down from Negative <--- Log2 Fold Change ---> Up from Negative

Figura 25, Se representan todas las firmas segtin p-valor ajustado (p < 0.05) obtenido en el andlisis de
expresion diferencial D (eje de ordenadas) y el valor Log2FC (eje de abscisas), mostrando la diferencia
de expresion cada firma entre la categoria “estado RH positivo versus negativo (baseline) en el eje x, con
la importancia (valor p) a lo largo del eje y.

En el grafico vemos aquellas firmas con una mayor significancia estadistica con puntos de mayor
grosor y en la parte mas superior del grafico. De la misma forma, aquellas firmas con una mayor
expresion diferencial frente al grupo de referencia aparecen mas alejadas del centro del grafico.
Aquellas firmas en la zona izquierda desde el valor 0 del eje de abscisas, seran aquellas firmas con
menor expresion respecto al grupo de referencia (en este caso las pacientes con RH positivos). En la
parte derecha estan las firmas que se expresen al alza.

4.3.2 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL POR SUBTIPO
INTRINSECO: Her2-Enriched versus No Her2-Enriched

4.3.2.1 HERZ2E versus no HER2E a nivel de gen

Se realiza un AED entre los casos HER2E (46 casos) y el resto de los subtipos no
HERZ2E (33 casos). En primer lugar, llevamos a cabo un analisis exploratorio de los
datos de expresion de genes normalizados empleando un andlisis de componentes
principales (PCA) (Figura 26 y Tabla A2), para comprobar la asociacion de las dis-
tintas muestras y, si se comportaban de la manera esperada. Este analisis es una
técnica utilizada para describir un conjunto de datos en términos de nuevas varia-
bles («componentes») no correlacionadas. Los componentes se ordenan por la can-
tidad de varianza original que describen, por lo que es util para reducir la dimensio-

nalidad de un conjunto de datos. Se emplea en analisis exploratorio de datos y en la
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construccion de modelos predictivos. Hay que aclarar que, para el actual y siguientes
andlisis entre grupos, solo se van a mostrar los PCA post-AED en aquellos casos en los

que el numero de genes o firmas expresados diferencialmente sea igual o mayor a 4.

eeeeeeeeeeeeeeeeeee

gl 1

Figura 26. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresién de genes normalizados mediante

PCA (HERZE y no HERZE).

En el analisis exploratorio inicial por PCA podemos ver que la mayoria de los casos
con subtipo HER2E se solapan con los no HER2E. A continuacién, mediante un ana-
lisis tipo Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), se obtuvo que, del total de los 758
genes analizados, 29 se expresan diferencialmente diferencial entre grupos: 11 ge-
nes regulados al alza y 18 genes subexpresados en la condicién HER2E (Figura 27 y
28). Un analisis GSEA es un analisis funcional de genes que incorpora los valores de
expresion, valores de FC o valores p de todos los genes para hacer un analisis de

significacidn estadistica.

Los 11 genes sobreexpresados en la condicion Her2-Enriched son: ERBBZ,
GRB7, TMEM45B, FUT3, KRT7, B3GNT3, FGFR4, CXCL9, TMPRSS4, S100A7 y CEACAME6.
Los 18 genes subexpresados son IGFR1, BLC2, ESR1, SLC39A6, FGFR2, SCUBEZ,
AGTR1, TBC1D9, IRX1, PGR, NAT1, BMPR1B, MAPT, ELOVLZ2, DNAJC12, CBLC, KRT14y
SO0X10 (Figura 28, Figura 29 y Tabla A3).
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Figura 27. PCA de casos y genes expresados diferencialmente entre grupos (HERZE y no HERZE).
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Figura 28. Volcano plot para todos los genes expresados diferencialmente entre los grupos (HERZ2E y
no HERZE).

En el grafico vemos aquellos genes con una mayor significancia estadistica en la parte mas superior
del grafico. De la misma forma, aquellos genes con una mayor expresion diferencial aparecen mas ale-
jados del centro del grafico. Podemos ver mas a la derecha los genes que indican un aumento en la
expresion y los genes mas a la izquierda las que indican una disminucién de expresion respecto al
grupo de referencia (HER2E).
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Figura 29. Heatmap y clustering jerdrquico no supervisado de casos y genes expresados diferencial-
mente entre grupos (HERZE y no HERZE).

Up-regulated

Tras el GSEA, se llevo a cabo analisis funcional para evaluar la interaccion de todo el
conjunto de genes sobre diversos mecanismos o funciones bioldgicas, empleando
las bases de datos Gene Ontology (GO) y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGGQ), para ver los términos GO y KEGG asociados a genes diferencialmente expre-
sados (Figura 30). En este punto, conviene aclarar que so6lo se van a mostrar térmi-
nos GO y KEGG en los casos en el que nimero de genes expresados diferencialmente
sea igual o mayor a 15. El proyecto GO (https://geneontology.org) es una iniciativa
bioinformatica con el objetivo de estandarizar la representacion de los genes y los
atributos de sus productos génicos de todas las especies, por lo que provee un voca-
bulario controlado que describe el gen y los atributos del producto génico en cual-
quier organismo. Contiene anotaciones de los procesos biolégicos, funciones mole-
culares o componentes células que caracterizan a un grupo de genes. La base de da-

tos KEGG (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) proporciona informacion

para el analisis sistematico de las funciones de los genes, relacionando informacién

gendmica con informacién funcional de orden superior (proteinas, rutas
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metabolicas, interacciones moleculares). Con el analisis funcional utilizando KEGG,

se seleccionan conjuntos de genes que interactian en la misma ruta bioldgica.

Finalmente, el analisis funcional por GO y KEGG evidencid que los genes diferencial-
mente expresados se enriquecieron significativamente en las vias MAPK y PI3K-Akt,
vias de sefalizacion downstream de HER2 (Figuras Anexo 1y 2). También podemos
ver enriquecimiento, aunque en menor medida en las vias de resistencia a inhibidor
tirosin cinasa de EGFR (Fig. Anexo 3), resistencia endocrina (Fig. Anexo 4), via de se-
fializacién de estrégeno (Fig. Anexo 5), vias de sefializacion que regulan la pluripoten-
cialidad de las células madre (Fig. Anexo 6), endocitosis (Fig. Anexo 7) y via de sefia-

lizacion del calcio (Fig. Anexo 8).
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Figura 30. Andlisis funcional de los genes diferencialmente expresados entre grupos (HERZ2E y no
HERZE) con términos GO (izquierda) y KEGG (derecha).

El eje y indica el proceso bioldgico (dotplot GO izquierda) o nombre de la via (dotplot KEGG, derecha);
el eje x indica el factor enriquecido en proceso biolégico o via. Para ambos, el tamafio de la burbuja
indica la cantidad de genes asociados al término, y la barra de color indica el valor p corregido, de
forma que el azul representa el valor mas alto y el rojo el valor mas bajo.
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4.3.2.2 HER2E versus no HER2E a nivel de FIRMA

Se realiza un AED para firmas entre los casos HER2E y el resto de los subtipos. Al
igual que con el AED por gen, comenzamos con un analisis exploratorio inicial de los

datos de expresion de firmas normalizados mediante PCA (Figura 31 y Tabla A4).

0 Signature expression PCA

Figura 31. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresion de firmas normalizados mediante
PCA (HER2E y no HERZE)

Tras el analisis GSEA, se obtuvo que sélo 4 firmas se expresan diferencialmente di-
ferencial entre grupos: 2 firmas sobreexpresadas y 2 firmas subexpresados en la
condicion HERZ2E (Figura 32 y 33 y Tabla A5). Solo 2 firmas estan sobreexpresadas
en la condicion HER2E son: ERBB2 y ROR. Las 2 firmas subexpresadas son ESR1 y
PGR (Figura 33 y Figura 34).

BC360 Signature expression PCA
BC360 Signature expression PCA
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Figura 32. PCA de casos y firmas expresadas diferencialmente entre grupos (HERZ2E y no HERZE).
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Figura 33.Volcano plot para todas las firmas expresadas diferencialmente entre grupos (HER2E y no

HERZE).
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Figura 34. Heatmap de casos y firmas expresadas diferencialmente entre grupos (HER2E y no
HERZE).

Tras este primer analisis de comparacion entre HER2E y resto de subtipos intrinse-
cos, encontramos un subgrupo de casos dentro de HER2E con una expresion de ge-

nes divergente. A este grupo lo hemos llamado “HERZE no agrupado”.
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4.3.3 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL Her2-Enriched
agrupado versus Her2-Enriched no agrupado

Serealiza un AED entre los casos HER2E con expresion de genes comun en el analisis
anterior (HERZE agrupado, 30 casos) frente a los casos HER2E con expresion de ge-

nes divergente a este primer grupo (HERZE no agrupado, 16 casos).

4.3.3.1 HER2E agrupado versus no agrupado a nivel de GEN

A continuacidn, se muestra el andlisis exploratorio inicial de los datos de expresion
por PCA (Figura 35). Tras el analisis GSEA, 17 genes se expresan diferencialmente
entre grupos: 7 genes regulados al alza y 10 genes subexpresados en la condicién
HERZE agrupado (Figura 36 y 37) respecto a los casos HER2E con expresion de ge-
nes divergente. Los 7 genes sobreexpresados en la condicion HERZE agrupado son
KRT7, FUT3, SLPI, TMEM45B, B3GNT3, DKK1 y CALML5. Los 10 genes subexpresados
son ESR1, NAT1, GATA3, PGR, CA12, ARNTZ, ELOVL2, LRP2, BMPR1B, ANXA9 (Figura
37, Figura 38 y Tabla A3).

BC360 Gene expression PCA

eeeeeeeeeeeeeeeeeee

Figura 35. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresién de genes normalizados mediante
PCA (HERZE agrupado y no agrupado).
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BC360 Gene expression PCA

BC360 Gene expression PCA
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Figura 36. PCA de casos y genes expresados diferencialmente entre grupos (HERZE agrupado y no

agrupado).
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Figura 37. Volcano plot para los genes diferencialmente expresados entre grupos (HERZ2E agrupado

y no agrupado).
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Figura 38. Heatmap de casos y genes expresados diferencialmente entre grupos (HERZE agrupado y

no agrupado).

Seguidamente, se realizd el analisis de enriquecimiento ontolégico-funcional, y en la

Figura 39 se muestran los términos GO y KEGG asociados a los DEG entre los grupos.

Dicho analisis revela que los genes diferencialmente expresados se enriquecieron

esencialmente en la via de senalizacion de estrégenos (Fig. Anexo 5).
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Figura 39. Andlisis funcional de los genes diferencialmente expresados entre grupos (HER2E agru-
pado y HERZE no agrupado) con términos GO (izquierda) y KEGG (derecha).

El eje y indica el proceso bioldgico (dotplot GO izquierda) o nombre de la via (dotplot KEGG, derecha);
el eje x indica el factor enriquecido en proceso biolégico o via. Para ambos, el tamafio de la burbuja
indica la cantidad de genes asociados al término, y la barra de color indica el valor p corregido, de
forma que el azul representa el valor mas alto y el rojo el valor mas bajo.
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4.3.3.2 HER2E agrupado versus no agrupado a nivel de FIRMA

Se realiza un anadlisis AED para firmas entre los casos HERZE agrupados y HERZE no
agrupados, empezando con un un analisis exploratorio inicial de los datos de expre-

sion de firmas normalizados mediante PCA (Figura 40).

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

BC360 Signature expression PCA

Figura 40. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresion de firmas normalizados mediante
PCA (HERZE agrupado y no agrupado).

Tras el analisis GSEA, sdlo 2 firmas se expresan diferencialmente diferencial entre
grupos: 0 firmas sobreexpresadas y 2 firmas subexpresados en la condicién HER2E

agrupado (Figura 41y Tabla A4). Las 2 firmas subexpresadas en la condicion HER2E
agrupado son ESR1 y PGR.
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Figura 41. Volcano plot (izquierda) y Heatmap (derecha) de casos y firmas diferencialmente expresa-
das entre grupos (HERZE agrupado y no agrupado).
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4.3.4 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL Her2-Enriched
no agrupado versus no Her2 Enriched

Se realiza un AED entre los casos HER2E con expresion de genes divergente (HERZE

no agrupado, 16 casos) frente al resto de casos no HER2E (no HERZE, 33 casos).

4.3.4.1 HERZ2E no agrupado versus no HER2E a nivel de GEN

En primer lugar, llevamos a cabo el analisis exploratorio inicial de los datos de ex-
presion de genes mediante PCA. En el PCA inicial, la practica totalidad de los casos

HERZE no agrupados caen dentro de la categoria no HER2E (Figura 42).

Herz
hed-NoGroup

Inisic subiype

Figura 42. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresién de genes normalizados mediante
PCA (HERZE no agrupado y no HERZE).

Tras el analisis GSEA, solo 1 gen (padj <0,05) se expresa diferencialmente diferencial
entre grupos: 1 gen regulado al alza y 0 genes subexpresados en la condicion HER2E

no agrupado respecto a los casos no HER2E (Figura 43).

El gen sobreexpresado en la condicion HER2E no agrupado es ERBBZ.
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Figura 43. Volcano plot (izquierda) y Heatmap (derecha) de casos y genes diferencialmente expresa-
dos entre grupos (HER2E no agrupado y no HER2E).

4.3.4.2 HERZ2E no agrupado versus no HER2E a nivel de FIRMA

Se realiza un AED para firmas entre los casos HER2E no agrupados y casos no
HERZ2E. De nuevo, iniciamos el AED con un analisis exploratorio inicial de los datos

de expresion normalizados mediante PCA (Figura 42 y Tabla A6).
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Figura 44. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresion de firmas normalizados mediante
PCA (HERZE no agrupado y no HERZE).

Del total, 2 firmas presentan expresion diferencial entre grupos: 2 firmas sobreex-
presadas y 0 firmas subexpresadas en la condicion HERZE no agrupado. Las firmas

sobreexpresadas son ROR y ERBB2 (Figura 45).
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Figura 45. Volcano plot (izquierda) y Heatmap (derecha) de casos y firmas expresados diferencial-
mente entre grupos (HERZE no agrupado y no HERZE).

4.3.5 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL Her2-Enriched
agrupado versus no Her2-Enriched

Se realiza un AED entre los casos HER2E con expresion de genes comtun (HERZE

agrupado, 30 casos) frente al resto de subtipos intrinsecos (no HERZE, total 33).

4.3.5.1 HER2E agrupado versus no HER2E a nivel de GEN

Comenzamos con un analisis exploratorio inicial de los datos de expresion de genes

normalizados mediante PCA (Figura 46).
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Figura 46. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresién de genes normalizados mediante
PCA (HERZE agrupado y no HERZE).
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Tras el analisis GSEA, se expresan diferencialmente entre grupos un total de 50 ge-
nes: 18 genes regulados al alza y 32 genes subexpresados en la condicion HER2E
agrupado (Figura 47 y 48) frente a los casos no HERZE. Los 18 genes sobreexpresa-
dos son ERBB2, TMEM45B, FUT3, GRB7, B3GNT3, KRT7, EGLN3, LAD1, DKKI,
TMPRSS4, FGFR4, SLPI, S100A7, CXCL9, CALML5, CEACAM6, PROM1 y PIP. Los 32 ge-
nes subexpresados son ESR1, BCLC2, IGF1R, SLC39A6, PGR, FGFR2, NAT1, TBC1D9,
SCUBE2, ELOVL2, FREMZ2, IRX1, BMPR1B, THBS4, ARNTZ2, LAMA3, GATA3, AGTR1,
IL24, CA12, DNAJC12, MAPT, OGN, ANXA9, CBLC, ERBB4, SOX10, CHAD, KRT14, TFF1
y FGFR3 (Figura 48, Figura 49 y Tabla A7).
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Figura 47. PCA de casos y genes expresados diferencialmente entre grupos (HERZE agrupado y no
HERZE).
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Figura 48. Volcano plot para los genes diferencialmente expresados entre grupos (HERZ agrupado y
no HERZE).
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Figura 49. Heatmap de casos y genes expresados diferencialmente entre grupos (HERZ2 agrupado y

no HERZE).

Seguidamente, se realiz6 el analisis funcional, recogiéndose los términos GO y KEGG

asociados a los genes diferencialmente expresados entre los grupos HERZE agru-

pado y no HERZE en la Figura 50. El analisis de enriquecimiento ontolégico-funcio-

nal puso de que los DEG se enriquecieron significativamente en vias de sefializacion

de PI3K-Akt, siendo la que presenta la mayor ratio de genes asociados (Fig. Anexo

2). Le siguen las vias de sefalizacion del calcio (Fig. Anexo 8) y la via MAPK (Fig.

Anexo 1) y finalmente de las vias de sefializacién de estrégeno ((Fig. Anexo 5), la via

de adhesion celular (Fig. Anexo 9), la de resistencia a inhibidor tirosina cinasa de

EGFR (Fig. Anexo 3), vias de sefializacion que regulan la pluripotencialidad de las cé-

lulas madre (Fig. Anexo 6), Rap1(Fig. Anexo 10), Ras (Fig. Anexo 11) y endocitosis

(Fig. Anexo 7).
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Figura 50. Andlisis funcional de genes diferencialmente expresados entre grupos (HER2E no agru-
pado y no HER2E) con términos GO (izquierda) y KEGG (derecha).

El eje y indica el proceso bioldgico (dotplot GO) o nombre de la via (dotplot KEGG); el eje x indica el
factor enriquecido en proceso biolégico o via. Para ambos, el tamario de la burbuja indica la cantidad
de genes asociados al término, y la barra de color indica el valor p corregido, el azul representa el valor
mds alto y el rojo representa el valor mds bajo.

4.3.5.2 HER2E agrupado versus no HER2E a nivel de FIRMA

Se realiza un AED entre los casos HERZE agrupadosy casos no HERZ. A continuacion,

se muestra el analisis exploratorio inicial de los datos de expresion de firmas nor-

malizados mediante PCA (Figura 51).
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Figura 51. Andlisis exploratorio inicial de los datos de expresion de firmas normalizados mediante
PCA (HERZE agrupado y no HERZE).
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Tras el analisis GSEA, del total de las firmas analizadas, un total de 4 firmas se ex-
presan diferencialmente diferencial entre grupos: 2 firmas sobreexpresadas y 2 fir-
mas subexpresados en la condicion HER2E agrupado (Figura 52, Figura 53 y Tabla
A8).
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Figura 52. PCA de casos y firmas expresadas diferencialmente entre grupos (HERZE agrupado y no
HERZE).

Las 2 firmas sobreexpresadas en la condicion HER2E agrupado son: ERBBZ y ROR. Las 2
firmas subexpresadas son ESR1 y PGR (Figura 53 y 54).
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Figura 53. Volcano plot para las firmas diferencialmente expresadas entre grupos (HERZ agrupado y
no HERZE).
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Figura 54. Heatmap de casosy firmas expresados diferencialmente entre grupos (HER2 agrupado y
no HERZE).

4.3.6 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL EN SUBGRUPOS
CLINICOS DE INTERES

Se realiza un AED entre los casos que recibieron tratamiento sistémico y anti-HER2
pre-cirugia (28 casos), comparando aquellos que obtuvieron una rPC (Neo pCR; 15
casos) frente a los casos en los que no se obtiene tal respuesta (Neo No-pCR; 13 ca-

S0s).

4.3.6.1 Analisis de expresion a nivel de GEN

Tras llevar a cabo un analisis exploratorio inicial de los datos de expresion de genes
normalizados mediante PCA, y analisis funcional tipo GSEA, se obtuvo que del total
de genes analizados solo 1 gen present6 expresion diferencial entre grupos: 1 gen
regulado al alzay 0 genes subexpresados en la condicidon Neo pCR. El gen en cuestion
es el INHBB (Figura 53).
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Figura 55. Heatmap de casos y genes expresados diferencialmente entre grupos (Neo pCR y Neo No-
pCR).

4.3.6.2 Analisis de expresion a nivel de FIRMA

Tras llevar a cabo un analisis exploratorio inicial de los datos de expresion de genes
normalizados mediante PCA, y analisis tipo GSEA, del total de firmas analizadas, nin-

guna firma presenta expresion diferencial entre grupos.

4.4 ANALISIS DE DATOS GENOMICOS

Como se detalla en el capitulo de metodologia, llevamos a cabo el analisis genémico
empleando el panel Oncomine Comprehensive Assay v3C para 79 pacientes. Si-
guiendo el procedimiento bioinformatico detallado en apartado referido, obtene-
mos el resumen de mutaciones SNVs e indels antes (Figura 56A) y después del fil-
trado (Figura 56B). Se realiz6 un analisis descriptivo general por grupo mediante el

paquete maftools de R. Paralos distintos grupos y comparaciones bajo estudio se
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determind la existencia de diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de pre-
sentar mutaciones en cada uno de los genes recogidos en el panel mediante la

prueba de Fisher (bilateral y unilateral). Se consideraron diferencias significativas

cuando el p-valor ajustado (FDR) < 0.05.
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Figura 56. Resumen de las alteraciones gendmicas SNVs e indels pre (A) y post (B) filtrado.
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441 ALTERACIONES GENOMICAS SEGUN SUBTIPO INTRIN-
SECO: HER2E versus no HER2

Se llevo a cabo un analisis de diferencias a nivel de alteraciones gendmicas (SNVs-
indels y CNVs) entre los tumores con subtipo HER2E (46 casos) y no HER2E (33 ca-

S0s).

4.4.1.1 Analisis de SNVs-indels

Los 10 genes mas frecuente mutados en los casos HERZE analizados fueron por or-
den de frecuencia RB1, CDK12, SETD2, RNF43, FANCI, ATR, ATRX, CHEK1, NF2Z y
CREBBP (Figura 57). En los casos no HERZ2E, por orden de frecuencia tenemos los
genes RB1, CDK12, ATR, ATRX, RNF43, FANCI, CHEK1, NF1, SETD2 y CREBBP (Figura
58).
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Figura 57. Niumero de variantes por muestra, los tipos de variantes y los 10 genes mds frecuente-
mente mutados en los casos HERZE.
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Figura 58. Nimero de variantes por muestra, los tipos de variantes y los 10 genes mds frecuente-
mente mutados en los casos no HERZE.

A continuacion se muestran para cada una de las condiciones comparadas, los onco-
plot de genes mutados por muestra/tipo de mutacidn (Figura 59), frecuencia alélica
de las variantes (VAF) para los genes mas frecuentemente mutados (Figura 60), re-
sultados de analisis de interacciones somaticas para analizar pares de genes co-mu-
tados o mutuamente excluyentes (Figura 61), interacciones farmaco-gen y farma-
cobilidad de los genes en base a la informacion recopilada en Drug Gene Interaction

Database (DGldb; www.dgidb.org) (Figura 62), y para concluir, resumen del enri-

quecimiento en rutas de sefializacién oncogénica segun la informacion recogida en

TCGA (Figura 63).
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Altered in 46 (100%) of 46 samples.
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Figura 61. Andlisis de interacciones somdticas con descripcion de pares de genes co-mutados o mu-
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Figura 62. Andlisis de interacciones fdrmaco-gen segtin la DGIdb ((izquierda, HER2E; derecha no
HERZE)

Fraction of pathway affected Fraction of samples affected

Pathway Fraction of pathway affected Fraction of samples affected

Cell_Cyclo
3646

NOTCH 2131

4m 17148 -

ams 16046

PI3K 531

si4s
RTKRAS

229

NRF2 1131

1248
931

20148 WNT 17731

3
. .

Figura 63. Resumen del enriquecimiento en rutas de sefializacién oncogénica en base a la informa-
cioén reco-gida en TCGA (izquierda, HER2E; derecha no HERZE)

Bajo la hipdtesis de que para los grupos en estudio existen diferencias significativas

en cuanto a la frecuencia de presentar mutaciones en cada uno de los genes recogi-

dos en el panel, se realiza el analisis estadistico mediante el test de Fisher (bilateral

y unilateral), considerando diferencias significativas cuando el p-valor ajustado

(FDR) < 0.05. Del total, ningtin gen presento diferente frecuencia de SNVs-indels en-

tre los grupos HER2E y no HER2E (Tabla A9).
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4.4.1.2 Analisis de CNVs

Respecto a las CNVs (ganancias) del gen ERBBZ, fueron mayores en los tumores con
subtipo intrinseco HER2E y en el CM-HER?2 positivo con HER2 3+ por [HQ (Figura
64).

CNV ERBB2 segiin subtipo intrinseco CNV ERBB2 segun estatus clinico de HER2

LUMINAL B
LUMINAL A

’
. B HER2-ENRICHED
! 30
. W BASAL
20 . 20
4
10 : ——
+

Figura 64. CNVs de ERBBZ2 segtin subtipo intrinseco (izquierda) y segtin estatus clinico-diagndstico
de HERZ (derecha).

HER2 2+/SISH
amplificado

[JHER2 3+

El analisis de CNVs, a partir de los resultados de CNVs para todos los genes alterados
incluidos en el panel de Oncomine™ Comprehensive Assay v3C, se expone por varias

fases:

1.  Analisis de Copy Number (CN) (media) entre los grupos HERZE y no

HERZ2E, empleando el Test de Wilcoxon. Del total de genes, solo el gen
ERBB2 presenta diferente CN (media) (Wilcox-Test two-tailed, Wilcox-
Test one-tailed -greater-).

2. Analisis de frecuencia CNVs (ganancias y pérdidas) entre grupos (test de

Fisher). Del total, ningin gen presenta diferente frecuencia de CNVs (ga-
nancias y pérdidas).

3. Analisis de frecuencia CNVs (ganancias) entre grupos (test de Fisher).

Del total, ningtin gen presenta diferente frecuencia de CNVs (ganancias).

4.  Analisis de frecuencia CNVs (pérdidas) entre grupos (test de Fisher). Del

total, ninglin gen presenta diferente frecuencia de CNVs (pérdidas).
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4.4.2 ALTERACIONES GENOMICAS POR SUBTIPO INTRIN-
SECO: HER2E agrupado versus no agrupado

Se estudian las diferencias a nivel de alteraciones gendmicas (SNVs-indels, CNVs)
entre los casos HERZ2E con expresion de genes comun (HERZE agrupado, 30 casos)
y aquellos casos HERZ2E con una expresion de genes divergente (HERZE no agru-

pado, 16 casos).

4.4.2.1 Analisis de SNVs-indels

Los 10 genes mas frecuente mutados en los casos HERZE agrupado son por orden
de frecuencia RB1, CDK12, ATR, RNF43, FANCI, ATRX, CHEK1, ATR, ATM y NF1 (Figura
65). En los casos HERZE no agrupado por orden de frecuencia tenemos los genes

RB1, CDK12, ATR, RNF43, CREEBP, NF2, FANCI, ATRX, NOTCHZ y ARID1A (Figura 66).
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Figura 65. Niumero de variantes por muestra, los tipos de variantes y los 10 genes mds frecuente-
mente mutados en los casos HERZE agrupados.
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Figura 66. Nimero de variantes por muestra, los tipos de variantes y los 10 genes mds frecuente-
mente mutados en los casos HERZE no agrupados.

A continuacion, se muestra para cada uno de los grupos los oncoplot de genes muta-
dos por muestra y tipo de mutacion (Figura 67), la VAF para los genes mas frecuen-
temente mutados (Figura 68), resultados de analisis de interacciones somaticas de-
pares de genes co-mutados o mutuamente excluyentes (Figura 69), interacciones
farmaco-gen y farmacobilidad (Figura 70), y el resumen del enriquecimiento en ru-

tas de sefalizacion oncogénica en base a la informacion del TCGA (Figura 71).
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Altered in 30 (100%) of 30 samples.
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Figura 67. Oncoplot de genes mutados por muestra/tipo de mutacion (izquierda, HER2E agrupados;
derecha HER2E no agrupados).
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Figura 68. Frecuencia alélica de variantes para los genes mds frecuentemente mutados (izquierda,
HERZE agrupados; derecha HERZE no agrupados).
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Figura 69. Andlisis de interacciones somdticas con descripcion de pares de genes co-mutados o mu-
tuamente excluyentes (izquierda, HER2E agrupados; derecha HER2E no agrupados).
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Figura 70. Andlisis de interacciones fdrmaco-gen segtin la DGIdb (izquierda, HER2E agrupados; dere-

cha HERZE no agrupados).
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Figura 71. Resumen del enriquecimiento en rutas de sefializacién oncogénica en base a la informa-
cion recogida en el TCGA (izquierda, HER2E agrupados; derecha HER2E no agrupados).
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De la misma forma que la comparativa inicial, bajo la hipotesis de que, entre los dos
grupos en estudio, HERZE agrupados y no agrupados, existen de diferencias signifi-
cativas en cuanto a la frecuencia de presentar mutaciones en cada uno de los genes
recogidos en el panel, se realiza el analisis estadistico con el test de Fisher (bilateral
y unilateral), de nuevo considerando diferencias significativas cuando el p-valor
ajustado (FDR) < 0.05. Tras este analisis, del total, ningin gen presenta diferente

frecuencia de SNVs-indels entre los grupos.

4.4.2.2 Analisis de CNVs

El analisis de CNVs, a partir de los resultados del analisis de CNVs para todos los

genes alterados incluidos en el panel tenemos:

1. Anélisis de Copy Number (CN) (media) entre los grupos HERZE agrupado y

no agrupado, empleando el Test de Wilcoxon. Del total, 3 genes presentan
diferente CN (media) entre grupos (Wilcox-Test two-tailed, Wilcox-Test one-

tailed -greater-). Estos genes son FGFR1, FGFRZ y RAD51.

2. Analisis de frecuencia CNVs (ganancias y pérdidas) empleando la prueba de

Fisher. Del total, ningin gen presenta diferente frecuencia de CNVs (ganancias

y pérdidas) entre grupos.

3. Analisis de frecuencia CNVs (ganancias), empleando la prueba de Fisher. Del

total, ningtin gen presenta diferente frecuencia de CNVs (ganancias) entre gru-

pos.

4. Analisis de frecuencia CNVs (pérdidas), empleando la prueba de Fisher. Del

total, ningun gen presenta diferente frecuencia de CNVs (pérdidas) entre gru-

pos.
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4.4.3 ALTERACIONES GENOMICAS POR SUBTIPO INTRIN-
SECO: HER2E no agrupado versus no HER2E

Se estudian las diferencias a nivel de alteraciones gendmicas (SNVs-indels, CNVs)
entre los casos HERZ2E con expresion de genes divergente (HERZE no agrupado, 16

casos) frente a los casos con subtipo no HER2E (no HERZE, 33 casos).

4.4.3.1 Analisis de SNVs-indels

Los 10 genes mas frecuente mutados en los casos HERZE no agrupado son por orden
de frecuencia RB1, CDK12, ATR, RNF43, CREEBP, NF2, FANCI, ATRX, NOTCHZ2, ARID1A
(véase Fig. 66). En los casos no HERZE, por orden de frecuencia tenemos RB1, CDK12,
ATR, ATRX, RNF43, FANCI, CHEK1, NF1, SETD2 y CREBBP (véase Fig. 58).

Al igual que en las comparaciones previas, se exponen para cada una de las
condiciones (HERZ2E no agrupados y no HER2E), los oncoplot de genes mutados por
muestra y tipo de mutacién (Figura 72), la VAF para los genes mas frecuentemente
mutados (Figura 73), y el resumen del enriquecimiento en rutas de sefializacién on-

cogénica en base a la informacién recogida en TCGA (Figura 74).

Altered in 16 (100%) of 16 samples. Altered in 31 (100%) of 31 samples.
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Figura 72. Oncoplot de genes mutados por muestra y tipo de mutacion (izquierda, HER2E no agru-
pado; derecha no HERZE)
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Figura 73. Frecuencia alélica de las variantes para los genes mds frecuentemente mutados (iz-
quierda, HERZE no agrupado; derecha no HERZE)
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Figura 74. Resumen del enriquecimiento en rutas de sefializacion oncogénica en base a la informa-
cion recogida en TCGA (izquierda, HERZE no agrupado; derecha no HER2E)

De nuevo siguiendo bajo la hipotesis de que existen de diferencias significativas en

cuanto a la frecuencia de presentar mutaciones en cada uno de los genes recogidos

en el panel entre los grupos comparados HER2E no agrupados y no HERZ2E, se rea-

liza el analisis estadistico con el test de Fisher (bilateral y unilateral). Tras este ana-

lisis, del total, ningiin gen presenta diferente frecuencia de SNVs-indels.
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4.4.3.2 Analisis de CNVs

El analisis de CNVs, a partir de los resultados del analisis de CNVs para todos los
genes alterados incluidos en el panel de Oncomine™ Comprehensive Assay v3C, se

compone de:

1.  Andlisis de Copy Number (CN) (media) entre grupos HERZE no agrupado

y no HERZE, empleando el Test de Wilcoxon. Del total, ningiin gen
presenta diferente CN (media) entre grupos (Wilcox-Test two-tailed, Wil-
cox-Test one-tailed -greater-)

2. Andlisis de frecuencia CNVs (ganancias y pérdidas) empleando test de

Fisher. Del total, ningiin gen presenta diferente frecuencia de CNVs (ga-
nancias y pérdidas) entre grupos.

3. Analisis de frecuencia CNVs (ganancias) empleando test de Fisher. Del

total, ningun gen presenta diferente frecuencia de CNVs (ganancias) en-
tre grupos.

4.  Analisis de frecuencia CNVs (pérdidas) empleando test de Fisher. Del to-

tal, ningiin gen presenta diferente frecuencia de CNVs (pérdidas) entre

grupos.

4.4.4 ALTERACIONES GENOMICAS SEGUN SUBTIPO INTRIN-
SECO: HER2E agrupado versus no HER2

Se estudian las diferencias a nivel de alteraciones gendmicas (SNVs-indels, CNVs)
entre los casos HERZE con una expresion de genes comun (HERZE agrupado, 30 ca-

sos) frente al resto de casos con subtipo no enriquecido (no HERZE, 33 casos).

4.4.4.1 Analisis de SNVs-indels

Los 10 genes mas frecuente mutados en los casos del grupo HERZE agrupado son

por orden de frecuencia RB1, CDK12, SETD2, RNF43, FANCI, ATRX, CHEK1, ATR, ATM
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y NF1 (véase Fig. 65). En los casos no HERZE, los genes son RB1, CDK12, ATR, ATRX,
RNF43, FANCI, CHEK1, NF1, SETD2 y CREBBP (véase figura 58).

Aligual que en las anteriores comparaciones entre grupos, para cada una de las con-
diciones (HERZE agrupados y no HERZE), se muestran los oncoplot de genes muta-
dos por muestra y tipo de mutacion (Figura 75), la VAF para los genes mas frecuen-
temente mutados (Figura 76), y para concluir, resumen del enriquecimiento en ru-

tas de sefializacidon oncogénica en base a la informacion recogida en TCGA (Figura

75).
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Figura 75. Oncoplot de genes mutados por muestra y tipo de mutacion (izquierda, HER2E agrupados;
derecha no HERZE).
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Figura 76. Frecuencia alélica de las variantes para los genes mds frecuentemente mutados (iz-
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Pathway Fraction of pathway affected Fraction of samples affected
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Figura 77. Resumen del enriquecimiento en rutas de sefializacion oncogénica en base a la informacién
recogida en el TCGA.

(izquierda, HERZE agrupados; derecha no HERZE).

Por ultimo y siguiendo la misma hipdtesis que en previas comparativas, asi como
igual test estadistico, se analiza la existencia de diferencias significativas en cuanto
a la frecuencia de presentar mutaciones en cada uno de los genes recogidos en el
panel Tras este analisis, del total, ningiin gen presenta diferente frecuencia de SNVs-

indels entre los grupos HERZE agrupado y no HERZE.

4.4.4.2 Analisis de CNVs

El analisis de CNVs, a partir de los resultados del analisis de CNVs para todos los
genes alterados incluidos en el panel de Oncomine™ Comprehensive Assay v3C, se ex-

pone por varias fases.

1.  Andlisis de Copy Number (CN) (media) entre grupos HERZE agrupado y

no HERZE, empleando el Test de Wilcoxon. Del total, solo el gen ERBB2
gen presenta diferente CN (media) entre grupos (Wilcox-Test two-tai-
led, Wilcox-Test one-tailed -greater-).

2. Analisis de frecuencia CNVs (ganancias y pérdidas) empleando el test de

Fisher. Ningtin gen present¢ diferente frecuencia de CNVs (ganancias y

pérdidas) entre grupos.
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3. Analisis de frecuencia CNVs (ganancias) empleando el test de Fisher. Nin-

gun gen presento diferente frecuencia de CNVs (ganancias) entre grupos.

4.  Analisis de frecuencia CNVs (pérdidas) empleando el test de Fisher. Nin-

gun gen presento diferente frecuencia de CNVs (pérdidas) entre grupos.

4.4.5 ALTERACIONES GENOMICAS SEGUN RESPUESTA PA-
TOLOGICA A NEOADYUVANCIA

Se estudian diferencias a nivel de alteraciones genémicas (SNVs-indels, CNVs) entre
los casos tratados con TNA (28 casos) en los que se obtiene rPC (Neo pCR, 15 casos)
frente a aquellos en los que no se obtiene respuesta patolégica completa (Neo No-
pCR, 13 casos). Enlafigura 78 podemos ver los oncoplot genes mutados por muestra
y tipo de mutacién en la poblacién con rPC y en la poblaciéon que no obtiene res-
puesta completa patolégica a TNA (Neo No-pCR). La figura 79 refleja las VAF para

los genes mas frecuentemente mutados en cada poblacidn.

Altered in 15 (100%) of 15 samples. Altered in 12 (100%) of 12 samples.
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Figura 78. Oncoplot de genes mutados por muestra y tipo de mutacion (izquierda, Neo pCR; derecha
Neo No-pCR).
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Figura 79. Frecuencia alélica de variantes para los genes mds frecuentemente mutados (izquierda,
Neo pCR.; derecha Neo No-pCR).

Se analiz6 existencia de diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de pre-
sentar mutaciones en cada uno de los genes recogidos en el panel mediante la
prueba de Fisher (bilateral y unilateral) entre ambos grupos. Del total, ningiin gen
presenta diferente frecuencia de SNVs-indels entre los grupos Neo pCR y Neo No-
pCR. Respecto al analisis de CNVs, ningtin gen presentd diferente CN (media) entre
grupos, como tampoco ningun gen presentd diferente frecuencia de CNVs (ganan-

cias y pérdidas; ganancias; pérdidas).
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4.5 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Usando el lenguaje de programacion R, con el paquete Survival, analizamos SLE
y SG, basado en a) aproximacion de Kaplan-Meier y Log Rank Test y b) Cox Propor-
tional Hazards Models corrigiendo el efecto de las covariables “Tratamiento” (Adyu-
vante o Neoadyuvante) y “Estado del receptor” (Positivo o Negativo), y empleando
el paquete survival de R. Los resultados obtenidos para b) no se muestran al no me-

jorar los resultados obtenidos para a)

Tanto para SLE como para SG no se detectaron diferencias estadisticamente signifi-

cativas:
1. HERZ2versus no HER2E - SLE p=0.87; SG p=0.52
2. HERZE agrupado versus HER2 no agrupado = SLE p=0.072; SG p =0.18
3. HERZE no agrupado versus no HER2 - SLE p=0.14; SG p =0.55
4. HERZE agrupado versus no HER2 - SLE p =0.59; SG p =0.25
5. Neo pCR versus Neo No-pCR - SLE p =0.82; SG p =0.39
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5. DISCUSION

“No tengo talentos especiales.

Simplemente soy apasionadamente curioso”

Albert Einstein (1879 - 1955)
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Como ya hemos revisado a lo largo del primer capitulo de este trabajo, la amplifica-
cion de ERBBZ y/o sobreexpresion de HER2 sigue siendo el inico biomarcador con el
que sub-clasificamos el CM en tumores HER2 positivo y el que determina los algorit-
mos de uso de las terapias anti-HER2, terapias que han cambiado el paradigma de la
enfermedad y modificado drasticamente su pronostico. Sin embargo, también hemos
visto que por si solo esto es insuficiente para explicar los resultados terapéuticos he-
terogéneos de la practica clinica. La compleja heterogeneidad del CM-HER2 positivo
es un aspecto critico descrito a multiples niveles: intra-tumoral, de expresion génica,
transcriptémica y gendmica, con cada vez una mayor evidencia del impacto de esta
en la evolucion de las pacientes, respuesta a los tratamientos y en los mecanismos de
resistencia tumoral. Quizas, combinando caracteristicas fenotipicas (es decir, grupos
de expresion génica) y mecanisticas (por ejemplo, co-amplificaciones), se pueda me-
jorar la clasificacion actual del CM-HER?2 positivo con la busqueda de subgrupos mas
homogéneos y ampliando el conocimiento de los mecanismos genéticos implicados
en la heterogeneidad de este tipo de CM. Esto ayudaria a disefiar estrategias terapéu-
ticas racionales, explorando vias adicionales y genes coamplificados con ERBBZ, es-
pecialmente para aquellos casos que muestran una respuesta débil inicial o que exhi-
ben resistencia primaria al tratamiento, pacientes con un prondstico particularmente

pobre.

Como parte de esta heterogeneidad biologica, tenemos que dentro del CM-HER2 po-
sitivo podemos encontrar cada uno de los 4 subtipos intrinsecos moleculares, siendo
el mas representativo el subtipo HER2E. La amplificacion génica de ERBBZ, parece
ser un n conductor oncogénico presente en todos los tipos de CM, en lugar de un bio-
marcador en si mismo de un subtipo intrinseco, y su fuerte enriquecimiento en el sub-
tipo HERZE puede haber favorecido la errénea asociacion de amplificacion de ERBBZ
como equivalencia a dicho subtipo intrinseco. Por otro lado, considerando tUnica-
mente el subtipo intrinseco, hemos visto que desaparece cualquier valor pronostico
atribuible a variables clinicas y patologicas como el grado, ER/PR, valor de HER2 por
IHC y/o ISH, y TILS, al igual que ocurre con la amplificacién génica de ERBBZ. Tene-
mos datos de eficacia de terapia anti-HER2 en pacientes con CM-HER2 negativo,

siendo los mas actuales aquellos provenientes de los ensayos clinicos con
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trastuzumab-deruxtecanl74175, y por contraposicidn, una proporcion considerable de
pacientes con CM-HER?2 positivo no logran dicho beneficio clinico. En general, la evi-
dencia hasta el momento sugiere que todos los CM con subtipo intrinseco HER2E se
beneficiaran del tratamiento anti-HERZ2. En el escenario terapéutico actual del CM-
HER2 positivo, los futuros los ensayos clinicos mas recientes contintian intentando
mejorar los resultados de los pacientes afiadiendo nuevos farmacos dirigidos a HER2,
pero sin un disefio que implique una selecciéon molecular, consiguiendo asi un bene-
ficio terapéutico en la mayoria de los ensayos discreto, con aumento de toxicidad y

costos.

La subtipificacién molecular del CM ha ampliado considerablemente nuestro conoci-
miento sobre el comportamiento de esta neoplasia y deberia tener un lugar consoli-
dado en la practica clinica. Con la evidencia disponible y los datos presentados en
esta revision, parece que el subtipo intrinseco HER2E seria un el mejor predictor pro-
nostico y predictivo de beneficio real del tratamiento anti-HER2 para los tumores de
mama con este subtipo intrinseco. Asi, disefiamos la hipdtesis de esta tesis doctoral,
con el objetivo de profundizar en la heterogeneidad del CM-HER?2 positivo y analizar
diferencias clave nivel de expresion génica y/o de alteraciones gendmicas entre los
casos con subtipo HERZE frente al resto de subtipos intrinsecos dentro de un mismo

fenotipo tumoral.

Para homogeneizar la muestra, seleccionados tumores de mama HER2 positivo (so-
breexpresion de HER2 determinada por IHQ y/o amplificacién por ISH en la biopsia
del tumor primario) con una representaciéon mas o menos uniforme de casos con RH
positivos y negativos. Tras el subtipificado por PAM50 un 58% de los casos corres-
pondieron al subtipo HER2E, 20% a LumA, 17% a LumB y 5% a BAL. De la cohorte
con RH negativos (44%), un 80% de casos presentaron subtipo HER2E, 11% BAL y
9% LumA. En la cohorte con RH positivos, 41% de los casos fueron HER2E y el resto
se distribuyeron entre los dos subtipos luminales (30% LumB y 29% LumA). Res-
pecto a las caracteristicas clinico-patoldgicas, hay que destacar que se trata de una
poblacion con factores de mal prondstico (>70% de los casos grado histologico 3 y

afectacion axilar en el 20%). En el grupo tratado con TNA, la tasa de rPC de nuestra
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poblacién fue similar a las tasas publicadas en la literatura, un 53%, siendo mas del

80% de los casos tumores con subtipo HERZE.

Cuando llevamos a cabo el AED, en un primer paso analizamos si existia una expresion
diferencial de genes y/o de firmas recogidas en el panel Breast Cancer 360™ segtin
estatus menopausico, estado del RH, y en la cohorte tratada con TNA, entre pacientes
con rPC y aquellas con enfermedad residual postneoadyuvancia. Los resultados mas
interesantes provienen de la comparativa entre estado de los RH y entre las pacientes

con rPC tras TNA y las que no.

En la primera, encontramos que multiples firmas se expresaban diferencial-
mente entre grupos, destacando firmas inmunes (células citotoxicas, citoxocidad, ma-
crofagos, PD-L1, PD-L2, TIGIT, IFN-Gamma, TIS) que se subexpresan en las pacientes
con RH positivos frente a los tumores HER2 positivos con RH negativos, lo que podria
impactar en el futuro disefio de ensayos clinicos con inmunoterapia y terapia anti-
HER2 debiendo considerar a priori ala poblacién de tumores RH negativos/HER2 po-
sitivo como la mas susceptible de beneficio clinico. Como era de esperar, la cohorte
de pacientes con RH positivos/HER2 positivo tiene una expresion diferencial de fir-

mas relacionadas con la sefializacion del RE, ESR1 y PGR, ademas de FOXA1.

En el AED en funcidén de la respuesta patoldgica tras TNA, encontramos que en
aquellos tumores con rPC, del total de genes analizados solo 1 gen y ninguna firma
presentd expresion diferencial entre grupos: 1 gen regulado al alza y 0 genes subex-
presados en la condicion rPC. El gen en cuestion es el gen de la subunidad (3B de la
inhibina o INHBB. En la Tabla 10, se resumen las caracteristicas de aquellas pacientes
tratadas con TNA, rPC y sobreexpresion del gen INHBB (Z-score de > 1). Todas las
pacientes presentan subtipo HER2E y HER2 clinico 3+ por IHQ, un 72% son RH nega-
tivos y 54% premenopausicas. Ademas, en esta cohorte pacientes se incluyen 2 de las
11 recaidas detectadas durante el seguimiento de nuestro estudio ambas a nivel de

SNC.
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Estado Estadio

Muestra/Caso . . Estado RH HER2 clinico , . Recurrencia
Menopausico clinico
1 079GH Pre NEG HER2 3+ cT3NO No
2 011HG Pre NEG HER2 3+ cT3NO No
3 025HG Pre POS HER2 3+ cT2NO No
4 030HG Post POS HER2 3+ cT2N1 No
5 056HG Pre NEG HER2 3+ cT2N1 No
6 061HG Pre NEG HER2 3+ cT2NO Si (SNC)
7 076HG Post NEG HER2 3+ cT4dN2 No
8 080HG Post NEG HER2 3+ cT2NO No
9 087HG Pre POS HER2 3+ cTIN1 Si (SNC)
10 082HG Post NEG HER2 3+ cT2NO No
11 065HG Post NEG HER2 3+ cT4dN2 No

Tabla 10. Principales caracteristicas clinico-patoldgicas en el grupo tratado con terapia neoadyuvan-
cia, respuesta patologica completa y sobreexpresion de INHBB.

El gen INHBB se localiza en el cromosoma 2 y codifica para una preproteina que se
procesa proteoliticamente para generar una subunidad de los complejos proteicos
diméricos activina e inhibina, glicoproteinas estructuralmente relacionadas que ac-
tlan como citocinas funcionales y que forman parte de la superfamilia de ligandos del
TGF-B.Se descubrieron inicialmente como reguladores de la hormona estimulante del
foliculo (FSH), con estudios en los ultimos afios que le han otorgado funciones emer-
gentes en cancer!. La inhibina es una hormona de origen exclusivamente gonadal, for-
mada por dos subunidades tUnicas covalentemente: una subunidad a y una subunidad
B de la que existen 2 isoformas, la A y la B (BA y BB). Mientras que INHBA (A) e IN-
HBB (B) se expresan en el tejido mamario normal, s6lo INHBB esta sobrerregulada
por los estrégenos. La Activina A esta compuesta por un homodimero de subunidad
BA unido por disulfuro. La activina A puede encontrarse altamente expresada en CM
y se ha asociado a peor prondstico. De forma similar a lo que ocurre con el TGF-£3, la
sefializacidn candnica de la activina A se produce a través de la activacion de la via de
sefializacion SMAD. Los SMAD fosforilados activos se liberan en el citoplasma, donde
forman complejos SMAD, Smad4, y se translocan al nucleo, se unen al ADN y modulan
la transcripcidn de genes diana. Ademas de activar la sefalizacion SMAD candnica en
el CM, la activina A también puede también enviar sefales a través de las vias
p38/MAPK, PIK3CA/AKT y WNT/B-catenina, a menudo de forma independiente de
los SMAD17¢, constituyendo esto el grupo de vias no clasicas de vias de transduccion

por TGF-f. No existen hasta la fecha publicaciones que analicen ni relacionen la
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expresion del gen INHBB con el CM-HER?2 positivo ni tampoco con respuesta a neoad-
yuvancia. El trabajo mas interesante que estudio la relacion de la sobreexpresion del
gen INHBB a una mayor actividad proliferativa tumoral, en concreto, a nivel de SNC,
consiste en un estudio que analiza la actividad proliferativa de 9 lineas celulares de
CM-HER2 positivo en tejido cerebral no tumoral. Las células de las lineas UACC-893
y MDA-MB-453 proliferaron rapidamente en el parénquima cerebral, mientras que
las otras siete proliferaron de manera moderada o lenta. Los autores, realizaron un
analisis de microarrays encontrando que ambas lineas celulares compartian hasta
138 patrones de expresion génica. Entre los genes sobreexpresados se encontraba
INHBB. Los autores realizaron seguidamente un analisis de supervivencia empleando
el conjunto de datos METABRIC para analizar el impacto de la expresion de los genes
diferencialmente expresados. En concreto, el gen INHBB junto a otros entre los que
se incluye EGLN3 (también sobreexpresado en las lineas rapidamente proliferativas),
no fueron incluidos en el analisis al no disponer de datos clinico-patolégicos para es-

tos genes en la base de datos METABRIC?.

Como parte del objetivo primario de nuestro proyecto, continuamos analizando los
resultados del AED y analisis de datos gendmicos resultado de la comparativa de tu-

mores con HER2E frente al resto de subtipos intrinsecos.
A) HERZ2E versus subtipos no HER2E

A nivel de datos gen6micos, encontramos que los genes alterados y sus variantes pre-
sentaban entre grupos un similar enriquecimiento en rutas de seializacion on-
cogénica (ciclo celular, TP53 y PIK3CA), con ningun gen que presentara diferente
frecuencia de SNV-indels y siendo solo el gen ERBBZ2 el unico con diferencias en
la ratio de CN. Respecto a los genes mas frecuentemente alterados, hay que destacar

que en ambos grupos encabezan la lista los genes RB1 y CDK12.

La quinasa dependiente de ciclina 12 (CDK12) pertenece a la familia de las ciclinas
dependientes de quinasa (CDK) y tiene funciones pleiotrépicas en la regulacion de la

transcripcion genética, el empalme y la traduccion del ARN, la progresion del ciclo

122



Discusion

celular, la respuesta al dafio del ADN actuando como un regulador transcripcional po-
sitivo de genes del sistema de reparacion por recombinaciéon homdloga, y el manteni-
miento de la estabilidad gendémical’’. Se ha descrito que CDK12 puede favorecer el
crecimiento y diseminacidn de las células tumorales en una amplia variedad de tumo-
res al regular multiples vias, entre estas, WNT/[3-catenina, la via MAPK, la via del fac-
tor nuclear kappa B (NF-kB) y como se ha comentado, la via de reparacién de dafios
en el ADN. También se ha publicado su implicacién escape tumoral a la vigilancia in-
munolégica y en la regulacion positiva de los genes de los puntos de control inmuno-
l6gicol78. Este gen se ubica en el locus Ch17q12, de forma que esta incluido en el am-
plicon de ERBBZ y su amplificacién a menudo ocurre simultanea a la de ERBB217°. La
sobreexpresion de CDK12 se ha correlacionado con indicadores de enfermedad agre-
siva en CM, lo que sugiere que CDK12 podria actuar como un oncogén primariol’s.
Parece que al igual que la amplificaciéon de ERBBZ, por lo publicado en la literatura y
coincidiendo con nuestro analisis de datos gendmicos, las alteraciones de CDK12
constituyen un evento independiente al subtipo intrinseco dentro del CM-HER2 posi-

tivo.

A nivel de expresion génica, encontramos un total de 29 genes y 4 firmas diferen-
cialmente expresados entre tumores HER2E y no HER2E. De los 29 genes diferen-
cialmente expresados, 11 estan regulados al alza (ERBBZ, GRB7, TMEM45B, FUTS3,
KRT7, B3GNT3, FGFR4, CXCL9, TMPRSS4, S100A7 y CEACAM6) y 18 subexpresados en
la condicién HER2E (IGFR1, BLC2, ESR1, SLC39A6, FGFR2, SCUBE2, AGTR1, TBC1D9,
IRX1, PGR, NAT1, BMPR1B, MAPT, ELOVL2, DNAJC12, CBLC, KRT14y SOX10). En el ana-
lisis funcional, el mayor conteo de genes y con el p-valor mas significativo para los
genes diferencialmente expresados se encuentra en las rutas de sefializacion de las
MAPK y PI3K-Akt, en consonancia con lo hallado en el analisis de datos genémicos.
Respecto al AED de firmas, encontramos el resultado mas destacable de la compara-
tiva: cuatro firmas diferencialmente expresadas, siendo estas ESR1, PGR,
ERBB2 y ROR, las dos primeras sub-expresadas en HER2E y las ultimas sobre-expre-

sadas.
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Tras este primer analisis de comparacién, encontramos un subgrupo de casos dentro
de HER2E con una expresion de genes divergente, que no parecian agrupar dentro
del total de los casos HERZ2E. Este subgrupo llamado “HERZE no agrupado” ha sido
comparado con los HERZE agrupados y con los subtipos no enriquecidos. Los casos
correspondientes al grupo HERZE no agrupado (16 casos) y las principales caracte-
risticas clinico-patoldgicas incluyendo el CN (valor) de ERBBZ se describen en la Ta-
bla 11. La mayoria de estos casos presentan RH positivos (69%) y HER2 clinico por

IHQ 3+ (87,5%), con una mediana de CNV ERBBZ de 21,31 (r: 3,09 - 87,8).

Muestra/Caso m;‘:;du'; o FEstadoRH  KI67 (%) HER2 IHQ/FISH “f:ocr';v Estrategia de tratamiento :‘:';‘E;'(':;; " ‘::::';Z":a::;:u N;:“y:;‘::‘;;:::s)
003HG Post POS 40 HER2 2+/SISH+ 12,59 ADJUVANT 23 st NA
011HG Pre NEG 20 HERZ 3+ 878 NEOADJUVANT 50 NO rcp
025HG Pre POS 75 HERZ 3+ 2544 NEOADJUVANT 18 NO rcp
028HG Post POS 75 HERZ 3+ 2029 ADJUVANT 12 NO NA
033HG Post POS 10 HER2 3+ 70,85 ADJUVANT 8 NO NA
040HG Post POS 60 HER2 3+ 2233 ADJUVANT 16 NO NA
042HG Pre NEG 90 HERZ 3+ 10,04 NEOADJUVANT 18 st rcp
044HG Pre POS 60 HERZ 3+ 3,09 NEOADJUVANT 30 st RCB-II
047HG Post POS 75 HERZ 3+ 3,15 ADJUVANT 42 NO NA
051HG Post POS 60 HER2 2+ /SISH+ 17,41 ADJUVANT 15 NO NA
061HG Pre NEG 20 HER2 3+ 9,27 NEOADJUVANT 40 NO rCP
063HG Post NEG 80 HER2 3+ 11,48 ADJUVANT 16 NO NA
071HG Post POS 14 HERZ 3+ 44,18 ADJUVANT 22 NO NA
074HG Pre POS 50 HERZ 3+ 32,96 ADJUVANT 15 NO NA
083HG Pre POS 15 HER2 3+ 25,28 ADJUVANT 14 NO NA
092HG Pre NEG 85 HER2 3+ 57,20 NEOADJUVANT 56 SI RCB-111

Tabla 11. Principales caracteristicas clinico-patolégicas, CNV ERBBZ2 del grupo HER2E no agrupado.

B) HERZ2E agrupado versus no agrupado

A nivel de_datos gendémicos, de nuevo tenemos que RB1 y CDK12 encabezan la lista

de los 10 genes mas frecuentemente mutados, y que los genes alterados y sus va-
riantes presentan entre grupos un enriquecimiento similar en rutas de sefaliza-
cion oncogénica (ciclo celular, TP53 y PIK3CA). Ningun gen presento diferente
frecuencia de SNV-indels entre grupos y respecto a diferencias en el rato de CN,
si encontramos diferencias, siendo en este caso los genes FGFR1, FGFR2 y RAD51
los genes con diferencias significativas en la ratio de CN, con una mayor ratio

CN en el grupo HER2E no agrupado.

124



Discusion

A nivel de expresion génica, encontramos un total de 17 genes y 2 firmas diferen-

cialmente expresados entre grupos. De los 17 genes diferencialmente expresados,
dentro de los 10 regulados al alza en el grupo HERZE agrupado aparecen genes ya
descritos en la comparativa previa, a excepcion de ERBB2 que desaparece como gen
diferencialmente expresado entre grupos. Entre los genes subexpresados de nuevo
tenemos los genes ESR1 y PGR. En el analisis de enriquecimiento ontologico-funcio-
nal, los genes expresados diferencialmente en el conjunto HERZE no agrupado se en-
riquecieron en la ruta de sefializacidn de estrégenos. Es con el AED de firmas donde
de nuevo encontramos el resultado mas llamativo: los casos HER2E con expresion
divergente de genes parecen no agrupar dentro del conjunto global de tumores
HERZE por el peso a nivel de expresion diferencial que tienen las firmas ESR1 y PGR,

al alza en los casos HER2E no agrupados.

C) HERZ2E no agrupado versus subtipos no HER2E

En esta comparativa se dieron practicamente los mismos hallazgos respecto al ana-

lisis de datos gendémicos a los encontrados en la comparativa inicial de casos

HERZ2E versus no HER2E, a excepcion de que aqui no se dieron diferencias significa-
tivas la ratio de CN, ni siquiera para el gen ERBBZ2. En cuanto al analisis de expresion
génica, el AED evidencié que el unico gen diferencialmente expresado entre grupos
es ERBBZ2, y a nivel de firma sdlo las firmas ROR y ERBBZ se expresan diferencial-

mente, ambas sobreexpresadas en el conjunto de casos HERZE no agrupado.

D) HERZ2E agrupado versus no HER2E

Para concluir, tenemos la comparativa de casos HER2E frente restos de subtipos in-
trinsecos aislados, excluyendo al grupo de casos HER2E con una expresién diver-

gente. En este caso, se obtuvieron los mismos hallazgos del analisis de datos genémi-

cos del apartado A), incluyendo diferencias significativas en la ratio de CN limitadas

al gen ERBBZ. Los datos de expresion génica tras el AED muestran 4 firmas diferen-

cialmente expresadas: ROR y ERBB2 sobreexpresadas en HER2E agrupado, con las

firmas ESR1 y PGR subexpresadas. A nivel de gen, el AED refleja un total de 50 genes
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diferencialmente expresados, 18 genes expresados al alta en la condicion HERZE
agrupado con 7 genes adicionales a los diferencialmente expresados en la compara-

tiva inicial. Estos genes son EGLN3, LAD1, DKK1, SLPI, CALMLS5, PROM1 y PIP.

Realizamos una busqueda y revision exhaustiva de estos genes, con la intencion de
conocer lo publicado al respecto de su implicacion en el CM-HER2 positivo y hetero-

geneidad biologica en CM.

- EGLN3.Laexpresion de EGLN3 esta asociada con la inmuno-infiltracion de una
variedad amplia de células, incluidos los macréfagos en el microambiente in-
mune del tumor y los fibroblastos asociados al tumor, de forma que su inacti-
vacion en células tumorales y estromales suprimiria el crecimiento tumoral al
parar las interacciones positivas mediadas por EGLN3 entre las células y el mi-
croambiente tumoral!8%. También ha sido descrito como un oncogén potencial,
al estar involucrado en la regulacion de la apoptosis independiente de HIF-1
de las células tumorales y al encontrarse sobre-expresado en gran medida en
una amplia variedad de tumores incluyendo CM181. La principal evidencia de
su asociacion a tumores HER2 positivos proviene de estudio en lineas celula-
res donde se encontraron mayores niveles de ARNm de EGLN3 en los tumores
con RE negativos y HER2 positivos3, tumores con comportamiento mas agre-
sivo y peores resultados en supervivencia respecto a aquellos con RH positi-
vos, y en los que se concentran la mayoria de los subtipos HER2E.

- LAD1. El gen LAD1 codifica para la proteina ladinin-1, una proteina hoy en dia
aun no completamente caracterizada, filamento de anclaje componente de las
membranas basales y que parece contribuir a la estabilidad de la asociaciéon
de las capas epiteliales con la capa de mesénquima subyacente. Como se ha
expuesto anteriormente, los factores de crecimiento de la familia EGF activan
las RTK del grupo HER/ERBB, iniciando cascadas de fosforilacion. En un tra-
bajo basado en analisis fosfoproteémico con el objetivo de descubrir efectos
de fosforilacion distales a la activacion de EGFR, los autores encontraron que
LAD1 actuaba en respuesta al estimulo con EGF como un mediador regulado

por fosforilacion de la via EGF-ERK, favoreciendo la migracion y proliferacion
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celular de las células mamarias al participar en el control de la polimerizacion
y entrecruzamiento de las fibras de actina. Esto le confiri6 el papel de un nuevo
regulador de citoesqueleto. También se reporté LAD1 confiere un peor pro-
nostico, y que se expresa de forma significativa en subtipos agresivos de CM,
en dicho trabajo caracterizados dentro de los InsClust 5 y 10, que en su mayo-
ria se corresponden a CMTN y a tumores HER2 positivos*.

DKK1. El gen DKK1 codifica para la proteina Dickkopf-1, un antagonista secre-
tor de la via de sefializacion candnica de Wnt, favoreciendo en ultima instancia
la degradacion de la f§ -catenina, por lo que ha sido considerado un supresor
tumoral al inhibir una de las vias de sefalizacion oncogénica en el CM. Sin
embargo, el patron de expresion y papel de DKK-1 parecen variables segun el
cancer y el estadio. Respecto al CM, tenemos estudios con resultados contra-
dictorios. Parece que una baja expresion citoplasmatica y/o nuclear de DKK1
en las células tumorales se asocia a un mayor estadio, afectacion ganglionar,
grado y pleomorfismo celular y mas importante, a una peor supervivencia es-
pecifica de CM182, Dicha asociacion también se ha establecido con el hecho de
presentar niveles séricos elevados de DKK1 en pacientes con CM. Esto ultimo,
parece explicarse porque la secrecion de DKK1 por parte de las células tumo-
rales parece relacionarse con el organotropismo de las metastasis en CM, com-
portandose, asi como una molécula con “dos caras”. Asi, se ha publicado una
relacidn entre niveles séricos altos y bajos de DKK1 asociados a metastasis
0seas y pulmonares respectivamente!83. Se ha encontrado sobreexpresion de
la proteina DKK1 en lineas celulares de CM formadoras de metastasis osteoli-
ticas, y en suero de pacientes con CM con metastasis dseas osteoliticas. Sin em-
bargo, la funcién de DKK1 dentro del contexto de la carcinogénesis del CM si-
gue sin ser concluyente, asi como tampoco tenemos evidencia actual de mayor
expresion de este gen/proteina en un determinado fenotipo o subtipo intrin-
seco de CM.

SLPL. El gen SLPI es un gen que actua como inhibidor de la inflamacion, en la
modulacion de la respuesta inmune y en la motilidad celular, favoreciendo la
capacidad metastasica de tumores epiteliales. Tiene actividad anti-proteasa y

suprime la transcripcion de genes proinflamatorios a través de la via del NF-
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kB. Se ha reportado una mayor expresion de SLPI en células de CMTN, con va-
rios estudios que le han otorgado un papel pro-metastasico en este fenotipo
de CM. No hay publicaciones que lo asocien al CM-HERZ2 positivol84.

CALMLS5. Este gen codifica para una proteina, la calmodulina-like 5, que com-
parte similitud funcional con la calmodulina (proteina de unién al calcio) ex-
presada en la epidermis y uno de los genes con mayor sobreexpresion en
CMTN. Se ha publicado que forma parte de las proteinas que interactiian con
el receptor de motilidad mediado por hialuronano (Rhamm, CD168). Los cam-
bios oncogénicos clave en el microambiente tumoral incluyen sintesis, proce-
samiento y sefializacion aberrante del acido hialurénico. Las interacciones en-
tre las células tumorales y su microambiente son de maxima relevancia para
favorecer la invasion tumoral y las metastasis. La expresion de Rhamm dentro
del parénquima tumoral no es uniforme, sino que se detecta dentro de regio-
nes discretas en el margen invasivo del tumor (areas de remodelacién activa
de la matriz extracelular). Se regula dinamicamente en el contexto de estrés
celular, de forma que permite que las células tumorales detecten y respondan
a la remodelaciéon de la matriz celular, estando vinculado entonces en la adhe-
sion celular y la transicidn epitelial-mesenquimal (EMT). En un estudio se de-
tectd una mayor expresion en tumores con RE positivos de alto grado, CMTN
y tumores HER2 positivo, y asociaciéon a peor pronoéstico®. En otro trabajo en
lineas celulares de CM, se vio que la proteina Rhamm de la superficie celular y
el CD44 actdan juntos en un mecanismo autocrino dependiente del acido hia-
lurénico para coordinar la sefializacion sostenida a través de ERK1,2, lo que
conduce a una alta motilidad basal de las células de cancer de mama invasivo®.
Ademas, se ha asociado una sobreexpresion de mucina 4 y de CD44 con en-
mascaramiento del sitio de unién a trastuzumab, por lo que se considera un
proceso bioldgico de resistencia a dicha terapia anti-HER2 por pérdida de do-
minio extracelular’. Dado que el gen que codifica para la proteina Rhamm, no
se incluye en el panel que hemos empleado, solo podemos llegar a la hipotesis
de que, si la calmodulina-like 5 interacciona con Rhamm y éste participa en los
procesos de remodelacidn de la matriz celular, adhesién celular, EMT, y junto

a CD44, en el mantenimiento de la sefializacion a través de ERK1,2
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componente de la via MAPK, la sobreexpresion del gen CALMLS en el subtipo
HERZ2E podria implicar un comportamiento agresivo y de evolucion clinica
mas propia de un fenotipo basal.

PROM1. El gen PROM1, también conocido como CD133, codifica la prominina-
1, informado cominmente como un marcador de células madre neuronales y
hematopoyéticas, pero también con expresion en células tumorales y células
madre tumorales, incluyendo células madre de CM185. A pesar de haberse es-
tudiado durante las dos ultimas décadas como un marcador de células madre
tumorales y con actividad como regulador de la progresion tumoral, no se han
realizado estudios especificos que arrojen informacién acerca de la relacién
entre la expresion de PROM1 y el pronostico. Igualmente, no se ha establecido
asociaciéon de tumores HER2 positivos o subtipo HER2E.

PIP. El gen PIP, codifica para una pequeiia glicoproteina producida por los te-
jidos de glandulas apocrinas, la Proteina Inducida por Prolactina. Esta amplia-
mente expresada en el tejido mamario normal, pero también se ha publicado
su expresion en el CM especialmente aquellos con propiedades apocrinas y en
tumores con RH positivos. Respecto a los subtipos intrinsecos, se ha descrito
una mayor expresion en tumores luminal-A y HER2-1ike186187, Aunque dispo-
nemos de varios estudios sobre su papel en el desarrollo del CM y la progre-
sion tumoral, estos han dado resultados contradictorios y hoy en dia el papel
de PIP en la carcinogénesis del CM y el papel prondstico de su expresion no

esta completamente explicado.
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6. CONCLUSIONES

“La ciencia siempre vale la pena porque sus descubrimientos,

tarde o temprano, siempre se aplican”

Severo Ochoa (1905 - 1993)
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En nuestra cohorte de pacientes con CM localizado HER2-positivo por amplificacion
del gen ERBBZ y /o sobreexpresion de la proteina HER2 encontramos diferencias re-

levantes a nivel clinico y molecular:

1. Expresion génica diferencial al alza de firmas inmunes (APM, células citotéxicas,
citotoxicidad, Macrdéfagos, PD-L1, PD-L2, TIGIT, IFN-Gamma, TIS) en aquellos tu-
mores con RH negativos y subtipo HER2E. Esto podria impactar en el disefio de
ensayos clinicos con inmunoterapia y terapia anti-HERZ2, ya que se deberia con-
siderar a priori a la poblacion de los tumores RH negativos/HER2 positivo y

subtipo HER2E como la mas susceptible de beneficio clinico.

2. Expresién génica diferencial de un dnico gen, el gen INHBB y ninguna firma en
la poblacién que siguié TNA y obtuvo una respuesta completa patologica frente
a aquellas con enfermedad residual. Mas del 70% de estas pacientes presenta-
ron subtipo HER2E y paraddjicamente en esta serie de pacientes se localizan 2
de las 11 recaidas de nuestra cohorte, ambas a nivel de SNC. La sobreexpresion
de INHBB, no tanto en relacion con una mayor probabilidad de respuesta a TNA,
sino en relacion con una mayor actividad proliferativa y agresividad en CM, s6lo
se ha publicado en un estudio que analiza la actividad proliferativa de lineas
células de CM-HER?2 positivo sobre tejido cerebral sano, con sobreexpresion gé-
nica de INHBB en las dos lineas celulares que proliferaron rapidamente en el
parénquima cerebral. A nivel gendmico, no se encontraron diferencias significa-

tivas en SNVs-indels ni en CNV entre ambas poblaciones.

3. Analizando diferencias entre tumores HER2E y no HER2E, a nivel de expresion
génica, encontramos un total de 29 genes expresados diferencialmente los gru-
pos, y sblo 4 de las 42 firmas analizadas con expresion diferencial, las firmas
ERBB2 y ROR sobreexpresada en HER2E, y las firmas ESR1 y PGR en los subti-
pos no enriquecidos. Los genes expresados diferencialmente se enriquecieron
significativamente en las vias MAPK y PI3K-Akt, vias de sefializacion
downstream de HER2, y en menor medida en las vias de resistencia a inhibidor
tirosin-quinasa, de resistencia endocrina, via de sefializacidn de estrégeno, vias

de senalizacion que regulan la pluripotencialidad de las células madre,
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endocitosis y via de sefalizacion del calcio. A nivel gen6mico, ningin gen in-
cluido en el panel present6 diferente frecuencia de SNVs/indels entre tumores
HER2E y no HER2E encabezando los genes RB1 y CDK12 la mayor tasa de alte-
raciones gendmicas en ambos grupos. La Unica diferencia a nivel genémico la
encontramos en el analisis de CNV con una mayor ratio de CN (ganancia) a nivel
del gen ERBBZ en el primer grupo. Por lo tanto, parece que las diferencias den-
tro del CM-HER?2 positivo si tenemos en cuenta la subtipificacion molecular ra-
dican en la expresidn génica, sin alteraciones gendémicas relevantes mas alla de

la amplificaciéon de ERBBZ2.

. Detectamos un conjunto de casos dentro del global de los tumores HER2E con
una expresion de genes divergentes. Este grupo al que llamamos HERZE no
agrupado presentaba diferencias a nivel de expresion y de alteraciones gendmi-
cas respecto a su contraparte con expresion comun de genes, y respecto a los
subtipos no HER2E. Respecto a los primeros, los genes diferencialmente expre-
sados se enriquecieron significativamente en la via de sefializaciéon de estro-
genosy a nivel de firma, sélo 2 firmas se expresan diferencialmente diferencial
entre grupos, ambas sobreexpresadas en la condicion HERZE no agrupado. En
comparacion con los subtipos no HERZ2E, las diferencias radicaron inicamente
en la expresion diferencial del gen ERBBZ y de las firmas ROR y ERBB2 en los
HERZE no agrupados. Respecto a los resultados tras el analisis gendmico tene-
mos que destacar diferencias con una mayor ratio de CN (ganancias) en el grupo
HERZE no agrupado para los genes FGFR1, FGFRZ y RAD51, dos de estos genes
(FGFR1y FGFRZ2) cuya amplificacion es caracteristica de subtipos intrinsecos lu-
minales, y ninguna diferencia significativa ni siquiera en la ratio de CN del gen
ERBBZ con respecto a los subtipos no HER2E. Por lo tanto, el conjunto de casos
HERZE no agrupado parecen ser casos HERZ2E por subtipificado molecular, pero
con una expresion génica diferencial enriquecida por genes de la via de sefiali-
zacidn estrogénica y una expresion diferencial al alza de las firmas ESR1 y PGR
respecto al resto de casos HER2E, pero de las firmas ROR y ERBB2 respecto a
los tumores no HER2E. Este hallazgo a falta de ser valorado en una serie de pa-
cientes mas amplia supondria un afiadido a la heterogeneidad del CM-HER2 po-

sitivo con subtipo HER2E, con tumores cuya expresion génica es mas cercana a
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5. tumores no HER2E, esencialmente luminales, frente a los que ni siquiera la ra-
tio de CN de ERBBZ marcaria la diferencia. Esto podria explicar parte de los re-
sultados heterogéneos en cuanto a respuesta y evolucion clinica que se dan en

practica clinica en tumores HER2E.
6. No detectamos diferencias en SLE ni en SG en ninguno de los grupos analizados.

7. La ausencia de diferencias en supervivencia y el resto de resultados obtenidos
pudieran estar condicionados por el pequefio tamafio muestral de nuestro es-
tudio y por el analisis de genes con relacion ya establecida con CM que podria

excluir nuevos genes atn no identificados.
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The main obstacle for designing effective treatment approaches in breast cancer is
the extensive and the characteristic heterogeneity of this tumor. The vast majority of
critical genomic changes occurs during breast cancer progression, creating a significant
variability within primary tumors as well as between the primary breast cancer and their
metastases, a hypothesis have already demonstrated in retrospective studies (1). A clear
example of this is the HER2-positive breast cancer. In these tumors, we can find all of
the transcriptional subtypes of breast cancer, even the basal like or luminal A subtypes.
Although the HER2-enriched is the most representative transcriptional subtype in the
HER2-positive breast cancer, we can find it too in breast cancers with HER2-negative
status. This intrinsic subtype shows a high expression of the HER2 and is associated with
proliferation-related genes clusters, among other features. Therefore, two hypotheses
can be suggested. First, the HER2 amplification can be a well-defined driver event
present in all of the intrinsic subtypes, and not a subtype marker isolated. Secondly,
HER2-enriched subtype can have a distinctive transcriptional landscape independent
of HER2 ampilification. In this review, we present an extensive revision about the last
highlights and advances in clinical and genomic settings of the HER2-positive breast
cancer and the HER2-enriched subtype, in an attempt to improving the knowledge of
the underlying biology of both entities and to explaining the intrinsic heterogeneity of
HER2-positive breast cancers.

Keywords: breast cancer, HER2-positive, intrinsic subtype, heterogeneity, HER2-enriched, molecular

INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is the most common malignant tumor in women and one of the principal
causes of cancer mortality in this sex, despite significant improvements obtained in the lasts
decades. Conversely, male breast cancer is a rare disease with an incidence of <1% and mainly
classified by immunohistochemistry as a luminal disease (2). BC is modeled by a group of
heterogeneous diseases, at both an inter- and intra-tumoral level. All of them share a substantial
morphological and molecular heterogeneity, what affect to his clinical behavior and therapeutic
response. A crucial objective in the treatment of any cancer disease is to perform clinical
decisions through a comprehensive insight of the molecular profile of the tumor to predict
the probable clinical outcome of the disease individually. By the expansion of high-throughput
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Comité de Etica de la Investigacion Provincial de Malaga
Servicio Andaluz de Salud
CONSEJERIA DE SALUD

Dra. Diia. Gloria Luque Fernéndez, Secretaria del CEI Provincial de M4laga
CERTICA:

Que en la sesion de CEI de fecha: 26/04/2018 ha evaluado la propuesta de D/Dfia.: Ana Godoy Ortiz, referido al Proyecto de
Investigacion: "Andlisis exhaustivo de genomas de cancer de mama HER2-positivo: investigar posibles diferencias gendmicas entre
el subtipo HER2 enriquecido y no-enriquecido, para mejorar la compresién de la heterogeneidad inherente a su comportamiento
biolégico y a los resultados terapéuticos".

Este Comité lo considera ética y metodolégicamente correcto.

La composicién del CEI en esta sesion es la siguiente:

Dra. Encarncacién Blanco Reina (Farmacologia Clinica) Dra. M? Victoria de la Torre Prados (UGC UMI)
’ Dr.‘ José C. Fernandez Garcia (UGC Endocrinologia y Nutricién)
' Dr.  Andrés Fontalba Navas (UGC Salud Mental)

Dra. Ana Alonso Torres (UGC Neurociencias)

Dra. Paloma Campo Mozo (UGC Alegia)

Dr. Ricardo Guijarro Merino (UGC M. Interna)

Dr. Manuel Herrera Gutiérrez (UGC UCI)

Dr. José Leiva Fernandez (Médico Familia)

Dfia. Carmen Lopez Galvez del Postigo (Miembro Lego)

Dr.  Antonio Lépez Téllez (Médico de Familia)

Dra. Gloria Luque Fernandez (Investigacién)

Dra. M® Mercedes Marquez Castilla (Médico Familia)

Dra. Cristobalina Mayorga Mayorga (Laboratorio)

Dra. M" Carmen Vela Marquez (Farmacéutica Distrito)

Dr. Antonio Pérez Rielo (UGC UCI)

D. Ramoén Porras Sanchez (RRHH-Abogado)

Dra. M" Angeles Rosado Souvirén (UGC Farmacia)

Dra. Leonor Ruiz Sicilia (UGC Salud Mental)

Lo que firmo en Malaga, é 13 de Mayo de 2018
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Fdo.: Dra. Glbria Luque Fernandez
Secretaria del CEl
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Documento 3.

Consentimiento especifico de proyecto
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CONSENTIMIENTO INFORMADO — HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacion
gue a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Titulo del proyecto: “Andlisis exhaustivo de genomas de cancer de mama HER2-positivo: inves-
tigar posibles diferencias gendmicas entre el subtipo HER2 enriquecido y no-enriquecido, para
mejorar la compresién de la heterogeneidad inherente a su comportamiento biolégico y a los
resultados terapéuticos”

Investigador principal: Ana Godoy Ortiz

Centro coordinador: Hospitales Universitarios Regional y Virgen de la Victoria de Malaga
Centros colaboradores: Universidad de Malaga (UMA) y Centro de Investigaciones Medico-Sa-
nitarias (CIMES). de la Universidad de Maélaga

Quisiéramos solicitar su colaboracién para participar en un proyecto de investigacion
cuyo objetivo es realizar un analisis gendmico en muestra tumoral de pacientes con cancer de
mama clinicamente HER2+ (inmunohistoquimica +/- FISH) tratadas mediante los estdndares de
tratamiento (cirugia y posterior tratamiento adyuvante de quimioterapias y terapias bioldgicas
antiHER2 +/- radioterapia) con identificacidn del subtipo intrinseco molecular mediante el uso
de PAM50®. Con ello, pretendemos encontrar diferencias gendmicas entre dos variantes de tu-
mores HER2+, los tumores HER2-enriquecidos y no-enriquecidos, con el fin de establecer las
bases de la heterogeneidad propia en el comportamiento bioldgico de este tipo de tumores y
los diferentes resultados y eficacia terapéutica, asi como ayudar a la identificacion de posibles
vias o dianas terapéutica, con el objetivo primordial de mejorar el prondstico de las pacientes
con este tipo de enfermedad. Para ello, vamos a pedir la participacion de pacientes a las que se
les ha diagnosticado una neoplasia de mama con unas caracteristicas determinadas que usted
cumple y que hayan sido tratadas en alguno de los hospitales participantes.

De los pacientes que acepten participar y firmen el consentimiento informado se reco-
geran datos de la historia clinica y se analizard y estudiara una muestra de tejido tumoral (pro-
cedente de cirugia o de biopsia) sobrante tras realizar todas las pruebas diagndsticas que hayan
sido requeridas. En ninglin momento se realizaran maniobras extras u otros procedimientos con
el mero objetivo de obtener muestras para el estudio. La obtencidon de muestras no interferira
con el proceso diagndstico ni terapéutico de la enfermedad.

Los datos de la historia clinica que se recogeran seran datos sociodemograficos basicos,
como la edad y sexo, asi como de factores relacionados con la enfermedad tumoral (estados de
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los receptores hormonales, estadio, tratamiento, etc...). El equipo investigador garantiza que en
todo momento se aplicaran las leyes y normativas referentes a los aspectos éticos y de protec-
cion de datos de caracter personal. El manejo de la muestra en estudio se realizara de forma
totalmente andnima, sin que los cientificos que lo analicen sean capaces de identificar al pa-
ciente.

El paciente podra solicitar la retirada y destruccidén de sus muestras mediante solicitud
al médico investigador clinico que le estd tratando, en cuyo caso, el equipo investigador se com-
promete a la destruccidn de las mismas.

Todos los datos (personales, clinicos, econdmicos y datos que procedan de la muestra
de tumor) seran tratados de acuerdo con la “directiva de la proteccion de los sujetos con res-
pecto al procesamiento de los datos personales” y la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre,

de “proteccién de datos de caracter personal”. Para ello las muestras se identificaran de forma
codificada y andnima, no teniendo acceso ningiin miembro del laboratorio a la identificacién de

la persona fisica de la que procede la muestra.

Los potenciales resultados de esta investigacion no tendran efecto directo sobre el tra-
tamiento o seguimiento del paciente, y los resultados de los anadlisis genéticos realizados no
determinaran su terapia.

Este proyecto de investigacion no tiene animo de lucro y ningun participante sera re-
compensado econdmicamente por su inclusién en el mismo.

Implicaciones para el donante/paciente:

e Ladonacién/participacion es totalmente voluntaria.

e Donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar explicacio-
nes y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

» Todos los datos cardcter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se trataran
conforme a la Ley Organica de Proteccidn de Datos de Caracter Personal 15/99.

* La donacion/informacidn obtenida se utilizard exclusivamente para los fines especificos de
este estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

La participacion en el proyecto no supondra ningun riesgo adicional para la paciente,
mas alla de los propios derivados de los procedimientos necesarios para el diagnéstico.
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Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con:

Dra. Ana Godoy Ortiz
Tfno.: +34 951032 083
email: ana.godoy.ortiz.sspa@juntadeandalucia.es
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Anexos

CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

Andlisis exhaustivo de genomas de cancer de mama HER2-positivo: investigar posibles dife-
rencias gendmicas entre el subtipo HER2 enriquecido y no-enriquecido, para mejorar la com-
presion de la heterogeneidad inherente a su comportamiento biolégico y a los resultados te-
rapéuticos.

Yo (Nombre y Apellidos):

e He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento (Informacion al
Paciente)

» He podido hacer preguntas sobre el estudio “Andlisis exhaustivo de genomas de cdncer de
mama HER2-positivo: investigar posibles diferencias genomicas entre el subtipo HER2 enri-
quecido y no-enriquecido, para mejorar la compresion de la heterogeneidad inherente a su
comportamiento bioldgico y a los resultados terapéuticos”.

» He recibido suficiente informacion sobre el estudio “Andlisis exhaustivo de genomas de cdn-
cer de mama HER2-positivo: investigar posibles diferencias gendmicas entre el subtipo HER2
enriquecido y no-enriquecido, para mejorar la compresion de la heterogeneidad inherente a
su comportamiento bioldgico y a los resultados terapéuticos”

* He hablado con el profesional sanitario informador:

» Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.
e Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio serdn confidenciales y
se trataran conforme establece la Ley Orgéanica de Proteccion de Datos de Caracter Personal

15/99.

e Se me hainformado de que la donacién/informacidn obtenida sélo se utilizara para los fines
especificos del estudio.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

¢ Cuando quiera
¢ Sin tener que dar explicaciones
e Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos
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Firma del paciente

(o representante legal en su caso)

Nombre y apellidos: ......cceveveeveiievenircnens
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Firma del profesional

sanitario informador

Nombre y apellidos: ......cceveeevercererinnen.

FECha: oot
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Figuras Anexo

KEGG Pathways
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MAPK SIGNALING PATHWAY
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Figura Anexo 1. MAPK SIGNALING PATHWAY (KEGG)

La cascada de proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) es un mddulo altamente con-
servado que participa en diversas funciones celulares, incluida la proliferacion, diferenciacion y
migracién celular. Los mamiferos expresan al menos cuatro grupos claramente regulados de
MAPK: quinasas relacionadas con sefiales extracelulares (ERK) -1/2, quinasas amino terminales
Jun (JNK1/2/3), proteinas p38 (p38alfa/beta/gamma/delta) y ERKS5., que se activan mediante
MAPKK especificos: MEK1/2 para ERK1/2, MKK3/6 para p38, MKK4/7 (JNKK1/2) para JNKy
MEKS para ERKS5. Sin embargo, cada MAPKK puede ser activado por mas de un MAPKKK, lo que
aumenta la complejidad y diversidad de la sefializacion MAPKKK. Presumiblemente, cada
MAPKKK confiere capacidad de respuesta a distintos estimulos. Por ejemplo, la activacion de
ERK1/2 por factores de crecimiento depende de MAPKKK c-Raf, pero otros MAPKKK pueden

activar ERK1/2 en respuesta a estimulos proinflamatorios.
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PI3K-AKT SIGNALING PATHWAY
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Figura Anexo 2. PI3K-AKT SIGNALING PATHWAY (KEGG)

La via de sefializacion de fosfatidilinositol 3' -quinasa (PI3K) -Akt se activa mediante muchos
tipos de estimulos celulares o agresiones toxicas y regula funciones celulares fundamentales
como la transcripcion, traduccion, proliferacién, crecimiento y supervivencia. La unién de los
factores de crecimiento a su receptor tirosina quinasa (RTK) o receptores acoplados a proteina
G (GPCR) estimula las isoformas PI3K de clase Ia y Ib, respectivamente. PI3K cataliza la produc-
cion de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) en la membrana celular. PIP3 a su vez sirve como
segundo mensajero que ayuda a activar Akt. Una vez activo, Akt puede controlar procesos celu-
lares clave mediante la fosforilacion de sustratos involucrados en la apoptosis, la sintesis de pro-

teinas, el metabolismo y el ciclo celular.

181



Anexos

EGFR TYROSINE KINASE INHIBITOR RESISTANCE |
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Figura Anexo 3. EGFR TYROSINE KINASE RESISTANCE (KEGG)

EGFR participa en la regulacion de la homeostasis celular. EGFR también sirve como estimulo para el
crecimiento del cancer. Las mutaciones del gen EGFR y la sobreexpresion de proteinas, que activan

vias posteriores, estan asociadas con los canceres, especialmente el cancer de pulmdn. Actualmente

se administran varias terapias con inhibidores de la tirosina quinasa (TKI) contra EGFR y son inicial-

mente efectivas en pacientes con cancer que tienen mutaciones de EGFR o activacién aberrante de

EGFR. Sin embargo, el desarrollo de resistencia a los TKI es comtn y provoca la recurrencia de tumo-

res. Los estudios realizados durante la dltima década han identificado mecanismos que impulsan la

resistencia al tratamiento con EGFR TKI. Los mecanismos mas destacados son: la mutacién secunda-

ria de EGFR (T790M), activacion de vias alternativas (c-Met, HGF, AXL), aberracion de las vias poste-

riores (mutaciones K-RAS, pérdida de PTEN), deterioro de los EGFR-TKIs- via de apoptosis mediada

(polimorfismo de delecién 11/BIM similar a BCL2), transformacién histoldgica, etc.
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ENDOCRINE RESISTANCE
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Figura Anexo 4. ENDOCRINE RESISTANCE (KEGG)

Los mecanismos de resistencia endocrina incluyen pérdida de expresién de ER-alfa, expresion

alterada de coactivadores o correguladores que desempefian un papel critico en la transcripcion

de genes mediada por el RE, cascadas de sefializacion del factor de crecimiento independiente

del ligando que activan las quinasas y la fosforilacién de ER, disponibilidad alterada de tamoxi-

feno activo metabolitos regulados por enzimas que metabolizan firmacos, como CYP2D6, y des-

regulacion del ciclo celular y la maquinaria apoptética.
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ESTROGEN SIGNALING PATHWAY
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Los estrégenos son hormonas esteroides que regulan una gran cantidad de procesos fisiolégicos
en los mamiferos, incluyendo la reproduccioén, la proteccion cardiovascular, la integridad ésea,
la homeostasis celular y el comportamiento. El estr6geno media sus acciones celulares a través
de dos vias de sefializacidn clasificadas como "sefializacion esteroidea iniciada por el nicleo” y
"seflalizacion esteroidea iniciada por la membrana". En la via "nuclear”, el estrégeno se une a
ERalfa o ERbeta, que a su vez se transloca al nucleo, se une al ADN en los elementos ERE y activa
la expresion de genes dependientes de ERE. En la via "de membrana”, el estrégeno puede ejercer
sus acciones a través de una subpoblacion de ER en la membrana plasmatica (mER) o nuevos
receptores E2 acoplados a proteina G (GPER). Tras la activacién de estos receptores, varias vias

de sefializacion (es decir, Ca2+, cAMP, cascadas de proteina quinasa) se activan rapidamente y,

en ultima instancia,

Figura Anexo 5. ESTROGEN SIGNALING PATHWAY (KEGG)

influyen en los factores de transcripcién posteriores.
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SIGNALING PATHWAYS REGULATING PLURIPOTENCY OF STEM CELLS

Core transcriptional network

Nalve stem cells
Mouse ES cells (nESCs) B BT“:\’EQ\ ¢
Mouse IPS cells (miPSCs) DNA
KIf4 — 00—
DNA
(mESCs, miPSC) [otye F——*
T [etvse |
T DNA
- O—» k3 |——»0—7
-A ivin L DNA
HE"VRW ————————— — Proliferation \
o
(mESCs) SMADY] DUSPS
04;:“)
DNA
— J:
{ m |
(mESCs, miPSC) R | Oi:@
Txin associated genes
sz f—; TR 20— Wt target genes
(mESCs) DNA
Totipotency Pluripotency Multipotency Unipotency
(n vitro) p——
|
(In vivo)
loc :piblas Somatic stem cell Functional dif cells
) l
(n vitro) : EpIS cells Diff somatic cells
ro-derived
i = e e e D; somatic cells
[ BNV T, » Zé'r'.'\?i“]'xr —» Sperm and oocytes
Primed stem cells
Human ES cells (hESCs)
Human IPS cells (hWIPSCs)
Mouse EpIS cells (mEpISCs) SMAD4)
SMAD: |
(hESCs, hiPSC, mEpiSCs) DNA
SMAD4
— »0
DNA
(hESCs, hiPSC, mEpiSCs)
FGE2 S Ex2]——>0——————»
(hESCs, hiPSC, mEpiSCs) DNA
>
(hESCs)
[ J— ——+0
(hESCs) DNA

04550 7/5/19
(c) Kanehisa Laboratories

Core transeriptional
network

OCT4, SOX2, and NANOG target genes
in human and/or mouse ES cells

Key pluripoten
ES cell transcription factors

Pluripotency
maintenance

ot ] [eurogi]

Mesoderm development
Hand!

Orecutl]

Endoderm development

xtra-embryonic development

Figura Anexo 6. SIGNALING PATHWAYS REGULATING PLURIPOTENCY OF STEM CELLS (KEGG)

Las células madre pluripotentes (CPM) son células basicas con una capacidad indefinida de autorre-

novacion y el potencial de generar todos los tipos celulares de las tres capas germinales. Los tipos de

CPM conocidos hasta la fecha incluyen células madre embrionarias (CE) y células madre pluripoten-

tes inducidas (iPS). Las células madre pluripotentes inducidas (CMI) se derivan de la masa celular

interna (MCI) de embriones en etapa de blastocisto. Las células iPS se generan reprogramando célu-

las somaticas para que vuelvan al estado pluripotente con factores de reprogramaciéon definidos,

Oct4, Sox2, KiIf4 y c-Myc (también conocidos como factores de Yamanaka). Las CPM, incluidas las

células madre pluripotentes e iPS, se clasifican en dos grupos por su morfologia, perfil de expresion

génica y dependencia de sefales externas. Las células madre pluripotentes e iPS de tipo ratén con-

vencionales se denominan células de "estado ingenuo". Se mantienen principalmente bajo el control

de la sefializacion LIF y BMP. Por otra parte, las células ES/iPS de tipo humano, que necesitan la se-

fializacion de activina y FGF, se denominan "estado preparado”. Sin embargo, estas vias de sefaliza-

cién convergen hacia la activacion de una red transcripcional central que es similar en ambos grupos

e involucra a OCt4, Nanog y Sox2. Los tres factores de transcripcion y sus genes diana posteriores

promueven de manera coordinada la autorrenovacion y la pluripotencia.
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Figura Anexo 7. ENDOCYTOSIS PATHWAY (KEGG)

La endocitosis es un mecanismo para que las células eliminen ligandos, nutrientes, proteinas de
la membrana plasmatica (PM) y lipidos de la superficie celular, llevandolos al interior de la cé-
lula. Las proteinas transmembrana que ingresan a través de la endocitosis dependiente de cla-
trina (CDE) tienen secuencias en sus dominios citoplasmaticos que se unen a los AP (complejos
proteicos relacionados con el adaptador) y permiten su rapida eliminaciéon del PM. Ademas de
las AP y la clatrina, existen numerosas proteinas accesorias, incluida la dinamina. Dependiendo
de las diversas proteinas que ingresan a la membrana de la endosoma, estas cargas se clasifican
en distintos destinos. Algunas cargas, como los receptores de nutrientes, se reciclan de nuevo al
MP. Las proteinas de membrana ubiquitiladas, como los receptores del factor de crecimiento
activados, se clasifican en vesiculas intraluminales y finalmente terminan en la luz del lisosoma
através de endosomas multivesiculares (MVE). Existen distintos mecanismos de endocitosis in-

dependiente de clatrina (CIE) segun la carga y el tipo de célula.
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CALCIUM SIGNALING PATHWAY
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Figura Anexo 8. CALCIUM SIGNALING PATHWAY (KEGG)

El Ca2+ que entra en la célula desde el exterior es la fuente principal de sefial de Ca2+. La entrada de
Ca2+ esta impulsada por la presencia de un gran gradiente electroquimico a través de la membrana
plasmatica. Las células utilizan esta fuente externa de sefial de Ca2+ activando varios canales de en-
trada con propiedades muy diferentes. Los canales operados por voltaje (VOC) se encuentran en cé-
lulas excitables y generan los flujos rapidos de Ca2+ que controlan los procesos celulares rapidos.
Hay muchos otros canales de entrada de Ca2+, como los canales operados por receptor (ROC), por
ejemplo, los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) (NMDAR) que responden al glutamato. Tam-
bién hay canales operados por segundo mensajero (SMOC) y canales operados por almacén (SOC).
La otra fuente principal de Ca2+ para la sefializacion son los depésitos internos que se encuentran
principalmente en el reticulo endoplasmatico/sarcoplasmico (RE/SR), en los que los receptores de
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R) o los receptores de rianodina (RYR) regulan la liberacién de Ca2+. El
principal activador de estos canales es el propio Ca2+ y este proceso de liberacién de Ca2+ inducida
por Ca2+ es fundamental para el mecanismo de sefalizacién de Ca2+. Varios segundos mensajeros
también controlan la liberacidon de Ca2+. E1 IP3, que se genera por vias que utilizan diferentes isofor-
mas de la fosfolipasa C (PLCbeta, delta, épsilon, gamma y zeta), regula los IP3R. La ADP-ribosa ciclica
(cADPR) libera Ca2+ a través de los RYR. El fosfato de dinucleétido de adenina y acido nicotinico
(NAADP) puede activar un mecanismo de liberaciéon de Ca2+ distinto en depdsitos de Ca2+ acidos
separados. La liberacion de Ca2+ a través del mecanismo sensible al NAADP también puede retroali-
mentar a los RYR o IP3R. El cADPR y el NAADP son generados por CD38. Esta enzima podria ser
sensible al metabolismo celular, ya que el ATP y el NADH lo inhiben. La entrada de Ca2+ del entorno
o la liberacidon de los depésitos internos provoca un aumento muy rapido y espectacular de la con-
centracion de calcio citoplasmatico, que se ha aprovechado ampliamente para la transduccién de se-

fiales.
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FOCAL ADHESION
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Figura Anexo 9. FOCAL ADHESION (KEGG)

Las adhesiones entre células y matrices desempefan papeles esenciales en importantes procesos
biolégicos, como la motilidad celular, la proliferacion celular, la diferenciacion celular, la regulacion
de la expresion génica y la supervivencia celular. En los puntos de contacto entre células y matrices
extracelulares se forman estructuras especializadas denominadas adhesiones focales, en las que ha-
ces de filamentos de actina se anclan a receptores transmembrana de la familia de las integrinas a
través de un complejo multimolecular de proteinas de la placa de unién. Algunos de los componentes
de las adhesiones focales participan en el vinculo estructural entre los receptores de membrana y el
citoesqueleto de actina, mientras que otros son moléculas de sefializacion, como diferentes proteinas
quinasas y fosfatasas, sus sustratos y varias proteinas adaptadoras. La sefializacion de las integrinas
depende de las actividades de las tirosin-quinasas no receptoras de las proteinas FAK y src, asi como
de las funciones de las proteinas adaptadoras de FAK, src y Shc para iniciar eventos de sefializacion
posteriores. Estos eventos de sefializacion culminan en la reorganizacion del citoesqueleto de actina;
Un requisito previo para los cambios en la forma y la motilidad celular y la expresion génica. Altera-
ciones morfolédgicas similares y modulacion de la expresion génica se inician por la unién de factores
de crecimiento a sus respectivos receptores, lo que pone de relieve la considerable interaccién entre

la sefializacion mediada por factores de crecimiento y de adhesion.
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Figura Anexo 10. RAP1 SIGNALING PATHWAY (KEGG)

Rap1 es una pequeiia GTPasa que controla diversos procesos, como la adhesion celular, la formacién
de uniones entre células y la polaridad celular. Como todas las proteinas G, Rap1 pasa de una confor-
macioén inactiva unida a GDP a una conformacidn activa unida a GTP. Una variedad de sefiales extra-
celulares controla este ciclo a través de la regulacion de varios factores de intercambio de nucleétidos
de guanina (GEF) y proteinas activadoras de GTPasa (GAP). Rap1 desempefia un papel dominante en
el control de las interacciones entre células y entre células y matrices al regular la funcion de las
integrinas y otras moléculas de adhesion en varios tipos de células. Rap1 también regula la actividad
de la quinasa MAP (MAPK) de una manera que depende en gran medida del contexto de los tipos de

células.
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Figura Anexo 11. RAS SIGNALING PATHWAY (KEGG)

Las proteinas Ras son GTPasas que funcionan como interruptores moleculares para las vias de sefia-
lizacién que regulan la proliferacion celular, la supervivencia, el crecimiento, la migracion, la diferen-
ciacion o el dinamismo del citoesqueleto. Las proteinas Ras transducen sefiales de los factores de
crecimiento extracelulares mediante el ciclo entre estados inactivos unidos a GDP y activos unidos a
GTP. El intercambio de GTP por GDP en RAS esta regulado por factores de intercambio de nucleé6tidos
de guanina (GEF) y proteinas activadoras de GTPasa (GAP). E1 RAS activado (RAS-GTP) regula multi-
ples funciones celulares a través de efectores que incluyen Raf, fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y

estimulador de disociacidon de nucledtidos de guanina Ral (RALGDS).
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Genes con expresion diferencial HER2-enriched versus subtipos no HER2-enriched

Signature variable group logFC 1cl95 ucl95 t statistic pvalue padjust
CD8 T-Cells Hormonal receptor status Positive -0.3434 -0.8047 0.1179 -1.482 0.1424 0.9
BC Proliferation Hormonal receptor status | Positive -0.2238 -0.4926 0.04503 -1.657 0.1015 0.6614

Mast Cells Hormonal receptor status | Positive 0.5784 0.0224 1.134 2.071 0.04166 0.2803
Treg Hormonal receptor status | Positive -0.5022 -0.9089 -0.09554 -2.459 0.01617 0.1124
PD-L1 Hormonal receptor status | Positive -0.3571 -0.6442 -0.06995 -2.476 0.01546 0.1112
PD-1 Hormonal receptor status | Positive -0.5022 -0.8999 -0.1045 -2.514 0.014 0.1043

BRCAness Hormonal receptor status | Positive -0.3119 -0.557 -0.06681 -2.534 0.0133 0.1027

Cell Adhesion Hormonal receptor status | Positive 0.6404 0.1459 1.135 2.579 0.01181 0.09473
Macrophages Hormonal receptor status | Positive -0.4044 -0.6813 -0.1275 -2.908 0.004738 0.03953
Cytotoxic Cells Hormonal receptor status | Positive -0.6334 -1.065 -0.2019 -2.923 0.004542 0.03948
Cytotoxicity Hormonal receptor status | Positive -0.6685 -1.087 -0.2503 -3.183 0.002098 0.01902
ERBB2 Hormonal receptor status | Positive -0.9567 -1.544 -0.3697 -3.245 0.001733 0.01643
TIGIT Hormonal receptor status | Positive -0.8156 -1.308 -0.3233 -3.298 0.001467 0.01457
APM Hormonal receptor status Positive -0.8388 -1.334 -0.3437 -3.373 0.001162 0.01212
PD-L2 Hormonal receptor status | Positive -0.6026 -0.9422 -0.2629 -3.532 0.0006967 0.008073
Apoptosis Hormonal receptor status | Positive 0.2941 0.1305 0.4576 3.58 0.0005954 0.007405
Hypoxia Hormonal receptor status | Positive -0.3934 -0.6125 -0.1744 -3.576 0.0006036 0.007405
IFN Gamma Hormonal receptor status Positive -0.8795 -1.347 -0.4123 -3.748 0.0003404 0.00486
HRD Hormonal receptor status | Positive -0.4763 -0.7298 -0.2228 -3.74 0.0003495 0.00486
TIS Hormonal receptor status | Positive -0.8202 -1.25 -0.3901 -3.797 0.0002885 0.004851
CDK6 Expression Hormonal receptor status Positive -0.5729 -0.8744 -0.2714 -3.783 0.0003023 0.004851
IDO1 Hormonal receptor status | Positive -1.305 -1.964 -0.6462 -3.943 0.0001746 0.00331
Differentiation Hormonal receptor status | Positive 0.7484 0.375 1.122 3.99 0.0001482 0.003092
FOXA1 Hormonal receptor status Positive 1.288 0.6593 1.918 4.077 0.0001091 0.002528
BC p53 Hormonal receptor status | Positive -0.8003 -1.075 -0.5257 -5.803 1,34E-04 0.000004661
SOX2 Hormonal receptor status | Positive 0.3549 -0.2646 0.9745 1.141 0.2575 1
AR Hormonal receptor status Positive 0.2364 -0.3355 0.8084 0.823 0.413 1
PTEN Hormonal receptor status | Positive 0.1936 -0.1797 0.5669 1.033 0.305 1
Stroma Hormonal receptor status | Positive 0.1795 -0.1421 0.5011 1.111 0.2699 1
B7-H3 Hormonal receptor status | Positive 0.0637 -0.1433 0.2707 0.6127 0.5419 1
Rbl Hormonal receptor status Positive 0.05821 -0.144 0.2604 0.5731 0.5682 1
Claudin-Low Hormonal receptor status | Positive 0.03813 -0.3994 0.4757 0.1735 0.8627 1
CDK4 Expression Hormonal receptor status | Positive 0.01791 -0.2068 0.2426 0.1587 0.8743 1
Mammary Stemness Hormonal receptor status Positive 0.0167 -0.5518 0.5852 0.05849 0.9535 1
Endothelial Cells Hormonal receptor status | Positive 0.009262 -0.2236 0.2422 0.07918 0.9371 1
MHC2 Hormonal receptor status | Positive -0.2566 -0.7414 0.2282 -1.054 0.2953 1
TGF-Beta Hormonal receptor status Positive -0.09266 -0.3202 0.1348 -0.811 0.4199 1
Inflammatory Chemokines | Hormonal receptor status | Positive -0.04394 -0.4192 0.3314 -0.2331 0.8163 1
Genomic Risk Hormonal receptor status | Positive -0.003762 -0.7766 0.7691 -0.009691 0.9923 1
PGR Hormonal receptor status Positive 2.683 1.844 3.522 6.366 1.24e-8 5,17E-04
ER Signaling Hormonal receptor status | Positive 1.675 1.36 1.99 10.59 9,58E-14 1,00E-11
ESR1 Hormonal receptor status Positive 4.652 3.94 5.364 13.01 3,25E-18 6,79E-16

Tabla Anexo 1. Firmas que presentan expresion diferencial entre grupos (RH negativos y positivos).
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Genes con expresion diferencial HER2-enriched versus subtipos no HER2-enriched

Gene logFC AveExpr t P.Value adj.P.val B
ERBB2 1,901152894 2,770059517 8,34172815 1,63424E-12 1,23875E-09 18,15004546
GRB7 1,923244237 1,249334519 7,10197632 4,35739E-10 8,25725E-08 12,77326798
TMEM458 2,354690842 -2,924425598 6,834547679 1,42629E-09 2,16225E-07 11,63259198
FUT3 2,163977099 -2,720406961 5,57418392 3,1982E-07 2,06931E-05 6,438913565
KRT7 2,041937466 1,952421007 5,466296124 4,99259€-07 2,52292E-05 6,013153896
B3GNT3 1,918585147 -2,814430877 5,019128766 3,04008E-06 9,51404E-05 4,290176512
FGFR4 1,775243263 -2,882214118 4,86164841 5,649E-06 0,000147653 3,701025542
CXCL9 1,662950499 0,578647337 4,037446153 0,000122317 0,001448696 0,796860994
TMPRSS4 1,700766054 -4,162207693 3,80664014 0,000273253 0,00258048 0,045363698
S100A7 2,984774392 -3,416560045 3,507471193 0,000742372 0,005359216 -0,882681774
CEACAMG 1,951389884 -0,313959433 3,289402087 0,001489587 0,008752765 -1,524091681
IGFIR -1,985638176 -0,696008379 -7,879150901 1,32944E-11 5,03857E-09 16,13225399
BCL2 -1,682361162 -2,66725362 -7,109472661 4,21437€-10 8,25725E-08 12,8053795
ESR1 -3,189234985 -1,863771634 -6,169640188 2,58758E-08 2,98325E-06 8,848050123
SLC39A6 -1,953047459 0,809975708 -6,155037923 2,75498E-08 2,98325E-06 8,787898319
FGFR2 -1,643744368 -3,164243001 -5,899344161 8,19209E-08 6,89956E-06 7,742869754
SCUBE2 -2,146664386 -2,219009839 -5,280642812 1,06546E-06 4,48679E-05 5,289320263
AGTR1 -1,655401759 -3,876656242 -5,180162209 1,59845E-06 6,05814E-05 4,902479951
TBC1D9 -1,512475036 0,987579817 -5,011137672 3,13788E-06 9,51404E-05 4,260046292
IRX1 -1,801388876 -3,92797487 -4,945532241 4,06573E-06 0,000114142 4,013620998
PGR -2,19004356 -3,371499159 -4,869990253 5,46788E-06 0,000147653 3,731984445
NAT1 -1,695785796 -3,380693901 -4,475619977 2,47532E-05 0,000507106 2,300933685
BMPR1B -2,189746227 -2,663306778 -4,283328955 5,04569E-05 0,000782173 1,62900283
MAPT -1,720890819 -2,615213522 -4,256405719 5,56725E-05 0,000827446 1,536371261
ELOVL2 -1,699981194 -3,507818919 -4,132854193 8,70509E-05 0,001137665 1,116012791
DNAJC12 -1,535428563 -2,316397145 -4,0667693 0,000110229 0,001392561 0,894434683
CBLC -1,581689953 -2,729537796 -3,967323201 0,000156603 0,001745663 0,56541256
KRT14 -1,755931176 -1,993490788 -3,329655939 0,00131267 0,007907401 -1,408010137
S0X10 -2,504123486 -6,661364365 -3,23346882 0,001772801 0,009880756 -1,683606525

Tabla Anexo 2. Genes que presentan expresion diferencial entre grupos (HER2E y no HERZE)
Firmas con expresion diferencial HER2-enriched versus subtipos no HER2-enriched

Signature logFC AveExpr t P.Value adj.P.Val B
ERBB2 1,881547727 10,93224286 8,07360452 7,24649E-12 3,04352E-10 16,62609199
ROR 20,09090909 65,02597403 6,104197907 3,8743E-08 5,42402E-07 8,192115713
ESR1 -3,239093182 6,236725974 -6,163245325 3,01885E-08 5,42402E-07 8,436159126
PGR -2,156803788 3,677755844 -4,663187524 1,28263E-05 0,000107741 2,55250434

Tabla Anexo 3. Figuras que presentan expresion diferencial entre grupos (HERZE y no HERZE)
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Genes con expresion diferencial HER2-enriched agrupado versus HER2-enriched no agrupado

Gene logFC AveExpr t P.Value adj.P.val B
KRT7 1,566334093 2,805382227 6,279505349 9,70024E-08 2,22164E-05 7,723318044
FUT3 2,326376667 -1,81646716 5,354292765 2,44298E-06 0,000340055 4,652797147
SLpI 2,940909787 -2,717663708 4,754808219 1,87803E-05 0,001186286 2,718627694
TMEMA45B 1,509695589 -1,940820563 4,179862785 0,00012413 0,004952152 0,93829573
B3GNT3 1,924301675 -2,012996575 3,854410542 0,000347271 0,008774384 -0,024656868
DKKL 2,220623877 -4,372075552 3,719665411 0,000526259 0,012465763 -0,411865556
CALMLS 2,956180519 0,478937139 3,205089119 0,002413283 0,038630726 -1,817878307
ESR1 -3,443978888 -3,195983716 -8,597466861 3,01284E-11 2,283736-08 15,39834845
NATL -1,963142487 -4,08906012 -6,689165253 2,29685E-08 8,70505E-06 9,095543014
GATA3 -1,579573055 1,035167971 -5,271289082 3,25061E-06 0,000351994 4,381456102
PGR -2,171964759 -4,86327482 -5,178475352 4,4689E-06 0,000376381 4,079228165
CAL2 -1,756510465 -1,182482673 -4,386480811 6,35638E-05 0,003011334 1,567667074
ARNT2 -1,511723878 -2,965864473 -4,297823061 8,48294E-05 0,003782393 1,296037697
ELOVL2 -1,827491567 -4,217937646 -4,21333166 0,000111465 0,004693934 1,039357951
LRP2 -2,033802288 -3,800278705 -4,132527584 0,000144458 0,005343345 0,795977272
BMPR1B -2,139021746 -3,578010898 -4,026042639 0,000202696 0,006756047 0,478544733
ANXA9 -1,682463126 -3,566961472 -3,761630673 0,000462673 0,0113131 -0,292046313

Tabla Anexo 4. Genes que presentan expresion diferencial entre grupos (HERZE agrupadosy no agru-

pados)

Firmas con expresion diferencial HER2-enriched agrupado versus HER2-enriched no agrupado

Signature logFC AveExpr t P.Value adj.P.val B
1 ESR1 -3,38842 4,848543182 -8,031188514 3,49076E-10 1,46612E-08 13,04643222
2 PGR -2,307362989 2,753411364 -5,329988599 3,17282E-06 6,66292E-05 4,052692189

Tabla Anexo 5. Firmas con expresién diferencial entre grupos (HER2E agrupado y no agrupado)
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Resultados andlisis de expresion diferencial a nivel de firma para TODAS las firmas incluidas en el BC360 entre grupos
(HER2-enriched no agrupado versus no HER2-enriched)

* Solo las firmas ERBB2 y ROR se expresan diferencialmente diferencial entre grupos (p adj <0,05)

Signature logFC AveExpr t P.Value adj.P.val B
ERBB2 1,523707273 10,33323125 4,235922487 0,00010224 0,002996512 1,128365606
ROR 21,38787879 60,22916667 4,13244252 0,000142691 0,002996512 0,815846491
BC _p53 0,595833939 4,8206375 2,940631925 0,005023531 0,07032943 -2,472017723
BC_Proliferation 0,538965455 4,887814583 2,782832472 0,007678126 0,080620324 -2,853826931
D01 1,105515152 5,877491667 2,463822825 0,017373796 0,145939886 -3,578520747
Apoptosis -0,281385455 7,656145833 -2,31460244 0,024949912 0,174649387 -3,894284792
Macrophages 0,448733939 6,832135417 2,124258723 0,038816866 0,201680339 -4,27410723
IFN_Gamma 0,67822303 7,937808333 2,109739034 0,040110559 0,201680339 -4,301987951
TIS 0,632955152 7,050116667 2,076476489 0,043217216 0,201680339 -4,365262193
HRD 0,378066667 3,956079167 1,926894841 0,05991255 0,25163271 -4,639363615
PD.L2 0,480511515 4,234875 1,749854734 0,086522299 0,316261066 -4,941033436
PTEN 0,472004848 6,442083333 1,728250123 0,090360305 0,316261066 -4,976111772
TIGIT 0,554612727 5,111577083 1,514754581 0,136380255 0,425111901 -5,301841099
MHC2 0,495235758 9,13801875 1,475162964 0,146686327 0,425111901 -5,357991961
Treg 0,45007697 3,31451875 1,456235999 0,151825679 0,425111901 -5,38435656
PD.L1 0,317615152 6,891872917 1,417998234 0,162639028 0,426927449 -5,436670215
ESR1 -1,005816364 7,77331875 -1,365413343 0,178476488 0,440941912 -5,506522439
APM 0,439052121 12,25275833 1,249476456 0,21753815 0,490572898 -5,651876363
AR 0,446909697 7,18765625 1,208406839 0,232799491 0,490572898 -5,700477434
CD8_T.Cells 0,363604242 5,477802083 1,176585752 0,245152188 0,490572898 -5,737084231
Cytotoxic.Cells 0,349183636 4,36395625 1,159690601 0,25190041 0,490572898 -5,756146115
Cytotoxicity 0,334584242 4,216266667 1,147219109 0,256966756 0,490572898 -5,770050007
Inflammatory_Chemokines 0,26319697 5,984652083 0,990352893 0,326958726 0,53852651 -5,932711621
B7.H3 -0,130818182 9,243870833 -0,953300096 0,345205398 0,53852651 -5,967796612
FOXA1 0,551878788 8,75805 0,946966322 0,348390281 0,53852651 -5,973665299
CDK4_Expression -0,11399697 7,91490625 -0,918444684 0,362969889 0,53852651 -5,999625612
PD.1 0,24961697 3,453108333 0,915973715 0,364251284 0,53852651 -6,001838654
PGR -0,636041818 4,711452083 -0,904803975 0,370080024 0,53852651 -6,011770665
TGF.Beta -0,157378788 8,962897917 -0,901454013 0,371839733 0,53852651 -6,01472648
Rbl 0,113853333 7,247945833 0,796055471 0,429912048 0,601876867 -6,102295155
ER_Signaling -0,245732727 12,56381458 -0,730109617 0,468865077 0,635236556 -6,15169996
BRCAness -0,134438788 4,9276 -0,690763278 0,493035206 0,647108708 -6,179188848
Endothelial_Cells -0,107447879 5,317077083 -0,597536199 0,552952917 0,696462527 -6,238353835
Cell_Adhesion -0,193911515 8,685154167 -0,581225381 0,563802998 0,696462527 -6,247839068
CDK6_Expression 0,116177576 6,09778125 0,467921561 0,641954461 0,750077168 -6,306569522
Hypoxia 0,068110303 6,641920833 0,448399013 0,655879146 0,750077168 -6,315420613
Mast_Cells 0,174029091 6,184075 0,421629177 0,675174517 0,750077168 -6,326949357
Differentiation 0,134139394 7,5703125 0,416852488 0,678641247 0,750077168 -6,328932479
SOX2 0,110079394 3,575227083 0,318922293 0,751166601 0,808948647 -6,364638537
Mammary_Stemness 0,113244848 5,349704167 0,258911484 0,796808598 0,836649028 -6,381841617
Stroma 0,016358182 7,910227083 0,068035553 0,946039432 0,969113565 -6,412833771
Claudin.Low -0,006178788 1,057114583 -0,018401642 0,98539458 0,98539458 -6,414965889

Tabla Anexo 6. Resultados del andlisis de expresion diferencial a nivel de firma para las firmas inclui-
das en el panel Breast Cancer 360™ (HERZE no agrupados y no HERZE)
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Anexos

Genes con expresion diferencial HER2-enriched agrupado versus subtipos no HER2-enriched

Gene logFC AveExpr t P.Value adj.P.Val B
ERBB2 2,076878682 2,652048946 7,867225476 5,14167E-11 9,0932E-09 14,89208334
TMEM458 2,879802351 -2,924176952 7,829498226 5,99815E-11 9,0932E-09 14,74254037
FUT3 2,973151592 -2,564657787 7,651390012 1,24135€-10 1,56823E-08 14,03660666
GRB7 2,130222171 1,143862296 6,782900666 4,25403E-09 3,69204E-07 10,6079976
B3GNT3 2,587907469 -2,699244832 6,70422487 5,84708E-09 4,11466E-07 10,2996944
KRT7 2,586749324 1,995230154 6,37296608 2,21726E-08 1,29283E-06 9,008514302
EGLN3 1,660951161 -1,447939406 5,630020988 4,18099E-07 1,26767E-05 6,170134372
LAD1 1,652621775 -0,449803516 5,589355517 4,89665E-07 1,37469E-05 6,017777018
DKK1 2,262027612 -4,784556245 5,052134495 3,81251E-06 7,0485E-05 4,043366471
TMPRSS4 2,339097557 -4,038671188 5,024277767 4,23222E-06 7,63814E-05 3,943159302
FGFR4 1,986647616 -2,969877394 4,939430889 5,80941E-06 9,16547E-05 3,63941965
SLPI 2,043909745 -2,765357955 4,771654106 1,08006E-05 0,000154468 3,045645846
S100A7 3,897185115 -3,298727509 4,265597003 6,62662E-05 0,000677007 1,31666701
CXCL9 1,898327324 0,514312439 4,18125361 8,88429E-05 0,000831394 1,038602208
CALMLS 2,809849397 0,035347966 3,852623152 0,000270729 0,00218311 -0,01371455
CEACAM6 2,399287051 -0,307694128 3,685461376 0,000468475 0,00321524 -0,528559352
PROM1 1,756637603 -2,149541494 3,556330341 0,000709082 0,004369789 -0,916122396
PIP 2,028794403 -1,097804849 2,787802455 0,006957933 0,024530759 -3,017288031
ESR1 -4,387140685 -2,095863343 -9,189951577 2,37492E-13 1,80019E-10 20,10924843
BCL2 -2,144104553 -2,708653087 -8,959350752 6,02994E-13 2,28535E-10 19,20587355
IGF1R -2,270336155 -0,620926453 -8,561182425 3,03449E-12 7,66715E-10 17,63847037
SLC39A6 -2,394591421 0,806911586 -6,996735834 1,7879E-09 1,93604E-07 11,44848005
PGR -2,945509563 -3,498907523 -6,775479193 4,38369E-09 3,69204E-07 10,57889209
FGFR2 -1,904341715 -3,113955416 -6,276939217 3,25574E-08 1,76275E-06 8,636671147
NAT1 -2,378617965 -3,525949546 -6,200370415 4,41892E-08 2,23303E-06 8,34108575
TBC1D9 -1,952967023 0,938277186 -6,016835784 9,15964E-08 4,18143E-06 7,636185812
SCUBE2 -2,642014497 -2,227155502 -5,996437042 9,92952E-08 4,18143E-06 7,558178515
ELOVL2 -2,335630434 -3,630161421 -5,968739162 1,10783€-07 4,41967E-06 7,452372849
FREM2 -1,807235383 -5,396248229 -5,831720008 1,90053E-07 7,203E-06 6,93098548
IRX1 -2,01807956 -3,840055158 -5,719765851 2,94671E-07 9,71134E-06 6,507638108
BMPR1B -2,93375379 -2,785290285 -5,640112437 4,02002E-07 1,26767E-05 6,20799931
THBS4 -1,813985237 -2,104780224 -5,59272967 4,83293E-07 1,37469E-05 6,030404666
ARNT2 -1,509338689 -2,701075494 -5,540586128 5,91561E-07 1,60144€-05 5,835546591
LAMA3 -1,679405344 -2,998831841 -5,417896946 9,49652E-07 2,24949E-05 5,379569957
GATA3 -1,803442305 1,430411511 -5,357542829 1,19716E-06 2,5927E-05 5,156614282
AGTR1 -1,915448784 -3,824869889 -5,154421191 2,59348E-06 4,91465E-05 4,413295432
1124 -1,518971113 -5,986903055 -5,00784731 4,50066E-06 7,75341E-05 3,884166023
CA12 -1,93969165 -0,777413875 -4,732141877 1,24831E-05 0,000168968 2,907194543
DNAJC12 -1,908849247 -2,331325966 -4,583585759 2,14168E-05 0,00026613 2,391643923
MAPT -1,978299522 -2,555223222 -4,432416859 3,68085E-05 0,00042274 1,875541804
OGN -1,571729123 -1,911070919 -4,376323424 4,49069E-05 0,000495045 1,686334664
ANXA9 -1,718985969 -3,251744816 -3,983187021 0,000174858 0,001467505 0,398223096
LRP2 -2,035574056 -3,441435119 -3,73207307 0,000402578 0,002962659 -0,386459834
CBLC -1,515581204 -2,530259108 -3,72439876 0,000412781 0,003008541 -0,409934428
ERBB4 -1,667537138 -3,64058555 -3,689030848 0,000463084 0,00321524 -0,517718227
SOX10 -2,950006249 -6,608032026 -3,497221298 0,000854868 0,00498454 -1,090455325
CHAD -1,644824938 -4,576358503 -3,486951079 0,000882938 0,005108907 -1,120544696
KRT14 -2,023148805 -1,934454043 -3,332731708 0,001424864 0,007448601 -1,565040957
TFF1 -2,310075669 -2,797981753 -3,309208022 0,001531083 0,007894974 -1,631609342
FGFR3 -1,634410616 -1,710309749 -3,287030694 0,001638019 0,008168542 -1,694062803
Tabla Anexo 7. Genes con expresion diferencial entre grupos (HERZ2E agrupado y no HER2E)
Firmas con expresion diferencial HER2-enriched agrupado versus subtipos no HER2-enriched
Signature logFC AveExpr t P.Value adj.P.val B
ERBB2 2,066637618 10,82372581 7,672386988 1,43987E-10 3,02373E-09 13,69693953
ROR 19,4200627 62,62903226 5,139416806 2,95912E-06 2,07138E-05 3,93091888
ESR1 -4,394236364 6,032267742 -8,963886565 8,34912E-13 3,50663E-11 18,79689091
PGR -2,943404807 3,53346129 -6,596360734 1,05617E-08 1,47864E-07 9,456303154

Tabla Anexo 8. Firmas con expresion diferencial HER2E agrupado versus no HER2E
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Anexos

Andlisis de diferencia de frecuencias de SNVs-indels HER2-enriched versus no HER2-enriched

Not Mutated

Fisher-Test p-value

Gene Mutated Samples Samples in Her2- Mutated Samples in No | Not Mutated Samples | Fisher-Testp- | Fisher-Test p-value (one-tailed: Fisher-Test p-value Adj. | Fisher-Test p-value |Fisher-Test p-value Adj.
in Her2-Enriched . Her2-Enriched in No Her2-Enriched | value (two-tailed) |  Adj. (two-tailed) (one-tailed: greater) | (one-tailed: less) (one-tailed: less)
Enriched greater)
CHEK1 14 32 13 20 0,474362573 1 0,857259386 1 0,277718865 0,938032035
CDKN1B 4 42 8 25 0,10911347 1 0,98651608 1 0,057727263 0,766996579
RB1 33 13 22 11 0,630705468 1 0,405104399 1 0,768322201 1
NF1 9 37 9 24 0,43083755 1 0,859163555 1 0,295182218 0,938032035
CDK12 19 27 20 13 0,112797174 1 0972947576 1 0,071348519 0,766996579
RNF43 20 26 17 16 0,502248185 1 0,824969412 1 0,316479946 0,938032035
NOTCH3 5 41 7 26 0,223465497 1 0942272737 1 0,17207929 0,938032035
ATRX 17 29 13 20 1 1 0,676210731 1 0,504660844 0,938032035
NOTCH1 5 41 5 28 0,733951971 1 0,818263033 1 0,407553343 0,938032035
SETD2 18 28 10 23 0,479969438 1 0,285314112 1 0,852617627 1
FANCI 20 26 15 18 1 1 0,657184138 1 0,521409246 0,938032035
SMARCA4 8 38 4 29 0,751934757 1 0,377268851 1 0,831234263 1
NOTCH2 10 36 9 24 0,602351216 1 0,798437349 1 0,379439828 0,938032035
CREBBP 10 36 11 22 0,305554563 1 0,92001873 1 0,18588534 0,938032035
NF2 12 34 9 24 1 1 0,648351768 1 0,553096192 0,938032035
FANCD2 9 37 9 24 0,43083755 1 0,859163555 1 0,295182218 0,938032035
ATR 16 30 19 14 0,065861555 1 0,98764788 1 0,037278947 0,766996579
CCND3 7 39 2 31 0,290971187 1 0,184506345 1 0,952808766 1
CDK6 2 44 1 32 1 1 0,623869801 1 0,808040061 1
SMARCB1 1 45 0 33 1 1 0,582278481 1 1 1
ARIDIA 9 37 4 29 0,540739907 1 0,287021235 1 0,883792261 1
SLx4 5 41 4 29 1 1 0,705354845 1 0,567182161 0,938032035
ROS1 6 40 3 30 0,727462994 1 0,432817839 1 0,815493655 1
ATM 7 39 4 29 0,754001967 1 0,480629369 1 0,761733225 1
PALB2 2 44 2 31 1 1 0,805726585 1 0,557986983 0,938032035
MSH6 3 43 0 33 0,260954236 1 0,191959939 1 1 1
BRCA2 3 43 3 30 0,690024292 1 0,804372216 1 0,493588929 0,938032035
BRCA1 1 45 5 28 0,076959406 1 0,996015408 1 0,043261289 0,766996579
DDR2 1 45 1 32 1 1 0,828627069 1 0,664070107 1
PTEN 2 44 0 33 0,507302824 1 0,335929893 1 1 1
PTCH1 1 45 2 31 0,568090138 1 0,931005703 1 0,376130199 0,938032035
POLE 3 43 1 32 0,636286432 1 0,442013017 1 0,891391087 1
FANCA 1 45 1 32 1 1 0,828627069 1 0,664070107 1
MDM4 1 45 0 33 1 1 0,582278481 1 1 1
NFE2L2 0 46 1 32 0,417721519 1 1 1 0,417721519 0,938032035
NBN 3 43 3 30 0,690024292 1 0,804372216 1 0,493588929 0938032035
PIK3R1 0 46 1 32 0,417721519 1 1 1 0417721519 0,938032035
MDM2 0 46 1 32 0,417721519 1 1 1 0,417721519 0,938032035
TSC1 2 44 4 29 0,2293259 1 0,956738711 1 0,195627784 0,938032035
CCND2 2 44 0 33 0,507302824 1 0,335929893 1 1 1
FGFR1 1 45 0 33 1 1 0,582278481 1 1 1
MRE11 0 46 1 32 0417721519 1 1 1 0,417721519 0,938032035
RAD50 0 46 1 32 0417721519 1 1 1 0417721519 0938032035

Tabla Anexo 9. Andlisis de diferencia de frecuencias de SNVs-indels (HERZE vs no HERZE)
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