UNIVERSITAT POLITECNICA DE
VALENCIA

DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA

ologia
ICa

I 4

Master Biotecnolo

/Yﬁ( UNIVERSIDAD
i) FOLITECHICE

Un enfoque de biologia de sistemas para
integrar la investigacion sobre los
mecanismos moleculares, celulares y
tisulares del daiio del ADN para mejorar la
prediccion del riesgo de cancer.

TRABAJO FIN DE MASTER EN BIOTECNOLOGIA BIOMEDICA

ALUMNA: MARTA MARTINEZ SANTA
TUTOR UPV: RAFAEL SIRERA PEREZ

COTUTOR EXTERNO: JOAN CLIMENT BATALLER

Curso académico: 2019/2020

VALENCIA, DICIEMBRE 2020



INDICE

L. INErOUCCION. c .ttt ettt st s sbe e sb e e 3
1.1. Incidencia, mortalidad y supervivencia en cancer de mama ..........cccccceeerueeerieeeneeennne. 3
1.2. Clasificacion del cAnCer de Mama .......cocueeueerieiriieiieiierieeieeee sttt 4
1.3. Sistemas modelo en CANCEr de& MAMA ......cocueerueiriiriieiierieeieeee et 9
1.4. Delecion de TP53 y dafio en el DNA en cdncer de mama..........cccceeveeeneeenienieenneenne 10

2. ODJEUIVOS .envteniieeiieeieeeite sttt et ettt et e ae e s et e e bt e sbtesat e et e e b tesab e e bt e bt e sat e e bt e nbeesabeebeenbeesateens 12

3. Materiales ¥ MELOAOS . ....ccueiruieiiieiieite ettt sttt ettt et st e e bt e sateebeebeesaneens 13
3.1. Modelo animal (generado por el Lawrence Berkeley National Laboratory).............. 13
3.2. Inmunohistoquimica (THC).........cooiiiiiiieiee e 13
3.3. ANALISIS A& RINA-SEQ . .veeuvieiiiiiieiiieciee ettt sttt et 14
3.4. AnAlisis €StAdTSTICO ..c..eeuviriiiiieiiiiieicee ettt 17

4. Resultados Y ISCUSION ....ecuviiuieriiiiiieiie ettt ettt ettt e bt sate e e saaesareeaeas 18
4.1. Comparacion del crecimiento tumoral entre SrupoS........ceeceeeeveeerieeereeeesieeeneeeeneens 18
4.2. Clasificacion histoldgica de 10S tUMOTES .......cc.cevverieerienieriienienieeieeeeeee e 19
4.3. Caracterizacion molecular de 10S tUMOTES ........c..coeeviirieriinienienieieeiceereeeeeeeae 20
4.4. Calidad de las secuencias Fasta........c..ccocevviiiiiiniiniiiiiiiiiiiiicececcecece e 27
4.5. Resultados del alineamiento y €l CONLEO..........eevuiiriiiiiiiiieiiieiee et 28
4.6. Andlisis de expresion diferencial irradiados vs. no irradiados ........c..cceeceevverieennenne. 28
4.7. Andlisis de enriquecimiento en categorias funcionales..........ccccceeceevveeneeniicnnieeneene 35

S CONCIUSION ...ttt ettt et st e sae e saneeas 39

6. ADEXOS ...ttt ettt ettt ettt b ettt sttt et b e et a e e b e aa e b et 40
Anexo 1. Especificaciones de los anticuerpos primarios empleados para la [HC.............. 40

Anexo II. Sistema de puntuacion utilizado en la evaluacién de los distintos

biomarcadores por THC. ......coc..iiiii ettt e 41
Anexo III. Cédigos utilizados en el andlisis de RNA-S€(. ...ccccoveeeiiiinieriiiiieiieieeeiee 42
Anexo IV. Ejemplos de inmunotincion positiva para los biomarcadores analizados

EI110S TIMIAS. ..ottt ettt e et e et e e et e e esbeessteeensae e nseeensteeenseeeanseennseeans 50
Anexo V. Correlaciones detectadas entre los distintos biomarcadores analizados. .......... 51

T BIDHOZIATTA ...ttt et ettt et e e 54



1. INTRODUCCION

1.1. INCIDENCIA, MORTALIDAD Y SUPERVIVENCIA EN CANCER DE MAMA

El cidncer de mama es el tumor mds frecuente entre las mujeres residentes en paises
industrializados y constituye la primera causa de muerte por cidncer en mujeres de todo el mundo
(Figura I). Cada afio se diagnostican mds de 2 millones de nuevos casos de cadncer de mama a
nivel global, lo que supone practicamente un cuarto de los cerca de 8,6 millones de cdnceres
diagnosticados anualmente en mujeres (Bray et al., 2018) (Figura 1A). Se estima que, solo en
Espaifia, durante el afio 2020 se habran diagnosticado cerca de 32.953 casos nuevos (Santaballa,
2020).
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Figura 1. Incidencia (A) y mortalidad (B) estimadas (en %) de los cinceres mds comunes en mujeres para
el afio 2018 a nivel mundial (Bray et al., CA: a Cancer Journal for Clinicians, 2018).

Se calcula que, aproximadamente, 1 de cada 8 mujeres, es decir, un 13% de la poblacién
femenina, serd diagnosticada de un cdncer de mama invasivo a lo largo de su vida; y 1 de cada 38
(alrededor de un 3%) morird como consecuencia del cdncer que padecia (American Cancer
Society, 2020).

En los paises mds desarrollados, gracias a las pruebas de deteccién temprana, a un mejor
acceso a la informacién y a las mejoras terapéuticas, las tasas de mortalidad por cdncer de mama
se han mantenido estables en las mujeres menores de 50 afios desde el afio 2007, y han disminuido
en las mujeres de edad mds avanzada, hasta un 1,3%, entre 2013 y 2017 (American Cancer
Society, 2020). Aun asi, alrededor de un 20-30% de las pacientes desarrolla una metastasis que
resulta incurable (Eroles et al., 2012). Se estima que en 2018 murieron 627.000 mujeres en el
mundo por cancer de mama, aproximadamente un 15% de todas las muertes femeninas por cancer
(World Health Organization, 2020) (Figura 1B). En Espafia, aunque la mortalidad por cdncer de
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mama ha descendido en los dltimos afios gracias a los programas de cribado y a la mejora de los
tratamientos, el cdncer de mama sigue siendo la primera causa de muerte por cidncer en mujeres,
con 6.534 fallecimientos en 2018 (Santaballa, 2020).

Aunque las causas desencadenantes de un cdncer de mama todavia no estdn muy claras, si
se han identificado numerosos factores de riesgo que aumentan las probabilidades de padecerlo.
Algunos estin relacionados con el estilo de vida, como la obesidad, el tabaquismo, la ingesta de
alcohol, la inactividad fisica, el uso de terapia hormonal sustitutiva o la decisiéon de no tener
descendencia; mientras que hay otros factores sobre los que no podemos actuar, como son una
historia familiar previa de cdncer de mama, predisposicion genética por mutaciones heredadas en
los genes BRCAI y BRCA2, antecedentes personales de cidncer de mama, niveles de hormonas
enddgenas elevados, aparicién temprana de la primera menstruacion, menopausia tardia,
exposicion a radiaciones ionizantes y otros carcindgenos, asi como la edad y el origen étnico
(American Cancer Society, 2020). La incidencia de cidncer de mama aumenta con la edad,
situdndose la media de diagnéstico en los 62 afios (American Cancer Society, 2019). No obstante,
aproximadamente un 10% de los casos se diagnostican en mujeres menores de 40 afios
(Santaballa, 2020). Respecto a la etnia, la incidencia es mucho mayor entre mujeres de raza
blanca, mientras que la tasa de mortalidad es superior en mujeres de raza negra (American Cancer
Society, 2019).

La supervivencia media relativa de las mujeres a los 5 afios tras el diagnéstico es del 91%,
aunque esta cifra depende del estadio en el que se encuentre el cdncer en el momento del
diagnéstico (99% para el estadio I versus 27% para el estadio IV), asi como del subtipo molecular
de cancer (92% para el subtipo luminal A versus 77% para el cancer de mama triple negativo)
(American Cancer Society, 2019).

1.2. CLASIFICACION DEL CANCER DE MAMA

El cincer de mama no es una enfermedad tunica, sino que comprende un abanico muy
heterogéneo de entidades bioldgicamente diferentes con caracteristicas genéticas, histopatoldgicas
e implicaciones clinicas muy divergentes, que exhiben comportamientos muy diferentes y hacen
que su prondstico y su respuesta terapéutica sean distintos. Esto hace que la agrupacién del cancer
de mama en subtipos sea necesaria a la hora de decidir el tratamiento mas adecuado para cada
paciente en particular (Dai et al., 2015).

Existen distintas clasificaciones del cancer de mama en funcién de diversos pardmetros:

1.2.1. Clasificacion histopatologica

La clasificacion histoldgica se basa en el tamafio, forma y organizaciéon de las células
tumorales cuando se observan al microscopio. El cancer de mama puede iniciarse en diferentes
partes del tejido mamario. Dependiendo del tipo de tejido en el que se origina el tumor, el cancer



de mama se clasifica en, al menos, 21 subtipos histoldgicos distintos que difieren en su forma de
presentacion, respuesta al tratamiento y resultado clinico (American Cancer Society, 2019).

El céncer de mama se puede dividir en dos grupos principales: los carcinomas y los
sarcomas. La mayoria de los cdnceres de mama son carcinomas, y mds concretamente
adenocarcinomas, es decir, tumores que se originan en las células epiteliales que revisten los
ductos por los que fluye la leche desde los 16bulos hasta el pezén (carcinomas ductales) o en los
16bulos, donde se encuentran las glandulas encargadas de producir la leche durante la lactancia
(carcinomas lobulares). Otros tipos de carcinomas menos frecuentes son los carcinomas medular,
mucinoso, tubular, papilar, mixto (tiene caracteristicas de ductal y de lobulillar) o metaplédsico
(incluyendo los carcinomas de células escamosas y de células fusiformes), etc. Respecto a los
sarcomas, son cdnceres raros (representan menos del 1% de los cinceres de mama) que pueden
originarse en las células musculares, en el tejido adiposo o en el tejido conectivo del seno
(tumores filodes), o en las células que revisten los vasos sanguineos o linfaticos cercanos a la
mama (angiosarcomas) (American Cancer Society, 2020).

En funcién del tipo de células afectadas y del poder infiltrante del tumor, el cdncer de mama
se puede clasificar en diferentes subtipos (American Cancer Society, 2020):

e (Carcinomas no invasivos o in situ: son aquellos que no se han extendido mds alld de las

células donde se han originado.

= Carcinoma lobulillar in situ (LCIS): las células cancerosas se originan en el
revestimiento de los lobulillos que contienen las glandulas productoras de leche del seno,
pero no atraviesan la pared de los mismos. Es considerado un carcinoma benigno y sin
potencial de progresar a cdncer invasivo (American Cancer Society, 2019). Sin embargo,
aumenta el riesgo de padecer cadncer de mama en cualquiera de los senos.

= Carcinoma ductal in situ (DCIS): constituye el 16% de todos los casos de cancer de
mama diagnosticados (American Cancer Society, 2019). Las células que revisten los
ductos han sufrido una transformacion a células cancerosas, pero no se han propagado
hacia el tejido mamario adyacente. Sin embargo, si no se trata, el DCIS tiene la
capacidad de progresar a un céncer invasivo, extendiéndose hacia tejidos cercanos y, a
partir de ahi, causar metdstasis en otras partes del cuerpo.

e (Carcinomas invasivos: constituyen alrededor del 81% de los casos y son aquellos en los que
el céncer se ha extendido hacia el tejido mamario adyacente. Los tipos mds comunes son:

» Carcinoma lobulillar invasivo (ILC). Aproximadamente 1 de cada 10 cdnceres de seno
invasivos son ILCs. El ILC comienza en las glandulas productoras de leche y puede
atravesar la pared de los lobulillos e invadir el tejido mamario adyacente. En este punto
puede tener la capacidad de propagarse hacia otras partes del cuerpo a través del sistema
linfatico y el torrente sanguineo.

» Carcinoma ductal invasivo (IDC): es el tipo mds comin de cdncer de mama,
representando cerca del 80% de todos los carcinomas invasivos. El IDC comienza en las
células que revisten los conductos de leche en el seno y es capaz de invadir la pared de
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los mismos y crecer en los tejidos mamarios cercanos. Al igual que el ILC, puede hacer
metdstasis a otras partes del cuerpo.

= Tipos especiales de carcinoma de mama invasivo: son poco comunes, ya que cada tipo
constituye menos del 5% de todos los cidnceres de mama. El cincer suele nombrarse de
acuerdo a la manera en que las células estdn agrupadas a vista de microscopio. Engloba
los ya citados carcinoma medular, mucinoso, tubular, papilar, mixto, metapldsico, etc.

1.2.2. Clasificacion molecular

Las técnicas inmunohistoquimicas permiten clasificar el cdncer de mama en varios
subgrupos en funcion de la expresion de diversos genes y receptores que determinan las mejores
opciones de tratamiento y ayudan a predecir el prondstico de la enfermedad (Figura 2), el riesgo
de recurrencia, de metéstasis a distancia y la supervivencia (Majumder, Jagani y Basu, 2020).

Actualmente, atendiendo a la expresion de receptores hormonales (HR) (receptor de
estrogenos, ER, y receptor de progesterona, PR), del receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2 6 ErbB2) y del marcador de proliferacion Ki67 (antigeno nuclear que
se expresa en todas las fases del ciclo celular, excepto en la fase GO) (Majumder, Jagani and Basu,
2020), el cancer de mama se clasifica en cuatro subtipos moleculares principales:

¢ Luminal A. Son tumores ER+ y/o PR+, HER2-, que tienen un indice de proliferacién bajo
(Ki67 < 14%). Es el subtipo mas comiin de cdncer de mama y el menos agresivo debido a su
baja tasa de crecimiento (American Cancer Society, 2019). Suelen presentar un prondstico
mds favorable porque generalmente responden a terapia hormonal, que impide que el
estrogeno y la progesterona se unan a sus receptores y estimulen el crecimiento y la
propagacion del cancer (American Cancer Society, 2020).

e Luminal B. Son tumores ER+ y/o PR+, HER2- y con un indice Ki67 > 14%; o tumores ER+
y/o PR+, HER2+ y de cualquier Ki67. Estdn caracterizados por presentar un indice
proliferativo bastante elevado, sean o no HER2+, lo que los hace mds agresivos y, por tanto,
estdn asociados a un peor prondstico en comparacion con los del tipo luminal A (American
Cancer Society, 2019). La estrategia terapéutica mds exitosa para estos casos combina la
quimioterapia y el tratamiento hormonal (Dai et al., 2015).

¢ Enriquecido en HER2/ErbB2 (ER-PR-HER2+). Son cdnceres que no tienen receptores de
estrogeno ni de progesterona y que sobreexpresan la proteina HER2, promotora del
crecimiento celular. Se asocian con indices proliferativos aumentados (Ki67 > 14%),
metéstasis y recurrencia (Fallah et al., 2017). No obstante, en los tltimos afios, el desarrollo
de terapias dirigidas contra el receptor HER2 ha mejorado el prondstico de estos pacientes
(American Cancer Society, 2020).

e Triple negativo (TNBC). Constituyen cerca del 10-15% de los casos de cdncer de mama y se
caracterizan por la ausencia de expresién de receptores hormonales y de amplificacion de la
proteina HER2 (ER-PR-HER2-). A menudo, se asocian con mutaciones en el gen BRCAI.
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El cancer de mama triple negativo crece y se propaga mds rapidamente (Ki67 > 14%) que los
otros tipos de céncer descritos. Es el subtipo con el peor prondstico, pues no tiene un objetivo
farmacolégico definido. Dado que las células cancerosas carecen de estos receptores, las
opciones de tratamiento son limitadas, ni la terapia hormonal ni los tratamientos anti-HER?2
son utiles, por lo que la quimioterapia es la principal opcién de tratamiento sistémico.
Recientemente, se ha descrito que aproximadamente un 20% de los TNBC expresan PD-L1,
una proteina transmembrana que ejerce una accidén supresora sobre el sistema inmune y cuya
expresion en las células tumorales se asocia con su evasion del sistema inmune (Guo et al.,
2016), por lo que constituye una potente diana terapéutica para la inmunoterapia (American
Cancer Society, 2020).

Worse Better
Prognosis Prognosis

Intrinsic subtypes

Luminal B omnal A

BRCAT
mutation —

ER-PR-HER2- ER-PR-HER2+ [ER+|PR+]HER2+ [ER+|PR+]HER2
Molecular subtypes

Figura 2. Prondstico esperado en pacientes con cancer de mama en funcion del subtipo molecular (Dai et
al., American Journal of Cancer Research, 2015).

1.2.3. Clasificacion en funcion del grado tumoral

El grado del cancer hace referencia a cémo de similar es en apariencia, a nivel
microscopico, el tejido tumoral al tejido mamario normal. Conocer el grado de un céncer de
mama es importante para entender cémo de rapido es probable que crezca y se propague, decidir
qué tratamientos podrian ser mas eficaces y predecir su resultado clinico. Atendiendo al grado de
diferenciacion de las células tumorales, el cancer de mama se clasifica en 3 subgrupos (American
Cancer Society, 2020):

e Grado 1 o bien diferenciado: hace referencia a un cancer de crecimiento mas lento, con
menos capacidad de propagacién y en el que las células se parecen més al tejido mamario
normal.

e Grado 2 o moderadamente diferenciado: la velocidad de crecimiento de las células es
mayor que en el caso anterior y presentan un aspecto menos diferenciado.



¢ Grado 3 o pobremente diferenciado: las células cancerosas son muy diferentes a las células
normales y muestran un crecimiento mas rapido, por lo que es mds probable que el tumor se
propague.

1.2.4. Clasificacion en funcion del estadio del cdncer

El pronédstico del cdncer de mama depende, principalmente, de la extensién de la
enfermedad en el momento del diagndstico (Santaballa, 2020). El estadio de un céncer describe
cuanto cancer hay en el cuerpo, es decir, si se ha propagado y a qué distancia, y ayuda a
determinar su gravedad, asi como las mejores opciones de tratamiento (American Cancer Society,
2020).

Para el proceso de estadificacion se emplea el sistema TNM del American Joint Committee
on Cancer (AJCC), que clasifica el cdncer de mama en 5 estadios diferentes (del 0 al IV),
basdndose en el andlisis de 3 pardmetros principales: el tamafio del tumor (T) y su extension a los
ganglios linfaticos regionales (N) o a otras partes del cuerpo (M). También puede emplearse el
sistema de estadificacion utilizado por el Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER)

Program, que divide el cancer en 4 etapas (in situ, localizado, regional y distante) (American
Cancer Society, 2020).

Teniendo en cuenta estos dos sistemas, y en funcién de la extension del tumor, la American
Cancer Society clasifica el cancer de mama en:

e Estadio 0 o in situ: las células tumorales se limitan a la capa de células donde se originaron.

e Estadio I o localizado: el tumor, de pequefio tamafio, se ha extendido por el seno, pero no se
ha diseminado fuera de la mama.

e Estadio II: son tumores mas grandes que los del estadio I, pero que no se han propagado
fuera del tejido mamario o canceres pequefios que han alcanzado algin ganglio linfatico
adyacente.

e Estadio III o regional: las células tumorales se han diseminado a tejidos circundantes y/o
varios ganglios linfaticos cercanos.

e Estadio IV o distante: el tumor ha metastatizado a 6rganos distantes.

En el momento del diagnéstico, aproximadamente el 64% de los casos se encuentra en un
estadio local; el 27%, en estadio regional; y un 6% ha desarrollado metastasis a distancia
(American Cancer Society, 2019).



1.3. SISTEMAS MODELO EN CANCER DE MAMA

Tabla 1. Principales modelos murinos empleados en la investigacion del cdncer de mama.

' VENTAJAS/APLICACIONES

INCONVENIENTES

MODELO

Xenotrasplante derivado

de linea celular (CDX):
CDX ectépico

CDX ortotopico

DESCRIPCION

Inoculacién subcutdnea de
células de cdncer de mama
humano en un hospedador
murino inmunodeprimido.

-F4cil, rapido y econdémico.

Aplicaciones:
Evaluar la genética del cédncer y
monitorizar el crecimiento tumoral.

-Hospedador inmunodeficiente:
limita estudios de inmunoterapia.
-No simula microambiente tumoral.
-Salto de especie entre las células
tumorales implantadas (humano) y
el estroma (raton).

-Homogeneidad tumoral.

-No metdstasis.

-No todas las lineas celulares
pueden establecerse in vivo.
-Presion selectiva por crecimiento
celular in vitro.

Las células tumorales se
trasplantan  directamente

-Microambiente apropiado.

-Complejidad técnica.
-Hospedador inmunocomprometido.

en el epitelio mamario del | Aplicaciones: -Restricciones de especie.
ratén. Estudiar fenotipos malignos y
metastasicos.
Xenotrasplante derivado | Un fragmento de tumor de | -Refleja la heterogeneidad del | -Hospedador inmunodeficiente.

de paciente (PDX)

paciente  se  implanta
quirdrgicamente en el
epitelio mamario de un
hospedador murino
inmunocomprometido.

cancer de mama humano.
-Mantiene cinética de crecimiento,
caracteristicas histolégicas y perfil
genético del tumor primario.
-Retiene capacidad invasiva,
metastdsica y respuesta clinica a
tratamientos farmacoldgicos.

-No requiere cultivo in vitro.

Aplicaciones:
Identificacién de biomarcadores de

respuesta a tratamiento y estudios
de resistencia terapéutica.

-Invasividad  del
quirdrgico.

-Salto de especie entre las células
tumorales y el estroma implantados
(humano) y el estroma infiltrante
(ratén).

-Acceso a muestras de pacientes.
-Tiempo prolongado 'y coste
elevado.

procedimiento

Modelo singénico

Implantacién de un tumor

-No restricciones de especie, no

-Microambiente murino.

mamario de ratén en |rechazo. -La especificidad de especie de los
hospedador murino |-Sistema  inmune intacto y | anticuerpos impide su evaluacion
inmunocompetente. microambiente tumoral especifico | en estos modelos.

de especie.

Aplicaciones:

Estudiar biologia del cancer, y

evaluar eficacia y toxicidad de

pequeiias moléculas antitumorales.

GEMM: modelo murino | Induccién de tumores |-Formacién espontdnea del tumor | -Microambiente murino.

modificado
genéticamente

mamarios a través de la
inactivaciéon de  genes

supresores de tumores
(Trp53, Brcal) )
sobreexpresion de

oncogenes (ErbB2, Myc)
especificamente dentro del
epitelio  mamario  del
ratén.

en tejido apropiado, en el contexto
de un sistema inmune intacto y un
microambiente tumoral nativo.
-Imita perfil genético y
caracteristicas fisiopatoldgicas de
muchos subtipos de cédncer de
mama humano.

-Modela todas las etapas del tumor,
incluida la metastasis.

Aplicaciones:
Estudiar desarrollo y progresion del

tumor, su interaccion con el
microambiente, su respuesta a
determinados farmacos, y definir
mecanismos moleculares de
resistencia.

-No siempre reflejan la patologia de
la enfermedad humana.
-Tiempo prolongado y
elevado.

-La especificidad de especie de los
anticuerpos impide su evaluacién
en estos modelos.

coste




A pesar de los recientes avances en el diagndstico y tratamiento del cdncer de mama,
investigaciones adicionales sobre los procesos de tumorigénesis, metdstasis y resistencia a
farmacos siguen siendo necesarias (M. K. Park, C. H. Lee y H. Lee, 2018). No obstante, la
investigacion del cidncer de mama se ve obstaculizada por la falta de modelos in vivo que
recapitulen con precision las caracteristicas clinicas més relevantes de la enfermedad humana
(Manning, Buck y Cook, 2016). Sin embargo, aunque todos los sistemas modelo constituyen una
aproximacioén del cidncer de mama humano, la investigacién en modelos animales ha sido
fundamental para comprender los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo y
progresion de la enfermedad y ofrecer mejores terapias para ella. A dia de hoy, hay disponible una
gran cantidad de modelos que simulan diferentes subtipos y etapas de la enfermedad (Holen et al.,
2017).

El ratén de laboratorio Mus musculus representa un buen sistema modelo para simular toda
la secuencia de eventos que conducen al cdncer de mama en humanos y permite dilucidar algunos
aspectos de la biologia del cidncer que pueden no ser abordables en los pacientes. Entre las
ventajas del ratén como sistema modelo encontramos que es un mamifero de pequefio tamafio, lo
que facilita su manejo y permite un alojamiento econémico, se reproduce rapidamente, tiene una
esperanza de vida relativamente larga, y conocemos la secuencia completa de su genoma.
Ademds, los ratones comparten muchas similitudes fisiolégicas con los humanos y se usan
comunmente en los estudios de farmacocinética y toxicidad de farmacos. Irénicamente, para los
estudios de imagen, el tamafio del ratén puede ser una limitacién cuando el tumor es mds pequeiio
que la resolucién efectiva de la modalidad de imagen elegida (Manning et al., 2016).

En la ultima década se ha observado un crecimiento exponencial en el nimero de ratones
utilizados para la investigacion del cancer de mama. En la Tabla I se describen los modelos
murinos in vivo mas empleados, sus ventajas, sus limitaciones y sus principales aplicaciones
(Manning et al., 2016; Holen et al., 2017; M. K. Park et al., 2018).

En resumen, aunque no existe un modelo preclinico perfecto para la investigacion del
cancer de mama humano, los modelos murinos representan un escaldn esencial entre los sistemas
in vitro y los estudios clinicos, que permiten estudiar el inicio y progresion del cancer, la invasién
y la metdstasis, asi como evaluar nuevas terapias e investigar posibles mecanismos de resistencia
(Holen et al., 2017). Ademds, constituyen una plataforma muy util para la comprension,
caracterizacion y clasificacion de los diferentes subtipos de cancer de mama.

1.4. DELECION DE TP53 Y DANO EN EL DNA EN CANCER DE MAMA

El gen TP53 es uno de los supresores tumorales mas cominmente mutado en los canceres
humanos. La delecién del gen TP53 conlleva la pérdida de las funciones de la proteina p53,
encargada de mantener la integridad gendmica de la célula. Cuando reconoce un dafio en el DNA,
pS3 detiene el ciclo celular en el punto de control de la fase G1/S mediante la induccién del
inhibidor de cinasa dependiente de ciclina p21. Esto permite a la célula tener tiempo para reparar
el DNA vy evitar la replicacion de los cromosomas dafiados. Si el dafio es muy severo y no puede
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ser reparado, p53 desencadena la apoptosis celular para evitar la proliferacion de células que
contienen DNA aberrante (Weiss et al., 2010).

Se ha observado que las células epiteliales mamarias knockout para el gen TP53 tienen la
capacidad de crecer en ausencia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y presentan defectos
en los checkpoints de respuesta a dafio en el DNA del ciclo celular. Ademads, la pérdida de p53
induce inestabilidad cromosdmica, que conduce a transformacién celular y selecciéon de clones
con fenotipos variables (Weiss et al., 2010).

Del mismo modo, ratones con una delecién homocigota en la linea germinal para el gen
Trp53 son susceptibles al desarrollo de neoplasias espontdneas tempranas (Weiss et al., 2010). De
manera que, el epitelio mamario de un ratén p53” se puede trasplantar ortotépicamente en una
hembra receptora, que acabard desarrollando un tumor mamario. Una caracteristica de este
modelo de trasplante singénico es la naturaleza agresiva del tumor, asi como la variedad de
fenotipos histoldgicos y subtipos moleculares que simula (Usary et al., 2016), por lo que, este
sistema puede ser util para comprender mejor los cambios fenotipicos especificos del cancer de
mama que acompaifian a la pérdida de p53, asi como para ayudar a proporcionar futuras estrategias
terapéuticas para tumores malignos humanos que albergan p53 aberrante (Weiss et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

El presente proyecto es la continuacién de un trabajo previo inacabado del Lawrence
Berkeley National Laboratory en el que se utiliz6 un modelo de trasplante singénico de glandula
mamaria p53” de un ratén modificado genéticamente al que se habia eliminado el gen Trp53 en la
linea germinal a un ratén wild-type que fue sometido posteriormente a radiacidn para estudiar los
efectos del dafio en el DNA en cdncer de mama.

El objetivo principal del trabajo es comprobar si la radiaciéon no dirigida sobre el
microambiente tumoral tiene algin efecto en el proceso de carcinogénesis en un epitelio mamario
p53™, mediante la consecucién de dos objetivos secundarios:

I.  Caracterizacién molecular de los tumores irradiados y no irradiados en base a la expresion
de 8 biomarcadores seleccionados como relevantes en la aparicidn, evolucién y prondstico
del cancer de mama mediante inmunohistoquimica (IHC). Analisis de las diferencias de
expresion entre los dos grupos y estudio de las correlaciones entre biomarcadores.

II. Andlisis de expresion génica diferencial entre los tumores originados en ratones irradiados

vs. ratones no irradiados mediante un andlisis de RNA-seq. Estudio del papel de los genes
diferencialmente expresados en el inicio, desarrollo o resultado clinico del cancer.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MODELO ANIMAL (generado por el Lawrence Berkeley National Laboratory)

Se emplearon ratones hembra de la cepa BALB/c, que son sensibles a cancerigenos y, por
tanto, susceptibles al desarrollo de cincer (Zhang et al., 2015). A las 3 semanas de edad (justo
antes del inicio de la pubertad y de que el drbol ductal empiece a extenderse por toda la mama)
(Plante, Stewart y Laird, 2011), se les extirparon quirdrgicamente las gldndulas mamarias
inguinales del epitelio enddgeno, y se les realizé un trasplante ortotopico con un fragmento de
tumor mamario de un ratén singénico knockout para el gen Trp53, implicado en la reparacion del
DNA daiiado, lo que los hace més susceptibles a la transformacién oncogénica. Tras el trasplante,
los ratones fueron divididos en dos grupos: unos recibieron radiacién de 10 cGy (centigray) (dosis
Optima para evitar alteraciones en la funcién ovdrica y, por tanto, en los resultados, y para simular
las exposiciones humanas a la radiacién) (Nguyen et al., 2011) y otros que no fueron irradiados
(sham). El desarrollo de los tumores se monitoriz6 por palpacion hasta que alcanzaron un tamafio
de 10 mm’, fecha en la que los ratones fueron sacrificados (Figura 3).

Orthotopic injection
of p53-/- mammary
tumor fragment

W Hh—-LWeh—

BALB/c female Fat pad clear at

Z
mice 3-week old % :

Figura 3. Esquema resumen del protocolo empleado para la induccién de tumores mamarios en ratones
BALB/c.

ym

w=dp 10 mm? tumor

3.2. INMUNOHISTOQUIMICA (IHC)

Con el fin de estudiar el patrén de expresion de 8 de los biomarcadores de mayor relevancia
en cancer de mama (ER, PR, HER2, Ki67, c-Myc, CK14, CD14 y E-cadherina) se llevé a cabo un
andlisis inmunohistoquimico que nos permitia determinar tanto la localizacién subcelular donde
se expresaba la proteina de interés, como la intensidad de expresion de la misma. La evaluacién
de la expresion de estos marcadores se realiz en 148 tumores de raton, de los cuales 67 habian
sido irradiados y 81 eran controles no irradiados.

El andlisis inmunohistoquimico de los tumores se agiliz6 con la construccion, por parte del
Lawrence Berkeley National Laboratory, de 6 TMAs (del inglés, Tissue MicroArrays), bloques de
parafina en los que cada tumor estaba representado por duplicado. Con la ayuda de un micrétomo,
se realizaron tantos cortes de 5 um como fueron necesarios. Los cortes se desparafinaron en estufa
a 37°C durante 24 horas. A continuacion, se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente en una
solucién de xilol concentrada, y seguidamente, se pasaron por xiloles a concentracién mds baja.
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Con el fin de rehidratar las muestras, los cortes se pasaron por soluciones con porcentajes de
alcohol decrecientes (90°, 80° y 70°, respectivamente), lavdndolos finalmente con agua destilada.

El resto del proceso de IHC se realiz6 de forma automatizada con el sistema de
inmunotincion VENTANA BenchMark de Roche, que lleva a cabo desde el proceso de
desenmascaramiento antigénico por calor hasta la contratincién de los niicleos con hematoxilina.
Los anticuerpos primarios utilizados, con sus correspondientes diluciones y kit de deteccion se
relacionan en el Anexo L

Para una mejor conservacion de los tejidos, se procedié a la deshidratacion de las muestras
mediante sumersion en soluciones con porcentajes crecientes de alcohol (70°, 80° y 90°
respectivamente) y, a continuacion, en xilol. Finalmente, se montaron las muestras con un
cubreobjetos con la ayuda del medio de montaje Entellan® de Sigma-Aldrich, quedando los
tejidos fijados y evitando asi su degradacion con el tiempo.

La evaluacion de los distintos biomarcadores fue realizada por un médico especialista en
Anatomia Patoldgica con el dispositivo de obtencién de microimagenes digitales Leica DMD108.
La anotacion de cada biomarcador se realiz6 utilizando los sistemas de puntuaciéon descritos en la
literatura (ver Anexo II).

3.3. ANALISIS DE RNA-SEQ

Para comprobar si los tumores que surgen en los hospedadores que reciben radiacién de 10
cGy son diferentes a los que ocurren en los hospedadores sham en cuanto a los niveles de
expresion de distintos genes, analizamos el RNA total de 162 tumores, de los cuales 73 surgieron
en ratones irradiados y 89, en ratones no irradiados. Para ello, utilizamos las secuencias en
formato FASTA procedentes de la extraccion, purificacion, conversiéon a cDNA, amplificacién y
secuenciacion masiva del RNA aislado del ganglio linfdtico de las gldndulas mamarias inguinales
de cada ratoén que nos proporcioné el Lawrence Berkeley National Laboratory. Todos los c6digos
utilizados en el andlisis de RNA-seq se muestran en el Anexo III.

3.3.1. Control de calidad de secuencias FASTA

Los secuenciadores de nueva generacién son capaces de producir decenas de millones de
secuencias en una sola ejecucion, pudiendo introducir errores en las secuencias que generan (MU
DNA Core Facility, 2015). Las lecturas que contengan multiples errores de secuenciacion
dificultaran la alineacion contra el genoma de referencia y nos proporcionaran menos informacién
bioldgica (University of Oregon, n.d.). Por este motivo, el andlisis de datos de RNA-seq comienza
siempre con la evaluacién de la calidad de las lecturas obtenidas tras el proceso de secuenciacion
masiva y la filtracién de aquellas con calidad aceptable para alinear contra el genoma de
referencia.
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El control de calidad de las secuencias FASTA se llevé a cabo con el programa FastQC (ver
Anexo III seccion 1), una herramienta que detecta si hay regiones problematicas (originadas por
el propio secuenciador o durante la preparacion de las muestras) en los datos importados que
puedan afectar al andlisis posterior de las secuencias, y asigna una puntuacién de calidad (Q) a
todas las bases en cada posiciéon de la lectura. Este valor Q estima la probabilidad de cada
nucleétido secuenciado de ser erréneo, de manera que cuanto mayor sea la puntuacién, menor serd
la probabilidad de error y mayor la calidad de la secuencia (MU DNA Core Facility, 2015).

3.3.2. Alineamiento y conteo

Las lecturas obtenidas tras el proceso de secuenciacion masiva son secuencias paired-end,
es decir, lecturas en las que la secuenciacién se ha llevado a cabo desde los dos extremos del
DNA molde con el fin de aumentar la cobertura de secuencia del cDNA de partida, por lo que de
cada fragmento de DNA molde se obtienen dos secuencias: una directa o forward y una inversa o
reverse, que son alineadas como pares de lecturas, lo que permite un alineamiento mas preciso y
con menor tasa de error (Illumina, 2017).

Las secuencias que presentaron una buena puntuacién de calidad por nucledtido se
mapearon contra el genoma de referencia de Mus musculus con el programa de alineamiento
HISAT2. En el Anexo III seccion 2 se puede consultar el codigo empleado para generar los
alineamientos.

HISAT?2, al igual que otros softwares de alineamiento, actia en dos pasos principales: en
primer lugar, convierte el genoma de referencia en una “referencia” indexada y, a continuacion,
mapea las lecturas de interés contra este genoma indexado (University of Oregon, n.d.). Para ello,
HISAT?2 emplea tanto un indice FM (Ferragina-Manzini) global basado en grafos (GFM) que
representa un genoma completo de la poblacion general, como un conjunto de pequefios indices
GFM que cubren colectivamente todo el genoma y sus variantes. El empleo de estos indices FM
hace posible la compresion del genoma de referencia, reduciendo el espacio de almacenamiento
requerido en el proceso de alineamiento. Ademads, dado que en la estructura de los grafos, cada
ruta define una serie de bases que ocurren en un determinado orden en el genoma de referencia o
en una de sus variantes, los indices GFM también permiten encontrar de manera eficiente el
nimero de ocurrencias de un patrén determinado dentro del genoma comprimido, asi como ubicar
la posicién de cada coincidencia, minimizando el tiempo del proceso de alineamiento (Kim et al.,
2019).

El programa HISAT2 devuelve los resultados de los alineamientos en archivos con formato
SAM, en los que cada alineamiento se representa en una sola linea. Cada columna del fichero
SAM incluye un tipo de informacién asociada a cada alineamiento, como el nombre de la lectura,
la posicidn del alineamiento, una puntuacion numérica de la calidad del alineamiento, etc.

Las lecturas alineadas de las 162 muestras tumorales fueron asignadas a genes especificos
empleando la funcién featureCounts del paquete Rsubread, el genoma de referencia de ratén
“mml0” y la opcion “isPairedEnd” seleccionada. La funcién featureCounts reconoce
automdticamente los archivos en formato SAM vy asigna cada alineamiento del fichero a un gen
concreto. Para ello, dispone de la anotaciéon del genoma de referencia, en este caso mm10, que
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incluye las coordenadas cromosdmicas de los exones de cada gen, por lo que solo tendrd en
cuenta para el conteo aquellas lecturas que hayan mapeado contra exones. En el Anexo III
seccion 3 se puede consultar el codigo de R empleado para efectuar el conteo de las secuencias.

3.3.3. Andlisis de expresion diferencial

Una vez realizado el alineamiento, el conteo de las lecturas mapeadas contra cada regién del
genoma nos permite determinar el nimero de secuencias que han sido alineadas tinicamente a un
gen especifico y, por tanto, estimar su nivel de expresion. No obstante, para realizar un andlisis
apropiado de expresion génica mediante RNA-seq, lo usual es llevar a cabo previamente un
proceso de normalizacion de los datos de conteo para corregir una serie de sesgos especificos de
bibliotecas y/o genes que introducen diferencias entre las muestras que estamos estudiando y
dentro de las mismas. Una de las fuentes que mds variabilidad genera entre muestras son las
variaciones en la profundidad de secuenciacion de cada muestra y, por tanto, en el tamaifio de la
biblioteca. De hecho, bibliotecas de tamafio mds grande se asocian a recuentos mds altos. Del
mismo modo, las variaciones en la longitud de los genes influyen en el recuento de lecturas dentro
de una misma muestra, ya que se observard mayor ntimero de lecturas para genes mads largos
(Dillies et al., 2012).

Para el andlisis de genes que se expresan diferencialmente en los tumores de ratones
irradiados en comparacién con los tumores de los ratones no irradiados utilizamos el programa
DESeq2, incluido en el entorno de programacién R. El paquete DESeq2 de Bioconductor estd
disefiado para la normalizacién, visualizacién y andlisis diferencial de los datos de conteo de
RNA-seq, basdndose en el uso de modelos lineales generalizados con distribucién binomial
negativa (Bioconductor, 2020). El método de normalizacién de los datos de conteo empleado por
DESeq?2 se basa en la hipdtesis de que la mayoria de los genes no se expresan diferencialmente,
por lo que estos genes deberian tener recuentos de lecturas similares en todas las muestras. Para
ello, el programa crea una muestra de pseudo-referencia cuyos datos de recuento equivalen a la
media geométrica de todas las muestras. A continuacidn, para cada muestra, calcula el ratio n°
lecturas gen X / n° lecturas gen X en la referencia (siendo X cualquier gen). Como no todos los
genes se expresan diferencialmente, la mayoria de los genes de una misma muestra presentaran
ratios muy similares y proximos a 1. La mediana de los ratios de todos los genes de una misma
muestra se toma como factor de normalizaciéon para todas las lecturas de dicha muestra.
Finalmente, para calcular los valores de recuento normalizados para cada gen en cada muestra, el
programa divide cada valor de conteo sin procesar entre el factor de normalizacion calculado para
esa muestra (Harvard Chan Bioinformatics Core, n.d.); de manera que, ya podemos disponer de
datos de conteo normalizados para hacer comparaciones precisas de los niveles de expresién
génica entre y dentro de las muestras de interés.

En el Anexo III seccion 4 se puede consultar el codigo de R empleado para efectuar los
andlisis de expresion diferencial.
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3.3.4. Andlisis de enriquecimiento en categorias funcionales

Los resultados del andlisis de expresion diferencial se emplearon para determinar si los
genes sobreexpresados e infraexpresados se encuentran enriquecidos en pathways o categorias
funcionales concretas. Para ello, empleamos el método Gene Set Enrichment Analysis (GSEA).
Este método parte de una lista de genes ordenada en funcién de los valores de fold change
obtenidos en el andlisis de expresion diferencial previo y de una base de datos de pathways o
categorias funcionales. Bésicamente, el método permite identificar si los genes asociados a un
determinado pathway o categoria funcional tienden a estar situados en los extremos superiores 0
inferiores de la lista ordenada de genes. Esto se consigue mediante el computo de un score de
enriquecimiento que se obtiene empleando un test similar al test ponderado de Kolmogorov-
Smirnov. La informacién sobre pathways y categorias funcionales se obtuvo en la siguiente
direccion: http://bioinf.wehi.edu.au/MSigDB/v6.1/. Como fuente de informacién de pathways
seleccionamos los pathways canénicos C2. Esta coleccion de pathways aglutina la informacién de

multiples bases de datos, que incluye Reactome, KEGG y Biocarta, entre otras.

En el Anexo III seccion 4 se puede consultar el codigo de R empleado para efectuar el
andlisis de enriquecimiento en categorias funcionales.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Ademas de los datos obtenidos por inmunohistoquimica y mediante el analisis de RNA-seq,
para la realizacién de este proyecto disponiamos de otros datos clinicos (dias de irradiacién hasta
que los tumores alcanzaron un tamafio de 10 mm® y clasificacién histolégica de cada muestra
tumoral) obtenidos previamente sobre las mismas muestras de raton por el Lawrence Berkeley
National Laboratory.

El andlisis estadistico de los resultados de expresion de los distintos biomarcadores por IHC
y de los datos cedidos por el Lawrence Berkeley National Laboratory se llevé a cabo con el
software IBM SPSS Statistics, incluyendo prueba de la mediana, prueba exacta de Fisher y
andlisis de correlaciones bivariadas, y considerdndose como significativas las diferencias cuando
el p-valor era inferior a 0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. COMPARACION DEL CRECIMIENTO TUMORAL ENTRE GRUPOS

Tras la induccién tumoral, los ratones fueron mantenidos hasta que el tumor alcanzé el
tamafilo maximo permitido segin los criterios éticos establecidos para evitar el sufrimiento del
animal (10 mm®). En general, los 129 tumores de los que disponiamos de datos tardaron, de
media, 406 dias en alcanzar los 10 mm® y no se observaron diferencias entre las medias de los dos
grupos. No obstante, observamos que la mediana de dias de irradiacién hasta alcanzar los 10 mm®
era de 420 dias en los ratones que habian recibido radiacién 10 cGy, frente a los 382 dias de los
ratones sham (Tabla 2; Figura 4).

700

Tabla 2. Datos de media y mediana de dias Mediana global = 405,0

de irradiacién hasta que los tumores 600

N 3
alcanzaron un tamafio de 10 mm’.

E
p 3 3 500
Dias IR-10 mm 2.
Media Mediana %
General 406 405 % 400
Sham 403 382
10 cGy 409 420 300

200

10cGy SHAM
GRUPO

Figura 4. Distribucion de los dias de irradiacion hasta
los 10 mm’ de tumor en funcién del grupo. Se
muestran la mediana y los percentiles 25 y 75 de cada

grupo.

La prueba de la mediana, que compara las medianas de ambos grupos y determina si existen
diferencias significativas entre ellas, nos llevé a rechazar la hipétesis de que existen diferencias en
el tiempo que tardan en desarrollarse los tumores en funcién de si los ratones reciben o no
radiacion post-trasplante (p-valor = 0,333) (Figura 5) y a concluir que el dafio en el DNA a través
de la exposicion a radiacion ionizante no tiene ningun efecto en la tasa de crecimiento de tumores
p53™. Este resultado difiere del reportado por Nguyen et al. (2011) en el que, empleando un
modelo idéntico de ratén, pero en el que la radiacion se administraba previa al trasplante, se
observaron tasas de crecimiento tumoral mayores en los ratones irradiados frente a los ratones
control (sham).
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Frecuencias

GROUP cod
SHAM 10 ey
DIAS IR-10mm* = Mediana 28 35
== Mediana 36 29

Estadisticos de p-ruwel:-a[al

DIAS IR-

10mm*
I 128
Mediana 405,00
Chi-cuadrado 1,309
al 1
Sig. asin. 253
Correccidn de Chi-cuadradao 837
continuidad de Yates al 1
Sig. asin. 333

a.Variable de agrupacidn: GROUP cod

Figura 5. Resultados de la prueba de la mediana. Las diferencias entre las medianas de los grupos sham y
10 c¢Gy no son significativas (p-valor > 0,05).

4.2. CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LOS TUMORES

Los tumores fueron sometidos a tincién de hematoxilina-eosina por parte del Lawrence
Berkeley National Laboratory para su clasificacion histolégica en 3 subtipos principales:
adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas y carcinomas de células fusiformes. De los
148 tumores analizados, 74, es decir, el 50% eran adenocarcinomas, 53 carcinomas de células
escamosas y tan solo 8 (5,4%) se clasificaron como carcinomas de células fusiformes (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de tumores que pertenecen a cada subtipo histoldgico, y nimero de ratones sham e
irradiados que desarrollaron cada uno de los subtipos tumorales.

Subtipo histologico | N° tumores| Frecuencia | Condicion | N° tumores
. Sham 39
Adenocarcinoma 74 50% 10 ¢Gy 35
Carcinoma de células Sham 31
escamosas >3 35,8% 10 cGy 22
Carcinoma de células 3 549 Sham 3
fusiformes Y 10 cGy 5
Sham 8
Otros 13 8,8% 10 ¢Gy 5

TOTAL 148
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Estos resultados difieren considerablemente de los obtenidos por Jerry et al. (2000), trabajo
en el que, empleando el mismo modelo de trasplante de epitelio mamario p53” en ratones
BALB/c wild type, el 100% de los tumores originados fueron adenocarcinomas. Sin embargo, en
nuestros resultados observamos mayor variacion histoldgica, similar a la obtenida por Zhang et al.
(2015), y mas parecida a la que ocurre en el cincer de mama humano. De hecho, nuestros
resultados coinciden con los datos publicados por la American Cancer Society (2020) en cuanto a
porcentajes de subtipos histoldgicos, ya que practicamente la totalidad de los tumores analizados
son carcinomas Yy, dentro de ellos, la mayoria son adenocarcinomas. Ademds, observamos que
unicamente un 5,4% de los tumores son carcinomas de células fusiformes, similar a lo que ocurre
en humanos (< 5% del total). No obstante, vimos un claro incremento en el nimero de carcinomas
de células escamosas (35,8% de los casos), respecto a lo que se esperaria en humanos, donde
constituye un subtipo minoritario con menos del 5% de los casos totales.

Cabe destacar que no se observaron diferencias significativas entre los grupos sham y 10
cGy en cuanto a estos porcentajes (Tabla 4, p-valores no mostrados), por lo que podemos inferir
que el subtipo tumoral no se asocia con el estado de irradiaciéon del hospedador, al igual que
reportaron Nguyen et al. (2011) y Zhang et al. (2015).

Tabla 4. Porcentaje de ratones irradiados y no irradiados que desarrollaron cada subtipo histolégico.

. Carcinoma de Carcinoma de
Adenocarcinoma , . Otros
células escamosas células fusiformes
(fl’i‘g;’) 39 (48%) 31 (38%) 3 (4%) 8 (10%)
t(l)_cggf 35 (52%) 22 (33%) 5 (7,5%) 5(7,5%)

4.3. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS TUMORES

De los 148 cores de TMAs analizados por inmunohistoquimica, 17 se descartaron del
estudio por ser tejido mamario normal, sangre, tejido necrético o papilomas. Los restantes 131
tumores se distribuyeron en 72 originados en ratones sham y 59, en irradiados. Tras la evaluacion
de los anticuerpos, observamos que el proceso de inmunotincién habia funcionado en 7 de los 8
biomarcadores analizados. No detectamos sefial correspondiente al receptor de estrégenos (ER) en
ninguno de los 131 tumores analizados, lo que nos llevé a suponer que el anticuerpo primario
habia fallado en nuestras muestras, quizéds, por un problema de especificidad. Este hecho nos
impidi6é poder llevar a cabo la clasificacién molecular de los tumores surgidos en ratones no
irradiados e irradiados, y estudiar si habia diferencias entre ellos.

Los resultados de expresion obtenidos para cada uno de los biomarcadores evaluados por
IHC se muestran en la Tabla 5. Los sistemas de puntuacion empleados para considerar positivo
cada uno de ellos se resumen en el Anexo II y algunos ejemplos de inmunotincién positiva
representativa de cada biomarcador se ilustran en el Anexo IV.
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Tabla 5. Resumen de los resultados de expresioén por IHC. Se especifican la localizacion subcelular donde
se expresa cada biomarcador, la frecuencia con la que se expresan y el n° de muestras tumorales sham o 10
cGy en las que se expresa cada biomarcador.

Biomarcador Localizacién Valor n Frecuencia 1 segiin condicién
Esperada | Observada Sham (n=72) |10 cGy (n=59)

Positivo 30 22.9% 18 12

Nicleo Nicleo Negativo 100 76,3% 53 47
N/A 1 0,8% 1 -

> 14% 82 62,6% 44 38

Nucleo Niicleo < 14% 48 36,6% 27 21
N/A 1 0,8% 1 -

Positivo 80 61,1% 44 36

Citoplasma | Citoplasma Negativo 49 37,4% 27 22
N/A 2 1,5% 1 1
Nicleo Non-signal - - - - -
Positivo 4 3% 2 2

Nicleo Negativo 126 96,2% 69 57
Nicleo N/A | 0.8% ! -
Positivo 25 19,1% 18 7

Citoplasma Negativo 105 80,1% 53 52
N/A 1 0,8% 1 -

Positivo 4 3% 2 2
Membrana Interme.:dio 11 8,4% 11,4% 3 > 8 10

Negativo 113 86,3% 67 46

Membrana N/A 3 2,3% - 3
Posqu 1 0,8% 18.4% 1 1 - 13
Nuc/Cit Interme;dm 23 17,6% | 10 13

Negativo 103 78,6% 60 43
N/A 4 3% 1 3

Positivo 59 45% 34 25

Nicleo Nicleo Negativo 71 54,2% 38 33
N/A 1 0,8% - 1

Positivo 67 51% 37 30

|G LIy El Membrana | Citoplasma Negativo 59 45% 34 25
N/A 5 4% 1 4

Al analizar la localizacion subcelular de los biomarcadores por IHC, vimos que algunos de
ellos presentaban un patréon de distribucion diferente al esperado, como son HER2, PR y E-
cadherina (Figura 6).

Observamos que la proteina HER2 se expresaba tanto en la membrana plasmadtica
(MembErbB-2) como en el nicleo celular (NuclErbB-2) (Figura 6A), al igual que se ha visto en
humanos (Wang et al., 2004; Schillaci et al., 2012). El patrén de expresion nuclear de HER?2 se ha
descrito como un factor prondstico independiente de resultado clinico desfavorable en tumores de
mama positivos para MembErbB-2, ya que HER2 en el nucleo celular actia como factor de
transcripcion activador de COX-2, enzima implicada en un aumento del potencial antiapoptdtico,
proangiogénico y metastdsico en las células cancerosas (Wang et al., 2004). Asimismo,
NuclErbB-2 también puede ensamblar un complejo transcripcional en el que funciona como co-
activador de Stat3, promoviendo la expresion de ciclina D1 e induciendo la proliferacién celular
(Schillaci et al.,, 2012). En efecto, todas nuestras muestras positivas para MembErbB-2 y
NuclErbB-2 mostraban un indice de proliferacion elevado (Ki67 > 14%). Si bien, no encontramos
literatura referente a la expresioén exclusiva de HER2 en el nicleo celular, como observamos en
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algunas de nuestras muestras, y si ésta tiene algin significado en cancer de mama. En cualquier
caso, no percibimos diferencias entre las muestras que tnicamente expresaban NuclErbB-2 y las
muestras MembErbB-2 y NuclErbB-2 positivas en cuanto a la expresion del resto de
biomarcadores analizados.

Ademads de la expresion en membrana y/o nuclear, observamos que HER2 también se
expresaba en el citoplasma (c-ErbB-2) de algunas células junto con NuclErbB-2 o MembErbB-2
(Figura 6B). La sobreexpresion de c-ErbB-2 se ha descrito escasamente en varios tipos de cdncer
humano (neoplasia de tiroides, carcinoma de péncreas, tumores suprarrenales o cancer de
prostata) y parece estar relacionada con la diferenciacién neuroendocrina en cancer de mama, ya
que se ha constatado co-expresion de c-Erb-2 con varios marcadores neuroendocrinos, como
Sinaptofisina, Cromogranina A, Enolasa neuroespecifica (NSE) y CD56 (Horiguchi et al., 2010).
Aunque los tumores neuroendocrinos tienden a ser menos agresivos que los carcinomas
infiltrantes (Puente et al., 2015), las implicaciones clinicas y bioldgicas de c-Erb-2 (asociado o no
a la expresion de marcadores neuroendocrinos) en cincer de mama todavia no se conocen
(Horiguchi et al., 2010).

Respecto al receptor de progesterona, observamos que casi el 20% de los tumores lo
expresaban a nivel citopldsmico (Figura 6C). Este patron de distribucion ha sido reportado tanto
en cancer de endometrio (Leslie et al., 2005) como en cancer de mama humano (Graham et al.,
1996), y parece que podria deberse a un aumento de la expresioén de la isoforma B del receptor
(PRB), que se localiza principalmente en citoplasma, frente a la isoforma A (PRA), que se expresa
mayoritariamente en el nicleo celular, incluso en ausencia de ligando (Lim et al., 1999; Leslie et
al., 2005). El receptor de progesterona, al igual que el receptor de estrégenos, juega un papel muy
importante en la aparicion, el desarrollo y el prondstico del cdncer de mama. De hecho, los
tumores que expresan PR y/o ER en el nucleo celular se han asociado a un mejor prondstico
debido a una mejor respuesta a la terapia hormonal. Se ha descrito que un elevado porcentaje de
tumores de mama PR positivos muestran un nivel muy bajo de PRB y, en consecuencia, una alta
proporciéon PRA:PRB (Lim et al., 1999), lo que nos lleva a suponer que los receptores PRA son
los responsables de responder a la terapia endocrina. En efecto, los tumores que expresan PRA
muestran un menor tamafo que aquellos que expresan PRB (Ordéiiez, Bastidas and Castro, 2013).
Es por ello que, una relacion PRA:PRB alterada podria conducir a un prondstico desfavorable
debido a la mala respuesta de algunos pacientes a la terapia hormonal (Lim et al., 1999).
Resultados similares se obtuvieron al analizar la expresion citosdlica de los receptores de
estrogenos ERa (Li et al., 2015) y ERB2 (Shaaban et al., 2008) en cdncer de mama, que se
asociaba a mayor tamafo tumoral, estadios mas avanzados, mayor riesgo de recaida y menor
supervivencia. Efectivamente, observamos que en nuestras muestras, el 76% de los tumores con
expresion citosdlica de PR presentaban un indice proliferativo elevado (Ki67 > 14%), resultados
congruentes con los descritos en la literatura (Lim et al., 1999).

En cuanto a la expresion de E-cadherina, vimos que mostraba un patrén de distribucion
principalmente citopldsmico (Figura 6D), que ha sido sumamente descrito en humanos (Acs et al.,
2001; Harigopal et al., 2005; Younis, El Sakka and Haque, 2007). La E-cadherina es una proteina
transmembrana de adhesién celular implicada en la regulacién de procesos como polaridad,
diferenciacion, proliferacion y migracion celular a través de su asociacion con el citoesqueleto de
actina por medio de cateninas (Buda and Pignatelli, 2011). La pérdida de expresiéon o la
disminucion del nimero de moléculas funcionales de E-cadherina se relaciona con un aumento de
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la motilidad celular y, por tanto, una mayor invasividad, lo que explica su papel como supresor
tumoral. La acumulaciéon de E-cadherina en el citoplasma de las células tumorales podria ser el
resultado de una mutacién que impide que la proteina sea correctamente procesada en el aparato
de Golgi. En humanos, la pérdida completa de expresion de E-cadherina en membrana con o sin la
expresion citopldsmica de E-cadherina estd asociada al desarrollo de carcinomas lobulares,
mientras que los carcinomas ductales se caracterizan por la expresion de E-cadherina membranosa
(Acs et al., 2001). Teniendo en cuenta las diferencias en la distribucién de la E-cadherina, el
patrén de tinciéon de E-cadherina por IHC nos permite clasificar los tumores en lobulares o
ductales. De acuerdo con este criterio, la mayor parte de los tumores de nuestro estudio se
clasificaron como carcinomas lobulares y una minoria, como carcinomas mixtos (que presentan
pérdida casi completa de la expresion de E-cadherina en membrana (Acs et al., 2001)), a
diferencia de lo que ocurre en humanos, donde representan cerca del 10% y menos del 5%,
respectivamente (American Cancer Society, 2020). Ademads, segin Derksen et al. (2006), la
pérdida combinada de E-cadherina funcional y pS3 especificamente en el epitelio mamario resulta
en el desarrollo acelerado de carcinomas mamarios invasivos y metastasicos, que muestran un
gran parecido con los ILCs humanos, por lo que el modelo de ratén empleado en este trabajo
podria constituir un buen modelo animal para el estudio del ILC humano.
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Figura 6. Tincién aberrante de algunos biomarcadores por IHC. A) Distribuciéon nuclear de HER2. B) Co-
expresion de HER2 en niicleo y citoplasma. C) Distribucién de PR en citoplasma y membrana. D)
Expresion citosolica de E-cadherina.
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En la Tabla 6 se muestran los porcentajes de tumores irradiados y no irradiados que
expresaron cada uno de los biomarcadores analizados. Cabe destacar que no se encontraron
diferencias significativas en la expresion de los distintos marcadores entre los grupos, excepto
para HER2 de membrana, cuya expresion no se distribuye del mismo modo entre ratones no
irradiados e irradiados (p-valor = 0,022) (Figura 7). Los tumores irradiados muestran mayor
expresion de MembErbB-2, lo que podria explicarse por efecto de la radiacion, que introduce
mutaciones en el protoncogén HER2, amplificindolo y conduciendo a la sobreexpresion de la
oncoproteina HER2 en la membrana y a una tasa de crecimiento acelerada. Esta misma hipétesis
fue comprobada por Castiglioni et al. (2007) en tumores de mama humano, donde observaron que
la radiacién administrada antes de la pubertad (como tratamiento de cdnceres pedidtricos) es un
factor de riesgo para el desarrollo de tumores HER2+.

Tabla 6. Porcentaje de tumores sham o 10 cGy que expresan cada biomarcador.

P,R . ALEL HER.2 CD14 E-cadherina
asmico membrana nuc/cit

+ - |<14%|>14%| + - + - + - + - + - + - + -

Sham | 25% | 75% | 38% | 62% | 62% | 38% | 3% | 97% | 25% | 75% | 7% | 93% [15,5%|84,5%| 47% | 53% | 52% | 48%

10 cGy | 20% | 80% |35,6% |64,4% | 62% | 38% | 3,4% |96,6%| 12% | 88% | 18% | 82% | 23% | 77% | 43% | 57% |54,5% |45,5%

HER2/Erbb2 Mhb
MNTA MEGATIWVE  POSITIVE Total

GRUPO  10cGy 3 46 10 59
SHAM 0 67 5 72
Total 3 113 15 131

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn Significacidn

asintdtica exacta
Walar al (hilateral) (hilateral)
Chi-cuadrado de 7,352% 2 025 017
Fearson
Razan de verosimilitud 3,491 p 014 020

Frueha exacta de Fisher- 6,857

Freeman-Halton

M de casos validos 13

a. 2 casillas (33,3%) han esperado un recuento menaor gue 5. El recuento
minimo esperado es 1,35,

Figura 7. Resultado prueba exacta de Fisher. p-valor < 0,05 rechaza la hipétesis de expresion
independiente de MembErbB-2 entre grupos.

Por otra parte, el andlisis estadistico de las frecuencias de expresion de los distintos
biomarcadores arrojé varias correlaciones interesantes con un umbral de significatividad p-valor <
0,05. Los resultados de los andlisis de correlacion entre los distintos biomarcadores se resumen en
el Anexo V.
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Obtuvimos que la expresiéon de CD14 se correlaciona con Ki67 con un p-valor = 0,002. Esta
asociacion entre el marcador de proliferacion Ki67 y el marcador de células madre CD14 ha sido
previamente descrita por Cheah et al. (2015) en lineas celulares de cadncer de vejiga humanas y de
ratén. CD14 es un conocido marcador de monocitos/macréfagos implicado en la fagocitosis de
células apoptéticas, pero también se ha descrito su expresion en células luminales del epitelio
mamario (Lobba et al., 2012). La expresion de CD14 en las células cancerosas estimula la
secrecion de varios mediadores de la inflamacién, incluidas citocinas (principalmente 1L-6) y
factores de crecimiento que promueven la proliferacién y el crecimiento tumoral, asi como
factores angiogénicos que activan la angiogénesis para favorecer el establecimiento y
mantenimiento de un microambiente tumoral inflamatorio. Ademds, algunos de esos factores
inflamatorios secretados por las células CD14+ tienen propiedades quimiotacticas que inducen la
migracién y el reclutamiento de macréfagos, monocitos y neutréfilos en el microambiente
tumoral, donde los macréfagos se polarizan hacia el fenotipo M2 (mds tumorigénico) y los
monocitos presentan una reducciéon en la expresion de moléculas MHC II, suprimiendo
localmente la respuesta inmune del hospedador. Todo este proceso inflamatorio promovido por el
propio tumor hace que los tumores surgidos a partir de células CD14+, a diferencia de los CD14-,
sean tumores mds vascularizados, con mayor infiltrado de células mieloides y con caracteristicas
inmunosupresoras que, en conjunto, favorecen la proliferacion celular (Ki67>14%) y el
crecimiento tumoral (Cheah et al., 2015). Sin embargo, en nuestras muestras no observamos
diferencias en la media de dias que estos ratones tardaron en alcanzar un tamafio tumoral de 10
mm’ respecto a la media general.

Al estudiar esta correlacion por separado en los dos grupos de ratones, vimos que solo era
significativa en los tumores irradiados. Esta diferencia podria explicarse porque la radiacion
introduce dafio en el DNA, lo que lleva a la liberacion de DAMPs (patrones moleculares
asociados al dafo), que actiian como ligandos enddgenos de CDI14 en las células tumorales,
activindolo e induciendo toda la cascada de sefializacion que lleva al desarrollo de un
microambiente inflamatorio e inmunosupresor pro-tumoral (Cheah et al., 2015).

También en los tumores irradiados se observé una asociacién significativa (p-valor < 0,001)
entre la expresion de CD14 y la pérdida de expresion de E-cadherina en membrana. Esta
correlacién podria deberse unicamente al efecto de la radiacion sobre el DNA. Como se ha
descrito previamente, la radiacion a la que fueron sometidos los ratones puede introducir dafios en
el DNA que llevan a la liberaciéon de DAMPs, que activan el receptor CD14, promoviendo el
establecimiento de un microambiente inflamatorio y el crecimiento tumoral. Por otra parte, la
radiacion es un agente mutdgeno que podria ser la responsable de introducir mutaciones en el gen
Cdhl (que codifica para la E-cadherina), impidiendo que la proteina pueda translocarse a la
membrana para realizar su funcién. Resultados similares a los propuestos se han descrito en
células mamarias epiteliales humanas, que disminuian la expresién de E-cadherina en membrana
tras su exposicion a radiacién ionizante (C. C. Park, et al., 2003). La desregulacién de ambas
moléculas por efecto de la radiacion explicaria el desarrollo de tumores con alta tasa de
proliferacion e invasividad, asociados a un peor pronéstico.

Asimismo, observamos una correlacion significativa (p-valor < 0,001) entre la expresién de
CK14 y E-cadherina, que se mantenia tanto en los tumores irradiados como en los no irradiados al
analizarlos por separado. Las citoqueratinas (CK) son filamentos intermedios que conectan la
membrana nuclear con la membrana plasmatica, por lo que estdn implicadas en el mantenimiento
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de la integridad celular y en la regulacién de procesos como crecimiento, proliferacion, migracion
y apoptosis (Nieves et al., 2014). En concreto, la CK14 se expresa en las células epiteliales
basales y es considerada un marcador de células epiteliales, al igual que la E-cadherina. La
pérdida de estas proteinas se relaciona con una pérdida de las caracteristicas epiteliales de la
célula, la adquisicién de un fenotipo mesenquimal (transicion epitelio-mesénquima, EMT) y un
aumento en la capacidad migratoria de las células, ya que la pérdida de E-cadherina y CK14
conlleva la pérdida de la adhesién intercelular y la desregulacion de la proliferacién y la
migracion celular. Este fenotipo mesenquimal se asocia a un aumento del potencial invasivo y
metastdsico del tumor, por lo que se espera que estos tumores sean mas agresivos y tengan un
pronéstico desfavorable (Sarri6 et al., 2008).

Otra de las correlaciones encontradas fue la co-expresion de c-Myc y Ki67 (p-valor =
0,029). EI protooncogén myc codifica para el factor de transcripcién c-Myc, implicado en la
regulaciéon de multiples procesos como el ciclo celular, metabolismo celular, angiogénesis,
adhesion celular, diferenciacion celular, reparacién del DNA y muerte celular. La amplificacién
del protooncogén myc en las células epiteliales, descrita en varios tipos de cdncer de mama
conduce a la sobreexpresion de la oncoproteina c-Myc y a una sobreactivacion del ciclo celular
alterando la tasa de proliferacion celular (Ki67 > 14%), lo que promueve la inestabilidad
gendémica y acelera la transformacion neopldsica (Ospina and Muiietén, 2011). De hecho,
observamos que la media de dias hasta que estos tumores alcanzaron los 10 mm® estaba por
debajo de la media general (387 vs. 406 dias).

En linea con la anterior, se puede explicar la correlacién entre c-Myc y E-cadherina (p-valor
= 0,018), mas significativa en ratones sham. Varios autores han descrito que la sobreexpresion de
c-Myc induce la represién de E-cadherina y estimula la transicién epitelio-mesénquima (EMT) en
céncer de mama (Cho et al., 2010; Ma et al., 2010; Liu et al., 2013). La represion de E-cadherina
por sobreexpresion de c-Myc se puede explicar por dos vias: en primer lugar, la sobreexpresion de
c-Myc activa la cinasa ERK, que fosforila a la cinasa GSK-3p, inactivandola y, por tanto,
induciendo la activacidén constitutiva de la proteina snail, implicada en la supresién de la E-
cadherina (Cho et al., 2010). La segunda de las vias explica la represion de E-cadherina a través
de un mecanismo post-transcripcional: la sobreexpresion de c-Myc activa la transcripcién del
microRNA-9, que reconoce y degrada el mRNA CDH1, inhibiendo la expresion de E-cadherina
para la que codifica. Todo ello conduce a una mayor motilidad celular, invasividad y metdstasis
(Ma et al., 2010; Liu et al., 2013).

Por ultimo, se vio que existia una correlacion significativa entre la expresion de CD14 y PR
nuclear y PR citopldsmico (p-valor = 0,27 y p-valor < 0,001, respectivamente), que fue mas
significativa en los tumores sham. La relacion entre la expresion de CD14 en las células tumorales
que no expresan PR nuclear fue descrita por Mehmeti et al. (2015), trabajo en el que observaron
que CD14 se expresaba como co-receptor de TLR4 en lineas celulares de cidncer de mama triple
negativo. La sefializacién mediada por los TLRs conduce a la activacion del factor nuclear kappa
B (NFkB) y una posterior expresion de genes pro-inflamatorios, que inducen la proliferacion
celular y el reclutamiento de células mieloides, y resultan en un peor prondstico. Se ha descrito
que NF«kB inhibe la expresion de ERa en las células tumorales de mama, pero no se ha reportado
cudl podria ser el papel de CD14 sobre PR. En nuestros datos, el 82% de los tumores que fueron
CD14+PR- fueron también HER2-, 1o que nos lleva a pensar que la sobreexpresion de CD14
podria ser un marcador de cidncer de mama triple negativo. Ademads, el 80% de los tumores
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CD14+PR-HER2- presentaron un indice de proliferacién elevado (Ki67 > 14%), que se asocia
también a los TNBC. No obstante, seria necesario repetir el andlisis inmunohistoquimico con anti-
ER para conocer realmente qué porcentaje de estos tumores son ER-.

4.4. CALIDAD DE LAS SECUENCIAS FASTA

Tras evaluar la calidad de las lecturas resultantes del proceso de secuenciacion, se observo
que la calidad de las bases iba disminuyendo conforme se avanzaba en la posicion de la secuencia
(Figura 8). Esta pérdida de calidad se debe a que el proceso de secuenciacion por sintesis se hace
nucledtido por nucledtido, es decir, por ciclos. En cada ciclo se afiaden los 4 nucle6tidos unidos
reversiblemente a terminadores fluorescentes (cada uno de los cuales emite a una longitud de onda
diferente) que impiden la unién de mds de un nucledtido a la hebra que se estd sintetizando.
Cuando se ha incorporado una base, se lleva a cabo un lavado para eliminar dichos terminadores y
los nucleétidos no incorporados y se vuelve a afadir el mix de 4 nucledtidos para permitir la
incorporacién de la siguiente base, y asi sucesivamente. Un mal lavado de la celda de flujo donde
se lleva a cabo la secuenciacién puede no eliminar correctamente el terminador de alguna de las
secuencias o los nucledtidos no incorporados, lo que puede resultar en la pérdida o ganancia,
respectivamente, de un ciclo respecto al resto de secuencias del cluster (Pfeiffer et al., 2018). Esta
desincronizacién hace que haya una contaminacidon en la sefial fluorescente detectada por el
secuenciador, lo que disminuye la calidad de la base leida.

En nuestro caso, como se observa en la Figura 8, hay una tendencia a la disminucién de la
calidad de las lecturas al final de las secuencias, por lo que se decidi6 eliminar las dltimas 25
bases del extremo 3’ de cada una de ellas para evitar problemas potenciales en el subsiguiente
proceso de alineamiento.

FastQC: Mean Quality Scores

Phred Score
3

80 100 120 140
Position (bp)

Figura 8. Representacion grafica de la calidad promedio de las lecturas en funcién de su posicién en la
secuencia nucleotidica.
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4.5. RESULTADOS DEL ALINEAMIENTO Y EL CONTEO

Los resultados del proceso de recuento se presentan en una matriz en la que cada fila
representa un gen y cada columna, una muestra. Las entradas de la matriz indican el nimero de
lecturas que se han asignado de forma inequivoca a un gen concreto en una muestra determinada.

El promedio de secuencias alineadas por cada muestra fue de 18675639,59 de las cuales una
media de 12926181,5 fue asignada a genes. El resto de secuencias alineadas fueron descartadas
del estudio porque mapeaban contra miltiples puntos del genoma o contra regiones sin contenido
genético.

4.6. ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL IRRADIADOS VS. NO IRRADIADOS

Una vez disponiamos de los datos de recuento normalizados, los niveles de expresion de los
RNAs mensajeros (mRNAs) fueron comparados entre el grupo de tumores irradiados y el grupo
de tumores no irradiados. De las 162 muestras disponibles, 73 pertenecian a tumores irradiados,
mientras que 89 correspondian a tumores sin irradiar. Aquellos genes que presentaron un
promedio menor a 10 conteos por muestra fueron excluidos del andlisis. Tras el filtrado, la
expresion diferencial de un total de 15.299 genes fue evaluada empleando el paquete de R
DeSeq2. Se observaron 135 genes diferencialmente expresados con p-valores ajustados inferiores
a 0,05, de los cuales 40 estaban sobreexpresados y 95, infraexpresados en tumores irradiados
(Figuras 9A 'y 9C).

En la Tabla 7 se pueden consultar los resultados del anélisis de expresion diferencial para
aquellos genes que presentaron un p-valor ajustado menor a 0,05. Los genes sobreexpresados en
tumores irradiados fueron los siguientes: Smim38, Upk3b, Cpne7, TafaS, Sobp, Bmx, Cdh6,
Crym, DIx3, DIx4, Drd4, Fgf4, Fgf8, Gpr83, Htr5b, Lepr, Nppc, Rad52, Frzb, Ctr9, A2m, Otoa,
Stag3, I117b, Ltb4r2, Otor, Ttyhl, Krtdap, Cntnap2, Catsperz, Serpina9, Rspo3, Kremen2,
Anks1b, Notum, Pil5, Fam90ala y Fgg, mientras que los genes infraexpresados en las muestras
irradiadas fueron: Tmem168, Plinl, Acly, Cesld, Osr2, Aldhl1l1, Lrrc39, Timp4, Lyvel, Adipoq,
Adcy8, Cfd, Adrb3, Pnpla3, Aqp7, Mmp28, Bmprlb, Car3, Car4, Runxltl, Cldn5, Cyp2el,
Cyp2f2, Ackrl, Opn3, Hnmt, F2rl3, Lpinl, Cidec, Gsta3, Irf4, Kcnab2, Kcnk3, Napsa, Kdr,
Serpina3c, Lipe, Lpl, Ogn, Pckl, Pfkfbl, Pitx1, Ptprd, Rxrg, Sixl, Slc22a3, Serpina3n, Syp,
Pank3, Acsl6, Tshr, TIkzf3, Bpifb5, Insigl, Atpla3, Nbeal2, Btnl9, Pigz, Sspo, Myol6, Slc36a2,
Abcd2, Wdr3, Nat8l, A530016L.24Rik, Ric3, Slc7al0, Sfrp5, Dpt, Retnla, Retn, Plin4, Ppplrla,
Smpd3, Dhrs7, Abhd15, Agpat2, Ccdc80, Dhdh, Apol6, Ces2g, Kbtbd11, Mrap y Htra3.

En términos generales, los perfiles transcriptémicos de las muestras irradiadas y no
irradiadas no presentaron demasiadas diferencias. Este patron se puede observar en la Figura 9B,
que contiene la representacion grafica de las dos primeras componentes principales de los datos de
expresion. Como se puede apreciar en el grafico, no existe una agrupacion clara entre las muestras
irradiadas y las no irradiadas.
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Figura 9. A) Grafico MA que muestra el logaritmo del fold change en el eje y contra el promedio de los

conteos normalizados en el eje x. Los puntos azules representan genes diferencialmente expresados con p-

valores ajustados menores de 0,05. B) Andlisis de componentes principales de los datos de expresion. Las
dos primeras componentes explican el 41% y el 12% de la variabilidad de los datos, respectivamente. Los
puntos rojos sefialan las muestras no irradiadas, mientras que los puntos azules indican las muestras

irradiadas. C) Heatmap que muestra los 135 genes diferencialmente expresados. La barra superior amarilla

sefiala las muestras no irradiadas, mientras que la barra azul celeste sefiala las muestras irradiadas.



Tabla 7. Genes diferencialmente expresados entre los tumores irradiados y los no irradiados.

Entrez baseMean log2FoldChange p-value padj external_gene_name
100040049 74.3 1.61 1.77e-04 2.68e-02 Smim38
100647 2.29 2.98 1.66e-05 4.69¢-03 Upk3b
101118 539.74 -0.5 2.13e-04 2.96e-02 Tmem168
102278 53.67 1.45 1.97e-04 2.86e-02 Cpne7
103968 59.58 -3.54 6.84e-11 3.49e-07 Plinl
104112 3375.32 -0.46 3.93¢-04 4.56e-02 Acly
104158 18.89 -3.38 2.09e-09 4.57e-06 Cesld
106014 44.37 1.25 3.30e-04 4.10e-02 Tafa5
107587 17.05 -1.24 2.60e-04 3.40e-02 Osr2
107747 177.78 -1.11 6.62¢-05 1.30e-02 Aldhll1
109205 75.71 1.12 9.03e-05 1.62e-02 Sobp
109245 21.95 -0.69 2.10e-04 2.96e-02 Lrrc39
110595 8.54 -1.64 9.35e-05 1.66e-02 Timp4
114332 160.28 -1.73 5.00e-06 2.07¢-03 Lyvel
11450 64.8 -3.01 6.79%-10 2.08e-06 Adipoq
11514 72.38 -1.55 1.91e-04 2.80e-02 Adcy8
11537 231.33 -2.49 1.64e-09 4.18e-06 Cfd
11556 13.32 -2.39 4.74e-05 1.00e-02 Adrb3
116939 21.32 -1.19 1.52e-04 2.48e-02 Pnpla3
11832 10.88 -1.54 1.53e-04 2.48¢-02 Aqp7
118453 31.08 -1.18 1.29¢-05 4.08¢e-03 Mmp28
12167 19.37 -1.15 8.53e-05 1.57e-02 Bmprlb
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12169

12350

12351

12395

12563

12741

12971

13106

13107

13349

13393

13394

13491

13603

1404383

14065

14175

14179

14245

14311

14608

14859

15564

16364

16498

13.8

161.4

22.92

16.25

11.92

1003.14

227.3

30.97

97.76

11.58

203.17

20.78

58.51

37.55

22.84

71.52

6.18

9.99

182.88

85.04

13.77

79.45

17.67

14.21

247.88

1.37

-345

-1.88

-1.11

1.35

-1.18

1.54

474

-2.02

-1.42

-0.83

-0.97

-1.09

4.41

2.75

-0.66

-2.52

2.18

-1.54

1.62

-1.33

-0.98

1.39¢-05

6.75e-12

2.29¢-06

1.14e-04

3.65e-04

2.42e-04

1.02e-05

5.72e-12

1.35e-08

3.83e-04

4.70e-06

2.11e-04

2.87e-04

3.08e-06

3.71e-04

4.24e-04

1.23e-08

2.28e-07

5.25e-05

3.70e-08

7.27e-06

2.32e-05

3.42e-04

8.11e-06

4.09e-06

4.08e-03

5.17e-08

1.21e-03

1.94e-02

4.36e-02

3.24e-02

3.53e-03

5.17e-08

1.47e-05

4.47e-02

2.00e-03

2.96e-02

3.66e-02

1.52e-03

4.36e-02

4.87e-02

1.45e-05

1.52e-04

1.06e-02

3.33e-05

2.78e-03

6.23e-03

4.20e-02

2.97e-03

1.89¢e-03

Bmx

Car3

Car4

Runx1tl

Cdh6

Cldn5

Crym

Cyp2el

Cyp2f2

Ackrl

DIx3

DIx4

Drd4

Opn3

Hnmt

F2rl3

Fgf4

Fgf8

Lpinl

Cidec

Gpr83

Gsta3

Htr5b

Irf4

Kcnab2
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16527

16541

16542

16625

16847

16890

16956

18159

18295

18534

18639

18740

19266

19365

20183

20378

20471

20519

20716

20977

211347

216739

22083

22095

27.89 -1.34
111.52 -1
626.43 -1.37
3.85 -241
39.13 0.79
265.44 -0.74
349.46 -1.33
40.26 1.55
48.97 -2.09
34.58 -2.36
47.93 -0.74
41.7 -1.77
34.99 -1.36
163.97 0.32
797 -1.83
8.95 1.04
63.36 -1.43
5.78 -2.22
173.81 -1.2
28.5 -0.81
696.48 -0.47
24.66 -1.67
1100.64 0.45
2.92 -1.85

7.86e-05

1.28e-05

1.54e-06

4.26e-05

2.56e-04

2.78e-05

5.33e-07

2.46e-05

3.42e-09

5.14e-05

2.38e-05

1.21e-05

3.32e-05

1.00e-04

2.02e-05

7.64e-05

1.38e-05

9.89¢-05

3.63e-04

5.06e-05

7.18e-05

2.97e-05

4.29¢-04

4.77e-05

1.47e-02

4.08e-03

8.42e-04

9.44e-03

3.38e-02

6.87¢-03

3.26e-04

6.32e-03

5.82e-06

1.05e-02

6.28e-03

4.04e-03

7.67e-03

1.75e-02

5.63e-03

1.46e-02

4.08e-03

1.74e-02

4.36e-02

1.05e-02

1.39e-02

7.11e-03

4.87e-02

1.00e-02

Kcnk3

Napsa

Kdr

Serpina3c

Lepr

Lipe

Lpl

Nppc

Ogn

Pckl

Ptkfbl

Pitx1

Ptprd

Rad52

Rxrg

Frzb

Six1

Slc22a3

Serpina3n

Syp

Pank3

Acsl6

Ctr9

Tshr
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22780

228802

231070

232345

232975

235627

237754

239827

243369

244281

246049

246190

26874

269470

269642

319942

320360

50878

53896

54612

56069

56429

57260

57262

57264

13.59

88.91

551.52

61.2

172.25

523.86

89.36

17.2

19.72

6.48

15.86

13.72

43.27

678.62

47.65

6.23

13.29

69.84

15.76

6.64

287.18

358.47

19.54

12.71

24.57

-2.47

-0.52

1.48

-0.89

-0.51

-1.33

-0.88

-1.03

-1.93

-1.81

1.67

-1.35

-0.41

-1.59

-3.08

-1.21

1.85

-3.19

-1.38

2.04

-1.65

1.65

-1.47

-2.15

2.00e-04

2.90e-09

3.10e-05

7.76e-05

1.76e-04

3.63e-04

1.73e-04

1.54e-04

2.81e-04

1.11e-05

5.30e-08

1.24e-07

3.18e-07

2.36e-04

6.88e-06

2.93e-08

3.07e-04

2.50e-06

9.05e-09

2.82e-04

4.32e-06

9.32e-06

1.38e-05

1.71e-04

3.47e-06

2.86e-02

5.54¢-06

7.30e-03

1.47e-02

2.68e-02

4.36e-02

2.68e-02

2.48e-02

3.62e-02

3.77e-03

4.27e-05

8.80e-05

2.02e-04

3.19e-02

2.70e-03

2.99¢-05

3.88e-02

1.27e-03

1.15e-05

3.62e-02

1.89¢e-03

3.32e-03

4.08e-03

2.67e-02

1.66e-03

Ikzf3

Bpifbs

Insigl

A2m

Atpla3

Nbeal2

Btnl9

Pigz

Sspo

Myol6

Slc36a2

Otoa

Abcd2

Wdr3

Nat8l1

A530016L24Rik

Ric3

Stag3

Slc7al10

Sfrp5

1117b

Dpt

Ltb4r2

Retnla

Retn
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57329

57435

57776

58200

58994

64661

66375

66797

67077

67477

67512

67896

71755

71907

71939

72361

72780

73016

74901

77037

77531

77583

78558

94227

14.52

76.72

128.95

15.88

18.86

8.01

470.16

69.66

71.89

58.04

404.39

618.86

47.14

8.55

40.51

19.44

21.89

11.59

300.97

13.13

22.9

162.53

274.93

137.3

2.75

-1.59

1.13

-1.6

-0.89

2.15

-0.46

1.67

1.26

-0.84

-0.47

-1.7

-0.63

2.06

-1.19

-1.33

1.63

1.49

-1.05

-1.52

1.42

1.83

-0.95

1.69

3.43e-04

3.95e-05

1.32e-05

4.99¢-08

8.16e-06

1.91e-04

2.45e-04

4.48e-05

1.25e-04

5.51e-06

3.67e-04

1.98e-10

3.09e-04

3.36e-05

2.48e-05

2.23e-04

4.22e-06

2.32e-04

1.32e-04

4.30e-04

1.85e-04

9.36e-07

4.46e-05

2.12e-05

4.20e-02

8.88e-03

4.08e-03

4.24e-05

2.97e-03

2.80e-02

3.25e-02

9.65e-03

2.09e-02

2.22e-03

4.36e-02

7.57e-07

3.88e-02

7.67e-03

6.32e-03

3.08e-02

1.89¢-03

3.16e-02

2.20e-02

4.87e-02

2.77e-02

5.36e-04

9.65e-03

5.79e-03

Otor

Plin4

Ttyhl

Ppplrla

Smpd3

Krtdap

Dhrs7

Cntnap2

Catsperz

Abhd15

Agpat2

Ccdc80

Dhdh

Serpina9

Apol6

Ces2g

Rspo3

Kremen2

Kbtbd11

Mrap

Ankslb

Notum

Htra3

Pil5
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97476 57.81 3.94 5.11e-09

99571 92.71 1.85 1.11e-04

7.82e-06

1.91e-02

Fam90ala

Fgg

4.7. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO EN CATEGORIAS FUNCIONALES

Tras el andlisis de enriquecimiento, observamos que 31 pathways presentaban p-valores
ajustados inferiores a 0,05, de los cuales 21 estaban sobreexpresados en tumores irradiados y 10,
infraexpresados. Entre los pathways sobreexpresados encontramos iniciacioén y elongacién de la
traduccion, ribosoma, degradacién del mRNA mediada por mutacion terminadora y meiosis, entre
otros. Por contra, entre los pathways downregulados observamos funciones relacionadas con la
seflalizacion a través de PPAR, el metabolismo de triglicéridos o la via de sefializacién de la
insulina. En la Tabla 8 se muestran todos los pathways diferencialmente expresados de manera
significativa entre tumores irradiados y no irradiados.

Tabla 8. Pathways diferencialmente expresados en tumores irradiados y no irradiados. Las dos primeras

columnas contienen los valores para el score de enriquecimiento y el score de enriquecimiento ajustado.

Los valores positivos indican sobreexpresion en tumores irradiados, mientras que valores negativos indican

infraexpresion en tumores irradiados.

PATHWAY

REACTOME_EUKARYOTIC_TRANSLATION_ELONGATION

KEGG_RIBOSOME

REACTOME_RESPONSE_OF_EIF2AK4_GCN2_TO_AMINO_A
CID_DEFICIENCY

REACTOME_EUKARYOTIC_TRANSLATION_INITIATION

REACTOME_NONSENSE_MEDIATED_DECAY_NMD

REACTOME_SRP_DEPENDENT_COTRANSLATIONAL_PRO
TEIN_TARGETING_TO_MEMBRANE

REACTOME_MEIOSIS

REACTOME_MEIOTIC_SYNAPSIS

REACTOME_ACTIVATION_OF_THE_MRNA_UPON_BINDIN
G_OF_THE_CAP_BINDING_COMPLEX_AND_EIFS_AND_SUB
SEQUENT_BINDING_TO_43S

ES

0.71

0.72

0.68

0.66

0.62

0.62

0.62

0.65

0.62

NES

2.34

2.32

2.28

2.25

2.1

1.98

1.96

1.95

p-val

3.15e-10

8.57e-10

1.23e-08

5.26e-10

4.16e-08

1.16e-07

1.08e-05

8.64e-05

8.32e-05

padj

4.17e-07

4.53e-07

4.86e-06

4.17e-07

1.10e-05

2.63e-05

1.31e-03

8.56e-03

8.56e-03
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REACTOME_REGULATION_OF_EXPRESSION_OF_SLITS_A
ND_ROBOS

REACTOME_NEGATIVE_REGULATION_OF_FGFR3_SIGNA
LING

REACTOME_NEGATIVE_REGULATION_OF_FGFR4_SIGNA
LING

REACTOME_INFLUENZA_INFECTION

REACTOME_FGFR1_MUTANT_RECEPTOR_ACTIVATION

REACTOME_REPRODUCTION

REACTOME_MEIOTIC_RECOMBINATION

REACTOME_RRNA_PROCESSING

REACTOME_SELENOAMINO_ACID_METABOLISM

REACTOME_DEGRADATION_OF_THE_EXTRACELLULAR_
MATRIX

REACTOME_TRANSLATION

NABA_MATRISOME_ASSOCIATED

REACTOME_CLASS_A_1_RHODOPSIN_LIKE_RECEPTORS

KEGG_CHEMOKINE_SIGNALING_PATHWAY

REACTOME_BIOLOGICAL_OXIDATIONS

REACTOME_INTEGRATION_OF_ENERGY_METABOLISM

KEGG_HEMATOPOIETIC_CELL_LINEAGE

KEGG_INSULIN_SIGNALING_PATHWAY

REACTOME_TRANSCRIPTIONAL_REGULATION_OF_WHIT
E_ADIPOCYTE_DIFFERENTIATION

REACTOME_TRIGLYCERIDE_CATABOLISM

REACTOME_TRIGLYCERIDE_METABOLISM

KEGG_PPAR_SIGNALING_PATHWAY

0.53

0.75

0.73

0.54

0.69

0.57

0.64

0.49

0.51

0.46

0.41

0.34

-0.48

-0.49

-0.5

-0.53

-0.56

-0.55

-0.62

-0.84

-0.82

-0.77

1.93

1.92

1.91

1.91

1.88

1.85

1.85

1.81

1.73

1.62

1.57

1.37

-1.61

-1.63

-1.66

-1.68

-1.74

-1.78

-1.93

-1.94

-2.08

-2.23

3.25e-07

1.91e-04

4.15e-04

1.39¢-06

6.87e-04

1.93e-04

8.88e-04

7.56e-06

2.70e-04

9.34e-04

1.45e-04

6.80e-04

8.42e-04

3.89¢-04

6.84e-04

9.39e-04

9.16e-04

1.36e-04

8.27e-06

2.16e-05

4.76e-06

2.58e-08

6.43e-05

1.53e-02

2.86e-02

2.45e-04

4.19e-02

1.53e-02

4.80e-02

1.09¢-03

2.04e-02

4.80e-02

1.28e-02

4.19e-02

4.80e-02

2.80e-02

4.19e-02

4.80e-02

4.80e-02

1.27e-02

1.09¢-03

2.44e-03

7.54e-04

8.16e-06
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Cuando analizamos los pathways sobreexpresados, observamos que gran parte de las vias
de sefializacién sobreactivadas en tumores irradiados estaban implicadas en el proceso de
traducciéon del mRNA (iniciacion, elongacion o formacién del ribosoma). Varios autores han
descrito previamente que la traduccién desregulada del mRNA es una caracteristica frecuente de
las neoplasias, ya que muchos factores implicados en dichas pathways se encuentran
sobreexpresados en la mayoria de tumores, incluido el cdncer de mama. La sobreactivacién del
proceso de traduccién conlleva un aumento remarcable en la sintesis de proteinas que se ha
asociado a un incremento anormal de la proliferacion celular, de la angiogénesis y a alteraciones
en la respuesta inmune que, en conjunto, desencadenan la transformacion celular y la progresién
oncogénica (Bhat et al., 2015; Ali et al., 2017).

También observamos que los tumores irradiados estaban enriquecidos en vias de
degradacion de matriz extracelular. La degradacién de la matriz extracelular estd mediada por
metaloproteinasas de la matriz (MMP). La liberaciéon de estas MMPs es el resultado de
comunicaciones cruzadas entre las células tumorales con el resto de células dentro del
microambiente tumoral, incluidos fibroblastos asociados al cdncer (CAFs), macréfagos tipo 2
(M2) y células madre cancerosas. La escision de los componentes de la matriz por accion de las
MMPs es un proceso que conduce a la desregulacion de su composicidn, estructura y abundancia,
asi como a la liberacién de moléculas biol6gicamente activas, como los factores de crecimiento.
Por ende, la degradacién de la matriz extracelular en los tumores irradiados conduce a un aumento
de la proliferaciéon, migraciéon e invasién, asi como a la inducciéon de la angiogénesis y
supervivencia tumoral (Najafi, Farhood and Mortezaee, 2019).

Respecto a la sobreactivacion de la meiosis, cabe recordar que una caracteristica de muchos
cénceres es que activan genes que normalmente estin asociados con distintos estados del
desarrollo, incluidos genes especificos de células germinales. En la actualidad, estd emergiendo
una fuerte evidencia de que la activacion inapropiada de genes especificos de la linea germinal en
tejido tumoral conduce a inestabilidad genémica, lo que favorece el desarrollo, mantenimiento y
diseminacion del cancer (McFarlane and Wakeman, 2017).

Por ultimo, aunque tradicionalmente se ha conocido la via de degradacion del mRNA
mediada por mutaciones terminadoras (NMD, del inglés Nonsense-Mediated mRNA Decay) como
un mecanismo de control de calidad que degrada los transcritos aberrantes derivados de genes
mutados o de errores en el procesamiento del mRNA, en los ultimos afios, se ha reportado que la
via NMD también estd implicada en la degradacion de muchos mRNAs que codifican proteinas
funcionales, por lo que se establece como un mecanismo post-transcripcional de regulacion de la
expresion génica. Se ha descrito que las células tumorales se aprovechan de la funcion dual de
esta via para, por una parte, degradar los mRNAs de genes supresores de tumores por adquisicién
selectiva de codones de parada prematuros (PTCs, del inglés Premature Termination Codon), lo
que favorece el crecimiento sin restricciones del tumor; y, por otra parte, ajustar la actividad
NMD para favorecer la regulacién positiva de genes necesarios para la adaptacion al
microambiente tumoral (Fernandes et al., 2019).

Por otro lado, centrdndonos en los pathways infraexpresados, la activacion reducida de la
via de sefializacién de los PPAR (receptores activados por proliferadores de peroxisomas), en
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concreto a través del receptor PPAR-y se ha asociado a desdiferenciacion celular y mayor
invasividad tumoral en lineas celulares de cancer de mama. Los PPAR-y pueden ser activados por
ligandos naturales como 4cidos grasos y sus derivados. Una vez activados, estdn implicados en la
diferenciacion adipogénica de las células, lo que resulta en la inhibicién del crecimiento y la
proliferacion celular (Vella et al., 2017). Dado que el metabolismo de los triglicéridos estd
afectado en los tumores irradiados, la cantidad de dcidos grasos disponibles para activar los PPAR
se ve reducida y, consecuentemente, la via de diferenciacion a adipocitos resulta infractivada en
estos tumores, desencadenando un fenotipo méas agresivo y metastasico.
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5. CONCLUSION

El objetivo del presente proyecto era comprobar si la radiaciéon no dirigida sobre el
microambiente tumoral tenia algiin efecto en el proceso de carcinogénesis en un epitelio mamario
preparado para sufrir una transformacién neoplasica mediante la pérdida genética de p53.

El 100% de los ratones incluidos en el estudio desarrollaron un tumor mamario de 10 mm°,
independientemente de la condicién de irradiacion, lo que demuestra que la pérdida de p53 es
suficiente para inducir la transformacién neoplédsica. No obstante, observamos que, ademds, la
radiacién ionizante, un conocido carcindgeno, era capaz de acelerar el proceso de tumorigénesis
actuando tanto sobre las propias células tumorales como sobre la sefializacion del microambiente
tumoral.

Mediante IHC comprobamos que el dafio en el DNA producido por la radiacién ionizante
promueve la adquisiéon de mutaciones con alto potencial carcinogénico, como la amplificacién del
oncogén HER?2 o la inactivacion del supresor tumoral E-cadherina, y estimula la sobreexpresion
de CD14 por liberaciéon de DAMPs, promoviendo asi el establecimiento de un microambiente
tumoral inflamatorio y mds proliferativo. De igual manera, tras el andlisis de expresidon génica
diferencial por RNA-seq, observamos que tanto las vias de sefializacion sobreactivadas como las
reducidas en ratones irradiados conducian, mayoritariamente, al desarrollo de tumores mds
agresivos, por alteraciones en la uniones celulares, induccion de angiogénesis o desregulacion del
ciclo celular. En general, estos resultados sostienen la idea de que la radiacion ionizante esta
asociada al desarrollo de tumores caracterizados por una tasa de crecimiento acelerada, mayor
invasividad y un elevado potencial metastasico.

De modo que, podemos concluir que tanto las células tumorales como el microambiente
tumoral parecen estar afectados por los efectos de la radiacion y que ésta podria jugar un papel
importante en el proceso de carcinogénesis. Sin embargo, no pudimos encontrar diferencias
significativas en la tasa de crecimiento tumoral entre los ratones irradiados y los ratones no
irradiados, lo cual podria deberse al pequefio tamafio muestral (n) que resultaba al dividir los
ratones en dos grupos: irradiados y controles no irradiados. Pese a ello, nuestros resultados
tienden a mostrar ligeras diferencias de expresion en los tumores tratados con radiacién 10 cGy,
que deberian ser confirmadas en estudios con una n mayor y que podrian esclarecer los efectos de
la radiacién en el proceso de tumorigénesis.
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6. ANEXOS

ANEXO 1. Especificaciones de los anticuerpos primarios empleados para la IHC.

Anticuerpo Clona | Compaiiia Dilucion Kit de deteccion
ER: Estrogen Receptor Rabbit . .
Monoclonal Primary Antibody, SP1 Ventana Roche | Pre-diluido ultraView UI.HVCrS?l DAB
CONFIRM Detection Kit
PR: Progesterone Receptor . .
Rabbit Monoclonal Primary 1E2 Ventana Roche | Pre-diluido ultraV;)e;eléItr};\;leET DAB
Antibody, CONFIRM ton Al
HER2: HER-2/neu Rabbit . .
Monoclonal Primary Antibody, 4B5 Ventana Roche | Pre-diluido ultraView UI.HVCrS?l DAB
PATHWAY Detection Kit
Ki67: Ki67 Rabbit Monoclonal o ultraView Universal DAB
Primary Antibody, CONFIRM 30-9 Ventana Roche | Pre-diluido Detection Kit
c-Myc: c-MYC Rabbit o ultraView Universal DAB
Monoclonal Primary Antibody Y69 Ventana Roche | Pre-diluido Detection Kit
CK14: Cytokeratin 14 Rabbit o ultraView Universal DAB
Monoclonal Primary Antibody SPS3 Ventana Roche | Pre-diluido Detection Kit
CD14: CI_)14 Rabb1F Monoclonal EPR3653 Ventana Roche | Pre-diluido ultraView Ur}lversgl DAB
Primary Antibody Detection Kit
E-Cadherina: E-cadherin o ultraView Universal DAB
Antibody EP700Y Ventana Roche | Pre-diluido Detection Kit
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ANEXO II. Sistema de puntuacién utilizado en la evaluacién de los distintos biomarcadores por

IHC.
Especificidad del Patron de tincién ¥z
q Valoracion
anticuerpo observado
ER(Estrogen . . . ..
Receptor) Nuclear Allred score: valores comprendidos entre 0-2 (negativos) vs 3-8 (positivos) (Campbell et al., 2016)
PR (Progesterone P . . . ..

Receptor) Nuclear/Citopldsmico | Allred score: valores comprendidos entre 0-2 (negativos) vs 3-8 (positivos) (Campbell et al., 2016)
Para valorar la expresion de HER2 se distinguen cuatro grupos: 0 (no se observa tincion de
membrana o ésta es incompleta y apenas perceptible en < o = 10% de las células tumorales); 1(se

HER2 (Human . . . p
. observa tincién tenue e incompleta de membrana y apenas perceptible en > 10% de células
epidermal receptor | Membranoso/Nuclear ) NN . )
type 2) tumorales); 2 (tincién débil pero completa de membrana en > 10% de las células tumorales); 3
yp (tincién de membrana completa e intensa en > 10% de las células tumorales). Los grupos O y 1 se
consideran negativos y los grupos 2 y 3 se consideran positivos (Mohammadizadeh et al., 2009).
. <14% vs. >214% de células tefiidas (cut-off establecido en el consenso de St. Gallen de 2013)
Ki67 Nuclear (Harbeck et al., 2013).
Se han descrito dos scores para considerar una tincién positiva para c-Myc, uno de ellos basado en
la intensidad de tincién de las células (0: no se observa tincidn; 1: tincién débil; 2: tincién
c-Myc Nuclear moderada; 3: tincidén fuerte) y otro score basado en el porcentaje de células tefiidas (0: 0%; 1: 1-
25%; 2: 26-50%; 3: 51-75%; 4: 76-100%). Se considera positivo un score de intensidad >1 6 un
score de porcentaje >3 (Blancato et al., 2004).
Los tumores se clasifican en funcién de dos scores: la intensidad de tincién (0: no tincién; 1:
CK14 Citopldsmico tincién débil; 2: tinciéon moderada/fuerte) y el porcentaje de células que muestran expresion de
P CK14 (0: 0%; 1: <10%; 2: >10%). La multiplicacién de estos dos parametros da un score final: <1
se considera negativo y >2 se considera positivo (Majumder, Jagani and Basu, 2020).
Al igual que ocurre con otros marcadores de células madre de cdncer de mama, como CD44 y
CD14 Nuclear CD24, consideramos expresion positiva de CD14 en aquellas muestras en las que >10% de las
células tumorales estaban tefiidas (Katayama et al., 2017).
La expresion de E-cadherina se puntué como O o negativa (no tincién); 1 (tincién débil y en <10%
E-Cadherina Citoplasmico/ de las células tumorales); 2 (tincién moderada y en >10% de las células); 3 (tincion intensa en la
Membranoso mayor parte de las células). Los scores 1, 2 y 3 se consideraron positivos (Younis, El Sakka and

Haque, 2007).
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ANEXO III. Cédigos utilizados en el andlisis de RNA-seq.

Seccion 1: Cédigo bash empleado para llevar a cabo el control de calidad de los ficheros fastq.

DEST_DIR=

/Destination_directory/

FILES=/Drirectory_Containing_Files/*

for f in
do
echo

$FILES

$f

var_temp=%(

echo

)

echo

FILE_

echo

)

$f | cut -d'/' -f 6 | cut -d'."' -f 1

$var_temp
NAME=$ (
$f | cut -d'/" -f 6

NEW_FOLDER=$(echo $DEST_DIR$var_temp)

echo
echo
echo
echo
echo
echo
echo
FILE
echo
echo

"The new folder to create is...
$NEW_FOLDER

"The file to transfer is...'
$f

"The name of the file is..."
$FILE_NAME

"The unzipping file plus dir is..."

_TO_UNZIP=$(echo $NEW_FOLDER'/'$FILE_NAME)

"The unzipping file in a variable is...'
$FILE_TO_UNZIP

mkdir -p $NEW_FOLDER

fastqc $f --outdir=$NEW_FOLDER

done
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Seccion 2: Codigo bash utilizado para generar los alineamientos.

DEST_DIR=/Destination_directory/
FILES=/Directory_Containing_Files/*
for £ in $FILES

do

echo $f

var_temp=$(

echo $f | cut -d'/" -f 6 | cut -d'.’
)

echo $var_temp

FILE_NAME=$(

echo $f | cut -d'/' -f 6

)

echo "The name of the samples is...’
echo $var_temp

NEW_FOLDER=$(echo $DEST_DIR$var_temp)
echo "The new folder to create is..."
echo $NEW_FOLDER

echo "The file to transfer is...’
echo $f

echo "The name of the file is...'
echo $FILE_NAME

echo "The unzipping file plus dir is..."
FILE_TO_UNZIP=$(echo $NEW_FOLDER'/'$FILE_NAME)
echo $FILE_TO_UNZIP

echo "copy the file to the new directory...”

cp $f $NEW_FOLDER

echo "Uncompressing file..."
gunzip -d $FILE_TO_UNZIP

echo "Removing compressed file...'
rm -f $FILE_TO UNZIP

echo "The unzziped file name is..."
UNZIPPED FILE=${FILE_TO_UNZIP::-3}
echo $UNZIPPED_FILE

echo "This is the forward file name...’
FORWARD_FILE=$(echo $NEW_FOLDER$'/forward.fastq"')

echo $FORWARD_FILE

echo "This is the reverse file name..."

REVERSE_FILE=$(echo $NEW_FOLDER$'/reverse.fastq’)

echo $REVERSE_FILE

echo "Deinterleaving data...”

echo 'deinterleave_fastq.sh < "$UNZIPPED_FILE® "$FORWARD_FILE'
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"$REVERSE_FILE

deinterleave_fastq.sh < $UNZIPPED_FILE $FORWARD_FILE
$REVERSE_FILE

deinterleave_fastq.sh < $UNZIPPED_FILE $FORWARD_FILE
$REVERSE_FILE

echo "The name of the summary statistics file is..."
SUMMARY_FILE=$(echo $NEW_FOLDER$'/Summary File.txt')
echo "The name of the output SAM is..."
OUTPUT_SAM=$(echo $NEW_FOLDER'/'$var_temp'_SAM out.sam')
echo $OUTPUT_SAM

echo $SUMMARY_FILE

echo "Running alignment..."

hisat2 -x genome -1 $FORWARD_FILE -2 $REVERSE_FILE -S $OUTPUT_SAM
-3 25 -p 8 --summary-file $SUMMARY_ FILE

echo "Removing data...’
rm -f $UNZIPPED_FILE
rm -f $FORWARD_FILE

rm -f $REVERSE_FILE

rm -f $f
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Seccion 3: Cadigo de R empleado para generar los conteos a nivel de gen.

directories_to_find_files <- dir("/PATH_TO_SAM_FILES/",full.names
= 1)
file_dir_names <- c()
for(i in 1:length(directories_to_find_files)){

file_dir_names <-
c(file_dir_names,dir(directories_to_find_files[i],full.names =
T)[grepl("”.sam",dir(directories_to_find_files[i],full.names =
™)1
}

Gene_Counts <- featureCounts(file_dir_names,annot.inbuilt =

"mm1@",isPairedEnd = TRUE,useMetaFeatures = TRUE)

Gene_Counting_Stats <- t(Gene_Counts$stat)

for(i in 1:ncol(Gene_Counting_Stats)){
Gene_Counting_Stats[,i] <-

as.numeric(as.character(trimws(Gene_Counting_Stats[,i])))

}

colnames(Gene_Counting_Stats) <- Gene_Counts$stat$Status

Gene_Counting_Stats <- Gene_Counting_Stats[-1,]

rownames(Gene_Counting_Stats) <-

unlist(lapply(strsplit(rownames(Gene_Counting_Stats),"\\."),functi

on(x) x[[£11))

library(clipr)

save(file = "/PATH_TO_COUNTS/Gene_Level_Counts.Rda",Gene_Counts)
Gene_Counts <-
get(load(file="/PATH_TO_COUNTS/Gene_Level_Counts.Rda"))
help(featureCounts)

45



Seccion 4: Cdédigo de R empleado para efectuar los andlisis de expresion diferencial y
enriquecimiento en categorias funcionales.

options(stringsAsFactors = F)
library(DESeq2)

counts_marta <- get(load(file =
"/DIR_ANALYSIS/Gene_Level_Counts.Rda" ))

names_to_replace <-
unlist(lapply(strsplit(colnames(counts_marta$counts),”\\."),functi
on(x) x[£]1))

colnames (counts_marta$counts) <- names_to_replace

colnames (counts_marta$stat)[2:163] <- names_to_replace

Sample_Treatment <- read.csv(file =
" /DIR_ANALYSIS//Sample_Codes.txt",sep= "\t")

intersected <-
intersect(colnames(counts_marta$counts),Sample_Treatment$Library)
counts_marta$counts <- counts_marta$counts[,intersected]

Sample_Treatment <- Sample_Treatment[Sample_Treatment$Library %in%
intersected,]
countData <- counts_marta$counts

colData <- Sample_Treatment[,c("Library”,"Treatment”)]
rownames (colData) <- colData$Library
colnames(colData)[2] <- "condition"

colData <- colData[,-1,drop = F]

colData <- colData[colnames(countData), ,drop=F]

dataset <- DESeqDataSetFromMatrix(countData = countData,colData =
colData,design = ~condition)

keep <- (rowSums(counts(dataset))/ncol(dataset)) >
table(keep)

dataset <- dataset[keep,]

dataset$condition <- relevel(dataset$condition, ref = “"sham")
table(dataset$condition)

sum(table(dataset$condition))
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dds <- DESeq(dataset)

summary (dds)

result <- results(dds, contrast=c(’'condition’,'IR','sham'),alpha =
)

result <- result[complete.cases(result),]

df_results <- data.frame(result)
View(df_results)
rownames (df_results)

df_results$Entrez <- rownames(df_results)

library(biomaRt)
library(biomaRt)
library(DESeq2)
library(tidyverse)

listMarts()

ensembl=useMart("ENSEMBL_MART_ENSEMBL")

listDatasets(ensembl) %>% filter(str_detect(description, "Mouse"))
ensembl = useDataset("mmusculus_gene_ensembl”, mart=ensembl)
ourFilterType <- "entrezgene_id"

filterValues <- rownames(df_results)

attributeNames <- c('ensembl_gene_id', ‘entrezgene_id’,
‘external_gene_name"’)

annot <- getBM(attributes=attributeNames,filters =
ourFilterType,values = filterValues, mart = ensembl)

df_results <- merge(df_results,annot,by.x = "Entrez", by.y =
"entrezgene_id")

df_results_filt <- df_results[df_results$padj < 55 1
colnames (df_results_filt)

source("”/DIR_ANALYSIS/Misc.R")

df_results_filt <-
df_results_filt[,c("Entrez","baseMean"”,"log2FoldChange"”,"pvalue”,"
padj"”,"external_gene_name")]

df_results_filt$baseMean <- round(df_results_filt$baseMean,digits

)
df_results_filt$log2FoldChange <-

round(df_results_filt$log2FoldChange,digits = 2)
df_results_filt$pvalue <- formatC(df_results_filt$pvalue,format =
"e",digits = 2)

df_results_filt$padj <- formatC(df_results_filt$padj,format =
"e",digits = 2)




copy.table(df_results_filt)
copy.table(paste(df_results_filt[df_results_filt$log2FoldChange >

"

>"external_gene_name"],collapse = ", "))
copy.table(paste(df_results_filt[df_results_filt$log2FoldChange <
2,"external_gene_name”],collapse = ", "))
copy.table(df_results_filt$external_gene_name)

library(ComplexHeatmap)
library(circlize)

sigGenes <- df_results[df_results$padj < . > "Entrez"]

vst <- vst(dataset, blind=TRUE)

vst <- vst[,order(colData(vst)$condition)]

plotDat <- assay(vst)[sigGenes,]

z.mat <- t(scale(t(plotDat), center=TRUE, scale=TRUE))

hal = HeatmapAnnotation(df = colData(vst)[,c("condition"),drop=F])

pdf(file = "C:/Users/jj/Desktop/Analisis_Marta/Heatmap.pdf")

Heatmap(z.mat,top_annotation = hal,cluster_columns = FALSE,rect_gp

= gpar(col = "white"”, 1lwd=9.5), row_names_gp = gpar(fontsize =
),column_names_gp = gpar(fontsize = 4) )

dev.off()

pdf(file = "/DIR_ANALYSIS//plotMA.pdf")

plotMA(result, main=paste®(’ 'Condition: Irradiated vs. Sham'))
dev.off()

vst <- vst(dataset, blind=TRUE)

pdf(file = "C/DIR_ANALYSIS//plotPCA.pdf")

plotPCA(vst, intgroup = ‘condition’)

dev.off()

View(data.frame(result))

plotCounts(dataset, gene=which.min(result$pvalue),
intgroup="'condition’', pch = )

library(cowplot)
fig_lab_size <-

heat_map <- ggdraw() + draw_image("/DIR_ANALYSIS//Heatmap-1l.png")
plotMA <- ggdraw() + draw_image("C/DIR_ANALYSIS//plotMA-1.png")
plotPCA <- ggdraw() + draw_image("/DIR_ANALYSIS//plotPCA-1.png")

plot_grid()

top_row <- plot_grid(plotMA,plotPCA,ncol = 2,labels = c('A*,"B"))
bottom_row <- plot_grid(heat_map,labels = c("C"))

pdf(file = "/DIR_ANALYSIS//Combined_figure.pdf" )
plot_grid(top_row,bottom_row,nrow = 2)

dev.off()
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library(clusterProfiler)

df_results

fold_vector <- df_results$log2FoldChange

names (fold_vector) <- df_results$Entrez

c2_cp <- readRDS(file = "/DIR_ANALYSIS/Mm.c2.cp.v7.l.entrez.rds")

library(fgsea)

fgseaRes <- fgsea(pathways = c2_cp,stats= fold_vector,minSize =
» maxSize = )

View(fgseaRes[order(pval), ])

df_results <- data.frame(fgseaRes[order(pval), ])
table(df_results$padj < )

table(df_results$padj < & df_results$NES > 9)
View(df_results[df_results$padj < & df_results$NES > 9,])
View(df_results[df_results$padj < & df_results$NES < 9,])
table(df_results$padj < )

df_ord <- df_results[df_results$padj < 51

df_ord

colnames(df_ord)

df_ord <- df_ord[,c("pathway”,"ES","NES" ,"pval”,"padj”)]
df_ord <- df_ord[order(df_ord$NES,decreasing = T),]

df_ord$ES <- round(df_ord$ES,digits = 2)

df_ord$NES <- round(df_ord$NES,digits =

df_ord$pval <- formatC(df_ord$pval,format = "e",digits
df_ord$padj <- formatC(df_ord$padj,format = "e”,digits
copy.table(df_ord)
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ANEXO IV. Ejemplos de inmunotincién positiva para los biomarcadores analizados en los TMAs.

PR nuclear

e L aF
e
' ’{‘ ‘i- '.:

HER2 nuclear

7%
7Y
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ANEXO V. Correlaciones detectadas entre los distintos biomarcadores analizados en la poblaciéon en general (A), en los ratones irradiados (B) y en los

ratones no irradiados (C).

A

PR nuc PR cyto HERZ mh  HERZ cyto KiGT c-Wyc Ck14 cD14 E-cadh

PR nuc Correlacién de Pearson 1 365 042 -,086 044 -,098 046 195 042

Sig. (bilateral) <,001 643 339 614 269 603 027 539

N 130 130 127 126 130 130 128 129 126

PR cyto Correlacién de Pearsaon 365 1 -034 049 131 -036 000 298" -112

Sig. (bilateral) <001 708 582 138 687 1,000 =001 212

N 130 130 127 126 130 130 128 129 126

HERZ mb Correlacidn de Pearson 042 -,034 1 24 13 -.095 18 09z am

Sig. (bilateral) 543 708 165 204 286 185 303 887

N 127 127 128 127 127 127 127 128 124

HERZ cyto  Caorrelacion de Pearson - 086 049 124 1 081 - 117 138 -0 07T

Sig. (bilateral) 339 582 165 310 193 124 992 399

N 126 126 127 127 126 126 126 127 123

KiBT Correlacién de Pearson 044 131 113 091 1 192’ 100 275" 081

Sig. (bilateral) 619 138 204 310 029 261 002 366

N 130 130 127 126 130 130 128 129 126

c-Myc Correlacidn de Pearson -.0ag8 -, 036 -,095 - 117 1 g2 1 149 158 21 1

Sig. (bilateral) 269 687 286 193 024 092 074 018

N 130 130 127 126 130 130 128 129 126

Ck14 Correlacidn de Pearson OEL ,00a 18 38 100 148 1 07T ,351’"=

Sig. (bilateral) 603 1,000 185 124 261 092 387 =,001

N 128 128 127 126 128 128 128 128 124

CD14 Correlacién de Pearson 195 298" 092 -,001 275" 158 077 1 3247

Sig. (bilateral) 027 <,001 303 892 .00z 074 387 <,001

N 128 1249 128 127 1249 129 128 130 126

E-cadh Correlacién de Pearsaon 042 -112 001 077 081 211 3517 32" 1
Sig. (bilateral) 639 212 987 399 366 018 <001 =001

N 126 126 124 123 126 126 124 126 126

** | acorrelacidn es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacidn es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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Correlaciones 10 cGy

FE nuc PR cyto HERZ mh  HERZ cyto KigT c-Myc CK14 cD14 E-cadh

PR nuc Correlacidn de Pearson 1 51 1" 12 - 106 139 -,095 148 217 124

Sig. (hilateral) =001 410 438 ,283 ATE 268 02 366

[ 59 59 56 56 59 59 58 58 55

PR cyto Correlacidn de Pearson ,511’"= 1 165 -.080 163 75 071 212 -,032

Sig. (bilateral) =001 223 558 217 Aa72 584 10 AT

[+ 59 59 56 56 59 59 58 58 55

HERZ mh Correlacién de Pearson 12 165 1 181 0498 -.108 038 64 - 026

Sig. (hilateral) 410 223 158 473 425 783 258 855

M 56 56 56 56 56 56 56 56 53

HER2 cyto  Correlacidn de Pearson - 106 -.080 e 1 145 -, 2566 076 43 0948

Sig. (hilateral) 438 568 168 286 0566 575 284 A74

[ 56 56 56 56 56 56 56 56 53

KiGgT Correlacion de Pearson 138 63 Jag 45 1 200 224 ,338“ 258

Sig. (bilateral) 283 217 473 286 128 RiEN] ,aog 57

[+ 59 59 56 56 59 59 58 58 55

c-Myc Correlacién de Pearson -,095 074 -108 - 266 200 1 06 67 081

Sig. (hilateral) 476 572 425 056 129 427 239 507

M 549 549 56 56 549 549 58 58 55

CkE14 Correlacién de Pearson 148 071 038 076 224 06 1 209 ,288”

Sig. (bilateral) 268 594 783 575 090 427 118 035

[+ 53 58 56 56 58 qa 58 57 54

CD14 Correlacién de Pearson 217 212 154 143 338" 157 209 1 582"

Sig. (hilateral) 02 110 258 294 009 239 118 =,001

M 58 58 56 56 58 58 57 58 55

E-cadh Correlacién de Pearson 124 -032 -026 099 258 091 288 582" 1
Sig. (bilateral) 366 817 855 479 057 507 035 <,001

[+ 55 K] 53 53 K] 55 54 K] 55

** Lacorrelacidn es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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Correlaciones SHAM

PR nuc FR cyto HERZ mh  HER2Z cyto KigT c-Myc Ck14 cD14 E-cadh

FE nuc Correlacion de Pearson 1 ,25\2’= -,044 -,071 - 042 -,099 - 046 178 -.0o7

Sig. (hilateral) 013 715 Ralat: 728 A10 o8 138 452

[ 71 71 71 it 71 71 70 71 71

PR cyto Correlacidn de Pearson 282" 1 - 151 151 123 - 116 -047 3497 -154

Sig. (bilateral) 013 209 211 307 334 698 003 198

[+ 71 71 71 in 71 71 Ll 71 71

HERZ mb Correlacidn de Pearson -.044 - 181 1 017 A27 - 066 203 051 026

Sig. (hilateral) J15 209 886 ,293 586 090 670 829

I 71 71 T2 71 71 71 71 T2 71

HERZ2 cyto  Correlacidn de Pearson -,071 151 017 1 045 -,007 187 -108 &7

Sig. (hilateral) Ralat: 211 ,BB6 14 56 22 368 G637

[ it 70 71 71 70 70 70 71 70

Kig 7 Correlacidn de Pearson -042 J23 J27 045 1 Jan -0z 228 -84

Sig. (bilateral) 728 307 293 T4 113 989 056 G55

[ 71 71 71 in 71 71 il 71 71

c-Myc Correlacidn de Pearson -.0ag - 116 - 066 -.ooy 180 1 82 154 ,EEEIE:Ix

Sig. (hilateral) 410 334 586 956 13 132 199 el

I 71 71 71 70 71 71 70 71 71

Ck14 Correlacién de Pearson - 046 -047 203 187 -002 Je2 1 - 026 ,399“

Sig. (bilateral) 708 698 080 122 989 133 828 < 001

[ in 70 71 in 70 il 71 71 70

CcD14 Correlacidn de Pearson 78 ,349“ 051 -.108 228 64 - 026 1 1249

Sig. (hilateral) 138 003 670 368 056 1848 828 284

I 71 71 T2 71 71 71 71 T2 71

E-cadh Correlacién de Pearson -.007 - 154 026 057 - 054 299" 399" 129 1
Sig. (bilateral) 852 109 829 637 655 011 <001 284

[ 71 71 71 in 71 71 il 71 71

* La correlacidn es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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