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RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia mas comunmente diagnosticada en mujeres
en todo el mundo, es reconocida como una patologia heterogénea y se clasifica en
cuatro subtipos moleculares: Luminal A, Luminal B, HER2-enriched y Basal-like,
cada uno con diferentes caracteristicas bioldgicas y clinicas. Los RNAs largos no
codificantes (IncRNAs) representan el 33% del transcriptoma humano vy
desempeiian funciones criticas en la carcinogénesis de mama, pero la mayoria de
sus funciones aun se desconocen. Por lo tanto, la investigacion del cancer podria
beneficiarse de la exploracion de la biologia de los INncRNAs en esta neoplasia. En
este trabajo caracterizamos los perfiles de expresion de IncRNAs en 75 tumores
de mama pertenecientes a los cuatro subtipos moleculares utilizando
microarreglos. Para inferir el papel biolégico de los IncRNA desregulados en los
subtipos moleculares, realizamos analisis de coexpresion de IncRNA-mRNA vy
analisis de gene ontology. ldentificamos 307 IncRNA desregulados en el tumor en
comparacion con el tejido normal y 354 IncRNA desregulados entre los diferentes
subtipos moleculares. A través del analisis de coexpresion entre los INcRNA y los
MRNAs, junto con el analisis de enriquecimiento de genes, inferimos la funcion
potencial de los INcRNA mas desregulados en cada subtipo molecular y validamos
de forma independiente nuestros resultados utilizando los datos de TCGA. Se
observd sobreexpresion del IncRNA AC009283.1 en el subtipo HER2-enriched,
localizado en una zona de amplificacion en el cromosoma 17g12. Se investigo el
papel funcional del IncRNA AC009283.1 mediante ensayos de pérdida de funcién
in vitro y se determind su impacto en la expresion génica global. Estos estudios
mostraron que AC009283.1 regula genes implicados en la proliferacion, el ciclo
celular y la apoptosis en un modelo celular HER2-enriched. Ademas, confirmamos
estos hallazgos a través del analisis de ssGSEA y CEMITool en una cohorte
independiente de tumores de mama HERZ2 positivos. Nuestros hallazgos sugieren
un amplio repertorio de funciones bioldgicas para los INcRNAs en cada subtipo
molecular de cancer de mama y proporcionan una base para su estudio biolégico
y funcional, como se realiz6 para AC009283.1, demostrando que es un regulador
potencial de la proliferacidén y apoptosis en el subtipo HER2-enriched.



ABSTRACT

Breast cancer is the most commonly diagnosed neoplasm in women worldwide
with a well-recognized heterogeneous pathology, classified into four molecular
subtypes: Luminal A, Luminal B, HER2-enriched and Basal-like, each one with
different biological and clinical characteristics. Long non-coding RNAs (IncRNAs)
represent 33% of the human transcriptome and play critical roles in breast
carcinogenesis, but most of their functions are still unknown. Therefore, cancer
research could benefit from continued exploration into the biology of IncRNAs in
this neoplasm. We characterized INcCRNA expression portraits in 74 breast tumors
belonging to the four molecular subtypes using transcriptome microarrays. To infer
the biological role of the deregulated IncRNAs in the molecular subtypes, we
performed co-expression analysis of IncRNA—-mRNA and gene ontology analysis.
We identified 307 deregulated IncRNAs in tumor compared to normal tissue and
354 deregulated IncRNAs among the different molecular subtypes. Through co-
expression analysis between INncRNAs and protein-coding genes, along with gene
enrichment analysis, we inferred the potential function of the most deregulated
IncRNAs in each molecular subtype, and independently validated our results taking
advantage of TCGA data. Overexpression of the AC009283.1 was observed in the
HERZ2-enriched subtype and it is localized in an amplification zone at chromosome
17q12. The functional role of IncRNA AC009283.1 was examined through loss of
function assays in vitro and determining its impact on global gene expression.
These studies revealed that AC009283.1 regulates genes involved in proliferation,
cell cycle and apoptosis in a HER2 cellular model. We further confirmed these
findings through ssGSEA and CEMITool analysis in an independent HER2-
amplified breast cancer cohort. Our findings suggest a wide range of biological
functions for IncRNAs in each breast cancer molecular subtype and provide a basis
for their biological and functional study, as was conducted for AC009283.1,
showing it to be a potential regulator of proliferation and apoptosis in the HER2-
enriched subtype.
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INTRODUCCION

El cancer de mama como un reto de salud mundial

Las neoplasias se estan incrementado significativamente de forma global, siendo
uno de los principales retos de salud pubica que enfrentan los paises. Al afio 2018
37 millones de personas vivian con cancer (prevalencia a 5 anos), 31.5 millones
fueron diagnosticados y 8.8 millones murieron a causa de esta enfermedad,
posicionando al cancer como la segunda causa de muerte en el mundo. La
incidencia y mortalidad por neoplasias es proporcional al indice humano de

desarrollo [1].

El cancer de mama (CM) es uno de los tumores mas comunes en mujeres de todo
el mundo ya que 1 de 4 tumores femeninos diagnosticados corresponde a este
organo. En 2018, 2,088,840 mujeres fueron diagnosticadas con esta neoplasia y
626,679 fallecieron, se estima que en el 2030 una de cada ocho mujeres en el
mundo desarrolle CM. La incidencia de esta enfermedad esta aumentando
particularmente en paises con economias emergentes como México, en donde
cada dia 76 mujeres reciben el diagnostico de esta neoplasia, acumulando 27,830
casos en 2018. Lamentablemente 6,884 mujeres fallecen debido a esta

enfermedad, representando la segunda causa de muerte en mujeres mexicanas

[1].

El sistema de salud publico y privado mexicano cuenta con métodos de
diagnostico y tratamiento para el CM, desarrollados a partir de la investigacion
basica y clinica, sin embargo, se sigue indagando en los factores que determinan
su aparicion, desarrollo y progresion, por lo que sigue considerandose un reto

social, médico y cientifico.

Biologia molecular del cancer



La biologia molecular a logrado importantes avances en la comprension del
cancer. Nos encontramos en el mayor periodo de desarrollo de la ciencia y de la
tecnologia molecular y gendmica, esto ha contribuido a develar mecanismos

bioldgicos y moleculares y a generar aplicaciones en la clinica.

El cancer es un conjunto de enfermedades de origen multifactorial cuyas
principales capacidades biologicas son: mantenimiento de la sefalizacion de
proliferacion celular, evasion de la muerte celular, ilimitado potencial replicativo,
induccion de angiogénesis y activacion de la invasion y metastasis, aunado a esto
la inestabilidad gendmica genera diversidad genética que acelera la adquisicion de
nuevas alteraciones a través del tiempo [2]. Asi mismo, la reprogramacion del
metabolismo energético y la evasion de la destruccion inmunologica son

caracteristicas importantes para el desarrollo neoplasico [3] (Figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas distintivas del cancer. Las células cancerosas adquieren capacidades
que les hacen tener un fenotipo tumoral determinante para su desarrollo y supervivencia.



La iniciacion y progresion del cancer se deben a multiples procesos moleculares,
las células cancerosas comparadas con las células normales presentan
diferencias a nivel genomico (amplificaciones, deleciones, inserciones, mutaciones
y diversos re-arreglos cromosomicos); a nivel transcriptomico (transcripcion
aberrante de genes) y epigenético (metilacion de DNA y modificaciones de
histonas). Estos cambios juegan un papel importante en el control de la regulacion

de la maquinaria molecular de las células neoplasicas.

Biologia molecular del cancer de mama

El CM es una enfermedad compleja y heterogénea. Los tumores de mama se
clasifican en grupos clinicamente relevantes segun la expresion de ftres
marcadores inmunohistoquimicos: receptores de estrogeno, progesterona y HER2
(receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2) [4]. Los pacientes cuyos
receptores hormonales son positivos tienen un mejor prondstico en comparacion
con los que son receptores negativos, ademas los receptores son de gran valor en

la eleccion de terapia adyuvante y para el tratamiento de enfermedad avanzada.

La presencia de receptores HER2 en celular tumorales ha tenido implicaciones en
la seleccion de tratamiento, el prondstico y la monitorizacion. Las pacientes con
receptor HER2 positivo se han asociado a un fenotipo muy agresivo, incremento

de recurrencia y disminucion de supervivencia, en general tienen mal prondstico.

Los tumores de mama pueden subdividirse aun mas segun las firmas de expresion
de RNA mensajero (MRNA). Una de estas firmas intrinsecas es PAM50, identifica
subgrupos basados en la expresion de 50 genes Luminal A, Luminal B, HER2-
enriched y basal-like [5, 6]. Mas importante aun, cada uno de estos subtipos de
tumores se ha asociado con comportamientos biolégicos y clinicos particulares. En
comparacion con los subtipos luminales, los subtipos basal-like y presentan un
peor pronostico a cinco afos, y el subtipo HER2-enriched tiene la peor sobrevida



libre de recaida [7]. La clasificacion de subtipos moleculares ha ayudado a los
oncoélogos a seleccionar la terapia mas adecuada para los pacientes. Varias lineas
de evidencia indican que estos subtipos moleculares reflejan no solo la alteracién
de los niveles de expresion de mRNA, sino también las alteraciones genéticas y
epigenéticas que contribuyen al establecimiento y mantenimiento de diferentes

procesos oncogénicos [8].
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Figura 2. Clasificacion de subtipo moleculares de CM. Obtenidos a partir de su perfil de
expresion de mRNA. La clasificacion se realizé usando el algoritmo PAM50 para obtener cuatro
subtipos moleculares clinicamente relevantes.

La clasificacion del CM en subtipos moleculares se basé en la parte codificante del
transcriptoma, que representa el 33% del transcriptoma humano, el 67% restante
se compone por transcritos no codificantes, que a su vez se divide en dos clases:
RNAs pequefios no codificantes de <200 nucledtidos (miRNAs, piRNAs,
piwiRNAS) y los RNAs largos no codificantes (IncRNAs) de mas de 200
nucleotidos de longitud hasta 10kb [9]

Clasificaciéon y funcion de los IncRNAs

Los IncRNAs son transcritos sin potencial codificante, cuya longitud es mayor a
200 nucledtidos, son transcritos mediante la Polimerasa Il presentan adicion del
nucledtido 7-metil guanosina o también llamado cap en el extremo 5, y



poliadenilacion en el extremo 3’, tienen proceso de corte y empalme. Se clasifican
de acuerdo a su posicion genomica y funcién biologica.

Los IncRNAs se localizan en regiones intergénicas (lincRNAs) e intragénicas. Los
IncRNAs intragénicos pueden ser antisentidos, sentido sobrelapados y sentido
intronicos, mientras que los lincRNAs se encuentran entre los genes codificantes,

y son los mas comunes a lo largo del genoma (Figura 3).
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Figura 3. Clasificacion de IncRNAs por su localizaciéon. Existen IncRNAs antisentidos,
lincRNAs, sentido sobrelapados y sentido intrénicos. Los bloques azules representan a los exones
de mRNAs y los verdes a los exones de los INcRNAs. La direccion de la transcripcion esta indicada
por las flechas.

Las funciones de los IncRNAs son diversas, dependiendo del contexto celular e
histolégico en donde se presenten. Se sabe que las funciones de regulacion de los
IncRNAs se deben a su capacidad para interaccionar con proteinas, DNA y RNA
siendo asi idoneos para el remodelado de la cromatina, la regulacion de dominios
geénicos, traduccion, etc. En la figura 4 se muestra como los IncRNAs regulan la
expresion geénica a través de siete mecanismos actuando a nivel pre y

postranscripcional.
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Figura 4. Mecanismos de accion de los IncRNAs. 1. Sefiuelo. 2. Esponja de microRNAs. 3.
Componente de ribonuceloproteinas. 4. Reclutamiento de modificadores de la cromatina. 5.
Inhibicion de la traduccion. 6. Modulacion del corte y empalme y 7. Degradacion.

IncRNAs y su asociaciéon con cancer

Los IncRNAs tienen importantes papeles biologicos: regulan la expresion génica a
nivel epigenético, transcripcional y post-transcripcional. Existe evidencia de que
los perfiles de expresion de los INcCRNAs en células cancerosas son diferentes a
los encontrados en células del tejido adyacente normal. [10]. Cada vez hay mas
evidencia de que los IncRNA juegan un papel en la aparicion y desarrollo del
cancer, de hecho, los IncRNA estan implicados en las caracteristicas distintivas

del cancer que se propusieron por primera vez en 2001 (Figura 5).
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Figura 5. Los IncRNAs impactan en las caracteristicas distintivas del cancer. Las seis
caracteristicas del cancer se muestran con IncRNAs que estan implicados en la apariciéon vy
progresion del cancer. Las referencias se enumeran entre paréntesis. Imagen tomada de A

pathophysiological view of the long non-coding RNA world.

En CM los IncRNAs emergen como reguladores maestros de la biologia tumoral
con funciones oncogénicas y supresoras de tumor relacionadas a la iniciacion y
progresion de la enfermedad. Algunos ejemplos muy estudiados de IncRNAs
oncogénicos son los siguientes: H19, SRA, LSINCT5, Zfas1, SMAD7, LOC554202
y UCA1 involucrados en la proliferacién y apoptosis; mientras que HOTAIR en
invasion y metastasis. Respecto a la troncalidad en CM, los IncRNAs SOX20T y
FAL1 tienen papeles importantes como reguladores y promotores de este fenotipo.
Por otro lado, los IncRNAs con capacidad de supresores tumorales son: GAS5 y



XIST involucrados en proliferacion/apoptosis e invasion/metastasis,
respectivamente. PMC5651513. DOI 10.1007/s12282-014-0554-y Ademas se ha
observado que HOTAIR, MALAT-1, lincRNAp21 y GASS5, estan asociados a
caracteristicas clinicas como la sobrevida global, sobrevida libre de progresion y
riesgo de presentar metastasis [11, 12].

Los analisis de la expresion de IncRNAs en CM han revelado que existe un patron
diferencial entre tumores definidos por IHC (HER2 positivos y triples negativos)
[13]. Otros estudios han evaluado la expresion aberrante de IncRNAs en subtipos
tumorales de CM identificando patrones de expresién en cada subtipo [14, 15].
Aun existe poca informacidon acerca del impacto de la expresion desregulada de
los IncRNAs en cada subtipo molecular de CM, particularmente en aquellos con
mal pronostico como el subtipo molecular HER2-enriched.

JUSTIFICACION

Para continuar dilucidando el panorama molecular del cancer de mama es
importante identificar, estudiar y caracterizar a los IncRNAs mediante tecnologias
de alto rendimiento. En este trabajo se generé nuevo conocimiento acerca de los
IncRNAs desregulados en cancer de mama en los subtipos moleculares,
centrando esfuerzos en los tumores del subtipo HER2-enriched ya que estos
pacientes presentan la menor tasa de sobrevida global.

De tal forma que estamos contribuyendo a describir la funcidn bioldégica de un
IncRNA y como su desregulaciéon impacta en diversos procesos biologicos.

HIPOTESIS

Los IncRNAs tendran un perfil de expresion diferente entre subtipos tumorales de

mama los cuales se relacionaran con sus caracteristicas biologicas.



OBJETIVO GENERAL

Analizar los perfiles de expresion de RNAs largos no codificantes y su relacion con

caracteristicas clinicas y biolégicas de tumores de mama.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Explorar el panorama transcripcional de los INncRNAs en los cuatro subtipos
moleculares de CM y validarlo en una cohorte independiente.

* |dentificar IncRNAs sobrexpresados en cada subtipo molecular e inferir su
relevancia biolégica en el fenotipo tumoral.

* Seleccionar un IncRNA en el subtipo molecular HER2-enriched y describir

su funcion biolégica mediante abordajes in vitro e in silico.

MATERIALES Y METODOS

Banco de tumores de mama. Se utilizaron 75 muestras de tumores de mama
(Luminal A =24, Luminal B=23, HER2-enriched=14 y Basal-like=13) del biobanco
de tumores de mama del Laboratorio de Gendmica del Cancer, INMEGEN. Estos
tumores fueron colectados en el Instituto de Enfermedades de la Mama, FUCAM
entre los afios 2008-2015. Ninguna de las pacientes recibié quimioterapia
neoadyuvante. Se utilizé también tejido adyacente a 2cm del margen del tumor.
Todos los tejidos fueron congelados en nitroégeno liquido y almacenados a -80°C
hasta su uso. La evaluacién histologica se realiz6 por dos patdlogos, solo se
utilizaron muestras de mas de 80% de células tumorales para el analisis. Este
estudio fue aprobado por el comité de ética e investigacion del Instituto Nacional
de Medicina Gendmica (CE2009/11). Este protocolo de investigacion fue realizado
de acuerdo a las guias y regulacion internacionales de estudios en sujetos
humanos. Cada paciente firmé el consentimiento informado para aceptar participar

en el protocolo de investigacion.



Analisis de sobrevida global. Se utilizaron datos clinicos de las bases de datos de
The Cancer Genome Atlas (TCGA) y METABRIC. Los datos clinicos fueron
analizados usando regresion multivariada Cox, el riesgo relativo también fue
calculado. La sobrevida libre de enfermedad de la cohorte mexicana fue analizada
con el modelo Kaplan-Meier. El nivel de significancia para todas las pruebas fue
<0.05. Se utiliz6 el software PASW (SPSS, IBM).

Modelos celulares. Las lineas celulares de CM incluidas fueron: MCF7, ZR-75-1,
MDA-MB-361, SK-BR-3, MDA-MB-468, HCC1187, HS578T, MDA-MB-231, MDA-
MB-453 y la linea no tumorigénica MCF10A, fueron adquiridas de American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Las lineas celulares se crecieron
de acuerdo a las guias de ATCC., Fueron suplementadas con 10% de suero fetal
bovino en una incubadora a 37 °C con 5% de CO..

Extraccion de RNA. Los tejidos tumorales congelado fueron disgregados usando
un TissueRuptor (Qiagen Inc, Valencia, CA) y la extraccion fue realizada con DNA-
RNA AllPrep System (Qiagen Inc, Valencia, CA). El RNA de las lineas celulares
fue extraido con Trizol (Invitrogen). La concentracion del RNA fue evaluada por
espectrofotometria (NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware), Y la
integridad del RNA fue analizada con BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA). Sdlo las muestras con un rin mayor a ocho fueron usadas para el
analisis de microarreglos. EI RNA total fue almacenado a -80 °C hasta su

procesamiento.

Reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a retrotranscripcion (RT-qPCR). El
cDNA fue sintetizado usando SuperScript Il RT-PCR (Invitrogen) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. 100 nanogramos (ng) de RNA total de cada linea
celular fueron utilizadas para sintetizar cONA en una reaccion final de 20pL. La
mezcla para PCR contuvo: 1uL of cDNA, 5 yL 2X TagMan Universal Master Mix
(Applied Biosystems, Cat 4304437), 0.5 yL TagMan probes (Hs_01590788 custom
from AC009283.1) y 3.5 pL de agua grado biologia molecular. Los genes GAPDH

10



(Hs99999905) y SCARNA (Hs03391742_cn) fueron usados como controles
endogenos.

Microarreglos de expresion. Se utilizé el microarreglo Human Transcriptome Array
2.0 HTA2.0 (Affymetrix, Inc, Santa Clara, CA) el cual evalua la expresion de
MRNAs y IncRNAs. Se utilizaron 200ng de RNA total usando el kit de hibridacién
se WT Plus Reagent Kit protocol, siguiendo las instrucciones del fabricante. El
procesamiento se realizo en la Unidad de Microarreglos del INMEGEN.

Anélisis de microarreglos. Los datos de expresion fueron analizados con los
programas: Affymetrix’s Expression y Transcriptome Analysis. Los datos crudos
de los microarreglos se encuentran publicamente disponibles en GEO con numero
de acceso: GSE134254. De acuerdo a la anotacion de Affymetrix, el microarreglo
HTAZ2.0 contiene 44,699 genes codificantes y 22,829 genes no codificantes, sin
embargo solo el 62% de los genes (codificantes y no codificantes) tenian anotado
un nombre del gen, el resto (38%) no tenian anotado ningun gen ya sea
codfificante o no codificante. Para poder tener una anotacion del microarreglo de
mayor calidad, decidimos re-anotarlo con le herramienta BioMart de Ensemble, de
esta forma identificamos que el microarreglo es capaz de detectar 10,153
IncRNAs. (supplementary data 1.4).

Clasificacion de subtipos moleculares. Las muestras tumorales de pacientes
mexicanas fueron clasificadas en subtipos moleculares de acuerdo a su perfil de
expresion de mRNA, utilizando el algoritmo PAMS50 [5].

Expresion diferencial. Primeramente se comparo el perfil de expresién génica
(IncRNAs y mRNAs) de tumores (n=75) respecto a tejidos adyacentes (n=13).
Posteriormente se compard la expresion génica de cada subtipo molecular
respecto al resto de los subtipos. Se utilizo la prueba de ANOVA de una via. Se

consideraron a los genes diferencialmente expresados cuando tenian un fold
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change >2.0, -<2.0, un p-value de ANOVA <0.05, y un FDR (false discovery rate)
<0.05.

Validacion de perfiles de expresion de IncRNAs en cohortes independientes. Para
validar nuestros hallazgos usamos datos de expresion de RNA-Seq de IncRNAs
nivel 3 de TCGA. Para la validacién del perfil de expresién de tumores respecto a
tejido adyacente se usaron datos de RNA-Seq de The Cancer IncRNome Atlas
(TCLA) [16]. Para la validacién de los perfiles de expresion de subtipos
moleculares usamos datos de TCGA en the Atlas of Non-Coding RNA (TANRIC).

Analisis de coexpresion. Para identificar la coexpresion de los pares IncCRNA-
MRNA en datos de nuestra cohorte y de TCGA usamos correlaciéon de Pearson
empleando la herramienta. El valor de corte del coeficiente Pearson fue de 0.4 y
un p-value <0.05. El analisis de Gene ontology (GO) para los mRNAs
coexpresados con los IncRNAs de interés fue realizado con la aplicacién ClueGO

app en Cytoscape.

Anélisis de datos gendmicos para tumores HER2. Para RNA-Seq se descargaron
los conteos crudos (HT-Seq) de la base de datos de Xena
(https://xenabrowser.net/datapages/). Los datos fueron anotados con biomaR{t[17],

Gencode v33 (https://www.gencodegenes.org/human/) y LNCipedia [18]. Para el
analisis de expresion diferencial, se considerd un gen expresado si tuvo mas de 10
conteos, la y expresion diferencial se realizaron con DESeq2 en DESeq2 package
en R[18], se analizaron independientemente los mMRNAs y los IncRNAs. Para el
calculo de numero de copias se descargaron los archivos de segmentacion de la
base de datos Xena y para determinar las regiones significativamente amplificadas
se realizo GISTIC GISTIC (Genomic Identification of Significant Targets in Cancer)
20 [19, 20] el cual fue hecho en el servidor de Genepattern
(https://cloud.genepattern.org/gp/pages/index.jsf). Para el analisis de microarreglos
de expresion se descargaron seis proyectos (GSE20711, GSE29431 ,GSE5460,
GSE17907, GSE29044, and GSE66305) desde Gene Expression Omnibus para el
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microarreglo Human Genome U133 Plus 2.0 de Affymetrix, se seleccionaron solo
los tumores HER2+ por IHC.

Genes contenidos dentro del amplicon 17g-21. Se utilizé el analisis de GISTIC
para identificar los genes contenidos en el amplicon 17g-21. Después se realizé un
analisis de neighboring core usando GenomicRanges package [21]. Se definieron
dos categorias de acuerdo a la proximidad de los genes core: 1) genes cercanos:
el vecino mas cercano y 2) genes distantes: el vecino mas distante. Se
consideraron los genes solo si se expresaban en al menos el 50% de las

muestras.

Identificacion de modulos de coexpresion y red de consenso. Los tumores HER2+
con diferentes niveles de expresion de AC009283.1 fueron clasificados como: baja
expresion (AC009283.1 niveles <1er cuantil), expresién media (>1er cuantil y <3er
cuantil) y alta expresion (>3er cuantil). Los conteos normalizados con DeSeq2 de
los genes codificantes y de AC009283.1 fueron analizados en la herramienta
CEMiTool [22] en ambiente R usando parametros predeterminados. Se evaluo el
coeficiente de correlacion de Pearson entre cada par de genes de los diferentes
niveles de expresion de AC009283.1. Los genes observados en cada médulo de
CEMiTool fueron conectados en una red, usando solo los genes con Pearson
>30% y P <0.05. Para cada moédulo de CEMiTool se realizo un GSEA usando los
genes significativos en cada modulo [23] se utilizaron las siguiente bases para
alimentar el GSEA: C1-Hallmark gene sets, C2-Kegg curated genes, and C5GO-
BP gene sets obtenidas de Molecular Signature Database (MSigDB)
(http://www.broad.mit.edu/gseal/).

Implementacion de ssGSEA. Se calcul6 el puntaje individual de enriquecimiento
de genes para cada tumor por separado implementado en el paquete GSVA en
ambiente R [24]. El grupo de genes evaluados fue: proliferation UNC337 intrinsic

clustering, hallmark apoptosis, GO regulation of cell cycle g2 m phase transition,
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GO negative regulation of cell cycle arrest y GO cell cycle g2 m phase transition.
Los puntajes de ssGSEA fueron graficados en la paqueteria ggplot en ambiente R.

Fraccionamiento celular. Se realizé separacion de nucleo y citoplasma de la linea
celular SKBR-3 utilizando el kit Ambion PARIS (Thermo Fisher, Cat AM1921) de
acuerdo a las instrucciones el fabricante. Se realiz6 RT-qPCR para los genes
GAPDH, MALAT1 y SCARNAS.

Silenciamiento del IncRNA AC009283.1. Se disefaron short hairping RNAs
(shRNAs) especificamente dirigidos hacia el IncRNA AC009283.1 usando el
sistema de silenciamiento BLOCK-iT U6 RNAi Entry Vector (Invitrogen, Cat
K494500) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se gener6 un oligo de doble
cadena con las regiones complementarias al IncRNA y posteriormente se ligo en el
vector pENTR /U6, con este vector se transformaron bacterias competentes E. coli
One Shot TOP10. Para corroborar la presencia y correcta orientacion del vector
con el shRNA usamos secuenciacion Sanger.

Se usaron dos disefios de shRNA para el silenciamiento de AC009283.1 (shRNA1
and shRNAZ2). La secuencias del shRNA1 fueron: top
5’ CACCGAGGAAGTAGGTTAGGGAATGCGAACATTCCCTAACCTACTTCCTCZ,
bottom

5’ AAAAGAGGAAGTAGGTTAGGGAATGTTCGCATTCCCTAACCTACTTCCTC3' y

del shRNA2: top
5 CACCGCAAATAGGTGTCTCATAGCTCGAAAGCTATGAGACACCTATTTGC3
and bottom

5’ AAAAGCAAATAGGTGTCTCATAGCTTTCGAGCTATGAGACACCTATTTGCS'.
La secuencia del shRNA control negativo (NC) fueron: top:
5’CACCGGAATTACGGAGTCTTCTTCGCGAACGAAGAAGACTCCGTAATTCC3’
and bottom: 5
AAAAGGAATTACGGAGTCTTCTTCGTTCGCGAAGAAGACTCCGTAATTCCS3).
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El silenciamiento del AC009283.1 en la linea celular SKBR-3 se realizé con el
shRNA1 y el shRNA2 usando el kit Xfect Transfection Reagent Protocol-At-A-
Glance (Clontech, Palo Alto, CA, Cat 631318), 3.5X10° células SK-BR-3 fueron
sembradas en placas de cultivo celular de 6 pozos, 3ug de vector con cada uno de
los shRNAs fueron transfectados durante 48 horas. El transfectante con los
shRNAs fue removido completamente y reemplazado por medio McCoy5A
(ATCC). Después de 96h se evaluo la expresion de AC009283.1 mediante RT-
gPCR. ElI RNA fue extraido con el uso de Trizol (Thermo Scientific, Cat 15596026)
y almacenado -80°C. Se realizaron tres replicas biolégicas y con sus respectivas
réplicas técnicas.

El efecto del silenciamiento de AC009283.1 en el transcriptoma de la linea celular
SK-BR-3 fue analizado con el microarreglo HTA2.0 (Affymetrix, Santa Clara, USA)
como se describié arriba. Los datos crudos de los microarreglos se encuentran
publicamente disponibles en GEO con numero de acceso: GSE134359.
Realizamos tres microarreglos para el shRNA control (NC) y tres para el shRNA2
para el silenciamiento de AC009283.1. Se realiz6 expresion diferencial, los genes
con fold change >1.2 y <-1.2 y p-value <0.05 fueron considerados como
significantes y seleccionados para el analisis de procesos biologicos usando
Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Para explorar el efecto de AC009283.1 en
muestras de tumores realizamos analisis de expresion diferencial de los tumores
HERZ2-enriched de TCGA con alta y baja expresion de AC009283.1 (primer y
cuarto quantil de expresion). Las tablas de conteos de RNA-Seq fueron obtenidos
del portal de TCGA, la normalizacién y la expresidon diferencial se realizé con
DESeq2, los genes con fold change >1.2 y <-1.2 y p-value <0.05 fueron
considerados como significantes y usados para el analisis de procesos biolégicos
con IPA.

Proliferacion celular. Se realizé en las células SK-BR-3 transfectadas con el
shRNA2 y con el shRNA NC para evaluar el efecto del silenciamiento de
AC009283.1. Se sembraron 7.7X10* células SK-BR-3 en placas de cultivo de 24
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pozos. Se utilizaron dos métodos, en el primer método se contabilizaron las
células tefiidas con azul tripano usando el contador automatico TC20 Automated
Cell Counter (BIO-RAD), en el segundo método se uso el kit Cell Trace CFSE Cell
Proliferation (Invitrogen, Cat C34554) y el citdmetro de flujo (Attune, Applied
Biosystems). La proliferacion celular se midio a las 24, 48, 72 y 96hrs, con tres

réplicas bioldgicas y sus respectivas réplicas técnicas.

Ensayo de apoptosis. Se realizd en las células SK-BR-3 transfectadas con el
shRNA2 y con el shRNA NC para evaluar el efecto del silenciamiento de
AC009283.1. Se sembraron 7.7X10* células SK-BR-3 en placas de cultivo de 24
pozos. Se utilizaron dos métodos, el primero fue mediante citometria de flujo
(Attune, Applied Biosystems) usando con Anexina V y loduro de propidio IP (FITC
Annexin V/ Dead cell Apoptosis kit, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), en este
método las células fueron tratadas con QBS 20uM por 24hrs, después fueron
tefidas con Anexina V y IP por 15 minutos y analizadas en citdmetro de flujo. Las
células se categorizaron en apoptosis temprana y tardia. El segundo ensayo de
apoptosis fue realizado usando caspasa 3 siguiendo las recomendaciones del
fabricante (Merck #235419). Usamos QBS 50uM como control positivo de
apoptosis y el software FlowJo T v10.0 para el analisis. La apoptosis se midio6 a las
96hrs, con tres réplicas biologicas y sus respectivas réplicas técnicas.

Analisis estadistico. La significancia estadistica fue calculada con GraphPadPrism
(version 6, San Diego, USA). ANOVA y t de Student fueron realizadas para todas
las comparaciones. La correlacion entre variables fue determinada mediante
coeficiente de Pearson. El método de Kaplan-Meier fue realizado mediante log-
rank test y COX. Un p-value <0.05 fue considerado como significativo (*p<0.05,
**p<0.005, ***p< 0.0005).
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RESULTADOS

Los subtipos moleculares estan asociados a distintos desenlaces clinicos

La incidencia de subtipos moleculares en nuestra cohorte fue de: 32.4% Luminal A
(n=24), 31.1% Luminal B (n=23), 18.9% HER2-enriched (n=14), y 17.6% Basal-like
(n=13). El desenlace clinico es diferente entre cada subtipo molecular, en nuestra
cohorte observamos que el subtipo molecular HER2-enriched mostré la mayor
probabilidad de metastasis (log-rank p=0.034). En dos cohortes independientes
observamos que el subtipo HER2-enriched mostrd la menor tasa de sobrevida
global: METABRIC (n=1,463) (95% CI [1.417-2.368] Cox p-value= 2.08E-10) y
TCGA (n=743) (95% CI [0.97-4.01] Cox p-value= 2.19E-7) (Figura 1). Las
caracteristicas clinicas y patoldgicas de nuestra cohorte se encuentran en la Tabla
1.
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Figura 1. Desenlaces clinicos en subtipos moleculares de CM en tres cohortes. A. Sobrevida

libre de metastasis en la cohorte mexicana

de este estudio. B. Sobrevida global en la cohorte de

METABRIC. C. Sobrevida global en la cohorte de TGCA. D. Hazard ratio en subtipos moleculares
Luminal B, HER2-enriched y Basal-like usando a Luminal A como referencia.

18



Caracteristicas clinicas | n=75 |
Edad (afios)
<40 4 5.3%
40-60 36 75%
60-80 20 26.7%
>80 3 4%
Desconocido 12 16%
Receptores hormonales (IHC)
RE 50 66.7%
Positivo 20 26.7%
Negativo 5 6.7%
RP
Positivo 37 49.3%
Negativo 33 44%
Desconocido 5 6.7%
HER2
Positivo 12 16%
Negativo 55 73.3%
Desconocido 8 10.7%
Subtipo molecular (PAM50)
Luminal A 24 32%
Luminal B 24 32%
HER2-enriched 14 19%
Basal-like 13 17%
Etapa clinica
| 5 6.7%
Il 50 66.7%
Il 6 8%
\% 1 1.3%
Desconocido 13 17.3%
Grado tumoral
G1 3 4%
G2 37 49.3%
G3 14 18.7%
94 0 0%
Desconocido 21 28%
Diagnéstico histopatolégico
Carcinoma ductal invasivo 56 74.7%
Otros 6 8%
Desconocido 13 17.3%
Sobrevida global
<5 afos 52 69.3%
>5 afios 5 6.7%
Desconocido 18 24%
Metastasis
Yes 11 14.7%
No 37 49.3%
Desconocido 27 36%
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la cohorte en este estudio.

La expresion de IncRNAs esta desregulada en cancer de mama

El analisis del panorama transcripcional entre 74 tumores de mama y 12 tejidos
adyacentes reveld6 que 307 IncRNAs estan diferencialmente expresados (27
sobrexpresados y 280 subexpresados), con un fold change >2.0 y <-2.0, (false
discovery rate) FDR <0.05. El analisis del agrupamiento jerarquico basado en los
307 IncRNAs diferencialmente expresados fue optimo para distinguir a los tumores




de los tejidos adyacentes, como se muestra en el mapa de calor de la figura 2A).
Los IncRNAs alterados fueron clasificados en las siguientes categorias de acuerdo
a su posicion gendmica: lincRNAs (45.6%), antisentido (27.36%), intronicos
sentido (20.52%), sobrepuesto sentido (5.86%) y 3’-sobrepuesto (0.65%) (Figure
2B).

Varios IncRNAs alterados en este estudio han sido previamente reportados y
asociados a la carcinogénesis de la mama, tales como: HOTAIR, HOTAIRM1,
XIST, PANDAR, EPB41L4A-AS1, BC040587, FGF14-AS2, DSCAM-AS1,
LINC00472, MIR31HG y FAM83H-AS1.

Perfil de expresion de IncRNAs en subtipos moleculares

Para continuar entendiendo la biologia molecular de los subtipos, exploramos el
panorama transcripcional de los IncRNAs en los subtipos PAM50. Encontramos
354 IncRNAs diferencialmente expresados: 47 en Luminal A, 16 en Luminal B, 10
en HER2-enriched y 281 en Basal-like. (Figura 2C). Los datos de TCGA mostraron
una proporcion similar de IncRNAs diferencialmente expresados en cada subtipo
molecular (Figura 2D). La figura 2E muestra los 10 IncRNAs con mayor fold
change en cada subtipo molecular, 5 sobrexpresados y 5 subexpresados en

Basal-like, Luminal A, Luminal B, y 8 sobre expresados en HER2-enriched.
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Figure 1. Perfiles de expresion de IncRNAs en tumores de mama. A. Agrupamiento jerarquico y
mapa de calor de 307 IncRNAs con expresion diferencial entre tumores (barra azul) y tejido normal
(barra roja). B. Tipo de IncRNAs desregulados de acuerdo a su clasificacion por posicién
gendmica. C. IncRNAs desregulados en subtipos moleculares en la cohorte mexicana (fold change
>1.5, <-1.5, FDR <0.05) y D, en la cohorte de TCGA (fold change log 1.0. adj. P-value <0.05). E.
Los 10 IncRNAs mas desregulados a través de los subtipos moleculares en la cohorte mexicana
Basal-like en rojo, Her2-enriched en morado, Luminal A en azul cielo and Luminal B en azul
marino.
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Perfil de expresion de IncRNAs en subtipo Luminal A

En nuestra cohorte identificamos 47 IncRNAs diferencialmente expresados (43
sobrexpresados y 4 subexpresados). Para definir mas robustamente los IncRNAs
desregulados en este subtipo examinamos la cohorte de TCGA. Encontramos
cuatro IncRNAs sobrexpresados en nuestra cohorte y en TCGA: LINC00504,
LINC00993, MIR205HG y PCAT18. Para averiguar la posible funcién biolégica de
estos 4 IncRNAs investigamos los patrones de coexpresion IncRNA-mRNA
encontramos en ambas cohortes 340 mRNAs significativamente correlacionados
con estos 4 IncRNAs (R>0.3, p-value<0.05). El analisis de Gene Ontology (GO) de
estos 340 mRNAs mostro su asociacién con regulacion positiva de la transcripcion
de DNA en respuesta a estrés, movimiento y organizacion basado en
microtubulos, entre otros (Figure 3A).

Perfil de expresion de IncRNAs en subtipo Luminal B

Observamos que en nuestra cohorte existen 16 IncRNAs desregulados, 8 con
sobrexpresion y 8 con subexpresion. En ambas cohortes (este estudio y TCGA)
encontramos 3 INcRNAs sobrexpresados: LINC01087, RP11-379F12.4 y GATA3-
AS1. Estos 3 IncRNAs tuvieron correlacion significativa con la expresién de 70
MRNAs en esta cohorte y en TCGA. De acuerdo con el analisis de GO, estos
mMRNAs participan en la regulaciéon de la acetilacion de histona H3-K14 y la
diferenciacion de células progenitoras (Figure 3B). Ademas en la cohorte de
TCGA, la sobrexpresion de LINC01087 y RP11-379F12.4 estuvo asociada al
incremento en la sobrevida global (log-rank test <0.05).

Perfil de expresion de IncRNAs en subtipo Basal-like

El subtipo molecular Basal-like mostré el mayor numero de IncRNAs
diferencialmente expresados, con 161 sobrexpresados y 120 subexpresados en
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nuestra cohorte. De los cuales solo en un bajo numero se ha estudiado su
implicacion en cancer, tales como CASC15, LINC00662, LINC01272, LINC00857,
LINC0O0092, LINCO0673, sobrexpresados en esta cohorte y LINC00657,
LINC01087 y LINC00993, subexpresados en esta cohorte. Estudiamos mas a
detalle a U62317.1 y U62317.2 ya que son IncRNAs sobrexpresados en nuestra
cohorte y en TCGA, su expresion correlaciona con la de 419 mRNAs que en
conjunto estan implicados en regulacion positiva de la cascada de JNK, activaciéon
de endopeptidasas tipo cisteina, regulacion positiva de NF-kappaB, via de
MAPKS3, MAPK1 y regulacién positiva de células T (Figura 3C). La sobreexpresion
de U62317.2 fue asociada con una mejor sobrevida global de los pacientes (log-
rank, p-value=0.04378). Adicionalmente, otros 5 INCRNAs tuvieron sobrexpresion
en ambas cohortes: LINC02095, LINC01436, VIM-AS1, LINC01819 y AFAP1-AS1,
estos INcRNAs tuvieron coexpresion con 103 mRNAs en ambas cohortes, dichos
MRNAs estan asociados a la activacion de la via MAPKKK vy la regulacion positiva

de la proliferacion y diferenciacion (Figure 3D).

Perfil de expresion de IncRNAs en subtipo HER2-enriched

En nuestra cohorte detectamos 8 IncRNAs sobrexpresados que no han sido
asociados previamente en la literatura a CM. Dos de ellos (AC116021 y
LINC00672) estan sobrexpresados en nuestra cohorte y en TCGA, tienen
correlacion en expresion con 90 mRNAs. El analisis de GO reveld que estan
asociados a la regulacion de la transcripcion de Pol Il, respuesta a estrés de
reticulo endplasmico, regulacion positiva de produccion de VEGF,

monoubiquitinacion de histonas y regulacion negativa de anoikis (Figure 3E).
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Figure 3. Analisis de gene ontology (GO) de los IncRNAs con mayor tasa de sobrexpresién
en nuestra cohorte y en TCGA. GO fue realizado usando el grupo de mRNAs que tuvieron alta
correlaciéon con los IncRNAs sobrexpresados en cada subtipo molecular.

El IncRNA AC009283.1 en tumores del subtipo HER2-enriched

Como lo comentamos anteriormente, los pacientes con CM del subtipo molecular
HERZ2-enriched muestran la menor probabilidad de sobrevida respecto a los otros
subtipos moleculares, en las cohortes de TCGA (n=743) como en METABRIC
(n=1,463), por lo que elegimos este subtipo molecular para una caracterizacion
mas amplia de los IncRNAs alterados. Particularmente nos enfocamos en el
IncRNA AC009283.1 que presentd el nivel mas alto de expresion tanto en nuestra
cohorte (fold change 4.02, p-value <0.0001) como en TCGA (fold change 2.46 p-
value <0.0001) (Figure 4A). No hay reportes previos de la funcion de este IncRNA,
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por lo que fue seleccionado para su descripcion funcional en el subtipo molecular
HER2-enriched.

AC009283.1 es un IncRNA intergénico localizado en chr17:39,566,915-39,567,559
(GRCh38/hg38) anotado en la base ENSEMBL como ENSG00000273576.
Algunos nombres alternativos que han sido reportados en otras bases son:
HSALNGO0116248, NONHSAGO021701, Inc-CDK12-1 y RP11-390P24.1. El
potencial codificante de AC009283.1 es 0.113, similar a otros IncRNAs bien
conocidos como HOTAIR, MALAT-1 y PANDAR (0.09, 0.1295 y 0.058,

respectivamente).

Un analisis genomico mostréo que AC009283.1 se encuentra adyacente al gen
ERBB2 y que co-amplifica con la region central del amplicén HER2 17912 (Figura
4B). Un analisis de alteraciones en numero de copias en tumores HER2 positivos
de TCGA demostro que el amplicon 17912 contiene genes codificantes y no
codificantes amplificados (Figure 4B), dentro de los cuales se encuentra
AC009283.1 cuyos niveles de expresion estuvieron significativamente
correlacionados con su numero de copias (Figure 4C). Estos datos sugieren que
AC009283.1 es un importante gen en los tumores HER2-enriched, por lo que se
estudido como la alteracion de la expresion de AC009283.1 afecta la biologia de
una linea celular del subtipo HER2-enriched.
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Figure 4. Expresion y contexto del AC009283.1 en el amplicon 17g12. A. Expresién de
AC009283.1 en los subtipos moleculares en la cohorte mexicana (n=75, evaluado por
microarreglos) y en la cohorte de TCGA/TANRIC (n=853, evaluado por RNA-Seq B. Mapa
genomico del amplicén 17912 denotando los IncRNAs contenidos dentro. C. Analisis de correlaciéon
de expresién y numero de copias AC009283.1 en tumores HER2-enriched de TCGA.

La expresiéon de AC009283.1 fue evaluada en un panel de siete lineas celulares,
la linea celular SK-BR-3 mostré la mayor tasa de expresién de AC009283.1,
ademas posee una amplificacion en la zona 17912 y de acuerdo a PAM50 se
clasifica como subtipo molecular HER2-enriched, por lo que elegimos esta linea

celular como el modelo para el estudio funcional de AC009283.1 (Figura 5).
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Figure 4. Tasa de expresion de AC009283.1 en un panel de lineas celulares de CM y una

linea celular no transformada (MCF10A).

Para inferir el papel regulador de AC009283.1 comenzamos realizando un
fraccionamiento celular, de manera preferencial el IncRNA se localiza en el nucleo

lo cual sugiere una funcidén predominantemente como regulador transcripcional.
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El silenciamiento de AC009283.1 modifica el perfil transcripcional de la linea
celular SK-BR-3 de fenotipo HER2-enriched

Para explorar la funcion de AC009283.1 en el subtipo molecular HER2-enriched,
silenciamos su expresion empleando dos disefios de shRNA (shRNA1 y shRNA2).
Ambas secuencias se dirigen al exon 10 y 14 de las 14 isoformas reportadas para
AC009283.1. Después de 96h de transfeccion usando el shRNAZ2, la expresion del
INcRNA se redujo al 30% respecto al control, por lo que este disefio fue

seleccionado para los experimentos posteriores (Figure 6A).

Debido a que los IncRNAs son capaces de regular la expresion de genes vecinos
(cis) o distantes (frans), usamos un abordaje de microarreglos para evaluar las
alteraciones en el transcriptoma después del silenciamiento del AC009283.1.
Observamos que la tasa de expresion de 158 genes de la linea celular SK-BR-3
se modifico después del silenciamiento del AC009283.1, estos genes se
encuentran distribuidos en todo el genoma (trans) con valores de fold change >1.2
y <-1.2 (ANOVA p-value <0.05) (Figuras 6B y 6C).

Dentro de estos 158 genes ya hay algunos reportados como asociados a procesos
carcinogénicos: CASCA4, NOCTH3, TNFa, FOSB, BLC2A1, DNML1, y KLF®6.
Para explorar el efecto del silenciamiento de AC009283.1 en los procesos
biolégicos realizamos un enriquecimiento de vias usando los 158 genes
diferencialmente expresados y observamos que estan involucrados en las vias de
proliferacion y apoptosis (Figure 6D). Otras vias asociadas a la oncogénesis
resultaron alteradas, tales como fosforilacion oxidativa, disfuncion mitocondrial,
senalizacion e MAPK, entre otras. Interesantemente las vias de proliferacion,
apoptosis y ciclo celular estuvieron enriquecidas en los tumores de pacientes
TCGA con alta expresiéon de AC009283.1 (Figure 6E). Estos resultados sugieren
que AC009283.1 tienen un papel regulando la expresién de genes importantes

asociados a vias carcinogeénicas.
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El silenciamiento de AC009283.1 inhibe la proliferaciéon e induce apoptosis
en la linea celular SK-BR-3 de fenotipo HER2-enriched

Para validar los hallazgos del enriquecimiento de vias, realizamos ensayos in vitro
de proliferacion y apoptosis en la linea celular SK-BR-3 usando el shRNA2 para
inhibir la expresion de AC009283.1 y el shRNA NC como control de expresion
basal. El conteo celular automatico mostro que el silenciamiento de AC009283.1
disminuye la proliferacion comparado con el grupo control, observamos un conteo
celular significativamente menor a partir de las 48hrs después de la transfeccidn
(Figure 7A), confirmamos este hallazgo con otro ensayo de proliferacion basado
en citometria de flujo con CFSE, mostrando que el indice de proliferacion fue
menor en las células con el silenciamiento del AC009283.1 (6.01 vs 10.68 en las
células control) (Figure 7B). En la figura 7C se muestra una grafica representativa
del descenso de los indices de proliferacion en el ensayo CFSE en células SK-BR-
3 con el silenciamiento de AC009283.1. Para comprender mejor a que nivel el
cambio en la proliferacién estaba siendo regulado, realizamos un ensayo de ciclo
celular a las 96hrs después de la transfeccidn, observando un arresto en la fase S
del ciclo celular en las células con baja expresion del AC009283.1 (Figure 7D).
Estos resultados sugieren que AC009283.1 regula la proliferacién celular en la
linea SK-BR-3 mediante el arresto en la fase S del ciclo celular.
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Adicionalmente realizamos dos ensayos de apoptosis, en el primero usando
Anexina y IP, a través de citometria de flujo, se observo que las células SK-BR-3
con silenciamiento de AC009283.1 aumentaron significativamente su porcentaje
de apoptosis temprana (21.3% vs 15.9% en el control) (Figuras 8A y 8B). También
evaluamos la actividad enzimatica de caspasa-3, notando un aumento significativo
a las 96hrs en las células con el silenciamiento del AC009283.1 comparado con
las células control (Figure 8C). Esto sugiere que AC009283.1 regula la apoptosis
en la células de CM HER2-enriched.
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Figura 8. Ensayos de apoptosis tras el silenciamiento de AC009283.1 en la linea
celular SK-BR-3. A. Evaluacion de apoptosis mediante citometria de flujo con Anexina V
y yoduro de propidio. B. Representacion del porcentaje de células en apoptosis tardia tras
el silenciamiento de AC009283.1. C. Analisis cuantitativo de actividad de caspasa 3, se
uso QBS 50uM como control positivo de apoptosis.
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AC009283.1 se encuentra sobrexpresado en tumores HER2 positivos y
regula procesos oncogénicos

Con base en la correlacion de la expresion y de numero de copias de AC009283.1
en la region 17912 de HER2, creemos que la sobreexpresion de este IncRNA no
es unica del subtipo molecular HER2-enriched sino también de los tumores HER2
positivos con amplificacion en 17q12.

Debido a que PAMS0 no clasifica como HER2-enriched a todos los tumores con
amplificaciones en HER2, expandimos nuestro analisis a los tumores HER2
positivos con amplificacion en HER2 evaluada a través de IHQ, usando bases de
datos publicamente disponibles de TCGA y Gene Expression Omnibus (GEO).

De todos los IncRNAs evaluados dentro del amplicon 17g12, el IncRNA
AC009283.1 presentd la mayor tasa de expresion en los tumores HER2 positivos
comparado con los tumores HERZ2 positivos con bajo numero de copias en 1712
o pérdida de esta amplificacion (Figure 9A). De acuerdo con estos datos
encontramos una sobrexpresion significante de AC009283.1 en tumores HER2
positivos evaluados por IHC independientemente del estado del receptor hormonal
(Figure 9B).

Después de determinar la relevante correlacion entre la expresiéon de AC009283.1
y la amplificacion de HERZ2, realizamos un analisis de enriquecimiento de genes
(GSEA) para identificar procesos bioldgicos relevantes enriquecidos en tumores
HER2 positivos con diversos niveles de expresion de AC009283.1 (alto, mediano y
bajo). Como se muestra en la figura 9C, el GSEA confirmé los hallazgos previos
obtenidos en los ensayos in vitro. Encontramos que los tumores HERZ2 positivos
con alta expresion de AC009283.1 tienen un enriquecimiento significativo de los
siguientes procesos: check point de la fase G2-M y GO0-G1 del ciclo celular,
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regulacion de la transicion del ciclo celular, replicacion de DNA, y regulacion de la
apoptosis intrinseca.

Para validar estas observaciones en una caracterizacion mas profunda,
realizamos single-sample GSEA (ssGSEA) en 409 tumores de mama HER2
positivos obtenidos de TCGA (n=183) y de GEO (n=226). Observamos que los
tumores con alta expresion de AC009283.1 respecto a los de baja expresion de
AC009283.1 tuvieron predominantemente enriquecimiento en las vias de
proliferacion, ciclo celular, transicion G1-S y G2-M, y regulacion negativa del
arresto en ciclo celular (Figure 9D).
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respecto a su estado de numero de copias. B. Expresion de of AC009283.1 en subtipos
por IHQ de CM. C. Grafico de burbujas representando el GSEA de tumores con alta
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muestran procesos bioldgicos previamente reportados en los ensayos de silenciamiento in
vitro. D. Analisis de ssGSEA para la expresion alta, mediana y baja de AC009283.1
mostrando enriquecimiento en proliferacion celular, ciclo celular y apoptosis.

Analisis modular de expresién de AC009283.1 en tumores HER2 positivos

Evaluar la coexpresion puede ayudarnos a identificar conexiones funcionales entre
AC009283.1 y los mRNAs en los tumores HER2 positivos. Por lo que realizamos
un analisis de redes de coexpresion con la herramienta CEMiTool usando perfiles
de expresion de tumores HERZ2 positivos divididos de acuerdo al nivel de
expresion del AC009283.1 (alto, mediano y bajo). Encontramos cuatro médulos,
de los cuales M1, M2 y M3 fueron altamente enriquecidos con la alta expresion de
AC009283.1 (Figure 10A), el analisis de GSEA mostré una representacion
significativa de metabolismo del crecimiento en M1, sefalizacion inmune en M2, y
vias oncogénicas como KRAS en M3, todos los modulos tienen procesos
asociados con la proliferacion celular, progresion en el ciclo celular y apoptosis
(Figure 10B), lo que corrobora nuestros resultados in vitro.

Cuando integramos la informacion de coexpresion para identificar reguladores
maestros y conexiones entre los moddulos, interesantemente se observo la
interaccion de AC009283.1 en la red que contiene los médulos M1, M2 y M3
(Figure 10C). Este analisis muestra que el IncRNA AC009283.1 puede revelar las
posibles relaciones transregulatorias dentro de la red de respuesta de tumores
HER2 positivos.

En general, estos datos sugirieron que la sobrexpresion de AC009283.1 esta
asociada con la proliferacion celular, la progresién del ciclo celular y la apoptosis, y
ademas muestran que el papel biologico de AC009283.1 en el CM enriquecido con
HER2 probablemente esté modulado y asociado con la amplificacion en 17q12.
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Figure 8. Analisis de expresion modular en tumores HER2. A. Moddulos de
coexpresion detectados por CEMiTool y su enriquecimiento en tumores con alta, mediana
y baja expresion de AC009283.1. B. Representacion de los procesos biolégicos para cada
méddulo de coexpresion. C. Red con el IncRNA AC009283.1 en el centro y su relacion de

coexpresion con los genes de los modulos 1, 2y 3.
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DISCUSION

Hace algunas décadas, las secuencias no codificantes del genoma (98%) se
consideraban no funcionales y la busqueda de oncogenes y supresores tumorales
se centraba solo en secuencias codificantes de proteinas (2% del genoma). Ahora,
con el uso de tecnologias de alto rendimiento como la secuenciacion de nueva
generacion (NGS), sabemos que alrededor del 70% del genoma humano se
transcribe, incluidas las regiones no codificantes, las cuales desempefian un papel
importante en la regulacion de la expresidon génica [25]. Un 33% de estas regiones
no codificantes comprenden a los IncRNAs, y su desregulacion se asocia a
diferentes tipos de cancer [10]. Este estudio muestra una caracterizacion del perfil
transcripcional de tumores de mama, e identifica la expresion desregulada de
AC009283.1 en el subtipo HER2-enriched.

Encontramos 307 IncRNA expresados diferencialmente en los tumores de mama
en comparacion con el tejido adyacente, este patron de expresion fue capaz de
distinguir el tejido tumoral del adyacente. Varios estudios han informado de un
pequefio conjunto de INcRNAs desregulados en CM, sin embargo, se desconoce

la funcidn biolégica de la mayoria.

Cuando validamos nuestros perfiles de expresion génica utilizando datos de
TCGA, encontramos una concordancia del 33.8% en los IncRNAs desregulados en
ambas cohortes. Los niveles de concordancia entre los pacientes de esta cohorte
y la cohorte TCGA podrian estar influenciados por tres variables: 1) Disparidades
en el numero de muestras (75 para la cohorte mexicana y 990 para TCGA), 2) Las
tecnologias de deteccidn utilizadas para obtener datos de expresion génica:
microarreglos para nuestra cohorte y RNA-seq para la cohorte TGCA), y 3) Los
factores bioldgicos intrinsecos de las muestras, como el porcentaje de pureza
celular tumoral. A pesar de esto los IncRNA concordantes entre ambas cohortes
pueden tener un papel biolégico relevante en el CM, ya que estan presentes en

dos cohortes independientes. Ademas, estos datos sugieren que los microarreglos
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y el RNA-seq pueden ser métodos complementarios para identificar IncRNAs
desregulados en CM [26, 27].

Para adquirir informacion sobre el papel biolégico potencial de los IncRNAs
alterados en CM se realizé6 un analisis de coexpresion de IncRNA-mRNA, en
nuestra cohorte y en la de TCGA. Es de destacar que el analisis de coexpresion
se ha descrito como un enfoque sdélido para inferir la funcion bioldgica de los
IncRNAs [28].

En el subtipo Luminal A, los IncRNAs: LINC00504, LINC00993, MIR205HG vy
PCAT18 se encontraron sobre expresados en ambas cohortes (México y TCGA).
No se ha reportado su funcion biolégica, pero de acuerdo al analisis de
coexpresion (IncRNA-mRNA) se asocian con la regulacidn positiva de la
transcripcion, un proceso que regula la frecuencia, velocidad y extension de la
transcripcion de la ARN polimerasa Il, y que se ha convertido en un blanco para la
terapia del cancer [29]. Esta observacién también podria estar relacionada con el
hecho de que se ha observado que en la linea celular MCF7 de subtipo Luminal A
el estrogeno es un potente estimulador de la transcripcion de la ARN polimerasa |l
[30]. Estos cuatro IncRNAs (LINC00504, LINC00993, MIR205HG y PCAT18)
sobrexpresados en los tumores Luminal A en conjunto también regulan el
movimiento basado en los microtubulos, un proceso que resulta en el movimiento
de los organulos a través de la polimerizacion o despolimerizaciéon de los
microtubulos, este proceso también es un blanco prometedor para los
medicamentos contra el CM [31]. Otro proceso bioldgico enriquecido fue el
acoplamiento y la organizacion ciliar. Se ha informado que los cilios en los tumores
de mama son mas frecuentes en tumores mas diferenciados como los del subtipo
luminal A [32]. Ademas, se observd que el promotor de MIR205HG muestra un
sitio de unidn para el receptor de estrogeno en la linea celular Luminal A MCF7,
segun los ensayos de secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP-
Seq) [33], y el IncRNA de PCAT18 se asocia significativamente con la sefializacion
del receptor de andrégenos (AR) en el cancer de prostata [34]. Estos datos
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sugieren una posible asociacion de estos cuatro INcRNAs en la biologia tumoral y

la sefalizacion hormonal en el subtipo molecular Luminal A.

En el subtipo Luminal B, observamos sobrexpresion de DSCAM-AS1 del cual se
ha informado previamente que regula la progresion del tumor y la resistencia al
tamoxifeno. Luminal B es el tumor positivo para receptor de estrégeno y
progesterona mas agresivo clinicamente, y DSCAM-AS1 es un discriminador
importante de los subtipos Iuminales en CM [35]. Otros tres IncRNA
sobreexpresados en nuestra cohorte y en TCGA fueron LINCO0187, RP11-
379F12.4 y GATA3-AS1. Hasta ahora, no hay informes de su funcién bioldgica en
el cancer. El analisis de coexpresion (INcCRNA-mRNA) los asocio con la acetilacion
de histona H3K14 (H3K14ac). La acetilacion de residuos de lisina especificos de
histonas juega un papel clave en la regulacion de la expresién génica, de hecho,
H3K14ac es una marca de histona activa y se correlaciona con la magnitud de la

expresion génica, probablemente promoviendo la expresion de oncogenes [36].

En los tumores basal-like, un subtipo con mayor alteraciones no solo
transcripciones sino estructurales y mutacionales, observamos 280 IncRNAs
desregulados, lo que es mas importante, la funcidn de la mayoria de ellos aun se
desconoce. Esto pone de manifiesto la falta de conocimiento sobre la funcidon de
los IncRNA desregulados en el fenotipo tumoral basal-like, uno de los subtipos
mas agresivos que carecen de terapia dirigida. La regulacion positiva de los
IncRNAs U62317.1 y U62317.2 (en nuestra cohorte y TCGA) se correlaciona con
genes implicados en la regulacion positiva de la cascada JNK, una cascada de
proteina quinasa intracelular. Se sabe que la activacién persistente de las JNK
esta involucrada en el desarrollo y la progresion del cancer [37]. Otra via
enriquecida con estos dos InNcRNAs es la activacion de endopeptidasas de tipo
cisteina implicadas en el proceso apoptético, como las caspasas, enzimas
conocidas por su papel en el inicio y ejecucion de la apoptosis [38]. Ademas, estos
dos IncRNA estan asociados con la regulacion positiva de NF-kB; La via

desregulada de NF-kB conduce a la alteracion del equilibrio entre la proliferaciéon
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celular y la muerte a través de la regulacion positiva de proteinas antiapoptoticas
[39].

Otros cuatro IncRNA (LINC02095, LINC01436, VIM-AS1, LINC01819 y AFAP1-
AS1) también se regularon a la alza en nuestra cohorte y la cohorte TCGA. Tienen
una correlacién de expresién con 103 mRNAs en ambas cohortes, asociado con la
activacion de MAPKKK (MAP3K1), que regula la supervivencia celular, apoptosis y
migracion celular en multiples tipos de células tumorales [40].

En el subtipo HER2-enriched, 8 IncRNA estan sobrexpresados, de los cuales, solo
se conoce la funcidn de LINCO00152, ya que regula la proliferacion celular,
promueve la detencion del ciclo celular en la fase G1, desencadena la apoptosis
tardia, reduce el programa de transicion epitelial mesenquimal, y suprime la
migracion e invasién celular en el cancer gastrico [41]. MIR4435-1HG esta
regulado al alza en tumores HER2-enriched y se ha asociado con una sobrevida
global reducida y supervivencia libre de enfermedad en el cancer de cabeza y
cuello [42]. Es de destacar que las funciones de LINC00152 y MIR4435-1HG,
mencionadas anteriormente, se han descrito en modelos de cancer gastrico y de

cabeza y cuello, pero no en CM.

No hay informes de la funcidn bioloégica en el cancer de AC116021 y LINC00672,
ambos se encontraron co-expresados con 90 mRNAs en nuestra cohorte y en
TCGA, y segun GO estan asociados con la regulacién positiva de la produccion
de VEGF y regulacion negativa de anoikis. Se ha documentado que en tumores
con HER2 sobreexpresado se induce la expresién y secrecion de VEGF, y la
expresion aumenta cuando los tumores se vuelven resistentes al tratamiento [43].
Ademas, la regulacién negativa de anoikis también es una via enriquecida. Anoikis
es un sello distintivo de las células metastasicas y se ha informado que las células
HER2 son resistentes a este proceso [44]. Ninguno de estos IncRNAs
sobrexpresados han sido descritos previamente en la literatura como alterados en
el subtipo HER2-enriched.
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El analisis de coexpresion de INcRNA-mRNA destaca funciones importantes de
IncRNAs especificos para cada subtipo molecular. Algunos grupos de IncRNAs
alterados en los subtipos estan involucrados en vias comunes (transcripcion de la
RNA polimerasa, acetilacion de histonas, etc.), mientras que otros son mas
especializados (en el subtipo HERZ2, los relacionados con la senalizacion de
VEGF), lo que explica la alta heterogeneidad de la biologia molecular del CM. Esto
sugiere que la sobrexpresiéon de algunos IncRNAs puede regular los procesos
asociados con la carcinogénesis, lo que los convierte en objetivos interesantes
para futuros estudios para comprender la biologia de los subtipos moleculares de
CM.

En este trabajo nos enfocamos al estudio del subtipo molecular HER2-enriched,
caracterizado por la amplificacion de genes contenidos en la regién 17912, asi
como por la alta tasa de expresion del gen ERBB2 y otros cinco genes promotores
del cancer (GRB7, PNMT, STARD3, PGAP3 y MGC1483) [45]. Los tumores
HERZ2-enriched también son uno de los subtipos que exhiben la supervivencia libre
de progresibn mas baja [46] y la tasa mas alta de metastasis en la cohorte
mexicana y menor sobrevida global en TGCA y METABRIC. Por tanto, la
caracterizacion biologica de los tumores HER2-enriched es una tarea relevante,
especialmente para descifrar el papel de los genes ubicados dentro de la zona de
amplificacion de HER?2.

Pocos informes se han centrado en el estudio de IncRNAs en el subtipo molecular
HERZ2-enriched [47]. Hasta la fecha, no se ha investigado el papel funcional del
AC009283.1, un IncRNA sobrexpresado en el subtipo HER2-enriched y localizado
en una region amplificada que se ha documentado como necesaria para el
proceso carcinogénico en este subtipo. Para comprender mejor la funcion del
AC009283.1, evaluamos el efecto de su silenciamiento en el transcriptoma de las
células SK-BR-3 del subtipo HERZ2-enriched. Hasta donde sabemos el papel
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biologico de AC009283.1 no se ha informado aun en el CM, por lo que este es el

primer estudio en describirlo.

El analisis de microarreglos reveld que el silenciamiento de AC009283.1 provoca
la desregulacion de 158 genes, algunos asociados con la proliferacion, el ciclo
celular y la apoptosis, como se mostrd en los analisis de enriquecimiento. Este
analisis encontr6 que el silenciamiento de AC009283.1 alteré la expresion de
NOTCH3, TNFa y FOSB, genes que se habian sugerido previamente como

impulsores de la proliferacién y el ciclo celular en el cancer.

La regulacién positiva de NOTCHS3 induce la detencion del ciclo celular en la fase
GO0 / G1-S e inhibe la proliferacion y formacién de colonias en las lineas celulares
de CM [48]. NOTCH3 se sobrexpresé por el silenciamiento de AC009283.1 y
observamos la detencion de células en la fase S del ciclo celular. La expresion del
gen de TNFa fue regulada negativamente por la caida de AC009283.1 y también
se ha demostrado que la regulacion positiva de TNFa aumenta la proliferaciéon
celular [49]. El oncogen FOSB se incrementd después del silenciamiento de
AC009283.1, y FOSB se ha asociado con la proliferacién celular reducida en

lineas celulares de cancer gastrico [50].

En conclusién, los ensayos in vitro (recuento celular automatizado, indice de
proliferacion y ensayo de ciclo celular por citometria de flujo) mostraron que el
silenciamiento de AC009283.1 redujo la proliferacion y disminuyo la fase S en las
células SK-BR-3.

Este analisis de transcriptoma después del silenciamiento de AC009283.1 mostro
que la expresion de BCL2A1, DNML1 y KLF6 se modificd, genes previamente

reportados como asociados con la apoptosis.

BCL2A1, un gen antiapoptotico que se sobreexpresa en una variedad de células
cancerosas, incluidas neoplasias hematologicas y tumores sdlidos [51]
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y DNM1L participa en la divisidn peroxisomal, mitocondrial y en la regulacién de la
apoptosis. En un trabajo previo, la caida de la expresion de DNM1L provoco un
aumento significativo de la apoptosis [52]. Ambos genes (BCL2A1 y DNML1)
redujeron su expresion después del silenciamiento AC009283.1 en la linea celular
SK-BR-3.

Finalmente, KLF6 es un supresor de tumores que esta regulado negativamente en
varios tipos de canceres, suprime el crecimiento tumoral a través de la activacion
de p21 e induce apoptosis en el cancer de prostata [53]. El silenciamiento de
AC009283.1 provoco una sobrexpresion de KLF6.

En conclusion, el aumento de la apoptosis en las células SK-BR-3 con
silenciamiento de AC009283.1 puede deberse a la modulacion de los genes
BCL2A1, DNML1 y KLF6.

Todo esto indica que el analisis de enriquecimiento de vias a partir de los
microarreglos y los ensayos in vitro demuestran que el silenciamiento de
AC009283.1 tiene un efecto antiproliferativo y aumenta la apoptosis en la linea
celular SK-BR-3. Por tanto, la sobreexpresion de AC009283.1 en los tumores de
mama induce la evasion de la apoptosis y la proliferacion sostenida, siendo ambos
procesos distintivas del cancer [3].

La doble regulacion de la proliferacion y la apoptosis que observamos en este
trabajo parece ser comun para los IncRNAs alterados en cancer. Un ejemplo es
LSINCTS que regula 36 genes que codifican proteinas en el CM y cancer de
ovario 45, GAS5 en el cancer de pulmon [54], y HOXA11-AS en cancer gastrico a
través de la regulacién de miR-1297 [55] y UCA1 en cancer colorrectal [56]. En
este contexto, nuestros resultados sugieren que AC009283.1 contribuye al
fenotipo maligno en el subtipo HER2-enriched a través de la interaccidn con genes
clave, conduciendo a una mayor proliferacion y resistencia a la muerte por

apoptosis.
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Para validar aun mas el papel biolégico funcional de AC009283.1 en tumores
HERZ2-enriched impulsados por la amplificacién de HER2, realizamos un GSEA y
ssGSEA en dos cohortes independientes de CM. El analisis de GSEA muestra que
la sobreexpresiéon de AC009283.1 esta asociada con el enriquecimiento de la
proliferacion celular de progresion del ciclo celular. Estos datos fueron confirmados
por ssGSEA. Adicionalmente en el analisis de coexpresion de Cemitool
encontramos modulos significativamente enriquecidos en tumores HER2 positivos
que sobreexpresan AC009283.1, dichos modulos estuvieron relacionados con la
proliferacion y el metabolismo celular. Algunos procesos inmunolégicos también
estuvieron sobrerrepresentados. Dado que el subtipo HER2 ha sido descrito como
un tumor inmunogénico, en futuros estudios deberia incluirse un estudio detallado
de este fenotipo y su relacion con AC009283.1 [§7]. Esto nos indica que los
procesos celulares son impulsados por multiples moléculas que interactuan entre
si (IncRNAs y mRNAs) ya que los genes que participan en la misma sefalizacion y

que comparten funciones similares tenderan a coexpresarse [58].

Los datos resultantes de diversas estrategias computacionales sugieren que
AC009283.1 es un potencial impulsor del fenotipo maligno en tumores
enriquecidos y amplificados con HERZ2, lo que confirma nuestros resultados de los
ensayos de silenciamiento in vitro. Falta por conocer el mecanismo molecular por
el cual AC009283.1 regula la expresion de genes blanco implicados en la
proliferacion, el ciclo celular y la apoptosis. Estudios anteriores han informado que
una gran parte de los INcRNA regulan la transcripcion a través de la interaccion y
modulacion de la cromatina [11], encontramos que el AC009283.1 esta
enriquecido en el nucleo celular, por lo que es probable que sus funciones tengan
lugar en la cromatina. Por lo tanto, se necesitan mas estudios para comprender el
mecanismo molecular de AC009283.1 en CM subtipo HERZ2.
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CONCLUSIONES

Observamos que la expresion de 307 IncRNAs esta desregulada en tumores de
mama respecto a su tejido normal y que entre los subtipos moleculares hay 355
IncRNAs con expresidon desregulada. El analisis de co-expresion INncCRNA-mRNA
entre subtipos moleculares demostré que los IncRNAs estan involucrados en
procesos biolégicos comunes (transcripcion, acetilacion, etc.), pero también en
otros mas especializados (sefializacion de VEGF, regulacién positiva de NF-
kappaB, activacion de la via MAPKKK, etc.). El subtipo molecular HER2-enriched,
uno de los mas agresivos clinicamente, tuvo sobrexpresion del IncRNA
ACO009283.1. EIl silenciamiento de este IncRNA in vitro mostré su papel como
regulador de 158 genes involucrados en proliferacion, ciclo celular y apoptosis.
Estos procesos biolégicos fueron validados a través de ensayos in vitro que
evaluan dichos procesos, confirmando el papel del IncRNA AC009283.1 como su
potencial regulador. Validamos aun mas el papel biolégico del IncRNA a través de
GSEA y ssGSEA en dos cohortes independientes de tumores HER2+, lo que
demostré que el IncRNA AC009283.1 es un impulsor del fenotipo maligno en
tumores HER2. Por lo tanto, la alta expresién del IncRNA AC009283.1 puede estar
asociada con la carcinogénesis y sugerimos que juega un papel importante en el
CM del subtipo HER2-enriched.

PERSPECTIVAS

Este trabajo sugiere que la sobrexpresion y subexpresion de los IncRNAs aqui
reportados puede estar regulando los procesos asociados con la carcinogénesis,
lo que los convierte en objetivos interesantes para futuros estudios para
comprender la biologia de los subtipos moleculares de CM.

Falta por conocer el mecanismo molecular por el cual el IncRNA AC009283.1

regula la expresion de genes blanco implicados en la proliferacién, el ciclo celular

y la apoptosis.
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