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RESUMEN

El Cancer de Mama es una enfermedad heterogénea a nivel fenotipico y molecular que
se clasifica, de acuerdo con su perfil de mRNAs, en Luminal A, Luminal B, HER2 y Basal-like.
Esta enfermedad constituye la primer causa de muerte por neoplasias en mujeres a nivel
mundial, por lo que resulta importante conocer su biologia y proponer marcadores
candidatos que permitan estratificar y establecer el prondstico de las pacientes. Los INcRNA
constituyen alrededor del 33% de los genes y se sabe que su desregulacion puede estar
implicada en el desarrollo del cancer, en donde también pueden tener un valor prondstico.
En este estudio, demostramos que en una cohorte de TCGA-BRCA, el IncRNA MAFA-AS1 se
encuentra mayormente expresado en tumores mamarios en relacién con tejido normal y
que, al estratificar por subtipo molecular de Cancer de Mama, el subtipo HER2 se caracteriza
por presentar niveles bajos de este IncRNA. La alta expresidn de MAFA-AS1 se correlaciona
con el tipo histolégico Carcinoma Lobulillar Infiltrante, mientras que bajos niveles de
expresion se asocian con el subtipo molecular HER2. El analisis de supervivencia de Kaplan-
Meier reveld que la alta expresion de este IncRNA es de buen prondstico, ya que se asocia
con una mejor supervivencia global de las pacientes. En conjunto, estos hallazgos sugieren
que MAFA-AS1 podria estar involucrado en el desarrollo del cdancer, actuando,
posiblemente, como un gen supresor de tumores. Esta investigacion propone a MAFA-AS1
como un nuevo potencial marcador prondstico en Cancer de Mama.



ABSTRACT

Breast Cancer is a heterogeneous disease at the phenotypic and molecular level that is
classified, according to its mRNA profile, into Luminal A, Luminal B, HER2 and Basal-like. This
disease is the leading cause of death from neoplasms in women worldwide, so it is
important to know its biology and propose candidate markers that allow stratification and
establish the prognosis of patients. LncRNA constitute around 33% of genes and it is known
that their deregulation may be involved in the development of cancer, where they may also
have prognostic value. In this study, we demonstrate that in a TCGA-BRCA cohort, the
IncRNA MAFA-AS1 is more highly expressed in breast tumors relative to normal tissue and
that, when stratified by molecular subtype of breast cancer, the HER2 subtype is
characterized by low levels of this IncRNA. High expression of MAFA-AS1 correlates with the
histological type Infiltrating Lobular Carcinoma, while low levels of expression are
associated with the HER2 molecular subtype. Kaplan-Meier survival analysis revealed that
high expression of this IncRNA is associated with a good prognosis, as it is associated with
better overall patient survival. Taken together, these findings suggest that MAFA-AS1 could
be involved in cancer development, possibly acting as a tumor suppressor gene. This
research proposes MAFA-AS1 as a new potential prognostic marker in Breast Cancer.



. MARCO TEORICO

1. Cancer

Cancer, es el término atribuible a un conjunto de enfermedades altamente heterogéneas
relacionadas entre si que se caracterizan por presentar un crecimiento y diseminacién
celular incontrolado, lo que implica que pueden extenderse hacia otros 6rganos distintos al
de origen e invadirlos (1,2).

Las células cancerosas presentan una serie de alteraciones en su fisiologia que dictan el
comportamiento maligno de las mismas. De acuerdo con Hanahan y Weinberg, las
alteraciones caracteristicas de las células cancerosas, conocidas como Hallmarks del cancer,
son: proliferacion sostenida, insensibilidad a sefiales inhibitorias del crecimiento, evasion
de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, capacidad de
invasidon y metastasis, desregulacion energética y evasion de la respuesta inmunoldgica. La
adquisicion de estas alteraciones por parte de las células cancerosas es posible por dos
factores que las habilitan para ello: la inestabilidad gendmica y la inflamacion estimulante
del tumor (Figura 1) (3,4).

2. Cancer de Mama

El Cancer de Mama (CaMa) es una enfermedad fenotipica y molecularmente
heterogénea que tiene origen en células epiteliales de los ductos o Iébulos de las glandulas
mamarias. Al inicio de la enfermedad, los tumores cancerosos estdn contenidos en los
ductos o lIébulos de la mama (in situ); sin embargo, con el tiempo pueden diseminarse hacia
tejido mamario circundante, e incluso, invadir ganglios linfaticos cercanos (metdstasis
regional) o llegar a otros drganos (metastasis distante). La muerte de una paciente con
CaMa se debe a la metastasis generalizada (5).

3. Epidemiologia del Cancer de Mama

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), durante el 2020 el CaMa fue el tumor
maligno con mayor incidencia a nivel mundial, considerando a personas de ambos sexos,
con un total de 2,261,419 casos nuevos. Con el mismo nimero de reportes, también se
considerd como el cancer con mayor incidencia en la poblacién mundial femenina de todas
las edades (Figura 2A), mientras que en las mujeres mexicanas fue el de mayor incidencia



con 29,929 casos registrados (Figura 2B) (6). En relacidn con la mortalidad, el CaMa ocupd
el quinto lugar entre los tumores con mas defunciones, considerando a hombres y mujeres,
con 684,996 decesos después del cancer de pulmdn; colon; higado y estdmago. Esta
enfermedad también constituyd la primer causa de muerte relacionada con enfermedades
neoplasicas en la poblacidn femenina a nivel mundial y en México con 684,996 y 7,931
casos, respectivamente (Figura 2Ay 2B) (6).
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Figura 1. Alteraciones de las células cancerosas. Representacion grafica de los Hallmarks y factores
habilitantes del cancer propuestos por Hanahan y Weinberg (3,4). Creada con BioRender.com.

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), reportd que durante el 2019 la
tasa de incidencia del CaMa en México fue de casi 19 casos por cada 100 mil habitantes,
presentdndose, principalmente, en personas de 60 a 64 afios de edad y afectando a 104.5
mujeres y 1.03 hombres por cada 100 mil habitantes (5). Por cada 100 mil mujeres de 20
anos o mas se produjeron 17.1 defunciones derivadas de esta neoplasia. Al estratificar a las
pacientes fallecidas por CaMa de acuerdo con su edad al momento de la muerte, la minoria
(1%) tenia entre 15 a 29 afos, el 13% entre 30 a 44 afios, el 38% entre 45 a 59 afos y la
mayor parte (48%) murié después de los 59 afios (7).

El CaMa en México aumentd del 2010 al 2019 y fue durante este ultimo cuando se
registrd la mayor tasa de incidencia entre la poblacidon femenina con 35.24 casos nuevos



por cada 100 mil mujeres de 20 afos o mds. No obstante, se pronostica que para el 2040 la
incidencia de esta enfermedad aumente a nivel mundial y en México un 56.7% y 51.5%,
respectivamente, en relacién con el nUmero de casos registrados en la actualidad (6).
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Figura 2. Estadisticas del CaMa. A) El nimero de casos de incidencia y mortalidad de CaMa reportados durante
el 2020 sefiala que éste se trata del tumor mas frecuente entre la poblacién femenina a nivel mundial. B) En
México, la neoplasia que mas afecta a las mujeres (incidencia y mortalidad) es el CaMa. Tomado y modificado

de GLOBOCAN: https://gco.iarc.fr/today/home. Revisado en: febrero - 2021.




4. Diagnéstico del Cancer de Mama

El diagndstico integral del CaMa se basa en un examen triple que comprende el estudio
clinico de las pacientes con el objetivo de conocer la historia clinica y realizar una
exploracidn fisica exhaustiva de las mismas. Las pruebas de imagen suelen jugar un papel
muy importante en la deteccion de esta enfermedad, siendo la mamografia el estandar de
oro; sin embargo, también el ultrasonido y la resonancia magnética pueden ser de gran
utilidad. Ante la identificacidon de alguna posible lesion maligna durante el examen clinico y
en las pruebas de imagen, es necesario tomar una biopsia de la lesion para su posterior
estudio histoldgico, en el cual, el patdlogo debera determinar si se trata o no de una lesion
maligna, el tipo y el grado histoldgico (atipia nuclear, nimero de mitosis y semejanza con
estructuras glandulares normales), asi como, las caracteristicas inmunohistoquimicas de la
lesion (8).

5. Clasificacion del Cancer de Mama

Actualmente, la clasificacion del CaMa se basa en el estudio de las caracteristicas
histolégicas y moleculares de los tumores. La clasificacidn molecular puede realizarse
mediante una aproximacion inmunohistoquimica o a través del analisis del perfil de
expresion génica de RNA mensajeros (mMRNA) del tumor. Los subtipos del CaMa
proporcionan informacion sobre el prondstico y orientan la toma de decisiones
relacionadas con el tratamiento de las pacientes (9,10) .

5.1. Subtipos Histolagicos

La clasificacion histoldgica del CaMa contempla la existencia de lesiones pre-invasivas
(in situ) e invasivas (infiltrantes), ambos casos pueden ser categorizados en ductales o
lobulillares cuya principal diferencia radica en que los ultimos no expresan la molécula de
adhesién E-cadherina, el Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (HER2)
ni el Receptor del Factor de Crecimiento Epidermal (EGFR), mientras que si expresan las
citoqueratinas 1, 5, 10 y 14, el Receptor de Estrégeno (RE) y el Receptor de Progesterona
(RP). Por su parte, los tumores ductales expresan las citoqueratinas 5, 6, 8, 14, 17 y 18, y
pueden expresar o no el RE, RP, HER2 y EGFR (8,11-13).

El carcinoma ductal in situ puede progresar a cancer infiltrante que suele ser unilateral,
mientras que el carcinoma lobulillar in situ es considerado un factor de riesgo, mds que un
precursor, para el desarrollo de cancer infiltrante y, usualmente, es bilateral (10). El tipo



histoldgico mas frecuente es el carcinoma ductal infiltrante que constituye del 70 al 85% de
los casos (8).

5.2. Subtipos Inmunohistoquimicos

El estudio molecular del CaMa ha permitido identificar la existencia de marcadores
proteicos que han sido de gran utilidad en el ambito clinico para la clasificacién
inmunohistoquimica de los tumores mamarios:

e Receptor de Estrégeno (RE): los receptores de estrégeno forman parte de una gran
familia de reguladores transcripcionales nucleares activados por moléculas
esteroideas (estrégeno). Se estima que alrededor del 75% de los tumores mamarios
expresan estos receptores. La unién del estrégeno al RE desencadena la dimerizacion
de este ultimo, su posterior translocacion al ndcleo y su unién a elementos de
respuesta a estrogeno que se encuentran en las regiones promotoras de sus genes
blanco para la modulacién de su transcripcion. La expresidn de este receptor es de
buen prondstico, ya que, estd asociada con una buena respuesta al tratamiento
hormonal de las pacientes (14,15).

e Receptor de Progesterona (RP): al igual que los RE, los RP pertenecen a una gran
familia de reguladores transcripcionales nucleares activados por moléculas
esteroideas. Este receptor es activado por progesterona y su mecanismo de accidn es
similar al del RE, pero sus sitios de unién en el nucleo son elementos de respuesta a
progesterona. Se ha observado que las pacientes que expresan este receptor tienen
un mejor prondstico que aquellas que no lo expresan (15,16).

e Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (HER2): la activacién de
HER2 implica la formacidn de heterodimeros con cualquier otro de los miembros de la
familia HER después de la unidon de éstos con su ligando; no obstante, en la actualidad
no se conoce un ligando especifico para HER2. Tras su dimerizacidn, estos receptores
son fosforilados activando cascadas de sefalizacion relacionadas con distintos
procesos celulares, tales como, proliferacién, supervivencia, motilidad y adhesion (17).
La sobreexpresion de este receptor estd asociada con una enfermedad agresiva, una
alta recurrencia y una menor tasa de supervivencia (18).

Basado en la expresion de estos marcadores inmunohistoquimicos, los tumores
mamarios pueden clasificarse en Luminal A y Luminal B que se caracterizan por expresar
receptores hormonales, HER2 que expresa HER2 o Triple Negativo (TNBC, de las siglas en
inglés de Triple Negative Breast Cancer) que no expresa ninguno de estos tres marcadores



(9). En la Tabla 1 se resume el estado de los marcadores inmunohistoquimicos en los
diferentes subtipos moleculares del CaMa y su correspondencia con los subtipos
moleculares por perfiles de expresidon génica de los que se hablara a continuacién.

5.3. Subtipos de expresidn génica

El desarrollo de nuevas tecnologias para el anadlisis gendmico hizo posible un mejor
entendimiento de la biologia molecular del CaMa proporcionando también informacion
importante para su abordaje clinico.

En el 2000, Perou y Sorlie evaluaron el perfil de expresion génica de 65 muestras de CaMa
mediante microarreglos, encontrando 496 genes cuya variacion en los niveles de expresién
era alta entre individuos pero baja entre muestras de una misma paciente. Con base en sus
hallazgos, este grupo de investigacidn propuso que los tumores mamarios podian agruparse
en subtipos segln sus patrones de expresion génica de mRNA. Esta clasificacidn fue refinada
y finalmente contempla la existencia de cuatro subtipos del CaMa: Luminal A, Luminal B,
HER2-enriched y Basal-like que muestran diferencias significativas en el desenlace clinico de
las pacientes (19-22) (Tabla 1).

6. Herramientas para la clasificacion y el prondstico en Cancer de Mama

Aunque la clasificacion del CaMa propuesta por Perou y Sorlie en el 2000 es de gran
utilidad en el abordaje de las pacientes oncoldgicas, el analisis rutinario de datos generados
con microarreglos resulta complicado en el dmbito clinico. Debido a ello, se desarrolld el
PAMS50 que consiste en una firma de 50 genes que permite clasificar los tumores mamarios
embebidos en parafina en alguno de los cuatro subtipos del CaMa por expresion génica
mediante RT-qPCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa Transcripcion Reversa
Cuantitativa). Esta firma molecular también proporciona un indice ROR score (de las siglas
en inglés de Risk of Recurrence), el cual permite asignar a las pacientes a una categoria de
riesgo (baja, intermedia o alta) correlacionada con una probabilidad de recaida a diez afios
(20,23,24).

Ademas del PAMS50, existen otras herramientas de gran utilidad para la clasificacidn,
prondstico y prediccién de respuesta a tratamiento de las pacientes con CaMa.



Tabla 1. Subtipos tumorales inmunohistoquimicos y de expresion génica (mRNA) del Cancer de Mama y sus caracteristicas (8,14,25) .

Subtipo de Cancer de Mama
Prevalencia (%)

i id i i4 Marcadores sobre el total de Pronéstico Supervivencia
Aproximacion Aproximacion por  jnmunohistoquimicos relativa a 5 afios
inmunohistoquimica = expresion génica casos
Luminal A Luminal A RE+, RP+, HER2 — 50-60 Bueno 94.3%
Luminal B Luminal B RE+, RP+/-, HER2 +/- 10-20 Bueno 90.5%
HER2+ HER2-enriched RE-, RP-, HER2+ 15-20 Malo 84.0%

Triple Negativo Basal-like RE-, RP-, HER2 - 10-20 Malo 76.9%



El test Oncotype Dx es un panel de 21 genes, 16 asociados con CaMa y cinco de
referencia, evaluado en muestras de RNA de tejido tumoral embebido en parafina mediante
PCR transcripcién reversa. Esta herramienta proporciona el riesgo de recaida (bajo,
intermedio o alto) a diez afios en pacientes con CaMa con receptores hormonales positivos
y HER2 negativo, sin ganglios afectados, en etapa | o Il. Asimismo, proporciona la
probabilidad de que la paciente responda a la quimioterapia después de la cirugia (26—28).

Otra herramienta con valor prondstico y predictivo es el test Mamma Print, que consiste
en un panel de 70 genes evaluable en RNA proveniente de muestras de tumores mamarios
frescos mediante microarreglos. Esta herramienta es util para establecer el riesgo de
recaida (bajo o alto) a diez afios y la probabilidad de desarrollar metastasis. Puede ser
utilizado en pacientes con tumores mamarios menores a 5 cm, sin afectacion ganglionar y
de forma independiente al estado de los receptores hormonales y HER2 (26,28,29).

Adicionalmente, podemos encontrar la firma pronéstica Prosigna basada en el andlisis
de los genes considerados por PAM50 en conjunto con las caracteristicas clinico-patoldgicas
de las pacientes. Este test calcula el riesgo de recaida (bajo, intermedio o alto) a diez afios
en pacientes con CaMa positivo a receptores hormonales, en etapa | o Il sin afectacion
ganglionar o Il con maximo tres ganglios afectados (30,31).

Estas herramientas de analisis molecular son de gran utilidad en el abordaje del CaMa y
se basan en el estudio de mRNA. Sin embargo, es importante sefialar, que existen otras
clases de RNA cuyo estudio también podria ser relevante para un mejor entendimiento de
esta enfermedad.

7. Genoma humano: regiones no codificantes

Por varios afios se pensé que las regiones del genoma no codificantes de proteinas eran
DNA basura, sin funcién alguna. Con el tiempo, tras la publicacion de la secuencia del
genoma humano en el 2001, se determind que solo cerca del 2% del genoma codificaba
pero cerca del 75% era capaz de transcribirse (32—34). De acuerdo con el Human GENCODE,
a la fecha (julio del 2021) se estima que existen alrededor de 60,649 genes (35). A pesar de
qgue este numero varia a través del tiempo, se sabe que pocos de ellos generan mRNA,
mientras que el resto da origen a RNA no codificante (ncRNA, por sus siglas en inglés).

Los ncRNA pueden agruparse en pequeiios o largos segun su tamafo. Los RNA pequefios
tienen una longitud menor a los 200 nucleétidos (nt) y como ejemplos de ellos estan los
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RNA micros (miRNA), RNA ribosomales, RNA pequefios nucleares y RNAs pequefios

nucleolares. Por otra parte, podemos encontrar a los RNA largos no codificantes (IncRNA)

de tamafio mayor o igual a los 200 nt (35,36).

8. RNA largos no codificantes

Los IncRNA son transcritos cuya longitud oscila, usualmente, entre los 1,000 y 10,000 nt.
La mayor parte de los que han sido anotados en bases de datos comparten caracteristicas

con los mRNA debido a que son generados por la enzima RNA Polimerasa Il y sufren de

modificaciones post-transcripcionales al ser adicionados con una caperuza en su extremo

5" y una cola de poli-A en el extremo 3’, ademas de que también pasan por un proceso de
splicing alternativo (37,38). No obstante, a diferencia de sus homdlogos codificantes, los
IncRNA no son tan abundantes, albergan pocos exones (en promedio dos o tres), su

secuencia esta menos conservada y ejercen su funcién principalmente en el nucleo celular
(Figura 3) (39-41). Actualmente, hay reportados 48,752 IncRNAs en humanos (35).

% transcritos en célula

mRNAs  IncRNAs

Funcién principal
en ntcleo celular

Nucleo ﬁj\ \

CAP

Modificaciones
post-transcripcionales

Tipo de transcritos
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que mRNAs %\fi
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OG-

3

RNA Pol I

Transcritos ror

RNA Pol |
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S
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Figura 3. Caracteristicas de los IncRNA. Se ilustran las principales caracteristicas generales de los IncRNA.
Tomada y modificada de: Beltran (42). Creada con: BioRender.com.
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8.1. Clasificacion de los IncRNA

La clasificacidn de los IncRNA puede realizarse basandose en sus distintas caracteristicas.
De acuerdo con la localizacién gendmica del locus a partir del cual se transcriben, los IncRNA
gue se originan a partir de una secuencia ubicada entre dos genes codificantes se
denominan intergénicos (lincRNA), pero también existen transcritos que se generan a partir
de secuencias promotoras (pncRNA), enhancers (eRNA), exdnicas o intronicas (Figura 4A)
(37,40).

Por otra parte, con base en la orientacion que guardan respecto a genes codificantes, los
IncRNA son intergénicos, cuando no intersectan el Jocus de un mRNA, o intragénicos,
cuando sobrelapan o se encuentran hasta 5 kilobases (kb) alejado de uno (Figura 4B)
(38,43,44). A su vez, los IncRNA intragénicos que se transcriben en la misma direccion que
su mRNA son considerados sentido, mientras que los antisentido lo hacen en direccion
contraria (Figura 4C) (43,45). Los transcritos antisentido pueden ser divergentes, cuando se
generan a partir de un promotor con actividad bidireccional, o convergentes, cuando su
transcripcidn parte de un promotor y abarca una region de la hebra contraria a partir de la
cual se genera el mRNA de un gen distinto (Figura 4D) (36,44).

En relacidon con su localizacién subcelular, los IncRNA pueden ser considerados
transcritos citoplasmaticos, nucleares o ambos. También pueden ser clasificados con base
en los distintos mecanismos bajo los cuales actian (46). Bajo este orden de ideas podemos
encontrar a los IncRNA:

e Guias: su unidn a proteinas con actividad reguladora o enzimatica, tales como
factores de transcripcién y complejos remodeladores de la cromatina, las conduce
hacia los loci gendmicos en los cuales deben ejercer su funcion (37,47,48).

e Andamios: fungen como plataforma facilitadora de la interaccidon o el ensamblaje
entre dos 0 mas moléculas, como en el caso de complejos de ribonucleoproteinas o
remodeladores de la cromatina (37,47,48).

e Sefuelo: contienen en su secuencia sitios de unién a diversas moléculas, tales como,
secuencias de DNA, miRNA, factores de transcripcidén, proteinas con actividad
catalitica y subunidades de grandes complejos proteicos. La union del IncRNA
sefiuelo a sus moléculas blanco disminuye la disponibilidad de éstas, regulando
negativamente su actividad efectora (37,47,48).
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A) Localizacién gendomica
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Figura 4. Clasificacion de los IncRNA. A) De acuerdo con su localizacion gendmica los IncRNA pueden ser eRNA,
PRNA, lincRNA, IncRNA exdnicos o intronicos dependiendo de si se transcriben a partir de una secuencia
enhancer, promotora, intergénica, exdnica o intrdnica, respectivamente. B) Por su ubicacién respecto a un
gen codificante los INcRNA pueden ser intergénicos, alejados > 5 kb de uno, o intragénicos, cuando sobrelapan
0 estan < 5 kb de uno. C) Basado en el sentido de su transcripcion respecto a su gen codificante los IncRNA
intragénicos pueden ser sentido o antisentido. D) Dependiendo de la actividad transcripcional de su promotor,
unidireccional o bidireccional, existen IncRNA convergentes o divergentes. Creada con: BioRender.com.
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Las distintas funciones que los IncRNA pueden llevar a cabo para regular la expresion
génica, en ocasiones, requieren que estos transcritos tengan mas de un mecanismo de
accion.

8.2. Funciones de los IncRNA

Actualmente, se sabe que los IncRNA pueden llevar a cabo distintas funciones bioldgicas
mediante su interaccidn con secuencias de DNA, RNA y proteinas. Estos transcritos son
capaces de ejercer una regulacion de la expresion de génica por mecanismos epigenéticos,
transcripcionales, post-transcripcionales, traduccionales y post-traduccionales (49,50).

La funcién reguladora de los IncRNA puede ser en cis, cuando actdan en una region
gendmica ubicada en el mismo cromosoma a partir del cual se transcribieron, o en trans,
cuando sus sitios blanco estan en un cromosoma distinto al de origen de su transcripcion
(50,51).

A nivel epigenético, estos transcritos actuan principalmente en el nucleo modulando la
estructura de la cromatina a través de la modificacién de histonas (metilacidn o acetilacién)
mediante su interaccidén con enzimas histona metil o acetil transferasas y desmetilasas o
desacetilasas, asi como, reclutando complejos proteicos que la modifican (Figura 5A).
Aunado a ello, estos transcritos pueden regular la metilacion del DNA, reclutando DNA
metil-transferasas a las regiones promotoras de sus genes blanco (Figura 5B) (49,52).

Desde otra perspectiva, a nivel transcripcional los INcRNA pueden formar triples hélices
con secuencias promotoras, evitando asi su unién con factores de la transcripcion (Figura
5C, izquierda), del mismo modo pueden reclutar a estos ultimos promoviendo la
transcripcién génica (Figura 5C, derecha) (53). Estos transcritos también pueden fungir
como eRNA promoviendo la unidn de sus genes blanco con moléculas activadoras de la
transcripcién (Figura 5D) (54).

A nivel post-transcripcional, los INcRNA pueden actuar en la regulacidon de la expresion
génica al cooperar con factores de splicing en el procesamiento del mRNA (Figura 5E) o
regular la estabilidad de los mMRNA formando una doble hélice IncRNA — mRNA (Figura 5F).
Ademas, estos transcritos pueden fungir como RNA competidores endégenos (ceRNA) o
RNA esponjas, secuestrando miRNA (Figura 5G) (52,55,56).

Como mecanismos de regulacién de la traduccidn, los IncRNA pueden interactuar con la
maquinaria molecular necesaria para este proceso y regular la traduccion de sus homodlogos
codificantes (Figura 5H). Finalmente, también pueden tener un efecto en la modificacion
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post-traduccional de algunas proteinas regulando su fosforilacién, ubiquitinacién vy
acetilacion (Figura 51) (52).
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Figura 5. Funciones de los IncRNA. Los IncRNA son capaces de regular la expresion génica en el
compartimiento nuclear o citoplasmatico de la célula, llevando a cabo diferentes funciones. Creada con:
BioRender.com.
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9. Los IncRNA pueden ser marcadores prondstico en CaMa

Se ha encontrado que los IncRNA estan constantemente desregulados en diversos tipos
de cancer, en donde la expresidon anormal de estos transcritos es de vital importancia para
el desarrollo y la progresion del fenotipo maligno, debido a que los transcritos oncogénicos
promueven procesos como el crecimiento, la proliferacion, la metastasis e invasién (57).

Como ejemplo del papel que juegan los INcRNA en el desarrollo de esta enfermedad esta
el IncRNA Plasmacytoma Variant Translocation 1 (PVT1), cuya expresion esta alterada en
TNBC y es capaz de regular la estabilidad de KLF5' provocando la sobreexpresion de B-
catenina. Los niveles altos de este transcrito se encontraron asociados a una menor
supervivencia de las pacientes con CaMa (59). Por otra parte, DSCAM Antisense RNA 1
(DSCAM-AS1) esta altamente expresado en tumores mamarios ER+ y puede promover la
expresion de FOXA1 y el ERo, que a su vez regulan la transcripciéon de DSCAM-AS1, al
reclutar a YBX1? hacia las regiones promotoras de estos genes. La alta expresidn de este
IncRNA se correlaciona con una escasa supervivencia global de las pacientes con CaMa ER+
(60). La desregulacién de PVT1y DSCAM-AS1 conlleva a la progresién tumoral (59,60).

Otro IncRNA del que se conoce el valor prondstico en CaMa es el transcrito Metastasis
Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1 (MALAT-1) que se encontrd sobreexpresado,
inicialmente, en cancer de pulmadn, pero en investigaciones posteriores se observé que esta
desregulado en 20 tipos distintos de tumores en los que correlaciona su nivel alto de
expresion con la progresidon y metdstasis, haciéndolo un marcador de mal pronéstico (61).
Del mismo modo el IncRNA HOX Transcript Antisense RNA (HOTAIR) juega un papel clave en
el inicio y progresidn de diferentes tipos de cdncer y promueve la malignidad porque est3
involucrado en procesos que afectan la proliferacion, apoptosis e invasion celular
promoviendo asi la carcinogénesis. El estudio de su expresién es util para determinar la
etapa de la enfermedad en la que se encuentra una paciente y para predecir su probabilidad
de supervivencia a cierto tiempo (62). Los niveles altos de estos dos IncRNA se asocian con
una menor supervivencia global en CaMa, debido a esto se considera que podrian ser utiles
como marcadores prondstico (61,63).

El estudio de los IncRNA vy la caracterizacidon de su valor prondstico en CaMa puede
contribuir a mejorar el abordaje del paciente oncolégico al proporcionar informacion

L KLF5: proteina activadora de la transcripciéon que se une a las regiones promotoras de sus genes blanco,
promoviendo su expresion (58).

2 YBX1: proteina de unién a DNA y RNA implicada en la transcripcién, traduccién y splicing del pre-mRNA,
entre otros procesos (58).

16



relacionada con el tiempo de supervivencia global o libre de enfermedad, asi como la
probablidad de desarrollar resistencia al tratamiento. La labor de investigacion en torno a
estos posibles marcadores ha sido posible, en parte, gracias al desarrollo y uso de distintas
bases de datos gendmicos para la investigacion del cancer.

10.Las bases de datos gendmicos como herramientas para el estudio de los
IncRNA

En la actualidad existen bases de datos gendmicos que fungen como repositorios de
informacién relacionada con las alteraciones moleculares a nivel de DNA, RNA, marcas
epigenéticas y proteinas, existentes en diferentes tipos de tumores. Algunas de ellas han
sido de gran utilidad para un mejor entendimiento de la biologia molecular del cancer
debido a que son de acceso publico a nivel internacional, lo que da oportunidad a diferentes
grupos de investigacion de generar conocimiento nuevo a partir de esos datos.

Una de las bases de datos con mayor relevancia en el estudio del cadncer es The Cancer
Genome Atlas (TCGA) que consiste en un proyecto coordinado por el National Cancer
Institute y el National Human Genome Research Institute. TCGA lleva a cabo el mapeo de
las alteraciones gendmicas, transcriptomicas y epigendmicas existentes en 33 tipos de
tumores, entre los que se encuentra el CaMa. El objetivo de TCGA es generar un catdlogo
de alteraciones moleculares en distintas neoplasias para apoyar la investigacion y asi,
mejorar el diagndstico, tratamiento y prevencion de estas enfermedades (64,65). Esta base
de datos cuenta con informacion clinica y gendmica de mas de 11,000 individuos, cuyas
muestras pasan por un proceso que consiste en la coleccién, generacion de analitos
moleculares, secuenciacidn, analisis y publicacién de datos al alcance de la comunidad
cientifica (66).

Ademas, existen herramientas web de analisis que permiten explorar de forma
interactiva el contenido de bases de datos gendmicos como TCGA, tal es el caso de USC
XENA y cBioPortal que cuentan con informacidn de cohortes de pacientes con distintos tipos
de cancer y permiten analizar la correlacidon entre diversos datos clinicos (sexo, tipo
histoldgico, supervivencia global y libre de recaida, etc.) y gendmicos (mutaciones,
alteraciones en el nimero de copias y niveles de expresidn génica, entre otros), facilitando
el acceso a estos (67,68).

Asimismo, para poder identificar IncRNA de importancia clinica e indagar sobre sus
mecanismos de accion y funciones, resulta informativo llevar a cabo analisis de correlacién
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entre sus niveles de expresidon y variables clinicas en grandes cohortes de pacientes. El
conocimiento de su estado en lineas celulares transformadas también puede ser de interés
para algunos grupos de investigacion que quieran caracterizar su papel funcional. Bajo este
orden de ideas se desarrollé Expression Atlas, una base de datos que porporciona
informacién sobre la expresiéon de genes y proteinas en diferentes organismos, tejidos,
etapas del desarrollo, condiciones o tipos celulares (69).

Las bases de datos gendmicos y las herramientas web de analisis para su exploracién han
sido utiles para la comunidad cientifica debido a que permiten a los usuarios explorar
grandes conjuntos de datos, asi como desarrollar hipdtesis bioldgicas relacionadas con
genes que pudieran estar alterados en cancer, entre ellos los IncRNA.

11. Antecedentes directos del valor prondstico de los IncRNA en CaMa
obtenidos de bases de datos

En el Laboratorio de Gendmica del Cancer (LGC) del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica (INMEGEN) ha sido posible caracterizar el valor prondstico de diversos IncRNA
desregulados en CaMa a través del minado de bases de datos y herramientas web de
analisis. Un ejemplo de ello es FAM83H-AS1 que, con ayuda de TCGA, se encontrd
desregulado en 16 tipos de cancer, estando sobreexpresado en pacientes con tumores
mamarios. En esta neoplasia, los niveles altos de expresiéon de este IncRNA se asocian con
una etapa clinica avanzada (Il y Ill) y una menor supervivencia global de las pacientes con
RE+ o RP+, lo que se sugiere que podria tratarse de un marcador de mal prondstico (70).

Otro ejemplo, es el LINCO0460 que, mediante datos de TCGA, se observé desregulado en
siete tipos de cdncer, estando sobreexpresado en tumores mamarios en el que la alta
expresion correlaciona con el subtipo Basal-like. Estas observaciones se validaron en una
cohorte de pacientes mexicanas con CaMa. Aunado a ello, se encontré que este IncRNA esta
mayormente enriquecido en lineas celulares triple negativo y su expresion es de buen
pronodstico debido a que los niveles altos se asocian con una mayor supervivencia global
(71).

Gracias al minado de bases de datos y a estos trabajos previos de nuestro grupo de
investigacion se encontré que existen mas IncRNAs desregulados en CaMa de los cuales,
todavia no se estudia su firma molecular ni su valor prondstico en esta enfermedad, tal es
el caso de MAFA Antisense RNA 1 (MAFA-AS1) (ENSG00000254338), un IncRNA que se
encuentra desregulado en este tipo de tumores, se transcribe del cromosoma 8q24.3 de
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forma antisentido al gen codificante MAFA, tiene una longitud aproximada de 2,130 nt y
cuenta con dos exones, de los cuales ninguno tiene potencial codificante. Hasta el momento
solo se ha descrito una isoforma de este transcrito y alin se desconoce su valor prondstico
en CaMa (58).
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los IncRN fungen como reguladores maestros de las funciones celulares y se ha visto que
se encuentran constantemente desregulados en cancer, favoreciendo la progresion
tumoral. Aunque algunos IncRNAs ya han sido estudiados, de muchos de ellos aun se
desconoce su expresion y su valor prondstico en CaMa. Debido a que las bases de datos son
un importante repositorio de informacién, en este estudio se propone un analisis
exploratorio de la expresion de MAFA-AS1 en muestras de pacientes con CaMa de dos
cohortes distintas, lo que permitird conocer su expresion entre los subtipos de CaMa y
determinar si existe una asociacién de los niveles de expresidn de este IncRNA con distintas
caracteristicas clinicas y con la supervivencia global de las pacientes.
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ll. JUSTIFICACION

El CaMa representa un problema importante de salud publica a nivel mundial debido a
sus altas tasas de incidencia y mortalidad entre la poblacion femenina. Recientemente, el
estudio de los IncRNA en cancer ha tomado relevancia por su papel como reguladores
maestros en procesos bioldgicos claves en el desarrollo y progresidon tumoral, pero también
por su posible valor prondstico en diversos tipos de tumores, incluidos los de mama. En una
investigacion previa realizada en nuestro laboratorio, se identificaron diversos IncRNA
desregulados en CaMa, entre ellos MAFA-AS1, un IncRNA poco estudiado, por lo que
caracterizar su expresién podria acercarnos a conocer su posible papel bioldgico y su valor
prondstico en esta enfermedad.
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IV. OBIJETIVOS

1. Objetivo general

Analizar la relacidén entre la expresion del INcRNA MAFA-AS1 con las caracteristicas
clinico-patoldgicas y su valor prondéstico en Cancer de Mama.

2. Objetivos especificos

2.1. Explorar los niveles de expresion de MAFA-AS1 en lineas celulares y muestras de
CaMa a través de bases de datos gendmicos.

2.2. Determinar el valor prondstico de MAFA-AS1 en CaMa mediante un analisis de
supervivencia global y su asociacion con caracteristicas clinico-patoldgicas con ayuda de
bases de datos gendmicos.

2.3. Medir los niveles de expresién de MAFA-AS1 en un panel de lineas celulares y en
muestras de CaMa de pacientes mexicanas mediante RT-qPCR.

2.4. Evaluar el valor prondstico de MAFA-AS1 y la asociacion de su expresién con
caracteristicas clinico-patolégicas en una cohorte de pacientes mexicanas con CaMa.
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V. DISENO DE LA INVESTIGACION

¢ Tipo de estudio: observacional de cohorte retrospectivo.

Poblacion: pacientes femeninas con diagndstico histolégico confirmado de CaMa en
ambas cohortes (TCGA-BRCA y FUCAM-INMEGEN).

Tamaino de muestra: Cohorte TCGA-BRCA n= 943 Cohorte FUCAM-INMEGEN n= 105

Tipo de muestreo: probabilistico estratificado
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VL.

METODOLOGIA

1. Seleccion de muestras

1.1. Cohorte de pacientes “The Cancer Genome Atlas - Breast Cancer”
(TCGA-BRCA)

Criterios de inclusidn: se incluyeron en este estudio datos de expresion del IncRNA
MAFA-AS1 de pacientes con CaMa que contaran con datos clinicos y diagndstico
histolégico confirmado de CaMa en etapas clinicas | a IV.

Criterios de exclusion: se excluyeron de este estudio a las pacientes de las que no se
conociera el subtipo molecular (PAM50) de CaMa.

1.2. Cohorte de pacientes “Fundacidon de Cancer de Mama — INMEGEN”
(FUCAM-INMEGEN)

Criterios de inclusion: se incluyeron muestras tumorales de pacientes que contaran
con diagnodstico histologico confirmado de CaMa en etapas clinicas | a 1V,
subtipificadas por inmunohistoquimica y de las cuales, se tuviera el consentimiento
informado por escrito.

Criterios de exclusion: se excluyeron de este estudio a las pacientes que presentaran
otra neoplasia previa al momento del muestreo, a aquellas de las que no se conociera
el subtipo molecular (inmunohistoquimica) de CaMa, que no contaran con datos
clinicos o consentimiento informado.

Criterios de eliminacidn: se eliminaron de este estudio a las pacientes cuyo material

biolégico (biopsia) fuera insuficiente o no adecuado para realizar estudios
moleculares.
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2. Estrategia computacional para la seleccion del IncRNA blanco de estudio
y la evaluacidn de sus niveles de expresion en CaMa

2.1. Seleccion del IncRNA blanco de estudio

A partir de la base de datos The Cancer LncRNome Atlas (TCLA) se descargd una lista con
1148 IncRNA desregulados en CaMa. Se consideraron como posibles blancos de estudio los
IncRNA con un Fold Change (Tumor/Normal) > 3.0 y un False Discovery Rate (FDR) < 0.001.

Posteriormente, se buscd en la base de datos The Atlas of ncRNA in Cancer (TANRIC)
(https://www.tanric.org) cudles de los IncRNA candidatos estaban asociados con la

supervivencia global de pacientes con CaMa, para ello se estableci6 como criterio de
seleccidn un Log-rank p-value < 0.05.

Después, se indagd en la literatura utilizando la base de datos Pubmed
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov) y el buscador Google Academics para conocer cuales de

los IncRNA desregulados y asociados con la supervivencia global de pacientes con CaMa
contaban con algun reporte previo de su papel prondstico en esta neoplasia, eligiendo a los
IncRNA de los que no hubiera informacion reportada. De este modo, se seleccioné como
blanco de estudio al IncRNA MAFA-AS1.

2.2. Analisis de la expresion de MAFA-AS1 en CaMa

Se descargaron valores de expresion de MAFA-AS1 en lineas celulares de CaMa
generados con RNA-seq a partir de la base de datos Expression Atlas
(https://www.ebi.ac.uk/gxa/home). Después, se investigd la posible localizacidn subcelular
de este IncRNA en lineas celulares a través de IncATLAS (https://Incatlas.crg.eu).

De la herramienta web UCSC Xena (https://xena.ucsc.edu) se descargaron valores de

expresion génica de MAFA-AS1. Los filtros utilizados para la seleccién de la informacion
fueron: A) datos pertenecientes a la cohorte “TCGA TARGET GTEx”; B) que el sitio primario
fuera tejido mamario; C) que el tipo de muestra se tratara de tejido normal o tumoral y D)
qgue contara con datos de expresion génica de MAFA-AS1. Los datos de expresion fueron
generados con RNA-seq, estaban normalizados en una escala Logz(norm_count + 1), eran
de acceso libre y descargables en formato “.xIs”. Ademas, se obtuvieron los datos clinicos
correspondientes (edad, tipo histoldgico, subtipo molecular, etapa clinica, metdstasis
ganglionar, metastasis distante, defuncién y tiempo de seguimiento) a partir de cBioPortal
(https://www.cbioportal.org). Estos datos pertenecian a la cohorte “Breast Invasive
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Carcinoma (TCGA, PanCancer Atlas)” y se parearon con los datos de expresion de MAFA-
AS1 con base en el ID de las muestras de ambas cohortes.

Se evaluaron los niveles de expresion génica de MAFA-AS1 en muestras tumorales (n =
1092) en comparacién con normales (n = 272) y, posteriormente, se excluyeron para la
estratificaciéon por subtipos moleculares, asociacién de la expresidn con caracteristicas
clinico—patoldgicas y evaluacion de su valor prondstico en CaMa a las pacientes de las que
no se conociera el subtipo molecular por PAMS50 (n= 943). Los ID de las muestras utilizadas
en cada andlisis se muestran en el Anexo 1 (Tabla 1Ay 1B), indicando si se trataba de tejido
normal o tumoral.

3. Estrategia experimental para la validacion de la expresion de MAFA-AS1
en tumores y lineas celulares de CaMa

3.1. Coleccion de muestras

El Laboratorio de Gendmica del Cancer (LGC) del INMEGEN cuenta con un biobanco de
muestras de tejido tumoral mamario fresco que fue construido con ayuda de la Fundacién
de Cancer de Mama (FUCAM) mediante una colecta retrospectiva. Para este estudio se
utilizaron 105 muestras tumorales colectadas durante los afios 2008 al 2016, confirmadas
como CaMa vy subtipificadas mediante estudios histolégicos e inmunohistoquimicos
realizados por médicos patdlogos de la misma institucion. Adicionalmente, se cuenta con
un biobanco de lineas celulares de CaMa, entre las que se incluyen: BT20, MDA-MB-453,
MDA-MB-231, HCC-1187, HS-578, MDA-MB-468, MCF-7, ZR-75 y SKRB-3, asi como una linea
celular no transformada: MCF-10. Este estudio cuenta con el niumero de registro 07/2011/I
ante la Comision de Investigacion del INMEGEN y fue aprobado por el Comité de Etica del
mismo instituto con nimero de dictamen CEl 2016/18.

3.2. Extraccion de RNA total a partir de lineas celulares

Las lineas celulares consideradas para este estudio fueron MDA-MB-468, MDA-MB-231,
HCC-1187, HS-578, BT-20 y MDA-MB-453 (TNBC), MCF-7 y ZR-75 (Luminal A), SKBR-3 (HER2)
y MCF-10A (no transformada). De cada una de ellas se procesd una cantidad inicial de
material de 5 — 10 x 108 células. La extraccidon del RNA total a partir de lineas celulares se
realizd empleando el protocolo modificado de TRIzol™ Reagent User Guide (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific) (Anexo 2).
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3.3. Extraccion de RNA total a partir de muestras de tejido tumoral fresco

Para llevar a cabo la extraccion de RNA a partir de muestras de tejido tumoral fresco se
empled el protocolo AllPrep DNA/RNA Mini Kit (50) (QIAGEN) con modificaciones (Anexo
3).

3.4. Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacién del RNA total obtenido a partir de las muestras de tejido tumoral y de
lineas celulares se realizé mediante la técnica de espectrofotometria con el equipo
NanoDrop ONE (THERMO, Scientific). Para evaluar la pureza de las muestras se emplearon
los ratios 260/280 y 260/230, considerando que las muestras estaban mayormente puras
entre mas cercanos fuerana 2.0y 2.0 - 2.2, respectivamente. La integridad del RNA total de
las lineas celulares fue evaluada mediante un gel de agarosa al 1%.

3.5. Sintesis de cDNA a partir de RNA total

Para la conversién de RNA a cDNA se llevd a cabo un ensayo de transcripcion reversa (RT,
por las siglas en inglés de Reverse Transcriptase) de acuerdo con lo establecido en el
protocolo High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™). Para ello,
se partié de 100 ng de RNA total en un volumen de 10 pL agua libre de nucleasas a los
cuales, se les adicionaron 10 pL de Mix para RT preparado de acuerdo con la Tabla 2:

Tabla 2. Cantidades en pL de los reactivos empleados para llevar a cabo una reaccion de RT.

Reactivo Volumen por reaccion (uL)
RT Buffer (10x) 2.0
dNTP Mix (100 mM) 0.8
MultiScribe Reverse Transcriptase 1.0

(50 U/pL) '

Random Primers (10x) 2.0
Agua libre de nucleasas 4.2
Total 10.0

3.6. Ensayo de RT-qPCR

La cuantificacion de la expresion del INcRNA MAFA-AS1 (Hs04942155_m1)® se realizd
mediante ensayos de RT-gPCR con sondas TagMan con tres réplicas técnicas para cada

3 El tamafio del amplicén de MAFA-AS1 generado con este ensayo es de 80 nt.
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muestra. Para ello, se utilizé como control endégeno el gen SCARNA-5 (Hs03298717_s1)“.
El mix de reaccidn se prepard de acuerdo a como se indica a continuacién (Tabla 3):

Tabla 3. Cantidades en pL de los reactivos y muestra (cDNA) empleados para llevar a cabo una reaccion de
gPCR en un volumen final de reaccién de 10 pL.

Reactivo Volumen por reaccion (uL)
TagMan Universal Master Mix (2x) c
(Applied Biosystems)
Agua libre de nucleasas 3.5
TagMan® Gene Expression Assays 0.5
cDNA 1.0
Total 10.0

La cuantificacién de la expresién de MAFA-AS1 se llevé a cabo bajo un enfoque relativo
con el método comparativo 272 (74):

2°5¢t = [Ct del gen de interés — Ct del control enddgeno]

3.7. Analisis estadistico

Los niveles de expresién de MAFA-AS1 se evaluaron de forma global en CaMa y también
por subtipo molecular PAM50. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos
se determinaron mediante las pruebas U de Mann Whitney, Kruskal-Wallis y Dunn. Por otro
lado, la evaluacién de la asociacidén de la expresién de MAFA-AS1 con las caracteristicas
clinico-patolégicas: edad, tipo histolégico, subtipo molecular (PAM50 o
inmunohistoquimica) se llevé a cabo mediante la prueba Chi cuadrada. Los analisis de
supervivencia Kaplan-Meier se realizaron mediante la prueba estadistica Log-Rank
considerando grupos de pacientes con baja y alta expresion de MAFA-AS1. Para estos
analisis se considerd como significativo un valor de p-value < 0.05.

Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas en Rstudio version 1.1.463. Los graficos
de barras, caja y bigote, curvas de supervivencia y mosaicos fueron generados con las
paqueterias ggplot2, survminer y ggmosaic, respectivamente.

4 SCARNA-5 ha demostrado ser un buen gen de referencia para ensayos de RT-qPCR debido a su expresién
estable en diferentes tejidos (72). En nuestro grupo de investigacion se han publicado distintos trabajos en
donde se emplea a este gen como control enddgeno (70,71,73). Como parte de este proyecto, el tamafio del
amplicon de SCARNA-5 fue de 85 nt.
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VII. RESULTADOS

1. El IncRNA MAFA-AS1 se encuentra sobreexpresado en CaMa

Se identificaron 219 IncRNA diferencialmente expresados en CaMa (Fold Change > 3.0y
FDR <0.001), de los cuales, cuatro se asociaron con la supervivencia global de pacientes con
esta neoplasia (Log-rank p-value < 0.05). Sélo el IncRNA MAFA-AS1 (ENSG00000254338) y
el LINC0O0926 (ENSG00000247982) no contaban con reportes previos relacionados con su
valor prondstico en CaMa. Finalmente, se seleccioné como blanco de estudio a MAFA-AS1
debido a que su valor de Log-rank p-value fue marginalmente mas significativo que el del
LINC00926 (Log-rank p-value= 0.02165 y 0.028524, respectivamente). Ademas, durante la
fase experimental de este proyecto, en la medicidn de la expresién de ambos candidatos a
través de RT-gPCR, se observd que el LINC0O0926 no amplificaba en varias muestras®.

2. MAFA-AS1 se expresa en lineas celulares de todos los subtipos de CaMa

Al realizar un minado de bases de datos mediante herramientas web de analisis como
Expression Atlas se encontréo que MAFA-AS1 se expresa en distintas lineas celulares de
todos los subtipos moleculares de CaMa, estando mayormente enriquecido en lineas del
subtipo Luminal A (BT-47D y MDA-MB-134-VI) y TNBC (MDA-MB-157 y HCC1143) (Figura
6A). Lo anterior, se corroboré al llevar a cabo la validacion experimental de la expresién de
este INcRNA en un panel de lineas celulares de CaMa mediante RT-qPCR (Figura 6B). Aunque
este panel no contenia los mismos modelos in vitro que los reportados en Expression Atlas,
se observd que los niveles mas altos de expresion se presentaban en lineas celulares del
subtipo TNBC (BT20, MDA-MB-453, HCC1187, MDA-MB-231 y HS578) y Luminal A (MCF-7)
en comparacion con una linea del subtipo HER2 (SKRB3) y una linea celular no transformada
(MCF-10A), en la cual, no se detectd expresién de MAFA-AS1. Adicionalmente, encontramos
en la base de datos IncATLAS que, relativo a la localizacion de este IncRNA en la fraccion
subcelular, MAFA-AS1 se encuentra enriquecido en el compartimiento nuclear de la linea
celular MCF-7, al igual que en el nucleo de las lineas celulares A549, HepG2 y H1-hESC de
cancer de pulmodn, cancer de higado y células embrionarias humanas, respectivamente
(Figura 7).

5 En trabajos desarrollados por nuestro grupo de investigacidn, se ha visto que el éxito en la amplificacién de
dos genes distintos en la misma muestra es variable a pesar de ser ambos constitutivos, lo que apoyado en la
literatura, sugiere que la degradacién del RNA probablemente sea transcrito-especifica segun las estructuras
secundarias y terciarias formadas por cada molécula. Lo anterior, podria ser una razén por la cual resulté mas
complicado analizar la expresion del LINC00926 que la de MAFA-AS1 en los ensayos de RT-qPCR de las mismas
muestras (75,76).
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Figura 6. MAFA-AS1 se expresa en lineas celulares de todos los subtipos moleculares de CaMa. A) Niveles de
expresion de MAFA-AS1 reportados en Expression Atlas y generados con RNA-seq, a partir de distintas lineas
celulares de CaMa. B) Niveles de expresion de MAFA-ASI en un panel de diez lineas celulares de CaMa
evaluado mediante RT-gPCR. No hubo expresién de este IncRNA en la linea celular MCF-10 (no transformada).
Se observa enriquecido en lineas TNBC y Luminal A. NA: No Amplificd.
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Figura 7. Grafico de localizacidn subcelular mostrado en la base de datos IncATLAS. MAFA-AS1 es un IncRNA
nuclear en la linea celular MCF-7 de CaMa.

3. Existe un mayor enriquecimiento de MAFA-AS1 en muestras
tumorales de los subtipos Basal-like y Luminales

Las caracteristicas generales de las pacientes de las cohortes TCGA-BRCA y FUCAM-
INMEGEN incluidas en este estudio se enlistan en la Tabla 4.

La busqueda de informacidn relativa a la expresion de MAFA-AS1 en muestras de
tumores mamarios arrojo que existe una diferencia estadisticamente significativa entre sus
niveles de expresién en muestras de tejido tumoral en relacién con tejido normal (U de
Mann Whitney, p-value < 2.2e-16) (Figura 8A). Se observd que MAFA-AS1 se expresa
mayormente en los subtipos Luminal A, Luminal B y Basal-like en comparacién con HER2
(Kruskal — Wallis, p-value = 5.92e-08) (Figura 8B). Aunque en nuestra cohorte este hallazgo
no se validd, se observd que los niveles de expresiéon de MAFA-AS1 estratificados por
subtipos por inmunohistoquimica tienen un comportamiento similar a los niveles de
expresion de la cohorte de TCGA-BRCA (Figura 8C).
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Tabla 4. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes de las cohortes TCGA-BRCA y FUCAM-INMEGEN incluidas en
este estudio.

Cohorte Cohorte
Caracteristicas Clinico - Patoldgicas TCGA-BRCA FUCAM-INMEGEN
n =943 (%) n =105 (%)
<40 aios 88(9.3) 13 (12.4)
Edad
> 40 afios 855 (90.7) 92 (87.6)
Carcinoma ductal infiltrante 701 (74.3) 81(77.1)
Tipo Carcinoma lobulillar infiltrante 150 (15.9) 17 (16.2)
histologico Otros 92 (9.8) 6(5.7)
Sin dato 0(0) 1(1)
Luminal A 498 (52.8) 50 (47.7)
Luminal B 197 (20.9) 39 (37.1)
Subtipo molecular
HER2 77 (8.2) 4 (3.8)
Basal /Triple Negativo 171 (18.1) 12 (11.4)
>2cm 243 (25.8) 37 (35.2)
Tamaiio tumoral <2cm 697 (73.9) 68 (64.8)
Sin dato 3(0.3) 0(0)
-1l 702 (74.4) 96 (91.4)
Etapa clinica -1 223 (23.6) 9(8.6)
Sin dato 18 (1.9) 0(0)
Si 501 (53.1) 52 (49.5)
Metastasis a No 424 (45.0) 50 (47.6)
nddulos linfaticos
Sin dato 18 (1.9) 3(2.9)
Si 18 (1.9) 16 (15.2)
Metastasis No 791 (83.9) 89 (84.8)
distante
Sin dato 134 (14.2) 0 (0)
Si 125 (13.3) 11 (10.5)
Defuncion
No 818 (86.7) 94 (89.5)
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Figura 8. MAFA-AS1 se encuentra alterado en CaMa. La cohorte de TCGA-BRCA contempla 1092 muestras
tumorales (s6lo 943 con subtipo molecular de CaMa) y 292 muestras de tejido normal. La cohorte FUCAM-
INMEGEN incluye 105 muestras tumorales. A) Expresién de MAFA-AS1 en muestras tumorales y normales de la
base de datos TCGA. B) La expresion de MAFA-AS1 esta disminuida en muestras tumorales HER2. C) Aunque la
diferencia estadisticamente significativa de la expresion de MAFA-AS1 entre los subtipos moleculares de CaMa
no se validé en la cohorte FUCAM-INMEGEN, se observa un comportamiento similar de los datos de expresién
a los reportados en TCGA.

4. La alta expresion de MAFA-AS1 se asocia con distintas caracteristicas
clinico- patoldgicas

Como parte de este trabajo, también evaluamos si la expresién de MAFA-AS1 se asociaba
con algunas caracteristicas clinicas. De las 1,092 pacientes incluidas en la cohorte de TCGA-
BRCA, s6lo 943 contaban con la informacion clinica requerida para este andlisis. Para ambas
cohortes de estudio, los datos de expresion de MAFA-AS1 se categorizaron en grupos alta'y
baja expresion en relacién con el valor de la mediana de expresion de cada cohorte
(mediana TCGA-BRCA= 0.978, mediana cohorte mexicana = 0.00032).

En la cohorte TCGA-BRCA los resultados demostraron que la alta expresion de MAFA-AS1
se asociaba con el tipo histolégico Carcinoma Lobulillar Infiltrante (CLI) (Chi?, p-value =
0.00259) (Figura 9A), mientras que, por otra parte, la baja expresién era caracteristica del
subtipo HER2 (Chi?, p-value = 0.00049) (Figura 9B). Distinto a lo previamente descrito, en
nuestra cohorte de pacientes mexicanas sélo las etapas clinicas lll = IV se asociaron de forma
estadisticamente significativa con una mayor expresion de MAFA-AS1 (Chi?, p-value =
0.00299). No obstante, en ninguna de las dos cohortes se observé relacién entre los niveles
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de expresidon de MAFA-AS1 con la edad, el tamafio tumoral, metdstasis a nédulos linfaticos
y metastasis distante (Tabla 5y 6).

Cohorte TCGA-BRCA Cohorte TCGA-BRCA

2 2
A)  chi pvalue = 0.00259 B)  ch pvalue - 0.00049
iad o Baja
i <
p R
s s
c c
) 0
- e}
{ s
g S
i Alta o Alta
a o 2 < o
o o o % E E
Tipo Histolégico de Cancer de Mama I g g

Subtipos moleculares de Cancer de Mama

Figura 9. La expresion de MAFA-AS1 se asocia con distintas caracteristicas clinico-patoldgicas en la cohorte de
TCGA-BRCA. Se ilustran diagramas de mosaico que representan la tendencia de A) Altos niveles de MAFA-AS1

en tumores clasificados como carcinoma lobulillar infiltrante (CLI). CDI: Carcinoma Ductal Infiltrante. B) Bajos
niveles de MAFA-AS1 en tumores HER2.

5. La alta expresion de MAFA-AS1 se asocia con una mayor supervivencia global en CaMa

Para evaluar si la expresion de MAFA-AS1 estaba asociada con el prondstico en CaMa se
realizd un analisis de supervivencia global. Mediante la prueba Log-Rank se encontré que
la alta expresion de MAFA-AS1 se encuentra asociada de forma significativa con una mayor
supervivencia global de las pacientes (Log-rank p-value = 0.002) (Figura 10A). Al estratificar
por subtipos, se observé que esta tendencia se conservaba sdlo para el subtipo Luminal A
(Log-rank p-value = 0.006) (Figura 10B). Ninguno de estos hallazgos se validdé en nuestra
cohorte de pacientes mexicanas (Figura 10Cy 10D). Las medianas de tiempo de seguimiento
fueron 27 meses (rango de 0 a 283 meses) y 64 meses (rango de 2 a 146 meses), para la
cohorte de TCGA-BRCA y FUCAM-INMEGEN, respectivamente.
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Tabla 5. Relacion entre MAFA-AS1 y caracteristicas clinico-patoldgicas en la cohorte TCGA-BRCA.

Caracteristica clinico-patoldgica

Edad

Tipo histolégico

Subtipo molecular

Tamano tumoral

Etapa clinica

Metastasis a nédulos
linfaticos

Metastasis distante

<40 ainos

> 40 afnos

Carcinoma ductal infiltrante

Carcinoma lobulillar infiltrante

Otros
Luminal A
Luminal B

HER2
Basal-like

>22cm

<2cm
-1l

- v
Si
No
Si
No

Expresion Alta (%)

47 (10)
424 (90)
336 (71.3)
94 (20)
41 (8.7)
266 (56.5)
101 (21.4)
16 (3.4)
88 (18.7)
121 (25.9)
347 (74.1)
353 (76.7)
107 (23.3)
242 (52.3)
221 (47.7)
6 (1.5)
386 (98.5)

Expresion Baja (%)

41 (8.7)
431 (91.3)
365 (77.3)
56 (11.9)
51 (10.8)
232 (49.2)
96 (20.3)
61(12.9)
83 (17.6)
122 (25.8)
350 (74.2)
349 (75)
116 (24.9)
259 (56.1)
203 (43.9)

12 (2.9)
405 (97.1)

Chi?

0.32514

11.912

28.892

1.16E-30

0.2728

1.1915

1.1231

p-value

0.5685

0.00259

2.36E-06

0.6015

0.275

0.2893
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Tabla 6. Relacion entre MAFA-AS1 y caracteristicas clinico-patolégicas en la cohorte de validacion de pacientes mexicanas.

Caracteristica clinico-patoldgica

<40 ainos
Edad .
> 40 anos
Carcinoma ductal infiltrante
Tipo histologico Carcinoma lobulillar infiltrante
Otros
Luminal A

Luminal B

HER2

Subtipo molecular

Triple Negativo

>2cm
Tamano tumoral
<2cm
I -1
Etapa clinica
" -1V
Metastasis a nddulos Si
linfaticos No
Si
Metastasis distante
No

Expresion Alta (%)

8 (15.4)
44 (84.6)
40 (76.9)
10 (19.2)
2 (3.9)
23 (44.2)
22 (42.3)
1(1.9)
6 (11.6)
15 (28.8)
37 (71.2)
43 (82.7)
9(17.3)
23 (44.2)
29 (55.8)
9(17.3)
43 (82.7)

Expresion Baja (%)

5 (9.4)
48 (90.6)
41 (78.8)
7 (13.5)
4(7.7)
27 (51)
17 (32)

3(5.7)
6 (11.3)
22 (41.5)
31 (58.5)
53 (100)

0(0)
29 (54.7)
24 (45.3)

7 (13.2)

46 (86.8)

Chi?

0.39603

1.2084

1.9517

1.33E+00

10.033

0.7732

0.097929

p-value

0.5291

0.5832

5.82E-01

0.2486

0.001999

0.3792

0.7543
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Figura 10. La alta expresion de MAFA-AS1 es un marcador de buen prondstico en pacientes con CaMa. A)
Analisis de supervivencia global de la cohorte de TCGA-BRCA. B) Al estratificar por subtipos moleculares de
CaMa, la alta expresion de MAFA-AS1 sélo es de buen prondstico para pacientes Luminal A de la cohorte
de TCGA-BRCA. C) Analisis de supervivencia global de una cohorte de pacientes mexicanas, considerando
todos los subtipos moleculares de CaMa. D) Curva de supervivencia global para pacientes Luminal A en
nuestra cohorte. No se validaron los hallazgos encontrados en la cohorte de TCGA. El punto de corte para
la definicion de los grupos de alta y baja expresidon fue la mediana de expresion de MAFA-AS1 (mediana
TCGA-BRCA= 0.978, mediana cohorte mexicana = 0.00032).

37



VIIl. DISCUSION

El CaMa es el tipo de tumor con mayor incidencia a nivel mundial y constituye la mayor
parte de las defunciones asociadas con neoplasias en mujeres (6). El prondstico y abordaje
terapéutico de esta enfermedad se basan en parametros clinicos de las pacientes, tales
como el tipo y grado histoldgico, tamafio tumoral y subtipo molecular (10,14). No obstante,
nuevos enfoques podrian aportar informacién relevante cuando la proporcionada por los
parametros clinicos no sea clara o suficiente para la toma de decisiones. Bajo este orden de
ideas, diferentes estudios sefialan la relevancia de los IncRNA en el desarrollo y progresién
del cancer, debido a que su desregulacion puede alterar procesos celulares como Ia
proliferacién, diferenciacién, muerte, migracion, invasion y metdstasis (56,57,59,60).
También se ha observado que estas moléculas pueden asociarse con el desenlace clinico de
las pacientes, es el caso del transcrito antisentido ANRIL (siglas del inglés de antisense non-
coding RNA in the INK4 locus) que se sobreexpresa en CaMa TNBC, promoviendo la
proliferacidn e inhibiendo la apoptosis. La expresion de este IncRNA se asocia con el tamafio
y grado tumoral, la metastasis a nddulos linfaticos, la etapa clinica y la supervivencia global
de las pacientes, en las que niveles altos son de mal prondstico, lo que sugiere que ANRIL
juega un papel oncogénico en el desarrollo de la enfermedad (77) .

Parte de la investigacion realizada en torno a los IncRNA y su relevancia en el desarrollo
del cancer ha sido posible gracias a bases de datos gendmicos como TCGA y Expression
Atlas, y a herramientas web de analisis como USC XENA y cBioPortal que facilitan su
exploracién. En conjunto, estos instrumentos han permitido a la comunidad cientifica
internacional tener acceso a una gran cantidad de informacién relacionada con las
alteraciones moleculares existentes en distintas neoplasias, dando oportunidad de plantear
y responder diversas preguntas de investigacion sin necesidad de llevar a cabo un abordaje
experimental (66—68,78).

El objetivo principal de este trabajo consistid en analizar la relacidén entre la expresion
del IncRNA MAFA-AS1 con las caracteristicas clinico-patoldgicas y su valor prondstico en
CaMa. Inicialmente, evaluamos la expresidon de este transcrito en lineas celulares de este
tipo tumoral y observamos que MAFA-AS1 se expresa en modelos in vitro de todos los
subtipos moleculares de CaMa, estando mas enriquecido en los Luminal A y TNBC de
acuerdo con datos derivados de Expression Atlas y de una validacién experimental por RT-
gPCR. Ademas, gracias a la base de datos IncATLAs encontramos que MAFA-AS1 es
abundante en la fraccién nuclear de la linea celular MCF-7 en comparacion con la fraccion
citoplasmatica, lo que sugiere que la funcidn reguladora de la expresion génica que este
IncRNA podria efectuarse en el nucleo celular, al menos en este modelo de estudio. Estos
hallazgos son importantes debido a que, hasta el momento, no existen reportes sobre el
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mecanismo de este transcrito en CaMa o en algun otro tipo de neoplasia, asi que podrian
ayudar a grupos de investigacion a seleccionar modelos experimentales para la
caracterizacion de su papel funcional.

En relacion con los niveles de expresidn en pacientes con CaMa, encontramos que, en
una cohorte de TCGA-BRCA (n= 1092), MAFA-AS1 esta mayormente expresado en tumores
con respecto a tejido normal. Al estratificar por subtipo molecular (n=943), esta tendencia
se conservo en los subtipos Luminales y Basal-like, mientras que HER2 se caracterizé por
presentar niveles bajos. Aunque la significancia estadistica del hallazgo relativo a la
estratificaciéon por subtipo molecular no se pudo validar en nuestra cohorte de pacientes
mexicanas (n=105), probablemente debido al tamafio de muestra, se observo que los datos
de expresidon génica de este IncRNA se comportan de forma similar a los reportados en
TCGA.

Por otro lado, identificamos que en la cohorte de TCGA-BRCA los niveles altos y bajos de
MAFA-AS1 se relacionan con caracteristicas clinico-patolédgicas como el tipo histoldgico
(carcinoma lobulillar) y el subtipo molecular (HER2), respectivamente. El andlisis de Kaplan
Meier reveld que la alta expresidon de este IncCRNA se asocia con una mayor supervivencia
global al considerar todos los subtipos moleculares, y al evaluar cada uno de ellos sélo con
el Luminal A. Durante el desarrollo de esta investigacién, Li et al. reportaron que la
expresion de MAFA-AS1 se asocia con la edad de las pacientes y que los niveles altos son de
buen prondstico en CaMa debido a que se relacionan con una mayor supervivencia global,
esto ultimo resulta consistente con nuestros hallazgos (79). De igual manera, Chen et al.
basados en el andlisis de datos de TCGA y del Gen Expression Omnibus pertenecientes a
pacientes con Adenocarcinoma de Pulmdn, observaron que para este tipo de cdncer este
IncRNA juega un papel protector. Ademas, propusieron una firma de expresion de ocho
IncRNA, en la que se incluye a MAFA-AS1, como buen indicador prondstico asociado a la
supervivencia global de los pacientes (79).

Interesantemente, aunque en CaMa y Adenocarcinoma de Pulmén MAFA-AS1 parece
tener un efecto supresor de tumores, en Linfoma difuso de Células Grandes B podria tener
un rol oncogénico debido que la alta expresidn se asocia con una menor supervivencia
global en pacientes de una cohorte de TCGA con esta enfermedad (80). Esta informacién
sugiere que este blanco de estudio tiene valor pronéstico dual dependiendo del tipo de
cancer del que se trate, tal como el LINCO0460 cuya alta expresién se relaciona con una
menor supervivencia global en distintos tipos de cancer, entre los que se encuentran
Glioblastoma Multiforme, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello y
adenocarcinoma de pdancreas, entre otros. No obstante; en CaMa es indicativo de una
mayor supervivencia global (71).
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En nuestra cohorte de pacientes mexicanas no se validd la asociacion de la expresion de
MAFA-AS1 con diferentes caracteristicas-clinico patoldgicas identificadas en la cohorte de
TCGA-BRCA, pero se observé una asociacion estadisticamente significativa de la alta
expresion con etapas clinicas avanzadas (llI-1V). Consideramos que la discordancia entre
estos hallazgos podria deberse al nimero limitado de individuos que conforman nuestra
cohorte y a la diferencia en el tiempo de seguimiento. A pesar de esto, lo hayado en Ila
literatura, junto con lo observado en la cohorte de TCGA-BRCA, con una n robusta, apoyan
la idea de que MAFA-AS1 podria tratarse de un IncRNA con valor pronéstico.

Como parte de esta investigacidon no se realizaron ensayos funcionales. Sin embargo,
para contribuir a elucidar el efecto bioldgico de MAFA-AS1 en CaMa, mads adelante, se
podrian llevar a cabo experimentos en donde se evalue qué pasa con funciones biolégicas
como la invasidn, la proliferacion, la apoptosis y el ciclo celular en modelos in vitro de este
tipo de tumor al inhibir la expresidn de este IncRNA en ellos. Adicionalmente, en un segundo
nivel, podria realizarse un fraccionamiento subcelular que delimite la busqueda de los
blancos de interaccién (proteinas o acidos nucleicos) de MAFA-AS1 ya sea en el nucleo o
citoplasma celular, para la posterior prediccion de los mismos a través de analisis in silico y
su comprobacion experimental. Lo anterior, queda como perspectiva que contribuiria a
establecer el papel funcional de este IncRNA en CaMa.

En resumen, el IncRNA MAFA-AS1 se encuentra sobreexpresado en CaMa,
principalmente en los subtipos Luminales y Triple Negativo. Los niveles altos y bajos de su
expresion se asocian con el tipo histolégico Carcinoma Lobulillar Infiltrante y el subtipo
HER2, respectivamente. Ademads, los niveles altos de este transcrito se relacionan con una
mayor supervivencia global de las pacientes, por lo que MAFA-AS1 podria tratarse de un
nuevo potencial marcador prondstico en CaMa.
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IX. CONCLUSIONES

Mediante el uso de bases de datos gendmicos y la evaluacion de los niveles de expresion
génica por RT-qPCR, encontramos que el IncRNA MAFA-AS1 se expresa en lineas celulares
y tumores de todos los subtipos moleculares de CaMa, pero estd mayormente enriquecido
en modelos in vitro y muestras tumorales de los subtipos Luminal A y Basal-like. El analisis
de asociacion de variables demostré que el tipo histoldgico Carcinoma Lobulillar Infiltrante
se relaciona con una mayor expresion de este IncRNA, mientras que el subtipo molecular,
por mRNA, HER2 presenta niveles bajos. Ademas, la expresion de MAFA-AS1 esta
fuertemente asociada con una mayor supervivencia global en pacientes con CaMa,
especialmente en el subtipo Luminal A, por lo que sugerimos que este transcrito podria
tratarse de un buen marcador prondstico en esta enfermedad.
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X. PERSPECTIVAS

La presente investigacidn sugiere que la desregulacion de MAFA-AS1 podria tener un
efecto en procesos asociados con la carcinogénesis, por lo que podria estudiarse su
mecanismo molecular para elucidar su papel biolégico en CaMa.
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ANEXOS

Anexo 1: Muestras utilizadas en el andlisis de la expresion de MAFA-AS1 en CaMa

mediante bases de datos

Tabla 1A. Datos generales de las muestras normales (n=292) consideradas para evaluar los niveles de
expresion de MAFA-AS1 en tejido mamario normal vs tumoral.

No. muestra

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

ID muestra

GTEX-1269C-2426-SM-5FQSN
GTEX-ZVTK-0326-SM-51MRR
GTEX-WYBS-0926-SM-3NM94
GTEX-13FHO-0826-SM-5L3E8
GTEX-XMD1-0826-SM-4AT52
GTEX-111YS-1926-SM-5GICC
GTEX-YB5E-1726-SM-5IFJ3
GTEX-111L0-2226-SM-5A5L1
GTEX-13PL6-2926-SM-5L3I12
GTEX-11PRG-0826-SM-5EQ6A
GTEX-T6MN-0726-SM-32PML
GTEX-ZTX8-1226-SM-4YCE9
GTEX-ZC5H-2626-SM-5)2MG
GTEX-WI4N-1426-SM-3LK7H
GTEX-QMRM-1626-SM-4R1KV
GTEX-TML8-1226-SM-32Q0N
GTEX-Y5LM-1726-SM-4VDSX
GTEX-QEG5-0726-SM-4R1JQ
GTEX-11GS4-2126-SM-5A5KR
GTEX-Q2AG-0326-SM-48U10
GTEX-X4EP-2926-SM-3P5YQ
GTEX-S7SE-0826-SM-4AT4D
GTEX-WRHU-0326-SM-3MJFY
GTEX-14E6E-1326-SM-5S2NR

GTEX-13061-1826-SM-5KM4|

Sitio primario
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast
Breast

Breast

Base de datos

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

Tipo de muestra

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

GTEX-Y3IK-2326-SM-4WWDT
GTEX-VUSG-2226-SM-4KKZO

GTEX-XV7Q-2326-SM-4BRVZ

GTEX-11WQC-1726-SM-5GU4W

GTEX-XBED-1626-SM-47JYN
GTEX-U8XE-0826-SM-4E3)1
GTEX-13NZB-2126-SM-5MR4Y
GTEX-1192X-2326-SM-5987X
GTEX-ZXES-0826-SM-5E43C
GTEX-ZU9S-1926-SM-5NQBP
GTEX-ZYW4-0826-SM-5GIDG
GTEX-WYIJK-1326-SM-3NB2T
GTEX-QVJO-1826-SM-447C9
GTEX-11GS0-1926-SM-5A5K3
GTEX-XMK1-1126-SM-4IHJ8
GTEX-XUJ4-1926-SM-4BOOV
GTEX-QDT8-0626-SM-48TYW
GTEX-S4UY-0726-SM-4AD6X
GTEX-XGQ4-0926-SM-4AT4U
GTEX-130W8-0226-SM-5K7UP
GTEX-ZDX0-0126-SM-552ND
GTEX-ZAJG-0626-SM-5HL8X
GTEX-UPK5-2326-SM-3P578
GTEX-SIU7-1626-SM-4BRUK
GTEX-13N1W-0626-SM-5MR4U
GTEX-139TU-0626-SM-5KM3X
GTEX-ZYFC-0826-SM-5E44K
GTEX-ZWKS-2826-SM-5NQ74
GTEX-131YS-0626-SM-5EGKL
GTEX-147F4-2826-SM-5NQBN
GTEX-11EI6-0626-SM-5985T
GTEX-145MN-1926-SM-5SIAl

GTEX-S32W-2026-SM-4AD6E

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
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59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

GTEX-S341-1526-SM-4AD6K
GTEX-11178-2226-SM-5PNYA
GTEX-ZDYS-1126-SM-5K7UB
GTEX-ZVT2-1826-SM-5NQ8W
GTEX-U3ZH-1426-SM-4DXSR
GTEX-ZLV1-1426-SM-4WWES
GTEX-12WSK-2226-SM-5GCO5
GTEX-13FTY-2226-SM-5J1IND
GTEX-13CF2-2026-SM-5K7VI
GTEX-144GM-0926-SM-50994
GTEX-X4XY-0926-SM-4E3JD
GTEX-RU1J-0626-SM-4AWAWY
GTEX-Y5V6-2126-SM-4WWFX
GTEX-YFC4-1426-SM-5IFIG
GTEX-11P7K-0726-SM-5EGKX
GTEX-13N11-1726-SM-5J10J
GTEX-13NZ9-1026-SM-5MR5K
GTEX-Y114-2026-SM-4TT7L
GTEX-ZF2S-2026-SM-5E461
GTEX-13W46-0826-SM-5LU3H
GTEX-1117F-2826-SM-5GZXL
GTEX-117X5-1926-SM-5GICO
GTEX-117YX-1426-SM-5H12H
GTEX-11DXW-0626-SM-5NSER
GTEX-11DXZ-1926-SM-5GZZL
GTEX-11EM3-1326-SM-5N9C6
GTEX-11EQ9-1826-SM-5Q5A)
GTEX-11NSD-0926-SM-5N9DR
GTEX-11NV4-2026-SM-5N9DG
GTEX-110F3-1926-SM-59889
GTEX-110NC-2126-SM-5HL6E
GTEX-11P81-1926-SM-5BC53

GTEX-11P82-1326-SM-5HL62

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
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92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

GTEX-11TT1-2126-SM-5GU5Y
GTEX-11WQK-2426-SM-5GU5C
GTEX-1211K-1926-SM-5EQLB
GTEX-12KS4-0126-SM-5Q5A5
GTEX-12WSB-0626-SM-59HJO
GTEX-12WSM-1726-SM-5BC6J
GTEX-12WSN-1326-SM-5GCNT
GTEX-1277X-1126-SM-5EGKB
GTEX-13113-1726-SM-5GCO0O
GTEX-1313W-0826-SM-5EQ4T
GTEX-131XW-0726-SM-5EGK3
GTEX-132AR-0826-SM-5EGK6
GTEX-132Q8-1426-SM-5EGK7
GTEX-133LE-1726-SM-5K7VQ
GTEX-1399U-1826-SM-5PNZ1
GTEX-139T6-1626-SM-5PNYZ
GTEX-139T8-0826-SM-5L3DE
GTEX-13CF3-2126-SM-5IFJP
GTEX-13D11-1026-SM-51JFB
GTEX-13FTX-1126-SM-5N9EN
GTEX-13030-0826-SM-5K7WE
GTEX-1303P-0826-SM-5L3DH
GTEX-13PVQ-1026-SM-5KM3M
GTEX-13QIC-2326-SM-5LU5N
GTEX-13586-1226-SM-5S20A
GTEX-13W3W-1226-SM-5LU4H
GTEX-144GL-2026-SM-5LU30
GTEX-145ME-1526-SM-5Q5F2
GTEX-145M0-0826-SM-5NQBL
GTEX-146FH-0826-SM-5SI8T
GTEX-14753-2426-SM-5LU8U
GTEX-14ABY-2126-SM-5QGQZ

GTEX-14AS3-1626-SM-5520Y

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
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125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

GTEX-QEL4-2126-SM-447AE
GTEX-R53T-1526-SM-48FEK
GTEX-R55D-0826-SM-48FEA
GTEX-R55F-1726-SM-2TF4R
GTEX-REY6-2426-SM-48FF5
GTEX-RU72-0626-SM-46MUI
GTEX-S33H-0326-SM-4AD6N
GTEX-SE5C-2126-SM-4BRUJ
GTEX-T2YK-2226-SM-32QPT
GTEX-T5JW-2026-SM-4DM63
GTEX-T6MO0-0326-SM-32Q0K
GTEX-U3ZN-1926-SM-4DXSG
GTEX-U412-1826-SM-4DXTJ
GTEX-UJHI-1426-SM-3DB9C
GTEX-UTHO-1026-SM-3GAF7
GTEX-V955-2026-SM-3GAFA
GTEX-VJWN-0726-SM-3GlJ8
GTEX-WOFL-0826-SM-3MJG1
GTEX-WXYG-2226-SM-4E3IM
GTEX-WY7C-2726-SM-3NB3P
GTEX-WYVS-1726-SM-3NMAY
GTEX-X15G-1626-SM-3NMB3
GTEX-X261-0626-SM-3NMD9
GTEX-XMD2-0926-SM-4WWEF
GTEX-XQ35-1326-SM-4BOPQ
GTEX-XQ8I-2426-SM-4WAXY
GTEX-XUW1-2326-SM-4BO0O5
GTEX-XUZC-1626-SM-4BRVP
GTEX-XYKS-1326-SM-4BRUN
GTEX-Y111-2026-SM-4S0OJA
GTEX-Y314-1526-SM-4TT7K
GTEX-Y5V5-2126-SM-4WWFO

GTEX-Y8LW-1626-SM-5IFHX

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
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158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

GTEX-Y9LG-1426-SM-5IFJZ
GTEX-YB5K-1626-SM-5IFIN
GTEX-YEC3-1026-SM-5IFI5
GTEX-YJ80-2226-SM-5IFHW
GTEX-ZA64-1526-SM-5CVMD
GTEX-ZDTT-2126-SM-5520)
GTEX-ZEX8-2226-SM-57WC6
GTEX-ZF29-1926-SM-5S2P1
GTEX-ZF3C-2326-SM-552MZ
GTEX-ZLFU-2126-SM-4WWEV
GTEX-ZPIC-1126-SM-5BC7F
GTEX-ZQG8-0726-SM-5P9H9
GTEX-ZT9W-2026-SM-51MRA
GTEX-ZUA1-1526-SM-59HLS
GTEX-ZV6S-1826-SM-5NQ8D
GTEX-ZV7C-1826-SM-5NQ83
GTEX-ZVE2-1226-SM-5NQ8R
GTEX-ZVT4-1026-SM-57WC4
GTEX-ZVZQ-0826-SM-51MRF
GTEX-ZY6K-1626-SM-5GZWV
GTEX-ZYT6-0126-SM-5E45)
GTEX-ZYWO-2326-SM-5GZY4
TCGA-BH-AOH9-11
TCGA-GI-A2C8-11
TCGA-AC-A2FF-11
TCGA-BH-A1FR-11
TCGA-A7-AODC-11
TCGA-BH-AOBW-11
TCGA-BH-AODD-11
TCGA-ES-AINS-11
TCGA-BH-AODG-11
TCGA-BH-A1FM-11

TCGA-E2-A158-11

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

GTEX

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
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191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

TCGA-E2-A153-11
TCGA-BH-AOE1-11
TCGA-BH-AOH5-11
TCGA-BH-A185-11
TCGA-A7-A13G-11
TCGA-BH-A204-11
TCGA-BH-AOHA-11
TCGA-BH-A0C3-11
TCGA-BH-AOB3-11
TCGA-BH-AOH7-11
TCGA-BH-A18N-11
TCGA-BH-ALET-11
TCGA-A7-AOCE-11
TCGA-A7-AOCH-11
TCGA-A7-A0D9-11
TCGA-A7-AODB-11
TCGA-A7-A13E-11
TCGA-A7-A13F-11
TCGA-AC-A23H-11
TCGA-AC-A2FB-11
TCGA-AC-A2FM-11
TCGA-BH-AOAU-11
TCGA-BH-AOAY-11
TCGA-BH-AOAZ-11
TCGA-BH-AOB5-11
TCGA-BH-AOB7-11
TCGA-BH-AO0B8-11
TCGA-BH-AOBA-11
TCGA-BH-AOBC-11
TCGA-BH-AO0BJ-11
TCGA-BH-AOBM-11
TCGA-BH-AOBQ-11

TCGA-BH-AOBS-11

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
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224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

TCGA-BH-AOBT-11
TCGA-BH-AOBV-11
TCGA-BH-AOBZ-11
TCGA-BH-A0CO0-11
TCGA-BH-AODH-11
TCGA-BH-AODK-11
TCGA-BH-AODL-11
TCGA-BH-AODO-11
TCGA-BH-AODP-11
TCGA-BH-AODQ-11
TCGA-BH-AODT-11
TCGA-BH-AODV-11
TCGA-BH-AODZ-11
TCGA-BH-AOEO-11
TCGA-BH-AOHK-11
TCGA-BH-A18J-11
TCGA-BH-A18K-11
TCGA-BH-A18L-11
TCGA-BH-A18M-11
TCGA-BH-A18P-11
TCGA-BH-A18Q-11
TCGA-BH-A18R-11
TCGA-BH-A18U-11
TCGA-BH-A18V-11
TCGA-BH-A1EN-11
TCGA-BH-A1EO-11
TCGA-BH-A1EU-11
TCGA-BH-A1EV-11
TCGA-BH-A1EW-11
TCGA-BH-A1FO-11
TCGA-BH-A1F2-11
TCGA-BH-A1F6-11

TCGA-BH-A1F8-11

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
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257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

TCGA-BH-A1FB-11

TCGA-BH-A1FC-11

TCGA-BH-A1FD-11

TCGA-BH-A1FE-11

TCGA-BH-A1FG-11

TCGA-BH-A1FH-11

TCGA-BH-A1FJ-11

TCGA-BH-A1FN-11

TCGA-BH-A1FU-11

TCGA-BH-A203-11

TCGA-BH-A208-11

TCGA-BH-A209-11

TCGA-E2-A151-11

TCGA-E2-A15K-11

TCGA-E2-A15M-11

TCGA-E2-A1BC-11

TCGA-E2-Al1IG-11

TCGA-E2-A1L7-11

TCGA-E2-Al1LB-11

TCGA-E2-A1LH-11

TCGA-E2-A1LS-11

TCGA-ES-A1IN4-11

TCGA-ES-AIN5-11

TCGA-ES-AIN6-11

TCGA-ES-AINA-11

TCGA-ES-AIND-11

TCGA-ES-AINF-11

TCGA-E9-AING-11

TCGA-E9-A1R7-11

TCGA-ES-A1RB-11

TCGA-E9-A1RC-11

TCGA-ES-A1RD-11

TCGA-ES-A1RF-11

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
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290

291

292

TCGA-ES-A1RH-11

TCGA-E9-A1RI-11

TCGA-GI-A2C9-11

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

Normal

Normal

Normal

Tabla 1B. Datos generales de las muestras tumorales (n= 1092) consideradas para evaluar los niveles de
expresion de MAFA-AS1 en tejido mamario normal vs tumoral. Se colorean en gris aquellas muestras que
fueron posteriormente excluidas, por no contar con datos clinicos, para el andlisis de los niveles de expresion

de este IncRNA estratificando por subtipo molecular de CaMa (n= 943).

No. muestra

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

ID muestra

TCGA-3C-AAAU-01
TCGA-3C-AALI-01
TCGA-3C-AAU-01
TCGA-3C-AALK-01

TCGA-4H-AAAK-01
TCGA-5L-AAT0-01

TCGA-5T-A9QA-01
TCGA-A1-A0SD-01
TCGA-A1-AOSE-01
TCGA-A1-AOSF-01
TCGA-A1-A0SG-01
TCGA-A1-AOSH-01
TCGA-A1-A0SI-01
TCGA-A1-A0SJ-01
TCGA-A1-A0SK-01
TCGA-A1-AOSN-01
TCGA-A1-A0SO-01
TCGA-A1-A0SP-01
TCGA-A1-A0SQ-01
TCGA-A2-A04N-01
TCGA-A2-A04P-01
TCGA-A2-A04Q-01
TCGA-A2-A04R-01

TCGA-A2-A04T-01

Sitio primario | Base de datos

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tipo de muestra

Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor
Tumor

Tumor
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25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

TCGA-A2-A04U-01
TCGA-A2-A04V-01
TCGA-A2-A04W-01
TCGA-A2-A04X-01
TCGA-A2-A04Y-01
TCGA-A2-AOCK-01
TCGA-A2-AOCM-01
TCGA-A2-AOCP-01
TCGA-A2-A0CQ-01
TCGA-A2-AOCR-01
TCGA-A2-A0CS-01
TCGA-A2-AOCT-01
TCGA-A2-AOCU-01
TCGA-A2-AOCV-01
TCGA-A2-AOCW-01
TCGA-A2-AOCX-01
TCGA-A2-AODO-01
TCGA-A2-A0D1-01
TCGA-A2-A0D2-01
TCGA-A2-AOD3-01
TCGA-A2-A0D4-01
TCGA-A2-AOEM-01
TCGA-A2-AOEN-01
TCGA-A2-AOEO-01
TCGA-A2-AOEP-01
TCGA-A2-AOEQ-01
TCGA-A2-AOER-01
TCGA-A2-AOES-01
TCGA-A2-AOET-01
TCGA-A2-AOEU-01
TCGA-A2-AOEV-01
TCGA-A2-AOEW-01

TCGA-A2-AOEX-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor
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58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

TCGA-A2-AOEY-01

TCGA-A2-A0ST-01

TCGA-A2-AOSU-01

TCGA-A2-AOSV-01

TCGA-A2-AOSW-01

TCGA-A2-A0SX-01

TCGA-A2-A0SY-01

TCGA-A2-A0TO-01

TCGA-A2-A0T1-01

TCGA-A2-A0T2-01

TCGA-A2-A0T3-01

TCGA-A2-A0T4-01

TCGA-A2-A0T5-01

TCGA-A2-A0T6-01

TCGA-A2-A0T7-01

TCGA-A2-AOYC-01

TCGA-A2-A0YD-01

TCGA-A2-AOYE-01

TCGA-A2-AOYF-01

TCGA-A2-A0YG-01

TCGA-A2-AOYH-01

TCGA-A2-A0YI-01

TCGA-A2-A0YJ-01

TCGA-A2-A0YL-01

TCGA-A2-A0YM-01

TCGA-A2-A0YT-01

TCGA-A2-A1FV-01

TCGA-A2-A1FW-01

TCGA-A2-A1FX-01

TCGA-A2-A1FZ-01

TCGA-A2-A1G0-01

TCGA-A2-A1G1-01

TCGA-A2-A1G4-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor
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91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

TCGA-A2-A259-01

TCGA-A2-A25B-01

TCGA-A2-A25C-01

TCGA-A2-A25D-01

TCGA-A2-A25E-01

TCGA-A2-A25F-01

TCGA-A2-A3KD-01

TCGA-A2-A3XT-01

TCGA-A2-A3XU-01

TCGA-A2-A3XV-01

TCGA-A2-A3XX-01

TCGA-A2-A3XZ-01

TCGA-A2-A3Y0-01

TCGA-A2-A4S51-01

TCGA-A2-A4S2-01

TCGA-A2-A4S3-01

TCGA-A7-A0CD-01

TCGA-A7-AOCE-01

TCGA-A7-A0CG-01

TCGA-A7-AOCH-01

TCGA-A7-A0CJ-01

TCGA-A7-A0D9-01

TCGA-A7-AODA-01

TCGA-A7-AODB-01

TCGA-A7-A13D-01

TCGA-A7-A13E-01

TCGA-A7-A13F-01

TCGA-A7-A13G-01

TCGA-A7-A26E-01

TCGA-A7-A26F-01

TCGA-A7-A26G-01

TCGA-A7-A26H-01

TCGA-A7-A261-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor
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124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

TCGA-A7-A26J-01
TCGA-A7-A2KD-01
TCGA-A7-A3RF-01
TCGA-A7-A425-01
TCGA-A7-A4SD-01
TCGA-A7-A4SE-01
TCGA-A7-A56D-01
TCGA-A7-A5ZV-01
TCGA-A7-A5ZW-01
TCGA-A7-A5ZX-01
TCGA-A7-A6VV-01
TCGA-A7-A6VW-01
TCGA-A7-A6VX-01
TCGA-A7-A6VY-01
TCGA-A8-A06N-01
TCGA-A8-A060-01
TCGA-A8-A06P-01
TCGA-A8-A06Q-01
TCGA-A8-AO6R-01
TCGA-A8-A06T-01
TCGA-A8-A06U-01
TCGA-A8-A06X-01
TCGA-A8-A06Y-01
TCGA-A8-A06Z-01
TCGA-A8-A075-01
TCGA-A8-A076-01
TCGA-A8-A079-01
TCGA-A8-A07B-01
TCGA-A8-A07E-01
TCGA-A8-A07F-01
TCGA-A8-A07G-01
TCGA-A8-A071-01

TCGA-A8-A07J-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor
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TCGA-A8-AOAB-01
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TCGA-AC-A2BM-01
TCGA-AC-A2FB-01
TCGA-AC-A2FF-01
TCGA-AC-A2FG-01
TCGA-AC-A2F0O-01
TCGA-AC-A2QH-01

TCGA-AC-A3HN-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

63



223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

TCGA-AC-A30D-01
TCGA-AC-A3QP-01
TCGA-AC-A3QQ-01
TCGA-AC-A3W5-01
TCGA-AC-A3YJ-01
TCGA-AC-A4ZE-01
TCGA-AC-A5EH-01
TCGA-AC-A5XS-01
TCGA-AC-A5XU-01
TCGA-AC-A62X-01
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TCGA-AQ-A7U7-01
TCGA-AR-AOTP-01
TCGA-AR-A0TQ-01
TCGA-AR-AOTR-01
TCGA-AR-A0TS-01
TCGA-AR-AOTT-01
TCGA-AR-AOTV-01
TCGA-AR-AOTW-01
TCGA-AR-AO0TX-01
TCGA-AR-AOTY-01
TCGA-AR-AQ0TZ-01
TCGA-AR-AOUO-01
TCGA-AR-A0U2-01
TCGA-AR-AOU3-01
TCGA-AR-A0U4-01
TCGA-AR-A1AH-01
TCGA-AR-A1AI-01
TCGA-AR-A1AJ-01
TCGA-AR-A1AK-01
TCGA-AR-A1AL-01
TCGA-AR-A1AN-01
TCGA-AR-A1AP-01
TCGA-AR-A1AQ-01
TCGA-AR-A1AR-01
TCGA-AR-A1AS-01
TCGA-AR-A1AU-01
TCGA-AR-A1AW-01
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TCGA-AR-A24R-01
TCGA-AR-A24S-01
TCGA-AR-A24T-01
TCGA-AR-A24U-01
TCGA-AR-A24V-01
TCGA-AR-A24W-01
TCGA-AR-A24X-01
TCGA-AR-A24Z-01
TCGA-AR-A250-01
TCGA-AR-A251-01
TCGA-AR-A252-01
TCGA-AR-A254-01
TCGA-AR-A255-01
TCGA-AR-A256-01
TCGA-AR-A2LE-01
TCGA-AR-A2LK-01
TCGA-AR-A2LM-01
TCGA-AR-A2LN-01
TCGA-AR-A2LO-01
TCGA-AR-A5QM-01
TCGA-AR-A5QN-01
TCGA-AR-A5QP-01
TCGA-AR-A5QQ-01
TCGA-B6-A0I1-01
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TCGA-B6-A0IA-01
TCGA-B6-A0IB-01
TCGA-B6-A0IC-01
TCGA-B6-AOIE-01
TCGA-B6-A0IG-01
TCGA-B6-A0IH-01
TCGA-B6-A01J-01
TCGA-B6-A0IK-01
TCGA-B6-A0IM-01
TCGA-B6-AOIN-01
TCGA-B6-A0I0-01
TCGA-B6-A0IP-01
TCGA-B6-A0IQ-01
TCGA-B6-AORE-01
TCGA-B6-AORG-01
TCGA-B6-AORH-01
TCGA-B6-AORI-01
TCGA-B6-AORL-01
TCGA-B6-AORM-01
TCGA-B6-AORN-01
TCGA-B6-AORO-01
TCGA-B6-AORP-01
TCGA-B6-AORS-01
TCGA-B6-AORT-01
TCGA-B6-AORU-01
TCGA-B6-AORV-01
TCGA-B6-A0WS-01
TCGA-B6-AOWT-01
TCGA-B6-A0WV-01
TCGA-B6-AOWW-01
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Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

69



421

422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

TCGA-B6-A0WY-01

TCGA-B6-A0WZ-01

TCGA-B6-A0X0-01

TCGA-B6-A0X1-01

TCGA-B6-A0X4-01

TCGA-B6-A0X5-01

TCGA-B6-A0X7-01

TCGA-B6-A1KC-01

TCGA-B6-A1KF-01

TCGA-B6-A1KI-01

TCGA-B6-A1KN-01

TCGA-B6-A21U-01

TCGA-B6-A401-01

TCGA-B6-A409-01

TCGA-B6-A40B-01

TCGA-B6-A40C-01

TCGA-BH-AOAU-01

TCGA-BH-AOAV-01

TCGA-BH-AOAW-01

TCGA-BH-AOAZ-01

TCGA-BH-A0BO-01

TCGA-BH-A0B3-01

TCGA-BH-A0B5-01

TCGA-BH-A0B7-01

TCGA-BH-A0B9-01

TCGA-BH-AOBA-01

TCGA-BH-AOBC-01

TCGA-BH-AOBD-01

TCGA-BH-AOBF-01

TCGA-BH-A0BG-01

TCGA-BH-A0BJ-01

TCGA-BH-AOBL-01

TCGA-BH-AOBM-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

70



454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484

485

486

TCGA-BH-AOBO-01
TCGA-BH-AOBP-01
TCGA-BH-AOBQ-01
TCGA-BH-AOBR-01
TCGA-BH-AO0BS-01
TCGA-BH-AOBT-01
TCGA-BH-AOBV-01
TCGA-BH-AOBW-01
TCGA-BH-A0BZ-01
TCGA-BH-A0C0-01
TCGA-BH-A0C1-01
TCGA-BH-A0C3-01
TCGA-BH-A0C7-01
TCGA-BH-AODE-01
TCGA-BH-AODG-01
TCGA-BH-AODH-01
TCGA-BH-AODI-01
TCGA-BH-AODK-01
TCGA-BH-AODL-01
TCGA-BH-AODO-01
TCGA-BH-AODP-01
TCGA-BH-AODQ-01
TCGA-BH-AODS-01
TCGA-BH-AODT-01
TCGA-BH-AODV-01
TCGA-BH-AODX-01
TCGA-BH-AODZ-01
TCGA-BH-AOEO-01
TCGA-BH-AOE1-01
TCGA-BH-AOE2-01
TCGA-BH-AOE6-01
TCGA-BH-AOE7-01

TCGA-BH-AOES-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

71



487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

518

519

TCGA-BH-AOEA-01
TCGA-BH-AOEB-01
TCGA-BH-AOEE-01
TCGA-BH-AOEI-01
TCGA-BH-AOGY-01
TCGA-BH-A0GZ-01
TCGA-BH-AOHO-01
TCGA-BH-AOH3-01
TCGA-BH-AOH5-01
TCGA-BH-AOH6-01
TCGA-BH-AOH7-01
TCGA-BH-AOH9-01
TCGA-BH-AOHA-01
TCGA-BH-AOHB-01
TCGA-BH-AOHI-01
TCGA-BH-AOHK-01
TCGA-BH-AOHO-01
TCGA-BH-AOHP-01
TCGA-BH-AOHQ-01
TCGA-BH-AOHU-01
TCGA-BH-AOHW-01
TCGA-BH-AOHX-01
TCGA-BH-AOHY-01
TCGA-BH-AORX-01
TCGA-BH-AOW3-01
TCGA-BH-A0OW4-01
TCGA-BH-AOWS5-01
TCGA-BH-AOW7-01
TCGA-BH-AOWA-01
TCGA-BH-A18F-01
TCGA-BH-A18G-01
TCGA-BH-A18H-01

TCGA-BH-A18I-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

72



520

521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

551

552

TCGA-BH-A18J-01

TCGA-BH-A18K-01
TCGA-BH-A18L-01
TCGA-BH-A18M-01
TCGA-BH-A18N-01
TCGA-BH-A18P-01
TCGA-BH-A18Q-01
TCGA-BH-A18R-01
TCGA-BH-A185-01

TCGA-BH-A18T-01
TCGA-BH-A18U-01
TCGA-BH-A18V-01
TCGA-BH-A1EN-01
TCGA-BH-A1EO-01
TCGA-BH-A1ET-01

TCGA-BH-A1EU-01
TCGA-BH-A1EV-01
TCGA-BH-A1EW-01
TCGA-BH-A1EX-01
TCGA-BH-A1EY-01

TCGA-BH-A1F0-01

TCGA-BH-A1F2-01

TCGA-BH-A1F6-01

TCGA-BH-A1F8-01

TCGA-BH-A1FC-01
TCGA-BH-A1FD-01
TCGA-BH-A1FE-01

TCGA-BH-A1FG-01
TCGA-BH-A1FH-01
TCGA-BH-A1FJ-01

TCGA-BH-A1FL-01
TCGA-BH-A1FM-01

TCGA-BH-A1FN-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

73



553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

572

573

574

575

576

577

578

579

580

581

582

583

584

585

TCGA-BH-A1FR-01
TCGA-BH-A201-01
TCGA-BH-A202-01
TCGA-BH-A203-01
TCGA-BH-A204-01
TCGA-BH-A209-01
TCGA-BH-A28Q-01
TCGA-BH-A2L8-01
TCGA-BH-A42V-01
TCGA-BH-A51Z-01
TCGA-BH-A5J0-01
TCGA-BH-A6R8-01
TCGA-BH-A8FY-01
TCGA-BH-A8G0-01
TCGA-BH-AB28-01
TCGA-C8-A12K-01
TCGA-C8-A12L-01
TCGA-C8-A12M-01
TCGA-C8-A12N-01
TCGA-C8-A120-01
TCGA-C8-A12P-01
TCGA-C8-A12Q-01
TCGA-C8-A12T-01
TCGA-C8-A12U-01
TCGA-C8-A12V-01
TCGA-C8-A12W-01
TCGA-C8-A12X-01
TCGA-C8-A12Y-01
TCGA-C8-A12Z-01
TCGA-C8-A130-01
TCGA-C8-A131-01
TCGA-C8-A132-01

TCGA-C8-A133-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

74



586

587

588

589

590

591

592

593

594

595

596

597

598

599

600

601

602

603

604

605

606

607

608

609

610

611

612

613

614

615

616

617

618

TCGA-C8-A134-01
TCGA-C8-A135-01
TCGA-C8-A137-01
TCGA-C8-A138-01
TCGA-C8-A1HE-01
TCGA-C8-A1HG-01
TCGA-C8-A1HI-01
TCGA-C8-A1HJ-01
TCGA-C8-A1HK-01
TCGA-C8-A1HL-01
TCGA-C8-A1HM-01
TCGA-C8-A1HN-01
TCGA-C8-A1HO-01
TCGA-C8-A26V-01
TCGA-C8-A26W-01
TCGA-C8-A26X-01
TCGA-C8-A26Y-01
TCGA-C8-A267-01
TCGA-C8-A273-01
TCGA-C8-A274-01
TCGA-C8-A275-01
TCGA-C8-A278-01
TCGA-C8-A27A-01
TCGA-C8-A27B-01
TCGA-C8-A3M7-01
TCGA-C8-A3M8-01
TCGA-C8-A8HP-01
TCGA-C8-A8HQ-01
TCGA-D8-A13Y-01
TCGA-D8-A13Z-01
TCGA-D8-A140-01
TCGA-D8-A141-01

TCGA-D8-A142-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

75



619

620

621

622

623

624

625

626

627

628

629

630

631

632

633

634

635

636

637

638

639

640

641

642

643

644

645

646

647

648

649

650

651

TCGA-D8-A143-01

TCGA-D8-A145-01

TCGA-D8-A147-01

TCGA-D8-A1J8-01

TCGA-D8-A1J9-01

TCGA-D8-A1JA-01

TCGA-D8-A1JB-01

TCGA-D8-A1JC-01

TCGA-D8-A1JD-01

TCGA-D8-A1JE-01

TCGA-D8-A1JF-01

TCGA-D8-A1)JG-01

TCGA-D8-A1JH-01

TCGA-D8-A1JI-01

TCGA-D8-A1JJ-01

TCGA-D8-A1JK-01

TCGA-D8-A1JL-01

TCGA-D8-A1JM-01

TCGA-D8-A1JN-01

TCGA-D8-A1JP-01

TCGA-D8-A1JS-01

TCGA-D8-A1JT-01

TCGA-D8-A1JU-01

TCGA-D8-A1X5-01

TCGA-D8-A1X6-01

TCGA-D8-A1X7-01

TCGA-D8-A1X8-01

TCGA-D8-A1X9-01

TCGA-D8-A1XA-01

TCGA-D8-A1XB-01

TCGA-D8-A1XC-01

TCGA-D8-A1XF-01

TCGA-D8-A1XG-01

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

Breast

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

76



652

653

654

655

656

657

658

659

660

661

662

663

664

665

666

667

668

669

670

671

672

673

674

675

676

677

678

679

680

681

682

683

684

TCGA-D8-A1XJ-01
TCGA-D8-A1XK-01
TCGA-D8-A1XL-01
TCGA-D8-A1XM-01
TCGA-D8-A1X0-01
TCGA-D8-A1XQ-01
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TCGA-D8-A1XZ-01
TCGA-D8-A1Y0-01
TCGA-D8-A1Y1-01
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TCGA-D8-A27E-01
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Anexo 2: Extraccidon de RNA total a partir de lineas celulares

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.

Se afiadié 1 mL de Trizol a cada muestra por cada 5 — 10 x 10° células. La muestra
se homogeneizd de forma mecanica mediante pipeteo.

Las muestras se incubaron por 5 minutos en hielo.

A cada muestra se anadié 0.2 mL de cloroformo por cada 1 mL de TRIzol y se agitaron
manualmente.

Se incubd por 3 minutos en hielo.

Las muestras se centrifugaron por 15 minutos a 12,000 rpm a una temperatura de 4
°C.

Tras llevar a cabo este paso, se dio la separacion de tres fases: la fase orgdnica en el
fondo del tubo (color rojo), la interfase (color blanco) y la fase acuosa que contenia
el RNA (transparente).

Se transfirio la fase acuosa a un nuevo microtubo, desechando el resto de las fases.
Se anadieron 0.5 mL de isopropanol a la fase acuosa por cada 1 mL de TRIlzol
empleado para llevar a cabo la lisis celular.

Las muestras se incubaron por 10 minutos en hielo.

Se procedidé a centrifugar las muestras por 10 minutos a 12,000 rpm a una
temperatura de 4 °C.

Como resultado de este paso se dio la formacion de un pellet en el fondo del tubo.
Se descarté el sobrenadante con ayuda de la micropipeta.

Se resuspendid el pellet afiadiendo 1 mL de etanol al 75% por cada 1 mL de TRIzol
utilizado para la lisis.

Las muestras se agitaron por pipeteo hasta desintegrar el pellet.

Se centrifugd a 7,500 rpm a una temperatura de 4 °C.

El sobrenadante se descarté por pipeteo.

Se repitieron tres veces mas los pasos 11, 12, 13y 14.

El pellet se dejé secar por 15 minutos manteniendo el microtubo abierto
ventilandose.

Se agregaron 50 uL de agua libre de RNAsas grado biologia molecular para
resuspender el pellet.

Las muestras se conservaron a -80 °C hasta su posterior procesamiento.
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Anexo 3: Extraccidon de RNA total a partir de muestras de tejido tumoral fresco

Previamente a comenzar la extraccién, se preparo el volumen necesario de buffer RLT
adicionando 10 pL de B-mercaptoetanol por cada 1 mL de buffer a emplear. También se
preparo el volumen necesario de etanol al 70% y se verificd que los buffers RPE, AW1y AW2
hubieran sido adicionados con 44, 25 y 30 mL de etanol al 100%, respectivamente.

1. Las muestras tumorales se pesaron en la balanza analitica AB204-S (METTLER TOLEDO),
tratando, preferentemente, de pesar 30 mg de tejido.

2. Se adiciond buffer RLT a las muestras y se homogeneizaron con ayuda del homogenizador
de tejidos Tissue Ruptor (QIAGEN). El volumen de buffer afiadido a cada una dependia del
peso de la misma:

- Entre 20 - 30 mg de tejido se homogeneizaron en 600 uL de buffer
- Menos de 20 mg de tejido se homogeneizaron en 350 plL de buffer

3. El lisado se centrifugd por 3 min a 12,500 revoluciones por minuto (rpm) a una
temperatura de 22 °C.

4. Se recupero el sobrenadante, sin llevarse la parte superficial y lo ubicado en el fondo del
microtubo, y se transfirié a un microtubo nuevo.

5. Las muestras se centrifugaron por 2 min a 12,500 rpm a una temperatura de 22 °C.

6. Se recupero el sobrenadante, sin llevarse la parte superficial ni lo contenido en el fondo
del microtubo, y se transfirio por pipeteo a la columna AllPrep DNA spin que estaba
acompafiada de su tubo de coleccion de 2 mL. Las muestras se incubaron por 3 min a
temperatura ambiente.

7. Se centrifugd la columna AllPrep DNA spin por 2 min a 12,500 rpm a una temperatura de
22 °C.

8. Se recupero el sobrenadante, evitando llevarse la parte superficial y lo contenido en el
fondo del microtubo, y se transfirid a un microtubo nuevo.

Debido a que se perdié parte del volumen inicial de reactivo, a partir de este paso en
adelante se ajustaron los volumenes con los que se trabajé segun, se indica a continuacién:

9. Se adicion¢ al filtrado del paso anterior un volumen de 300 plL de etanol al 70% y se
mezclé mediante pipeteo.
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10. Se transfirieron 350 pL de la mezcla anterior (incluyendo cualquier precipitado) a la
columna RNeasy spin que estaba acompafiada de su tubo de recoleccién de 2 mL. Las
muestras se incubaron por 3 min a temperatura ambiente.

11. Las muestras se centrifugaron por 2 min a 12,500 rpm a una temperatura de 22 °Cy
posteriormente, se descarté el filtrado mediante pipeteo.

12. Se adicionaron 350 pL de buffer RW1 a la columna y se dejé incubar por 3 min a
temperatura ambiente.

13. Las muestras se centrifugaron por 2 min a 12,500 rpm a una temperatura de 22 °C,
descartando el filtrado.

14. Se agregaron 250 pL de buffer RPE a la columna y se dejo incubar por 3 min a
temperatura ambiente.

15. Se centrifugd por 2 min a 12,500 rpm a una temperatura de 22 °C y se descarto el
filtrado.

16. Se adicionaron 250 plL de buffer RPE a la columna y se dejé incubar por 3 min a una
temperatura de 22 °C.

17. Las muestras se centrifugaron por 2 min a 12,500 rpm a una temperatura de 22 °Cy se
descarto el filtrado.

18. Las columnas fueron colocadas en nuevos microtubos de 1.5 mL, adicionando 40 uL de
agua libre de RNasas directamente en la membrana. Se dejé incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente.

19. Las muestras se centrifugaron por 2 min a 12,500 rpm a una temperatura de 22 °Cy se
utilizo el filtrado para repetir este paso una vez mas.

20. Las muestras se conservaron a -80 °C hasta su posterior procesamiento.
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