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DESCRIPCION
Diagnosis de cancer de mama, y otros tipos de cancer, de tipo basal primario y metastasico
Reivindicacion de prioridad

La presente solicitud reivindica prioridad sobre la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. n° 61/231.984,
presentada el 6 de agosto de 2009.

Antecedentes

La diversidad de alteraciones moleculares, composiciones celulares y resultados clinicos en el cdncer supone un
importante reto en el tratamiento del cancer en relacion a proporcionar informacién diagnoéstica, prognodstica y
predictiva precisa. Habitualmente los tumores se describen histopatolégicamente usando el sistema tumor-nodo-
metastasis (TNM). Este sistema, que usa el tamafio del tumor, la presencia o la ausencia de tumor en nodos
linfaticos regionales, y la presencia o la ausencia de metastasis distante, asigna un estadio al tumor segun describe
el “American Joint Committee on Cancer” (AJCC). El estadio asignado se usa como base para el pronéstico y para la
selecciodn de la terapia apropiada. Sin embargo, dicha estrategia presenta muchas limitaciones. Tumores que tienen
un estadio TNM similar y una apariencia histopatoldgica similar pueden exhibir una variabilidad significativa en
términos de evolucién clinica y respuesta a la terapia. Por ejemplo, algunos tumores son muy agresivos mientras
que otros no lo son. Algunos tumores responden facilmente a la terapia hormonal o a la quimioterapia mientras que
otros se muestran resistentes.

El uso de biomarcadores ha proporcionado una estrategia adicional para dividir determinados tipos de tumor en
subclases. Por ejemplo, un factor considerado en el prondstico y en las decisiones de tratamiento para el cancer de
mama es la presencia o la ausencia del receptor de estrogenos (ER, del inglés “estrogen receptor”’) en muestras
tumorales. Los canceres de mama positivos en ER tipicamente responden mucho mas facilmente a terapias
hormonales, tales como tamoxifeno, que los tumores negativos en ER. Aunque Util, este biomarcador proporciona
informacién solo para un subconjunto especifico de canceres de mama, no abordando el resto de subconjuntos.

La determinacion del perfil de expresion de genes ha tenido éxito en delinear subtipos moleculares intrinsecos de
cancer de mama especificos (Perou et al. 2000). Esto representa un avance significativo en la comprension del
cancer de mama, el cancer mas comunmente diagnosticado en mujeres en todo el mundo (Landis et al., 1999) y una
enfermedad que ha demostrado ser bastante heterogénea en términos de presentacion clinica y caracteristicas.
Ahora se ha descubierto que grupos de pacientes de cancer de mama con diferencias distintivas en sus perfiles
pronosticos tienen perfiles biolégicos y/o moleculares igualmente distintos para ayudar a explicar sus resultados
clinicos asociados. Esto ofrece una oportunidad tremenda de desarrollo de terapias personalizadas dirigidas a una
biologia tumoral especifica asociada a un subtipo molecular especifico de cancer de mama. Un subtipo molecular
particular que ha cosechado un interés considerable es el cancer de mama de tipo basal (BLBC, del inglés “basal-
like breast cancer”).

Aunque publicado por primera vez hace mas de 20 afios en base a la deteccidon inmunohistoquimica (IHC) de
citoqueratinas (CK) basales, este subtipo volvié a cobrar relevancia después de que un andlisis transcriptémico de
cancer de mama confirmara su existencia como entidad molecular diferenciada dentro del cancer de mama. Aunque
difiere sustancialmente de otros subtipos moleculares delineados en términos de su constitucion molecular, la razon
por la cual ha atraido la atencidon de bidlogos y médicos que trabajan con cancer por igual subyace en el
uniformemente mal prondstico y en la carencia de opciones terapéuticas dirigidas. EI BLBC presenta un
solapamiento significativo con el cancer de mama “triple-negativo” — una entidad patoldgica definida en base a la
ausencia de biomarcadores de cancer de mama bien conocidos, receptor de estrégeno (ER), receptor de
progesterona (PR) y receptor-2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). Se estima que entre el 60% y
el 90% de los canceres de mama triple-negativo son BLBC. Sin embargo, BLBC no es sinénimo de cancer de mama
triple-negativo. Las pacientes con BLBC a menudo son mas jovenes, y tienen mayor probabilidad de ser
descendientes afroamericanas (Carey et al. 2006; lhemelandu et al. 2007; lhemelandu et al. 2008), tienen mayor
probabilidad de tener una mutacion BRCA1 positiva (Rakha et al. 2009), frecuentemente desarrollan una
enfermedad metastasica distante en el cerebro y/o el pulmén a los 3-5 afios de la presentacion inicial (Wang et al.
2005) y tienen una baja supervivencia global (Carey et al. 2005). De hecho, el desarrollo de enfermedad metastasica
distante y la posterior muerte parecen ser independientes del estatus nodal de presentacion inicial, ya que la
mayoria de las pacientes dan negativo en nodos linfaticos en el momento de su diagnéstico inicial (Dent et al. 2007).

En la actualidad los biomarcadores mas efectivos en la practica clinica rutinaria son los biomarcadores terandésticos.
Los biomarcadores terandsticos proporcionan informacion relativa a la diagnosis (determinacion del subtipo bioldgico
de cancer), la prognosis (determinacion del resultado clinico) y la prediccion terapéutica (determinacion de la eficacia
terapéutica). Los biomarcadores terandsticos son principalmente funcionalmente centrales y pivotales en el
entramado de biomoléculas que controlan la biologia de su subtipo bioldgico especifico. Por tanto, la terapia dirigida
hacia un biomarcador teranéstico tiene un efecto profundo sobre los resultados clinicos.
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En el cancer de mama, un ejemplo de biomarcador terandstico es el ER. Este diagnostica con precision pacientes de
cancer de mama “luminales” (positivos en ER), pronostica con precisién su evolucién y predice su respuesta
favorable al tamoxifeno, un farmaco dirigido especificamente a ER. Antes de la introduccién de la terapia de
tamoxifeno, los pacientes de cancer de mama positivos en ER presentaban una prognosis mala. Su prognosis
mejoré drasticamente cuando la terapia con tamoxifeno se hizo estédndar para dichos pacientes. Por tanto, el
componente mas importante de un biomarcador teranéstico es la diagnosis que ofrece. Puesto que con la diagnosis
viene la prediccion de la eficacia terapéutica, que finalmente determina el pronéstico del paciente. Aunque el
prondstico puede cambiar dependiendo de avances en la terapia, la diagnosis de un subtipo bioldgico, y por tanto de
su(s) diana(s) terapéutica(s), seguira inmutable. Ademas, el prondstico ofrecido por un biomarcador terandstico es
mas preciso que el ofrecido por un biomarcador no teranéstico. Esto es debido a que los biomarcadores teranésticos
predicen resultados clinicos que son muy especificos de la biologia del subtipo de cancer. Por ejemplo, el estatus de
positivo en ER refleja muy especificamente el pronéstico favorable actual asociado solo al subtipo luminal, ya que
tiene en cuenta el tratamiento especifico de subtipo con terapia anti-ER (p.ej., tamoxifeno). Por lo tanto, los
biomarcadores terandsticos ofrecen una prognosis superior.

Las tecnologias de obtencién del perfil gendmico completo, tales como la determinaciéon del perfil de expresion
génica (transcriptdmica), han expandido enormemente nuestro conocimiento de los genes y las rutas genéticas
asociadas con el desarrollo y la progresion del cancer. En base a este conocimiento, varios ensayos progndsticos
multigén comercializados han entrado en el complejo panorama en expansién del mercado de diagnosis in vitro de
cancer (IVD, del inglés “in vitro diagnostics”). Estos ensayos contienen muchos genes, de los cuales solo algunos
tienen realmente una importancia funcional critica para la supervivencia y el mantenimiento del fenotipo maligno.
Dichos ensayos son incapaces de ofrecer una comprension refinada de la biologia subyacente de un subtipo
especifico. En otras palabras, la principal desventaja de dichos ensayos prognésticos multigén es que no son
terandsticos. No proporcionan una diagnosis de un subtipo bioldgico especifico, y por tanto no ofrecen informacion
con respecto al tratamiento especifico de subtipo. Como resultado, el valor prognéstico que ofrecen es tan solo una
aproximacion entre los multiples subtipos. Esto es lo contrario con un biomarcador terandstico, cuyo valor
progndstico deriva de un Unico subtipo, y por tanto es mas certero y preciso.

Por lo tanto, el descubrimiento y la elucidacién de biomarcadores terandsticos para BLBC y otros canceres son
importantes para mejorar la clasificacién de tumores y el tratamiento de pacientes de cancer.

Ray P.S. et al. (Ray P.S. et al., 2009, Journal of Clinical Oncology, vol. 27, n° 15S, pagina ABS11016) muestran que
el FOXC1 es regulado al alza de forma consistente y exclusive en el cancer de mama triple negativo de tipo basal, y
esta asociado con una mala tasa de supervivencia global.

Sumario

En una realizacion, se proporciona un método de clasificacion terandstica de un tumor de cancer de mama segun la
reivindicacion 1, comprendiendo el método la determinacién de un estatus de expresién de ER, PR y HER2 en una
muestra de tumor de cancer de mama, la deteccién de un nivel de expresiéon de FOXC1, la comparacioén del nivel de
expresion de FOXC1 con un valor de corte predeterminado, y la clasificacion de la muestra de tumor de cancer de
mama como perteneciente a un subtipo de tumor de cancer de mama triple negativo/de tipo basal o un subtipo de
tumor de cancer de mama de tipo basal hibrido teranéstico cuando el estatus de expresion de ER, PR y HER2 es
positivo y el nivel de expresion de FOXC1 es superior que el nivel de corte predeterminado, donde el nivel de corte
predeterminado se determina mediante un nivel percentil 90 de los niveles de expresién de FOXC1 para un conjunto
de datos de tumores de cancer de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de cancer de
mama.

En una realizacion, se proporciona un método para predecir una prognosis de un cancer de mama de tipo basal,
comprendiendo el método la obtencion de una muestra de tumor de cancer de mama de un sujeto, la deteccion del
nivel de expresion de FOXC1, la comparacion del nivel de FOXC1 con un nivel de corte predeterminado, y la
prediccion de una mala prognosis del cancer de mama de tipo basal cuando el nivel de expresion de FOXC1 es
superior al nivel de corte predeterminado, donde el nivel de corte predeterminado se determina como el nivel de
percentil 90 de los niveles de expresién de FOXC1 correspondientes a un conjunto de datos de tumores de cancer
de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de cancer de mama.

En otras realizaciones, el cancer de mama de tipo basal es un cancer de mama triple-negativo/de tipo basal y el
nivel de corte predeterminado se determina como el nivel de percentil 90 de los niveles de expresion de FOXC1 para
un conjunto de datos de tumores de cancer de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de
cancer de mama.

En algunas realizaciones, la prognosis es supervivencia global, supervivencia libre de recurrencia, propension a
desarrollar una metastasis distante, un tiempo para metastasis distante tal como metastasis cerebral, una
propension a resistencia a una terapia dirigida contra el cancer (p.ej., trastuzumab (Herceptin®, tamoxifeno o un
inhibidor de aromatasa), donde una propensién a resistencia a una terapia dirigida contra el cancer puede ser una
prediccion de resistencia o eficacia reducida.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1: muestra la expresion diferencial de FOXC1 en subtipos de cancer de mama. A, valores de intensidad de
sefial normalizada (linea base-transformada-a-cero) correspondientes a genes asociados a subtipo de tipo basal
procedentes del conjunto de datos de Richardson et al. (Richardson et al. 2006). Los numeros representan
diferentes subgrupos: (1), normal; (2), luminal A/B; (3), HERZ2; (4), tipo basal. B, grafico de cuadros de valores de
FOXC1 (intensidad de sefial normalizada) en tejido de mama normal y luminal, HER2, y tumores de tipo basal del
mismo conjunto de datos. Se determind la significacion estadistica usando ANOVA. C, grafico de cuadros de valores
de FOXC1 procedentes del conjunto de datos de Hess et al con estatus de ER, PR y HER2 conocido (Hess et al.
2006). Véanse las leyendas de la Figura 3 para la descripcion de los graficos de cuadros. La significacion estadistica
se determin6 usando ANOVA. D, mapas de calor de expresion génica del conjunto de datos de Ivshina et al (lvshina
et al. 2006) agrupados jerarquicamente mediante IGS presentan el perfil de expresion de la firma de FOXC1.

Figura 2: muestra la expresion diferencial de FOXC1 en subtipos de cancer de mama humano. Se presentan los
valores de intensidad de sefial normalizada correspondientes a 12 marcadores de tipo basal publicados procedentes
de un conjunto de datos representativo (Richardson et al. 2006). Los numeros representan diferentes subgrupos: (1),
normal; (2), luminal A/B; (3), HER2; (4), tipo Basal. Debajo se muestra el correspondiente mapa de calor.

Figura 3: muestra la expresion diferencial de FOXC1 segun los subtipos moleculares o el estatus triple negativo. A.
Grafico de cuadro de valores FOXC1 (intensidad de sefial normalizada) en tumores luminal A/B, HER2 y tipo basal
del grupo de datos de Ivshina et al (Ivshina et al. 2006). La linea del centro de cada recuadro representa el valor
medio de la distribucién, y los extremos superior e inferior del recuadro son los cuartiles superior (75%) e inferior
(25%), respectivamente. Las lineas se extienden al punto de datos mas extremo que es 1,5 veces el rango
intercuartil desde el recuadro. La significacion estadistica se determiné usando ANOVA. Tabla de estatus de FOXC1
alto (>percentil 90) y FOXC1 bajo (<percentil 90) frente a subtipos moleculares. Chi cuadrado P<0,0001. B. Grafico
de cuadro de valores FOXC1 (intensidad de sefial normalizada) en tumores luminal A/B, HER2 y tipo basal del grupo
de datos de Miller et al (Miller et al. 2005). La significacion estadistica se determiné usando ANOVA. Tabla de
estatus de FOXC1 alto (>percentil 90) y FOXC1 bajo (<percentil 90) frente a subtipos moleculares. Chi cuadrado
P<0,0001. C. Grafico de cuadro de valores FOXC1 (intensidad de sefial normalizada) en tumores luminal A/B, HER2
y tipo basal del grupo de datos de van de Vijver et al (van de Vijver et al. 2002). La significacion estadistica se
determin6 usando ANOVA. Tabla de estatus de FOXC1 alto (>percentil 90) y FOXC1 bajo (<percentil 90) frente a
subtipos moleculares. Chi cuadrado P<0,0001. D. Grafico de cuadro de valores FOXC1 (intensidad de sefal
normalizada) en tumores triple negativos y tumores o triple negativos del grupo de datos de Hess et al (Hess et al.
2006). La significacion estadistica se determind usando ANOVA. Tabla de estatus de FOXC1 alto (>percentil 90) y
FOXC1 bajo (<percentil 90) frente estatus de triple negativo. Chi cuadrado P<0,0001.

Figura 4: muestra una asociacion de la firma genética de FOXC1 con el cancer de mama de tipo basal. Mapas de
calor de expresion génica de un conjunto de datos de microsistema de ADNc de cancer de mama humano de 251
muestras (Miller et al. 2005) agrupados jerarquicamente mediante IGS demuestran el perfil de expresiéon global de
los 30 genes asociados a FOXCA1.

Figura 5: muestra que la agrupacion no supervisada de la firma de gen FOXC1 identifica el subgrupo de tipo basal.
Un conjunto de datos de microsistema de ADNc de cancer de mama humano de 249 muestras (lvshina et al. 2006)
fue agrupado mediante IGS y la firma génica de FOXC1 respectivamente. Las agrupaciones de subtipo de tipo basal
estan indicadas con barras rojas.

Figura 6: ilustra la expresion de proteina de FOXC1 en BLBC. A, imagenes inmunohistoquimicas representativas de
una muestra de tipo basal procedente de microsistemas de tejido de cancer de mama tefidos para ER, HER2,
CK5/6, CK14 y FOXC1. La proteina FOXC1 no fue detectada en los especimenes no triple negativos. B, diagrama
de Venn que muestra la asociacion entre los estatus de inmunohistoquimica de FOXC1 y citoqueratina (CK5/6 y/o
CK14) en tumores triple negativos. C, inmunotincién de FOXC1 en HMECs normales y luminales (MCF-7, T47D y
ZR75), que sobreexpresan HER2 (SKBR3 y HCC202), o lineas celulares de BLBC.

Figura 7: ilustra que la FOXC1 se sobreexpresa en lineas celulares de cancer de mama de tipo basal. Mapa de calor
de expresidn génica de andlisis de microsistema de ADNc de 51 lineas celulares de cancer de mama humano. Se
muestran en el mismo panel de 12 genes que en la Figura 2. MSN — Moesina, KRT5 — Citoqueratina 5 /CK5/6,
CDH3 - P-caderina, CRYAB — aB-cristalina, KRT14 — citoqueratina 14 / CK14, KRT17 — citoqueratina 17 / CK17.

Figura 8: ilustra la significacion prognéstica de FOXC1 en el cancer de mama humano. A, curvas de Kaplan-Meier de
supervivencia global usando datos procedentes de conjunto de datos de van de Vijver et al (van de Vijver et al.
2002). La supervivencia global se estratificd por subtipos moleculares (izquierda), la firma génica de FOXC1 (centro),
y los niveles de ARNm de FOXC1 (derecha). B, curvas Kaplan-Meier de supervivencia global en pacientes negativos
para nodos linfaticos procedentes del mismo conjunto de datos. C, curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de
metastasis cerebral (izquierda) y ésea (derecha) usando datos del conjunto de datos de Wang et al (Wang et al.
2005) estratificados por subtipos moleculares. D, curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de metastasis cerebral
y 6sea estratificadas por niveles de ARNm de FOXC1 procedentes del mismo conjunto de datos.
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Figura 9: ilustra la potencia prognostica de la expresion de FOXC1 en canceres de mama humanos. A, curvas
Kaplan-Meier de supervivencia global usando datos de un conjunto de datos de microsistema de 232 muestras
(Herschkowitz et al. 2007) con informacion clinica ligada. B, curvas Kaplan-Meier de supervivencia global usando
datos de un conjunto de datos de microsistema de 122 muestras (Sorlie et al. 2003) con informacion clinica ligada.
C, curvas Kaplan-Meier de supervivencia global usando datos de un conjunto de datos de microsistema de 159
muestras (Pawitan et al. 2005) con informacién clinica ligada. La supervivencia global se muestra de acuerdo a
subtipos moleculares (izquierda) y niveles de ARNm de FOXC1 (derecha).

Figura 10: es una curva de operador receptor (ROC)-area bajo la curva (AUC) para la expresion de FOXC1 para
predecir el cancer de mama de tipo basal. (Parker et al. 2009).

Figura 11: muestra los efectos de la sobreexpresion y bloqueo de FOXC1 en células de cancer de mama. A,
proliferacién celular (izquierda), migracién (centro) e invasién (derecha) de células MDA-MB-231 que sobreexpresan
FOXC1 o vector. B, proliferacion celular, migracion e invasion de células de 4T1 que expresan ARNsh de FOXC1 o
de control. *, P < 0,05, frente al control. C, morfologias de control y células 4T1 ARNsh FOXC1 en cultivo monocapa.
D, imagenes representativas de células de control y 4T1 ARNsh FOXC1 cultivadas en tridimensional (3-D), Matrigel
(izquierda) y agar suave (derecha). Barra, 135 pm.

Figura 12: muestra los efectos de la sobreexpresion de FOXC1 en células de cancer de mama humano y en células
MCF-10A. A, se transfect6 FOXC1 de manera estable en células de cancer de mama MCF-7. La proliferacién celular
(izquierda), el crecimiento independiente de anclaje (centro-izquierda), la migracion (centro-derecha) y la invasion
(derecha) de células que expresan FOXC1 o vector se midieron usando ensayos de MTT, agar blando y camara de
Boyden. *, P < 0,05 frente al control de vector. B, la expresion de ciclina D1 y marcadores fibroblasticos en células
MDA-MB-231 que sobreexpresan FOXC1 o el vector de control fue examinada mediante inmunotincion. C, los
niveles de integrinas B4 y 1 en células MDA-MB-231 que sobreexpresan FOXC1 o el vector de control se midieron
mediante citometria de flujo. *, P < 0,05 frente al control de vector. Cabe destacar que se obtuvieron los mismos
resultados con células MCF-7. D, la expresion de MMP2 y MMP9 se midié mediante ELISA. Las barras representan
la media + SD (n = 3). *, P < 0,05 frente al control de vector. E, morfologias de células epiteliales mamarias humanas
MCF-10A que sobreexpresan el vector o FOXC1 (izquierda) e inmunotincién de marcadores luminales (E-caderina) y
basales (P-caderina) en las mismas células.

Figura 13: muestra los efectos del bloqueo de FOXC1 en células de cancer de mama humano. A, se compararon los
niveles de proteina FOXC1 en células de cancer de mama MCF-7, BT549 y 4T1 (referido a la Figura 2C). B,
inmunotincion de FOXC1 en células 4T1 que expresan ARNsh de control o de FOXC1. C, la proliferacion celular
(izquierda), la migracion (centro) y la invasion (derecha) de células BT549 que expresan ARNsh 19 de control o de
FOXC1 se midi6 usando ensayos MTT y de camara de Boyden. *, P < 0,05 frente al control. D, inmunotincion de
FOXC1 en células BT549 que expresan ARNsh de control o de FOXC1.

Figura 14: es una curva Kaplan-Meier de supervivencia global usando datos de microsistema procedentes de 58
tumores amplificados de HER2. Se observé que la expresion de ARNm de FOXC1 semicuantitativa por encima del
percentil 50 es un predictor significativo de una mala supervivencia (p=0,0313 en analisis univariable). En analisis
multivariable, cuando se controla la edad, el tamafio del tumor y el estatus nodal, una expresion de ARNm de
FOXC1 superior al valor de corte del percentil 50 es un pronosticador independiente de una mala supervivencia (HR
2,54, 95% IC 1,21-5,33, p=0,0138). El estatus nodal y la edad no fueron pronosticadores significativos en el analisis
multivariable (Staaf et al. 2010).

Figura 15: es un diagrama de flujo de la identificacién del paciente, la recoleccion de muestras y el procesamiento de
tejido para la determinacién inmunohistoquimica de ER, PR, HER2, CK5/6, CK14 y FOXCA1.

Figura 16: muestra curvas Kaplan Meier de supervivencia global a 5 afos de pacientes de cancer de mama
agrupados segun (A) el estatus de expresion de proteina FOXC1 segun se determina en inmunohistoquimica
estandar, donde se demuestra que la expresion positiva de FOXC1 es un predictor significativo de supervivencia
global, independiente del valor de corte empleado; y (B) modelos de biomarcador inmunohistoquimico surrogados de
subtipo molecular que utilizan 3 valores de corte diferentes para definir la expresion positiva de FOXC1. Al nivel de
expresion de proteina determinado mediante IHC se le asignd una puntuacién de entre 0 (despreciable o sin
expresion) y 3 (expresion elevada). Los tres valores de corte fueron: O frente a 1, 2, 3; 0, 1 frentea 2,3;6 1, 2,3
frente a 3.

Figura 17: muestra curvas Kaplan Meier de supervivencia global a 5 afos de pacientes de cancer de mama
agrupados segun (A) el estatus de fenotipo triple negativo (TNP), el estatus de expresion de citoqueratina (CK) basal
y el estatus de expresion de proteina FOXC1 determinados con inmunohistoquimica estandar; y (B) 3 modelos de
panel de biomarcador inmunohistoquimico surrogado de subtipo molecular de cancer de mama — 1) el panel de 3
biomarcadores clasicos que comprende ER, PR y HER2, 2) un panel de 5 biomarcadores que comprende los
anteriores receptores en combinacion con biomarcadores de tipo basal tradicionales, CK5/6 basal y CK14 basal, y 3)
un panel de 4 biomarcadores que comprende ER, PR y HER2, en combinaciéon con FOXC1.
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Figura 18: ilustra que la expresion de FOXC1 esta asociada de forma negativa a la expresién de ERa en el cancer
de mama humano. (A) Analisis de datos de microsistema de la asociacion entre la expresion de FOXC1 y la de ERa
en canceres de mama humanos. Los niveles de ARNm de FOXC1 en cancer de mama se muestran en graficos de
recuadros. Se llevé a cabo un estudio de t de student usando el software Oncomine. Se presentan los resultados de
seis conjuntos de datos representativos [(Ginestier et al., 2006; Lu et al., 2008; Richardson et al., 2006; Sorlie et al.,
2001; Zhao et al., 2004) y la base de datos Oncology-Breast Samples Project (Bittnet et al.) del “International
Genomics Consortium” (IGC) en https://expo.intgen.org/expo/public]. (B) Se muestra la expresion de FOXC1 en
lineas celulares de cancer de mama humano positivas o negativas en ERa por inmunotincién.

Figura 19: muestra los niveles de ARNm de FOXC1 en tejidos de cancer de mama humano mostrados en graficos
de recuadro. Los analisis de datos de microsistemas de la asociacién entre la expresion de FOXC1 y Era en
canceres de mama humanos se muestran para (A) el conjunto de datos de Pollock et al; (B) el conjunto de datos de
Perou et al; (C) el conjunto de datos de Sorlie et al; y (D) el conjunto de datos de Schuet et al. Se muestra que la
expresion de FOXC1 esta asociada de forma negativa con la expresién de ERa en cancer de mama. Se llevé a cabo
un estudio de t de student usando el software Oncomine.

Figura 20: ilustra que la FOXC1 regula a la baja la expresion de ERa. (A) Los niveles de ARNm de FOXC1 y ERa en
células MCF-7 que sobreexpresan vector o FOXC1 se midieron mediante RT-PCR (izquierda) y RT-PCR en tiempo
real (centro y derecha). (B) Niveles de proteina de FOXC1, ERa y genes PR y IRS-1 regulados por ERa en células
MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 o vector se midieron mediante inmunotincion. (C) Se transfecté de forma
temporal FOXC1 en células MCF-7. Se llevo a cabo una tincion de inmunofluorescencia de FOXC1 (verde) y ERa
(rojo). EI ADN nuclear (azul) se tifidé con DAPI. Aumentos: x400. (D) Las células MCF-7 fueron transfectadas de
forma temporal con la construccion |nd|cadora ERE-luc y la construccion FOXC1 o el vector de control. Las células
fueron tratadas con 17p-estradiol (E2) 10°® M durante 24 h, y a continuacion fueron lisadas. Se midié la actividad de
luciferasa y se normaliz6 respecto a la actividad de B-galactosidasa. Los datos representan la media + SD de tres
experimentos independientes.

Figura 21: es una inmunotincion que ilustra que la FOXC1 regula a la baja la expresion de ERa. Se transfectd
FOXC1 de forma estable en células de cancer de mama T47D. Los niveles de proteina de FOXC1, ERa, y genes PR
e IRS-1 regulados por ERa en células T47D que sobreexpresan vector o FOXC1 fueron medidos mediante
inmunotincion.

Figura 22: muestra graficos de lineas (A) y de barras (B-C) que ilustran que la FOXC1 reduce la sensibilidad a
estrogeno y antiestrégeno en células de cancer de mama. (A) La proliferacion de células MCF-7 de control y que
sobreexpresan FOXC1 en medio libre de suero se midi6 mediante ensayos MTT. (B) Células MCF-7 de control y que
sobreexpresan FOXC1 fueron sometidas a ayuno de suero durante 24 h, y a continuacion fueron tratadas con E2 10

® M durante los periodos de tiempo indicados. La proliferacion celular se midié mediante ensayos MTT y se presenta
como tasas de crecimiento relativas comparadas con el control de vehiculo. (C) células MCF-7 de control y que
sobreexpresan FOXC1 en medio regular fueron tratadas con tamoxifeno 10° M durante los periodos de tiempo
indicados. Se midio la proliferacion celular se midi6 mediante ensayos MTT y se presenta como tasas de crecimiento
relativas frente al vehiculo de control.

Figura 23: muestra que la FOXC1 induce actividad NF-kB en células de cancer de mama. (A) Se muestran los
mecanismos de sefalizacion candnica mas significativos identificados en los tres subgrupos de cancer de mama del
conjunto de datos de Richardson et al usando el software “Ingenuity Pathway Analysis” (tipo basal — (a), HER2 — (b),
Luminal — (c)). Los genes del conjunto de datos que se asociaron a un mecanismo canonico en la base de
conocimiento del “Ingenuity Pathways” fueron los considerados para andlisis. Se uso6 el test exacto de Fischer para
calcular un valor-p que determine la probabilidad de que la asociacion entre los genes de un subgrupo particular y el
mecanismo canoénico se explique solo por probabilidad. Los mecanismos candnicos mostrados aparecen en orden
de rango de su Factor de Impacto, el log negativo del valor-p del test exacto de Fischer. (B) Se examind la expresion
de componentes NF-kB en células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 o el vector mediante inmunotincion. (C) La
expresion de p65 en células de cancer 4T1 transducidas de forma estable con ARNsh de control o de FOXC1 se
examino mediante inmunotincién. (D) Se aislaron proteinas nucleares de células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1
o el vector de control, seguido de inmunotinciéon de p65 y la proteina nuclear Lamin A/C. (E) Se aislaron proteinas
nucleares de células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 o el vector de control. La unién de p65, p50 y c-Rel a
oligonucleétidos de ADN de consenso se determind mediante ELISA. Los datos representan la media + SD de tres
experimentos independientes. (F) Se transfectaron de forma temporal células MCF-7 con NF-kB-luc, FOXC1 y un
supresor IkBa. Se determiné la actividad NF-kB mediante ensayos de luciferasa. Las barras representan la media +
SD de tres experimentos independientes. (G) Se trataron células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 o el vector con
el inhibidor de IKK BMS-345541 (5 uM). Se midid la proliferacion celular en los tiempos indicados mediante ensayos
MTT y se presenta como tasas de crecimiento relativo en comparacion con el vehiculo de control.

Figura 24: muestra que la NF-kB regula a la baja el ERa en células de cancer de mama. (A) Se examind mediante
inmunotincion la expresion de p65 y ERa en células MCF-7 transfectadas con p65 o el vector durante 48 h. (B) Se
examino por inmunotincion la expresion de ERa, PR e IRS-1 en células MCF-7 tratadas con el inhibidor de IKK BMS-
345541 (5 uM) durante 24 h. (C) Se transfectaron de forma temporal células MCF-7 con ERE-luc y ERa o p65, y a
continuacion se trataron con E2 10® M durante 24 h. Se determiné la actividad de ER mediante ensayos de

6


https://expo.intgen.org/expo/public

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2546410 T3

luciferasa. Las barras representan la media + SD de tres experimentos independientes. (D) Se llevaron a cabo
ensayos ChIP tal como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Se utilizaron anticuerpos contra proteina
p65 para inmunoprecipitar complejos p65-ADN. El control de entrada fue el 1% del sobrenadante de proteina-
cromatina sometido a ensayos ChIP. La region de promotor ERa amplificada es -420/-280 (derecha).

Figura 25: muestra que la NF-kB regula a la baja ERa en células de cancer de mama. Se examino la expresion de
ERa en células MCF-7 transfectadas con p65 o el vector durante 48 h mediante RT-PCR en tiempo real. Los datos
representan la media + SD de tres experimentos independientes. *, P < 0,05 frente al control de vector.

Figura 26: muestra perfiles de inmunotincion representativos de CK5/6, CK14 y FOXC1 en especimenes de cancer
de mama FFPE segun el subtipo molecular.

Descripcion detallada

En la presente memoria se proporciona un método para clasificar un tumor que usa un biomarcador terandstico con
significacion prognostica independiente. Un biomarcador terandstico proporciona informacion relevante para la
diagnosis, la prognosis y el tratamiento de cancer en un sujeto.

El término “biomarcador terandstico” o una “clasificacion terandstica” tal como se usan en la presente memoria
significan un biomarcador o clasificacién particular que, ademas de proporcionar informacion diagnostica y
prognostica significativa, también proporciona informacion util para optimizar el tratamiento de un sujeto que tiene
una enfermedad tal como cancer. Las realizaciones descritas en la presente memoria proporcionan una estrategia
teranostica para clasificar, diagnosticar, pronosticar y tratar el cancer. En términos practicos, esto significa que un
biomarcador teranéstico o una clasificacion terandstica puede identificar qué sujetos y qué tumores se ajustan mas a
una terapia particular, y también proporciona una retroalimentacion sobre la eficacia de un farmaco a fin de
demostrar o determinar como de bien deberia funcionar o funciona un farmaco para optimizar la terapia o los
regimenes de terapia. También puede identificar qué sujetos son resistentes a una terapia particular o regimenes de
terapia particulares.

En una realizacién, el biomarcador teranéstico puede ser especifico para una enfermedad, tal como cancer de
mama, o puede ser un biomarcador de enfermedad general. El biomarcador teranésticos es FOXC1. La FOXC1 se
usa en conjuncion con otros biomarcadores moleculares que son relevantes para un tipo particular de tumor o
cancer. La FOXC1 se puede usar en conjuncién con el estatus de receptor de estrogeno (ER), de receptor de
progesterona (PR) y de receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HERZ2; también conocido como
ErBb2mer-2/Neu), para uso en un método de clasificacion terandstica, diagnosis, prognosis y tratamiento de cancer
de mama y sus subtipos. En algunas realizaciones, dichos métodos son utiles para distinguir entre los subtipos de
cancer de mama de tipo basal, que incluyen los subtipos de cancer de mama de tipo basal hibridos que exhiben
tanto caracteristicas de cancer de mama de tipo basal como una o mas caracteristicas de otro subtipo, tal como el
luminal o el enriquecido en HER2.

En una realizacion, los métodos descritos en la presente memoria incluyen proporcionar una muestra de tejido de
tumor. La muestra de tejido de tumor puede ser una muestra de tumor congelada fresca, una muestra fijada en
formalina y embebida en parafina (FFPE), un cultivo celular primario o cualquier otro tejido adecuado para
determinar un nivel de expresion de un biomarcador. La muestra de tejido tumoral es una muestra de tejido de tumor
de cancer de mama.

En algunas realizaciones, se puede determinar un nivel de expresién de un biomarcador terandstico tal como
FOXC1 en una muestra de tejido tumoral mediante métodos cualitativos o cuantitativos tales como
inmunohistoquimica (IHC) o inmunocitoquimica (ICC), reaccién en cadena de polimerasa de transcripcion inversa no
cuantitativa o cuantitativa (RT-PCR o gqRT-PCR), microsistema de proteinas o de ADNc o mediante un ensayo
QuantiGene® (Panomics). El nivel de expresion puede ser una medida de la expresién de ARNm o de la expresioén
de proteina. Los datos asi obtenidos se pueden usar para desarrollar un nivel de expresion de corte o un indice
prognostico numérico, FOXC1 Score™, para ayudar en la estratificacion progndstica clinica de subconjuntos
especificos de pacientes con cancer de mama (y/u otros canceres que incluyen, aunque sin limitacion, melanoma,
tumores neuroendocrinos, tumores cerebrales tales como glioblastoma multiforme, astrocitoma y otros canceres
cerebrales, cancer de célula renal, sarcomas (tales como sarcoma sinovial) y leucemia. El indice prognéstico
numérico FOXC1 Score™ puede calcularse a partir de una curva de calibrado generada representando valores qRT-
PCR de expresion de ARNm de FOXC1 frente a la medida de un resultado clinico especifico tal como supervivencia
global (OS, del inglés “overall survival’), supervivencia especifica de cancer de mama, supervivencia libre de
recurrencia, supervivencia libre de metastasis, otras medidas de resultado o progndsticas adecuadas. El indice
prognostico numérico FOXCA1 Score™ puede usarse para determinar la prognosis de un sujeto y también puede
usarse con fines de gestion clinica para seguir la evolucion de la eficacia o para optimizar la eficacia de uno o mas
regimenes de terapia.
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Clasificacién molecular de subtipo de cancer de mama

La clasificacién molecular de cancer de mama ha identificado subtipos especificos, a menudo denominados subtipos
“intrinsecos”, con implicaciones clinicas y biologicas, que incluyen un subtipo luminal intrinseco, un subtipo
enriquecido en HER2 intrinseco (también denominado subtipo HER2" o ER7HER2") y un subtipo de cancer de
mama de tipo basal (BLBC) intrinseco. (Perou et al. 2000). La identificacion de los subtipos intrinsecos
habitualmente se ha llevado a cabo mediante una combinacién de meétodos, que incluyen (1) la deteccion
histopatologica, (2) el estatus de expresion de ER, PR y HER2 y (3) la deteccién de marcadores celulares
caracteristicos.

El cancer de mama de tipo basal, que expresa genes caracteristicos de células epiteliales basales en la glandula
mamaria normal, comprende hasta un 15%-25% de todos los canceres de mama (Kreike et al. 2007) y esta asociado
al peor prondstico entre todos los tipos de cancer de mama. Los BLBCs subexpresan el receptor de estrogeno (ER’),
el receptor de progesterona (PR) y el receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2") y abarcan
entre el 60% y el 90% de los denominados canceres de mama “triple negativos” (ER/PR/HERZ2’). Aunque la
mayoria de los canceres de mama de tipo basal a menudo son denominados triple negativos en base al estatus de
expresion de ER, PR y HER2, no todos los canceres de mama de tipo basal son triple negativos. Asi, el subtipo de
cancer de mama de tipo basal intrinseco puede dividirse adicionalmente en al menos tres subtipos distintos descritos
en la presente memoria como subtipos de cancer de mama de tipo basal “hibridos”. Ademas de un subtipo triple
negativo hibrido, los subtipos de cancer de mama de tipo basal hibridos presentan perfiles que se asemejan tanto al
cancer de mama de tipo basal como a al menos otro subtipo molecular de cancer de mama. Por ejemplo, los
subtipos de tipo basal hibridos puede incluir un subtipo hibrido de tipo basal/HER2" que tiene un perfil de receptores
de ER/PR/HER2", un subtipo hibrido de tipo basal/luminal que tiene un perfil de receptores de ER*/PR**/HER2°", y
un subtipo hibrido de tipo basal/triple negativo que tiene un perfil de receptores de ER/PR/HERZ2". La existencia y la
significacion de estos subtipos de tipo basal hibridos no han sido reconocidas previamente, pero puesto que
representan algunos de los subtipos de cancer de mama mas agresivos Y resistentes al tratamiento, los métodos
descritos en la presente memoria son importantes para mejorar la diagnosis, la prognosis y el tratamiento de esta
enfermedad. Las expresiones “canceres de mama de tipo basal”, “subtipos de tipo basal”, “tumores de tipo basal”,
“BLBCs” y otros similares tal como se usan en la presente memoria pretenden abarcar todos los canceres y tumores
que presentan caracteristicas del subtipo BLBC, que incluyen el subtipo BLBC intrinseco, el subtipo BLBC hibrido
triple negativo, y cualquier otro subtipo de tipo basal hibrido descrito en la presente memoria que pueda presentar
marcadores asociados a luminal, HER+ u otro subtipo clasificado previamente.

El subtipo enriquecido en HER2 intrinseco (también descrito como subtipo HER2" o ER/HER2") se caracteriza por
la subexpresién de los receptores hormonales ER y PR y la sobreexpresiéon de HER2 (ER/PR/HER2"). El subtipo
enriquecido en HER2 esta asociado a un mal pronéstico.

El subtipo de cancer de mama luminal intrinseco se caracteriza por la expresion o la sobreexpresion de ER y/o PR
(ER" y/o PR"). El subtipo luminal puede dividirse adicionalmente en base al estatus de HER2 en el subtipo luminal A,
que se caracteriza adicionalmente por la subexpresion de HER2 (ER*/PR™/HER’), y el subtipo luminal B, que se
caracteriza adicionalmente por la sobreexpresion de HER2 (ER/PR™/HER"). Los subtipos luminales intrinsecos a
menudo se consideran el subtipo de cancer de mama mas tratable y estan asociados al mejor prondstico.

Aunque el ER y el HER2 guian el tratamiento de canceres de mama luminales y HER2, respectivamente, la
quimioterapia sigue siendo la Unica modalidad de terapia sistémica para el BLBC. Afectando preferencialmente a
mujeres mas jovenes, en particular a mujeres afroamericanas, los BLBCs estan asociados a un alto grado
histolégico, un comportamiento clinico agresivo y una tasa elevada de metastasis al cerebro y el pulmén (Carey et
al. 2006). Al contrario que otros subtipos de cancer de mama, parece no haber correlacion entre el tamafio tumoral y
la metastasis a nodos linfaticos en los BLBCs (Dent et al. 2007). Un mejor entendimiento de los mecanismos de
sefializacion, de la base biolégica y de los mecanismos moleculares del cancer de mama de tipo basal triple
negativo, y de los otros subtipos de tipo basal hibridos descritos antes, permite la identificacion de biomarcadores
precisos para una diagnosis, prognosis y terapia dirigida tempranas.

Los BLBCs estan asociados a la expresion de citoqueratinas basales (CK5/6, CK14 y CK17), receptor de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), c-kit y p-53, y asociados a la ausencia de expresion de ER, PR y HER2. Con una
amplia variedad de genes asociados, los BLBCs han sido definidos de forma diferente en diferentes estudios usando
un conjunto de marcadores diagndsticos. Por ejemplo, Nielsen et al. definieron el BLBC en base a la expresion
negativa de ER y la expresion negativa de HER2, ademas de la expresion positiva de citoqueratina basal, EGFR y/o
c-kit (Nielsen et al. 2004). Por otro lado, otros grupos han definido el BLBC en base a una combinacion de expresion
negativa de ER y HER2, y expresion positiva de CK5, P-caderina y p63 (Elsheikh et al. 2008) o expresion positiva de
vimentina, EGFR y CK5/6 (Livasy et al. 2006). Estas estrategias técnicas diferentes en combinacién con cohortes de
pacientes ampliamente variables pueden explicar los resultados experimentales inconsistentes obtenidos para estos
marcadores.

La identificacion del subtipo de tipo basal usando inmunohistoquimica (IHC) para detectar receptores hormonales
solos es menos deseable que detectar un biomarcador teranéstico, porque la identificacion se basa en la ausencia
de tincién de IHC para el receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR) y receptor 2 de factor de
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crecimiento epidérmico humano (HER2) mas que la presencia de un marcador o marcadores tumorales especificos.
Su diagnosis es mas una de exclusion que de inclusion. A menudo el cancer de mama de tipo basal se denomina de
forma sinénima como “triple negativo” (es decir, ER/PR/HERZ2), sin embargo, no todos los canceres de mama triple
negativos son de tipo basal, y no todos los canceres de mama de tipo basal son triple negativos. Aunque otros
marcadores moleculares han sido asociados al cancer de mama de tipo basal, tal como se ha descrito
anteriormente, dichos marcadores no son exclusivos de dicho cancer de mama de tipo basal y por tanto no son
adecuados para uso como marcadores Unicos. La mejor alternativa de método conveniente, potencialmente objetivo
y realista para identificar canceres de tipo basal en la practica clinica seria a través de la deteccion positiva de un
marcador o marcadores moleculares definitivos. La identificacion de FOXC1 como regulador predominante del
fenotipo de tipo basal puede proporcionar una estrategia pragmatica para distinguir este subgrupo de cancer de
mama en la diagnosis clinica, resultando en ultima estancia en una supervivencia mejorada.

FOXC1 como biomarcador para cancer de mama de tipo basal

Tal como se describe en los ejemplos incluidos mas adelante, se identificaron biomarcadores especificos para BLBC
y se analizaron sistematicamente usando un conjunto de genes intrinsecos (IGS, del inglés “intrinsic gene set”) de
306 miembros (Hu et al. 2006) ademas de otros marcadores individuales publicados para BLBC usando mudiltiples
conjuntos de datos de microsistema. Se usé el grado de correlacién de cada gen individual con el subtipo de tipo
basal en base a la expresion de ARNm para identificar genes altamente especificos de BLBC. El factor de
transcripcion FOXC1 emergié como el primer gen de la lista. Por lo tanto, se estableci6 la significacion diagnéstica y
prognostica de FOXC1 y se caracterizé adicionalmente su funcion en la regulaciéon de las funciones celulares del
cancer de mama.

Los factores de transcripcion de caja Forkhead, que incluyen la caja de Forkhead C1 (FOXC1, también conocido
como forkhead de tipo 7 (FKHL7)), son factores de transcripcidon que se caracterizan por un dominio comun de union
a ADN de hélice alada de 100 aminoacidos denominado dominio de caja de forkhead, y desempefnan funciones
importantes en la regulacion de la expresién de genes implicados en el crecimiento celular, la supervivencia, el
desarrollo de mesoderma embriénico de diferenciacion, la migracion y la longevidad (Nishimura et al., 1998). El gen
FOXC1/FKHL7 y sus secuencias de proteina son conocidos y se pueden obtener en el GenBank (secuencia
codificadora; SEQ ID NO: 13) y AAE63616 (secuencia de aminoacidos; SEQ ID NO: 14), cuyas secuencias se
incorporan como referencia en su totalidad tal como se establece completamente en la presente memoria). Como
resultado de los estudios descritos en la presente memoria, se ha determinado que la expresion de FOXC1 en el
cancer de mama humano, tanto en el ARNm como a nivel proteico, se produce de forma consistente y
exclusivamente en los canceres de mama de tipo basal. Adicionalmente, en una comparacion directa con otros
biomarcadores sugeridos de cancer de mama de tipo basal, y tal como se demuestra de forma estadisticamente
significativa en los anadlisis tanto univariable como multivariable descritos en los ejemplos de mas adelante, el
FOXC1 ha emergido como el biomarcador mas indicativo y mas caracteristico para BLBCs, por su capacidad para
diagnosticar, pronosticar y tratar el BLBC.

Una caracteristica importante de los resultados anteriores es la naturaleza exclusiva de la asociacion entre el
FOXC1 y los canceres de mama de tipo basal: su expresion es elevada solo en los subtipos moleculares de tipo
basal de canceres de mama.

Tal como se ha mencionado anteriormente, aunque se describen muchos genes como biomarcadores
caracteristicos de determinados tipos de cancer, y se han descrito muchos otros como de importancia funcional en la
supervivencia y el mantenimiento del fenotipo maligno, muy pocos han demostrado presentar una significacion
prognostica robusta. Esto se debe a que muy pocos son criticos en si mismos y en su lugar son parte de
entramados extremadamente grandes y complejos de biomoléculas cuya funcién global no puede ser determinada a
menos que se identifiquen las moléculas que son mas centrales y pivotales dentro del entramado. El FOXC1 ha
demostrado ser de una significacion progndstica extremadamente elevada, siendo predictivo de la elevada tasa de
mortalidad y metastasis asociada a los canceres de mama de tipo basal.

Tanto los canceres de mama triple negativos de tipo basal como los canceres de mama de tipo basal hibrido (HER2
y luminal) presentan una tasa elevada de metastasis al cerebro, una complicacion devastadora de esta temida
enfermedad. Los estudios descritos en la presente memoria demuestran que una firma génica de 30 miembros
asociada al FOXC1 es predictiva de la metastasis especifica de cerebro observada en los anteriores dos subtipos de
cancer de mama.

La significacion clinica de la expresién de FOXC1 no se restringe al cancer de mama, si no que puede extenderse a
otros canceres, que incluyen, aunque sin limitacion, melanoma, tumores neuroendocrinos, tumores cerebrales (tales
como glioblastoma multiforme, o astrocitoma), cancer de célula renal, sarcomas (tales como sarcoma sinovial) y
leucemia. Se ha demostrado que la expresion de FOXC1 define de forma caracteristica y exclusiva los subconjuntos
biolégica y clinicamente agresivos de dichos canceres y puede usarse como biomarcador diagndstico y como
biomarcador prognéstico para estos tipos de cancer especificos. Adicionalmente, de forma similar al cancer de
mama de tipo basal, el FOXC1 es una diana terapéutica adecuada para estos tipos de cancer especificos.
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Los descubrimientos anteriormente descritos tienen claras e importantes implicaciones en el campo de la medicina
personalizada y de los cuidados de cancer personalizados, puesto que la deteccion del estatus de FOXC1 de los
conjuntos especificos descritos de pacientes con cancer de mama (y/u otros canceres como el cancer gastrico y el
cancer de colon) permite intervenciones terapéuticas mas especificas y a medida con una mayor probabilidad de
detener la progresién de la enfermedad, extender de la esperanza de vida o incluso alcanzar una cura.

En algunas realizaciones, un método de uso para un biomarcador teranéstico tal como FOXC1 comprende un
algoritmo para su uso clinico potencial como herramienta diagndstica. EI FOXC1 se usa junto con otros
biomarcadores como HER2, ER y PR. Por ejemplo, en el cancer de mama triple negativo, el algoritmo puede incluir
las siguientes etapas. En primer lugar, un paciente con una anormalidad detectada mediante una IRM de mama o
una mamografia, o que ha tenido observaciones en un examen clinico, se designa como sospechoso de padecer
cancer de mama. A continuacion, el paciente seria sometido a una biopsia FNNCore/biopsia escisional para obtener
un tejido del tumor. A continuacién, un examen patoldgico rutinario del anterior tejido tumoral establece la diagnosis
del cancer de mama. El tejido tumoral seria sometido entonces a tincion inmunohistoquimica (IHC) para ER, PRy
HER2. A los pacientes que resultan triple negativos (es decir ER/PR/HERZ2’) se les evaluarian sus tejidos
adicionalmente mediante IHC para determinar FOXC1. A continuacion, a los pacientes que resulten positivos de
FOXC1 se les puede diagnosticar de forma definitiva cancer de mama triple negativo de tipo basal.

En otra realizacion, el biomarcador terandstico FOXC1 se usa como herramienta prognodstica. El FOXC1 se usa para
predecir la prognosis de factores que incluyen, aunque sin limitacion, la supervivencia global, la supervivencia libre
de recurrencia, la propensién a desarrollar una metastasis distante o el tiempo para desarrollar una metastasis
distante (tal como metastasis cerebral), o la propension a resistencia a un régimen de terapia dirigida contra el
cancer. La expresién “propension a resistencia” a un régimen de terapia dirigida contra el cancer tal como se usa en
la presente memoria puede ser un predictor de resistencia o un predictor de eficacia reducida (es decir, la terapia es
menos efectiva desde el inicio del tratamiento) de un régimen de terapia dirigida contra el cancer en un paciente de
cancer. Un nivel elevado de FOXC1 (tanto de proteina como de ARN) predice una mala prognosis de dichos factores
(es decir, una supervivencia global reducida, una supervivencia especifica de enfermedad reducida, una
supervivencia libre de recurrencia reducida, un aumento de la tasa de metastasis loco-regional y distante) en
comparacioén con los niveles bajos de FOXC1 en subconjuntos especificos de pacientes de cancer de mama (y/u
otros canceres que incluyen aunque sin limitacién melanoma, tumores neuroendocrinos, tumores cerebrales —tales
como glioblastoma multiforme, astrocitoma, cancer de célula renal, sarcomas —tal como sarcoma sinovial, y
leucemia).

En una realizacion, el uso de FOXC1 como herramienta progndstica incluye un algoritmo. Por ejemplo, el algoritmo
puede incluir las siguientes etapas, usando como ejemplo el cancer de mama triple negativo. En primer lugar, para
un sujeto cuyas muestras son cualitativamente positivas para FOXC1 en base a IHC, se envian sus muestras para
continuar con un analisis cuantitativo del nivel de FOXC1 usando una RT-PCR u otra técnica cuantitativa tal como un
ensayo QuantiGene® (Panomics). En base al valor cuantitativo de la expresion de FOXC1 obtenido de este modo,
se calcula un indice Prognéstico numérico FOXC1 Score™ para el paciente individual, que ayudara a determinar
una estimacion especifica para el paciente de supervivencia global, supervivencia libre de recurrencia, tiempo a
metastasis distante y tipo de metastasis asociada al cancer de mama triple negativo de tipo basal. Este método
posibilita una atencion médica personalizada para los pacientes de BLBC.

FOXC1 reprime la expresiéon de receptor de estrogeno a en células de cancer de mama humano a través del
incremento de la sefializacién de Factor Nuclear kB (NF-«kB)

La hormona esteroidea sexual estrégeno desempefia funciones importantes en el desarrollo de las glandulas
mamarias normales y del cdncer de mama (Dhasarathy et al., 2007). Los efectos mas establecidos del estrégeno
estan mediados por su unién directa a dos receptores nucleares, el receptor de estrégeno (ER) a y B (Couse y
Korach, 1999; Kuiper et al., 1997). Ambos receptores son factores de transcripcidon que inducen la expresion de
muchos genes relacionados con el cancer de mama. Aunque el Erf se expresa en el cancer de mama, su papel en
la progresion del cancer no esta claro (Fuqua et al., 2003). Por otro lado, el papel del ERa en el cancer de mama
humano esta bien establecido. Mas del 60% de los canceres de mama humanos son positivos para ERa (Keen y
Davidson, 2003). Es un factor prognoéstico para el cancer de mama y se correlaciona con un mayor grado de
diferenciacion tumoral y un aumento de la supervivencia libre de enfermedad (Osborne, 1998). Por tanto, la
expresion de ERa define un subgrupo de pacientes de cancer de mama que, en general, presentan una prognosis
mas favorable que los pacientes con tumores negativos para ERa (Zhao et al., 2008). El ERa también es una diana
para la terapia antiestrogenos y un marcador predictivo para la respuesta a terapia (Park y Jordan, 2002).

Existe un interés tremendo por entender los mecanismos mediante los cuales se modula la expresion y la
sefalizacion del ERa en el cancer de mama, y por explotar dicho conocimiento para desarrollar y mejorar
intervenciones terapéuticas dirigidas al ERa. Aunque se han identificado varios factores de transcripcion o proteinas
de sefializacion como reguladores de ERa, los eventos celulares y moleculares que regulan la expresion de ERa en
los tumores todavia no se entienden bien. Adicionalmente, la relevancia clinica y la significacién bioldgica de dichas
regulaciones siguen aun bajo investigacion. Se observo que el p53 se une al promotor de ERa y regula de forma
positiva la transcripcion de ERa en células de cancer de mama (Shirley et al., 2009). Por el contrario, otro estudio
mostré que la activacion de p53 disminuye la actividad transcripcional del ERa elevando el factor de transcripcion
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factor 4 de tipo Kruppel, que puede interferir con la funcion de union a ADN del ERa (Akaogi et al., 2009). De forma
similar, se ha observado que el gen supresor del tumor BRCA1 activa o inhibe la expresién de ERa en diferentes
estudios (Hosey et al., 2007; Rosen et al., 2005). El factor de transcripcion Oct-1 también puede ser reclutado por el
promotor ERa para provocar la transcripcién de ERa (Hosey et al., 2007).

En lineas celulares de cancer de mama, la expresion de ERa se asocia a los niveles de la proteina 3a O de caja
forkhead (FOXO3a) (Guo y Sonenshein, 2004). Un aumento de la expresién de FOXO3a induce la transcripcion de
ERa y niveles de proteina. La FOXO3a se puede unir a dos sitios de unién conservados de forkhead dentro del
promotor de ERa. Por tanto, la FOXO3a puede representar un mediador intracelular importante de la expresién de
ERa (Guo y Sonenshein, 2004). Para apoyar este estudio, Belguise et al. Demostraron que el PKCq es elevado en
canceres de mama negativos para ERa, activa Akt y con ello desactiva FOXO3a, conduciendo a una reduccion de la
sintesis de ERa (Belguise y Sonenshein, 2007). También esta bien documentado que la hiperactivacion de MAPK
induce la pérdida de expresion de ERa en células de cancer de mama (Oh et al., 2001). Tanto el Akt como el MAPK
pueden estar implicados en la regulacién a la baja de ERa por EGFR/HER-2, lo puede dar lugar a una correlacion
inversa entre EGFR/HER-2 y el estatus de ERa en los canceres de mama (Oh et al., 2001; Saceda et al., 1996). Mas
recientemente, se ha publicado que un receptor A1 de adenosina acoplado a proteina G regula al alza la expresion
de ERa (Lin et al.). Adicionalmente, la expresion de ERa también puede regularse a través de modificacion
epigenética, p.ej., hipermetilacion de su promotor, la cual se ha publicado que es la responsable de la pérdida de
ERa en algunas células de cancer de mama (Yoshida et al., 2000).

Tal como se describe en los estudios de la presente memoria, el factor de transcripcion de caja forkhead FOXC1 ha
sido identificado como un marcador importante para el cancer de mama de tipo basal humano, que carece o sub-
expresa el receptor de estrégeno a (ERa). Ademas, tal como se discute mas detalladamente a continuacion, se
demuestra que la expresién de FOXC1 se correlaciona de forma consistente e inversa con la expresion de ERa a
través del analisis de multiples conjuntos de datos de microsistemas de ADNc de cancer de mama humano. La
sobreexpresion de FOXC1 en células de cancer de mama positivas para ERa regula a la baja el ARNm y los niveles
de proteina de ERaq, y reduce las respuestas celulares al tratamiento con estradiol y tamoxifeno. La sobreexpresion
de FOXC1 causa un aumento de los niveles de proteina p65, provocando de este modo la supresién de ERa
mediada por NF-kB. La inhibicion farmacolégica de NF-kB en células de cancer de mama MCF-7 que sobreexpresan
FOXC1 disminuye estos efectos del FOXC1. Considerados en conjunto, estos resultados revelan un mecanismo
orquestado por FOXC1 que explica la pérdida o la baja expresion de ERa en el cancer de mama de tipo basal y que
proporcionan un paradigma para estudiar la regulacién de ERa durante la progresion del cancer de mama.

FOXC1 como diana terapéutica para el cancer de mama de tipo basal

Los estudios descritos en la presente memoria demuestran que el FOXC1 desempefia un papel importante en el
inicio y el mantenimiento de la capacidad agresiva de proliferacion celular, invasiéon y migraciéon que es tipica en los
canceres de mama de tipo basal. Estos son atributos de precursor bien aceptados que son necesarios para, y que
se asocian a, la metastasis en 6rganos distantes, una caracteristica clinica que se predice mediante el estatus de
FOXC1 de un paciente.

Los estudios en los que se ataca y bloquea la expresion de FOXC1 reducen drasticamente las anteriores
caracteristicas agresivas de las células cancerigenas. Esto demuestra la utilidad del FOXC1 como farmaco
terapéutico dirigido especificamente a canceres de mama de tipo basal.

Aunque la significacion clinica de los subtipos de tipo basal hibrido descritos anteriormente no ha sido reconocida
previamente, dichos subtipos son tipicamente resistentes a terapia dirigida a receptor, incluso aunque expresen el
receptor diana. Por ejemplo, el subtipo hibrido de tipo basal/lHER2" es tipicamente resistente intrinsecamente a
terapias dirigidas a HER2" que incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos anti-HER2 (p.ej., trastuzumab
(Herceptin®), pertuzumab y ertumaxomab) e inhibidores de tirosina quinasa (p.ej., lapatinib)), a pesar de ser positivo
en HER2. De forma similar, el subtipo hibrido de tipo basal/luminal tipicamente es resistente intrinsecamente a
terapias dirigidas a receptor hormonal que incluyen, aunque sin limitacion, los moduladores de receptor de estrogeno
selectivos (SERMs) (p.ej., tamoxifeno), y otras terapias tales como los inhibidores de aromatasa (p.ej., anastazol
(Arimidex®), exemestano (Aromastin®) y letrozol (Femara®) y anti-estrégenos (p.ej., citrato de toremifeno
(Fareston®). Esta resistencia o reduccion en la eficacia de una terapia de receptor dirigida es indicada por FOXCA1.
Asi, el estatus positivo de FOXC1 se puede usar como biomarcador predictivo de la resistencia o de la reduccion de
eficacia de una terapia bioldgica intentada con trastuzumab (Herceptin®) o tamoxifeno en pacientes con canceres de
mama hibridos de tipo basal. La administracion de una terapia dirigida contra FOXC1 en tumores de subtipo hibrido
de tipo basal/HER2" y de tumores de subtipo hibridos de tipo basal/luminal deberia restaurar la sensibilidad
terapéutica a trastuzumab (Herceptin®) y tamoxifeno, respectivamente.

Los tumores de subtipo hibrido de tipo basal son incluso mas agresivos en sus caracteristicas bioldgicas y clinicas
que el subtipo molecular (HER2" o luminal) o el subtipo de tipo basal por si solos. Por lo tanto, todos los esfuerzos
en este grupo deberian incluir terapia dirigida de FOXC1, asi como terapia dirigida a partir del momento mas
temprano posible desde el diagnostico.
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Validado como biomarcador progndéstico, el estatus de FOXC1 se puede utilizar en la toma de decisiones clinicas en
relacién a las recomendaciones para ofrecer una quimioterapia adyuvante estandar, para participar en ensayos
clinicos de quimioterapia de adyuvantes, para ofrecer quimioterapia neoadyuvante y para participar en ensayos
clinicos de quimioterapia de neoadyuvantes, para pacientes con cancer de mama de tipo basal. El estatus de
FOXC1 también puede utilizarse en la toma de decisiones clinicas en relacién a recomendaciones de tratamiento
para un paciente diagnosticado como triple negativo en base a la determinaciéon de que el paciente presente un
subtipo de BLBC que es resistente a regimenes de tratamiento o tratamientos dirigidos o de otro tipo. Por ejemplo,
un paciente diagnosticado como triple negativo y FOXCT es probable que sea resistente a la mayoria de las terapias
dirigidas y/o a quimioterapia, y por tanto puede decidir someterse a tratamientos o regimenes de tratamiento en
favor de vivir el resto de su vida sin los efectos negativos asociados a menudo a dichos tratamientos.
Alternativamente, un inhibidor de FOXC1 u otra terapia dirigida de FOXC1 puede usarse en conjuncién con
regimenes de quimioterapia adyuvante y neoadyuvante.

Habiendo descrito la invencion en referencia a las realizaciones y ejemplos ilustrativos, los especialistas en la
técnica pueden apreciar modificaciones de la invencion, tal como se describe y es ilustrada, que no se alejen del
alcance de la invencion tal como se describe en la especificacion. Los ejemplos se presentan para ayudar a
entender la invencién, pero no pretenden limitar su alcance en modo alguno, y no deberian utilizarse para ello. Los
ejemplos no incluyen descripciones detalladas de métodos convencionales. Dichos métodos son bien conocidos por
los especialistas en la técnica y estan descritos en numerosas publicaciones.

Ejemplo 1: FOXC1 es un biomarcador prognéstico con significacion funcional en el cancer de mama de tipo
basal

Las firmas de expresion génica de un subtipo de cancer de mama de tipo basal (BLBC) han sido asociadas a malos
resultados clinicos. Tal como se describe a continuacion, la sobreexpresion del factor de transcripcion FOXC1 se
muestra como una caracteristica consistente de los BLBC en comparacion con otros subtipos moleculares de cancer
de mama. Una expresion elevada de FOXC1 predijo una mala supervivencia global en BLBC (P = 0,0001),
independientemente de otros factores prognosticos clinicopatolégicos que incluyen el estatus de nodos linfaticos,
junto con una mayor incidencia de metastasis cerebral (P = 0,02) y una menor supervivencia libre de metastasis
cerebral en pacientes negativos en nodos linfaticos (P < 0,0001). La sobreexpresion ectépica de FOXC1 en células
de cancer de mama aumento la proliferacion celular, la migracion y la invasion, mientras que el bloqueo de FOXC1
mediado por ARNsh dio lugar a los efectos opuestos. Estos descubrimientos identifican el FOXC1 como un
biomarcador terandstico que es especifico de BLBC, ofreciendo no solo un candidato progndstico potencial sino
también una diana terapéutica molecular potencial en dicho subtipo de cancer de mama.

Materiales y métodos

Analisis de microsistemas. Conjuntos de datos disponibles publicamente de microsistemas de expresiéon génica de
cancer de mama humano (Richardson et al. 2006; Farmer et al. 2005; Hess et al. 2006; Ivshina et al. 2006; Miller et
al. 2005; van de Vijver et al. 2002; Herschkowitz et al. 2007; Sorlie et al. 2003; Wang et al. 2005; Pawitan et al. 2005)
que consisten en archivos de datos de nivel de expresion en bruto y la base de datos ExpO Project del “International
Genomics Consortium” (IGC) en https://expo.intgen.org fueron descargados y analizados usando el software
Genespring GX 10.0 (Agilent Technologies) (ver la Tabla 1 a continuacién). Se analiz6 un total de 2.073 muestras de
pacientes de cancer de mama. Para los sistemas de ADNc (3 de 11 conjuntos de datos), se importaron directamente
los valores de intensidad de sefial normalizada log> en la plataforma del software Genespring, obtenidos del
respectivo repositorio web publico. Para los datos brutos de microsistemas procedentes de los sistemas Affymetrix
(8 de 11 conjuntos de datos), se obtuvieron las intensidades de sefial usando el algoritmo “Robust Multi-chip
Averaging” (RMA) para llevar a cabo una correccion de fondo, una normalizacién y una sumarizacién de datos
brutos a nivel de sonda. Todos los valores fueron sometidos a una transformacion de linea base respecto a la
mediana de todas las muestras de un conjunto de datos particular en una base de conjunto (por gen)/(por sonda).

Tabla 1. Sumario de conjuntos de datos de microsistemas analizados.

N° . Tecnologia de Tamafiio de Datos IHC Analisis de
Referencia Nombre sistema plataforma muestra completos | supervivencia

ExpO Affymetrix U133 plus 2.0 250 - -

9 Richardson et al. Affymetrix U133 plus 2.0 47 - -

10 Farmer et al. Affymetrix U133A 49 - -

11 Hess et al. Affymetrix U133A 133 + -

12 Ivshina et al. Affymetrix U133A 249 - -

13 Miller et al. Affymetrix U133A 251 - -
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N° . Tecnologia de Tamafiio de Datos IHC Analisis de
. Nombre sistema : :
Referencia plataforma muestra completos | supervivencia
14 van de Vijver et al. ADNCc 295 - +
15 Herschkowitz et al. ADNCc 232 - +
16 Sorlie et al. ADNCc 122 - +
17 Wang et al. Affymetrix U133A 286 - +
18 Pawitan et al. Affymetrix U133A 159 - +

Todos los conjuntos de datos de microsistemas usados en este estudio proceden de bases de datos disponibles
publicamente, y dichas bases de datos requieren que los datos brutos de expresion génica, depositados por los
investigadores originales, cumplan unos criterios de control de calidad exigentes antes de ser aceptados.
Adicionalmente, todos los conjuntos de datos han sido publicados previamente en bibliografia y en las referencias
originales se muestran medidas de control de calidad individuales. Como tal, en el presente estudio, se adoptaron
medidas de control de calidad para confirmar la calidad de los datos establecida previamente, mas que como paso
inicial para documentar la calidad de los datos. El control de calidad de los sistemas se llevé a cabo usando graficos
3D de Analisis de Componente Principal (PCA), Controles Internos que comprenden relaciones 3'/5 para un
conjunto de grupos de sondas génicas domésticas especificas, y Controles de Hibridacion. Una relacion de 3'/5°
superior a 3 se considerd inaceptable (representativa de ARN que comienza a degradarse o de un problema en la
reaccion de sintesis de ADNc). Las intensidades de sefial de los transcritos de control de hibridacion pre-mezclados
sumadas a la mezcla de hibridacién en concentracion estratificadas conocidas deberian aumentar segun es de
esperar por las concentraciones estratificadas conocidas. Una desviacion respecto al perfil de intensidad esperado
en estos controles, determinado mediante inspeccion visual de los graficos de Control de Hibridacion, se considerd
inaceptable (representativa de un problema en la hibridacion o en el proceso de lavado). En base a estos criterios,
solo se eliminé un sistema (del conjunto de datos de Richardson et al.) de los 2.073 sistemas examinados. Las
puntuaciones PCA de cada sistema se representaron en 3D a fin de examinar el patron de agrupamiento de las
muestras. Se observaron tres grupos principales en cada conjunto de datos, consistente con la variacion biolégica
esperada en dicha poblacion, que da lugar a la segregacion en los tres subtipos moleculares —luminal, HER2 y de
tipo basal. Las sondas de los sistemas analizados fueron filtradas en base a valores bandera. En caso contrario
fueron filtradas en base a los valores de intensidad de sefial, de tal modo que se retuvieron los valores entre los
percentiles 20,0 y 100,0 de un conjunto de datos dado.

Para la identificacion de los subtipos moleculares, empleamos el Set Génico Intrinseco (IGS) de 306 miembros
habitualmente utilizado (Hu et al. 2006). Solo 293 genes del panel original de 306 genes fueron representados sobre
la plataforma de microsistema de nuestro conjunto de datos de ensayo que fue seleccionado en base a su inclusién
en muestras de tejido de mama normales (Richardson et al. 2006). Sometimos a todos los conjuntos de datos a un
algoritmo de agrupamiento jerarquico empleando una métrica de similitud no centrada de Pearson y la regla de
enlace promedio basada en el IGS de 293 genes. A continuacion los conjuntos de datos fueron agrupados en los
subtipos luminal A/B, HER2 y tipo basal en base al IGS. En el conjunto de datos de Richardson et al se excluyeron
12 muestras, ya que fueron derivadas de preparaciones organoides normales y no de tejido de mama normal, 4
muestras positivas de BRCA fueron excluidas para reducir la tendencia, 1 muestra se excluyé por no cumplir los
estandares de control de calidad y 1 muestra clasificada por los autores como de tipo basal fue agrupada con el
subtipo luminal y por tanto se excluyé del analisis.

Para determinar la correlacion entre el estatus de FOXC1 y el de triple-negativo, realizamos una busqueda de
conjuntos de datos disponibles publicamente que contuvieran los perfiles de expresion de ER, PR y HER2 de cada
espécimen de cancer de mama en base a analisis inmunohistolégicos. Solo se identificd un conjunto de datos asi, el
de Hess et al (Hess et al. 2006).

Los niveles de ARNm relativos medios (intensidad de seial log; media) de cada gen IGS y de marcadores de BLBC
publicados en bibliografia (cristalina-aB (Moyano et al. 2006), moesina (Charafe-Jauffret et al. 2007), CD109
(Hasegawa et al. 2008), p-Caderina, EGFR (Nielsen et al., 2004), CK5 (Nielsen et al. 2004; Korsching et al. 2008),
CK14 (Korsching et al. 2008), CK17 (Korsching et al. 2008), c-Kit (Nielsen et al. 2004), ITGB4 (Lu et al. 2008), y
FOXC2 (Mani et al. 2007)) fueron determinados segun el subtipo molecular. Los valores de expresion para algunos
genes no estaban distribuidos normalmente, razén por la cual empleamos analisis no paramétrico (Test de Mann-
Whitney) para comparar el grupo de tipo basal con los valores de expresién de grupo de tipo no basal agrupados
(intensidad de sefal logz normalizada) para cada gen. Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo usando
el software SAS (version 9.1.3, Instituto SAS, Cary, NC). Se llevé a cabo un analisis de regresion logistico por pasos
para identificar el gen mas caracteristico del grupo de tipo basal. En vista del pequefio tamafio del conjunto de datos
de Richardson et al (con covariantes altamente predictivos que dan como resultado la no convergencia), se uso el
analisis de regresion logistica modificado de Firth para reducir la tendencia de la estimacion de probabilidad maxima
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de este sistema. La significacion estadistica de cada uno de estos analisis se definié6 como P<0,05. Para mantener la
potencia estadistica, se analizé de forma independiente cada conjunto de datos, tal como se muestra a continuacion
en las Tablas 2-5.

Tabla 2. Analisis estadistico de biomarcador en subgrupos moleculares clasificados mediante IGS en el conjunto de

datos de microsistema de cancer de mama de Richardson et al. (2).

Test de
Suma de
Media Media Media HER2 | Mediatipo | nardode | ValorFde
Gen Normal £ SD | Luminal £ SD *SD basal £ SD Univariable Ioggistica
(Mediana) (Mediana) (Mediana) (Mediana) (tipo basal multivariable;
vs. otro)
Valor P
-0,11+0,73 (- -1,63+0,38 (- -0,99+0,71 (- 3,61+0,75
0,23) 1,60) 1,03) (3,63)
-1,87 £0,39 -1,61+1,11 (- -1,82+0,78 (- 1,34 + 1,30
(1,87) 1,66) 1,93) (1,27)
2,98 + 0,38 -1,17+0,98 (- -1,35+1,02 (- 0,81+1,48
FOXC1 < 1
(0)(® 2.72) 132) 131) (1.14) 0,000 0,0006
CRYAB 0,001 NS
3,08 £0,47 -0,93+0,88 (- | -1,21%0,76 (- 0,60 + 1,22
KRT5 (3,07) 1,03) 1,16) (0,32) NS NS
KIT 1,21+0,43 | -1,13:+0,66 (- | -0,11+0,92 (- | 0,64 + 1,24 NS NS
(1,35) 1,40) 0,20) (0,97)
CDH3 0,036 NS
0,18 £ 0,33 -0,32+0,61 (- -0,57+0,44 (- 0,60 + 0,88
MSN (0,15) 0,41) 0,51) (0,70) 0,002 NS
KRT17 2,84 £ 0,25 -1,03+0,80 (- -0,79+1,13 (- 0,92 +1,78 NS NS
(2,81) 1,05) 0,95) (1,05)
EGFR 0,044 NS
0,32 +0,40 -0,50+0,30 (- 0,02+ 0,67 0,25+ 0,55
KRT14 (0,39) 0,51) (0,19) (0,27) NS NS
CD109 3,44 + 0,51 -1,30+1,84 (- | -2,15+1,82(- | 0,69 2,53 0,004 NS
ITGB4 (3,60) 0,82) 1,49) (0,59) NS NS
-0,46+0,62 (- | -0,45+0,91 (- | -0,77+1,02(- | 0,46 +0,98
FOXC2 0,25) 0,19) 1,08) (0,63) NS NS
0,40 £ 0,39 -0,32+0,35 (- 0,24 £ 0,74 0,19+0,87
(0,34) 0,37) (0,01) (0,13)
0,09 +0,13 -0,01+0,20 (- -0,01+£ 0,16 0,04 + 0,26
(0,07) 0,03) (0,03) (0,01)

Los valores de cada columna de subtipo molecular son la media + SD de la intensidad de sefial normalizada log2
para la sonda de ADNc mas representativa para dicho gen. NS, P > 0,05.

T Analisis de regresion logistica modificado de Firth usado para reducir la tendencia de la estimacion de
probabilidad maxima en este sistema (caracterizado por un tamafio de muestra pequeio con covariables altamente
predictivas que dan como resultado la no convergencia). El tipo basal (si=1, no=0) fue usado como una variable

dependiente.

Tabla 3. Andlisis estadistico de biomarcador en subgrupos moleculares clasificados mediante IGS en el conjunto de
datos de microsistema de cancer de mama de Ivshina et al. (14).
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Test de Suma de

Media tioo Rango de Valor P de
Media Luminal Media HER2 * P Wilcoxon regresion
Gen . - basal £ SD A . e
SD (Mediana) SD (Mediana) . Univariable (tipo logistica
(Mediana) 2
basal vs. otro) multivariable;
Valor P
1,88 £ 0,71
0,02 0,27 (- (1,92)
0,01)
0,00 + 0,28 (- 1,94 £0,92
-0,06 £ 0,76 (- 0,05) (2,07)
0,18)
FOXC1 0,90 + 0,84 (0,73) 1,94 £1,23 < 0,0001 0,0033
-0,03 £ 0,79 (- (2,20)
CDH3 0,06) -0,30 £ 0,44 (- < 0,0001 0,0199
0,40) 1,20 £ 0,57
CRYAB -0,05 + 0,94 (- (1,15) <0,0001 NS
EGER 0,17) 0,41+ 0,86 (0,28) 2064 154 <0,0001 NS
KRT17 0,13011(;,;99 (- 0,51+ 1,10 (0,09) (1,99) < 0,0001 NS
’ 0,12 + 0,85 (0,00) 2,20 + 1,34
KRT5 0,09 £ 1,08 (- 006 2035 (2,20) < 0,0001 NS
0,21) ’ 0, -
MSN 0.12) 074 + 0,42 < 0,0001 NS
-0,10 £ 0,48 (- (0,82)
ITGB4 0.04) 0,28 + 0,46 (0,35) 0,0016 NS
KIT 0,45 + 0,65 0,0011 NS
-0,03 £ 0,44 (- -0,27 £ 0,87 (- (0,26)
KRT14 0,07) 0,46) 0,0001 NS
1,07 £ 1,45
FOXC2 | 0,11 1,00 (0,00) -0,300t5; ‘)47 (- (1,25) NS NS
-0,24 + 1,96 (- ‘ 1,00 + 2,08
0,15) 0,05+ 0,16 (0,05) (1,55)
0,00 + 0,17 (0,00) 0,07 £ 0,26
(0,02)

Los valores de cada columna de subtipo molecular son la media + SD de la intensidad de sefial normalizada log2

para la sonda de ADNc mas representativa para dicho gen. NS, P > 0,05.

* CD109 no tiene ninguna sonda representativa en esta plataforma de microsistemas. En el analisis de regresion
logistica multivariable, la variable dependiente es el tipo basal.

Tabla 4. Analisis estadistico de biomarcador en subgrupos moleculares clasificados mediante IGS en el conjunto de

datos de microsistema de cancer de mama de Miller et al. (15).

Test de Suma de

Media tioo Rango de Valor P de
Media Luminal Media HER2 * P Wilcoxon regresion
Gen . - basal * SD A . e
SD (Mediana) SD (Mediana) . Univariable (tipo logistica
(Mediana) 2
basal vs. otro) multivariable;
Valor P
0,02 £ 0,28 (- -0,04 + 0,29 (- 1,86 + 0,71
FOXC1 0,01) 0,12) (1,90) < 0,0001 0,0003
CDH3 0054076 (- | 0,87+0,94(0,75) | 1,95+ 0,91 <0,0001 0,0153
0,16) (2,09)
KRT17 0,48 + 1,11 (0,08) < 0,0001 NS
0,13 £ 1,01 (- 2,05+ 1,54
EGFR 0,09) 0,39 + 0,88 (0,08) (1.99) < 0,0001 NS
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Test de Suma de

Media tioo Rango de Valor P de
Media Luminal * Media HER2 * P Wilcoxon regresion
Gen . - basal £ SD - . P
SD (Mediana) SD (Mediana) . Univariable (tipo logistica
(Mediana) 2
basal vs. otro) multivariable;
Valor P
MSN -0,04 £ 0,94 (- -0,13 £ 0,42 (- 1,21 £ 0,57 < 0,0001 NS
0,17) 0,19) (1,16)
CRYAB < 0,0001 NS
-0,09 £ 0,47 (- -0,38 £ 0,48 (- 0,74 £0,42
KRT5 0,03) 0,41) (0,82) < 0,0001 NS
KRT14 -0,01£0,78 (- | 0,07 0,88 (0,00) 1,94 1,24 <0,0001 NS
0,05 2,20
ITGB4 ) -0,40 £ 1,50 (- ( ) 0,002 NS
0,10 £ 1,08 (- 0,61) 2,19+1,33
KIT 0,16) 0212046 (0.2) (2,18) 0,001 NS
0, ;
FOXC2 -0,26 + 1,96 (- 1,94 + 2,07 NS NS
0,14) -0,27 £ 0,86 (- (1,50)
0,43)
-0,02 £ 0,45 (- 0,45 £ 0,65
0,07) 0,03 £ 0,18 (0,05) (0,26)
0,12+ 1,01 (0,01) 1,07 £ 1,45
(1,25)
0,00 + 0,17 (0,00)
0,06 + 0,26
(0,02)

Los valores de cada columna de subtipo molecular son la media + SD de la intensidad de sefial normalizada log2

para la sonda de ADNc mas representativa para dicho gen. NS, P > 0,05.

* CD109 no tiene ninguna sonda representativa en esta plataforma de microsistemas. En el analisis de regresion
logistica multivariable, la variable dependiente es el tipo basal.

Tabla 5. Analisis estadistico de biomarcador en subgrupos moleculares clasificados mediante IGS en el conjunto de

datos de microsistema de cancer de mama de van de Vijver et al. (16).

Test de Suma de

Media tioo Rango de Valor P de
Media Luminal * Media HER2 * P Wilcoxon regresion
Gen . - basal £ SD A . o
SD (Mediana) SD (Mediana) . Univariable (tipo logistica
(Mediana) 2
basal vs. otro) multivariable;
Valor P
FOXCA1 -0,51 £ 0,21 (- -0,41 £ 0,21 (- 0,49+ 0,42 < 0,0001 0,0028
0,50) 0,41) (0,58)
CRYAB < 0,0001 NS
-0,36 + 0,24 (- -0,29 + 0,19 (- 0,27 + 0,47
KRT5 0,36) 0,29) (0.28) <0,0001 0,0084
KIT -0,56 + 0,40 (- -0,45 £ 0,42 (- 0,16 % 0,56 < 0,0001 NS
CDH3 0.50) 0.28) (0,10) <0,0001 NS
-0,17 £ 0,24 (- -0,22 + 0,25 (- 0,05+ 0,34
MSN 0,16) 0,19) (0.05) < 0,0001 NS
KRT17 -0,49 £ 0,29 (- -0,14 + 0,38 (- 0,32 +0,31 < 0,0001 NS
EGFR 0,49) 0.15) (0.37) <0,0001 NS
KRT14 -0,14 £ 0,17 (- -0,05+0,16 (- 0,21 +0,14 0.0001 NS
0,13) 0,06) (0,24) '
ITGB4 < 0,0001 NS
-0,33 £ 0,28 (- -0,22 + 0,39 (- 0,21 £ 0,46
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Test de Suma de
Media tioo Rango de Valor P de
Media Luminal * Media HER2 * P Wilcoxon regresion
Gen . - basal £ SD - . P
SD (Mediana) SD (Mediana) . Univariable (tipo logistica
(Mediana) 2
basal vs. otro) multivariable;
Valor P
0,35) 0,14) (0,17)
-0,05+ 0,14 (- -0,01 £ 0,15 (- 0,07 £ 0,21
0,05) 0,03) (0,06)
-0,10 £ 0,12 (- -0,08 £ 0,13 (- 0,08 £ 0,30
0,11) 0,11) (0,02)
-0,03 £ 0,12 (- 0,10 £ 0,14 (0,08) 0,12 +£0,19
0,03) (0,12)

Los valores de cada columna de subtipo molecular son la media + SD de la intensidad de sefial normalizada log2
para la sonda de ADNc mas representativa para dicho gen. NS, P > 0,05.

* FOXC2 y CD109 no tienen ninguna sonda representativa en esta plataforma de microsistemas. En el analisis de
regresion logistica multivariable, la variable dependiente es el tipo basal.

Para simplificar la interpretacion de datos, en el analisis no se incluyé el grupo de tipo mama normal. El grupo de tipo
mama normal se asemeja a muestras de tejido de mama normal con una expresién relativamente alta de genes
caracteristicos de células adiposas y otros tipos de células no epiteliales y una baja expresion de genes de célula
epitelial luminal. Debido a que la clasificacion de tipo normal se desarrollé6 entrenando con tejido de mama normal,
se ha especulado que el subgrupo de tipo normal puede ser basicamente un artefacto al tener un alto porcentaje de
“contaminacion” normal en especimenes tumorales (Parker et al. 2009). Otras explicaciones incluyen un grupo de
tumores de tipo basal de crecimiento lento que carecen de expresion de genes de proliferacion o un potencial nuevo
subtipo denominado tumores de baja Claudina (Herschkowitz et al. 2007). Adicionalmente, son algunos de los
conjuntos de datos usados en nuestro analisis contienen muestras de tipo normal. No se observé que el FOXC1 se
sobreexpresara en dichas muestras (datos no mostrados).

Andlisis de firma genética. Buscando desarrollar una firma genética asociada a la expresion del gen FOXC1 capaz
de detectar de forma precisa el subtipo de tipo basal independiente de IGS, primero se analizo el conjunto de datos
de ensayo que incluia las muestras de tejido de mama normales (2). Se incluyeron los genes que compartian una
regulacion al alza coordinada y los genes que compartian una regulaciéon a la baja coordinada con la regulacién al
alza de FOXC1. Se usaron criterios de inclusion restrictivos supervisados en base al grado de coeficientes de
correlacion de Pearson (1,0>r>0,5 para genes con regulacion al alza coordinada y -1,0<r<-0,5 para genes con
regulacion a la baja coordinada, respectivamente). Solo los genes que mantenian su alto grado de correlacion con el
FOXC1, independientemente de sus correlaciones individuales con los subtipos de cancer de mama, fueron
incluidos en el panel final y se validaron en un total de 5 conjuntos de datos de microsistemas analizados
individualmente (Richardson et al. 2006; Farmer et al. 2005; lvshina et al. 2006; Miller et al. 2005 -2, 13-15) y la Base
de datos del Proyecto ExpO del “International Genomics Consortium” (IGC) en https://expo.intgen.org). Los 30 genes
que cumplen los criterios de inclusion permitiendo una maxima aplicabilidad en plataformas de microsistemas de
generaciones mas tempranas (es decir, que se encuentren entre los primeros 30 genes asociados a la expresion de
FOXC1 en 3 6 mas de las 5 bases de datos) son denominados de forma colectiva firma genética de FOXC1 (Tabla
6).

Tabla 6. Coeficientes de correlacion de Pearson de los 30 genes asociados a la expresion génica de FOXC1 en
cinco conjuntos de datos de microsistema (2, 13-15).

° Simbolo génico de | Richardson Farmer et | lvshina et Miller et I
N ] ExpO Frecuencia
Conjunto de datos et al. al. al. al.
1 FOXCA1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 5
2 OGFRLA1 0,86 0,50 0,49 0,65 0,66 4
3 ROPN1B 0,83 0,75 0,80 0,73 0,73 5
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NP giml_)olo génico de | Richardson ExpO Farmer et | Ivshina et Miller et Frecuencia*
onjunto de datos et al. al. al. al.
4 ART3 0,83 0,65 0,59 0,63 0,64 5
5 FABP7 0,82 0,39 0,40 0,57 0,60 3
6 C100rf38 0,82 0,65 0,70 0,72 0,72 5
7 EN1 0,81 0,74 0,80 0,74 0,73 5
8 KCNK5 0,80 0,63 0,64 0,65 0,64 5
9 CHODL 0,80 0,60 0,54 0,56 0,57 5
10 PRKX 0,80 0,55 0,73 0,66 0,66 5
11 C210rf91 0,79 0,56 0,39 0,52 0,53 4
12 GABRP 0,78 0,70 0,77 0,74 0,74 5
13 ELF5 0,77 0,65 0,63 0,61 0,61 5
14 PAPSS1 0,77 0,48 0,47 0,54 0,54 3
15 ACTR3B 0,77 0,64 0,63 0,55 0,55 5
16 LMO4 0,76 0,41 0,59 0,65 0,64 4
17 ZIC1 0,75 0,53 0,61 0,39 0,39 3
18 UGT8 0,75 0,64 0,46 0,60 0,60 4
19 MICALLA1 0,75 0,70 0,78 0,64 0,64 5
20 FOXA1 -0,87 -0,75 -0,81 -0,82 -0,82 5
21 MLPH -0,86 -0,70 -0,78 -0,69 -0,69 5
22 SIDT1 -0,84 -0,58 -0,73 -0,56 -0,55 5
23 AGR2 -0,83 -0,67 -0,71 -0,59 -0,59 5
24 SPDEF -0,81 -0,64 -0,72 -0,79 -0,78 5
25 TFF3 -0,80 -0,53 -0,67 -0,46 -0,45 3
26 AR -0,80 -0,50 -0,56 -0,58 -0,59 5
27 TBC1D9 -0,79 -0,62 -0,66 -0,66 -0,66 5
28 CA12 -0,78 -0,60 -0,66 -0,66 -0,66 5
29 GATA3 -0,77 -0,56 -0,71 -0,70 -0,70 5
30 GALNT6 -0,75 -0,53 -0,66 -0,52 -0,51 5

* La frecuencia denota el nimero de conjuntos de datos en los que esta presente una correlacion de genes
individuales con la expresion de FOXC1 (> 0,50 para genes regulados al alza de forma coordinada, y < -0,50 para
genes regulados a la baja de forma coordinada, respectivamente).

Para validar la capacidad de esta firma genética para identificar cancer de mama de tipo basal, ademas de los 5
conjuntos de datos mencionados anteriormente usados para refinar la firma genética, se evalué de forma individual
otros 6 conjuntos de datos de microsistema de Affymetrix y ADNc de cancer de mama humano disponibles
publicamente (Hess et al. 2006; Herschkowitz et al. 2007; van de Vijver et al. 2002; Sorlie et al. 2003; Wang et al.
2005; Pawitan et al. 2005) que representan el analisis en total de 2.073 pacientes de cancer de mama. Todos los
conjuntos de datos fueron sometidos a un algoritmo de agrupamiento jerarquico que emplea una métrica de similitud
no centrada de Pearson y la regla de enlace promedio basada en la firma genética de FOXC1 de 30 miembros. La
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extension de una clasificacién correcta de muestras de cancer de mama como pertenecientes al subtipo de tipo
basal se comparé con las clasificadas mediante IGS.

Analisis de supervivencia. A continuacién se determin6 la importancia progndstica potencial de la expresion de
ARNm de FOXC1 en el cancer de mama, haciendo hincapié en determinar su capacidad para predecir
correctamente la supervivencia de pacientes con cancer de mama de tipo basal. Este analisis se llevé a cabo con la
intenciéon de determinar si la expresion de ARNm de FOXC1 podia usarse como biomarcador prognéstico individual
por si sola para el cancer de mama de tipo basal en lugar de clasificadores inmunohistoquimicos y/o moleculares
patolégicos tales como IGS. Se sometid a analisis un conjunto de datos de microsistema de oligonucledtidos de
cancer de mama de 295 muestras (van de Vijver et al. 2002) con datos de seguimiento que se extendia hasta un
periodo de 20 afios. La significacion prognodstica del FOXC1 también fue examinada en tres conjuntos de datos de
ADNCc de cancer de mama humano adicionales: un conjunto de datos de 232 muestras (Herschkowitz et al. 2007),
un conjunto de datos de 122 muestras (Sorlie et al. 2003) y un conjunto de datos de 159 muestras (Pawitan et al.
2005). Se estimaron las distribuciones de supervivencia usando métodos de Kaplan-Meier y se compararon usando
un test log-rank. En los analisis de supervivencia multivariable, se usé el modelo de regresion de peligro proporcional
de Cox incorporando el estatus de fenotipo (tipo basal frente a tipo no basal), nivel de FOXC1, edad, tamafio de
tumor, grado de tumor, y estatus de nodos linfaticos como posibles predictores de la supervivencia. La suposicion de
peligro proporcional fue validada usando representaciones de los residuos y ensayos de proporcionalidad. La
significacion progndstica relativa de dos modelos prognosticos separados fue evaluada comparando el ajuste del
modelo tras ajustar las variables clinicopatolégicas. Un modelo se basé en la expresidon dicotémica de los niveles de
ARNm de FOXC1. El otro modelo se bas6 en la agrupacion de tipo basal derivada de IGS tras agrupamiento
jerarquico. La significacion progndstica relativa de cada modelo se midié usando el Criterio de Informacién de Akaike
(AIC) para establecer el ajuste de los dos modelos de regresion (Akaike 1974).

Se examind la asociacion con metastasis al cerebro o los huesos en pacientes de cancer de mama negativo para
nodos linfaticos en el conjunto de datos de Wang et al. (Wang et al. 2005). Se uso6 el test Rank sum de Wilcoxon
para determinar la significacion estadistica para esta comparacion. También se examind la supervivencia libre de
metastasis especifica de cerebro y especifica de huesos en el mismo conjunto de datos. Se llevaron a cabo andlisis
univariable y multivariable usando el test log-rank y el modelo de regresion de Cox, respectivamente. Las variables
incluidas en el analisis multivariable se seleccionaron en base a la significacion estadistica en el andlisis univariable
inicial e incluian la edad, el tamafio tumoral y el estatus de nodos linfaticos. Se generaron graficos de supervivencia
usando métodos Kaplan-Meier.

Inmunohistoquimica e inmunotincién. La inmunohistoquimica se llevé a cabo usando un sistema de deteccién de
peroxidasa con microsistemas de tejido de cancer de mama humano BRC961 y BR962 (US Biomax) y un anticuerpo
FOXC1 policlonal que no reconoce FOXC2 (Lifespan Biosciences). La concentracion de anticuerpos (1:100) se
determin6 mediante valoracion en serie y optimizacion del anticuerpo en sistemas de ensayo. Resumidamente, tras
recuperar el antigeno, se afiadieron anticuerpos primarios, seguidos de una incubacion de anticuerpos secundarios
biotinilados, que a continuacidén se unen a estreptavidina conjugada a peroxidasa. Se desarrollo la sefial con
diaaminobencidina como cromdgeno con hematoxilina como contra-tincion. Los portaobjetos inmunotefidos fueron
evaluados al microscopio estimando la proporcién y la intensidad media de células tumorales positivas con tincién
nuclear y/o citoplasmica. También se llevd a cabo un analisis inmunohistoquimico con 42 especimenes de cancer de
mama humano triple negativo obtenidos del Departamento de Patologia del “Saint John’s Health Center” y del banco
de tejidos del “John Wayne Cancer Institute” con la aprobacion del “Institutional Review Board”. Se llevé a cabo la
inmunotincion usando un anticuerpo de Santa Cruz Biotechnology. Se generaron lisatos celulares completos para el
analisis de transferencia Western con disolucion tamponante de lisis celular (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM,
EDTA 2 mM, 1% de NP-40, 10% de glicerol) suplementado con un cdéctel inhibidor de proteasa (Sigma, St. Louis,
MO). Se separaron cantidades iguales de proteina mediante SDS-PAGE al 10% y a continuacion se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa. Las etapas restantes se llevaron a cabo segun un protocolo de inmunotincion
estandar.

Resultados y discusién

El analisis de expresién génica de conjuntos de datos de microsistema de cancer de mama humano disponibles
publicamente revel6 que el factor de transcripcion de caja Forkhead FOXC1, esencial para el desarrollo del tejido de
mesoderma, presentaba una expresion significativamente mas alta en el subgrupo de tipo basal que en los otros
subtipos (Figuras 1A, 1B, 2 y 3A-C). Una elevada expresion de FOXC1 se correlacioné positivamente y de forma
significativa con el subgrupo de tipo basal, tal como se muestra en las anteriores Tablas 2-5. También se asoci6 una
elevada expresion de ARNm de FOXC1 al cancer de mama triple negativo, consistente con la nocién de que entre el
60% y el 90% de los canceres de mama triple negativos son de tipo basal (Figuras 1C y 3D). Se derivd una firma de
FOXC1 de 30 genes a partir de la correlacidon con la expresion de FOXC1 en seis conjuntos de datos (Tabla 6,
arriba) y se validd en cinco conjuntos de datos separados. Estos genes presentaron un perfil de expresion global que
coincidié con el subgrupo de tipo basal agrupado mediante IGS (Figuras 1D y 4). Inversamente, el agrupamiento
jerarquico usando la firma genética de FOXC1 identificd el mismo subgrupo de tipo basal determinado por IGS
(Figura 5). Aunque el andlisis del mecanismo de esta firma genética no dio lugar a un mecanismo dominante (datos
no mostrados), algunos miembros tales como FABP7, GABRP, EN1, KCNK5, ZIC1, ACTR3B y FOXC1 estan
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implicados de forma notable en el desarrollo cerebral y en la tumorogénesis cerebral, lo que explica por qué el BLBC
se metastiza preferencialmente al cerebro.

A continuaciéon se evalud la expresion de proteina FOXC1 usando inmunohistoquimica sobre microsistemas de
tejido (TMA, del inglés “tissue microarrays”) de cancer de mama. Se observo una fuerte tincion de FOXC1 nuclear en
muestras de TMA triple negativas que expresan citoqueratinas basales (CK5/6+ y/o CK14+; Figura 6A) pero no en
los tumores que no eran triple negativos (datos no mostrados). La tincién citoplasmica de FOXC1 fue escasa, siendo
normalmente concomitante con la tinciéon nuclear de FOXC1. Este patron de localizacion subcelular se confirmé en
una cohorte independiente de 42 especimenes de cancer de mama triple negativos archivados. La expresion
positiva de FOXC1 (FOXC1+) se asocio significativamente a la expresion de citoqueratinas basales (Figura 6B) y
present6 una sensibilidad de 0,81 y una especificidad de 0,80 en la deteccidn del fenotipo de tipo basal identificado
mediante tincion positiva de CK5/6 y/o CK14. La ausencia de tincion CK en algunas muestras FOXC1+/ER-/PR-
/HER2- de esta cohorte puede reflejar una expresion inconsistente de dichas citoqueratinas en BLBCs definidos por
sistemas de expresion (Nielsen et al. 2004). El descubrimiento de que el FOXC1 nuclear se detectaba de forma
consistente mediante inmunohistoquimica a pesar de su corta vida media proteica (<30 minutos; Berry et al. 2006)
sugiere una expresion constitutiva robusta de FOXC1 en BLBC. El analisis del conjunto de datos de microsistema
correspondiente a un panel de linea celular de cancer de mama humano reveld una mayor expresion de FOXC1 en
lineas celulares de BLBC (Figura 7), lo que fue confirmado mediante inmunotincion (Figura 6C).

La significacion prognostica de FOXC1 en el cancer de mama se examiné a continuacién en el conjunto de datos de
295 muestras de van de Vijver et al (van de Vijver et al. 2002). En el analisis univariable, la supervivencia global fue
significativamente peor en tumores identificados usando la firma de FOXC1 de 30 genes (P = 0,0004) o usando solo
niveles elevados de ARNm de FOXC1 (P = 0,0001; Figura 8A). La supervivencia global disminuy6 en un 35% por
cada aumento unitario de los niveles de ARNm de FOXC1 relativos. En el analisis multivariable, el FOXC1 fue un
indicador prognéstico independiente de la supervivencia global tras ajustar las variables clinicopatolégicas tales
como edad, tamafio de tumor y estatus de nodos linfaticos (relacion de peligro, 1,25; intervalo de confianza al 95%,
1,02-1,52; P = 0,02). Se usaron los criterios de informacion Akaike (AIC; Akaike 1974) al comparar el ajuste de los
dos modelos progndsticos separados tras ajustar las variables clinicopatolégicos. El modelo basado en la expresion
de ARNm de FOXC1 (AIC, 820,0) fue similar al modelo basado en la agrupacion de tipo basal derivada por IGS
(AIC, 815) en términos del ajuste del modelo para predecir la supervivencia. La asociacion de FOXC1 con la
supervivencia global también se demostré en el conjunto de datos de 232 muestras de Herschkowitz et al
(Herschkowitz et al. 2007), el de 122 muestras de Sorlie et al (Sorlie et al. 2003) y el 159 muestras de Pawitan et al
(Pawitan et al. 2005) (Figura 9). Ademas, la firma genética de FOXC1 y los niveles de ARNm, como el fenotipo de
tipo basal, permitieron la estratificacion prognéstica de canceres de mama negativos para nodos linfaticos (P =
0,0003) en el conjunto de datos de van de Vijver (van de Vijver et al. 2002; Figura 8B). Adicionalmente, una
expresion de FOXC1 elevada, que se asocié positivamente a metastasis cerebral (P = 0,02) y se asoci6
inversamente a metastasis 6sea (P = 0,0002) en el conjunto de datos de 286 muestras de Wang et al (Wang et al.
2005), se correlaciono6 significativamente con una supervivencia libre de metastasis cerebral mas corta (P < 0,0001;
Figura 8C y D).

Ejemplo 2: La medida cuantitativa de expresion de FOXC1 usando RT-PCR se puede usar para diagnosticar
con precision el cancer de mama de tipo basal

El analisis de expresion génica ha clasificado el cancer de mama en cinco subtipos moleculares. El cancer de mama
de tipo basal comprende hasta un 15%-25% de todos los canceres de mama y esta asociado a la peor supervivencia
global. Tal como se ha descrito en el anterior ejemplo, el FOXC1 es un biomarcador terandstico especifico del
cancer de mama de tipo basal. La medida semicuantitativa de la expresion de FOXC1 (microsistema e
inmunohistoquimica) se ha mostrado como un método fiable para diagnosticar el cancer de mama de tipo basal.
Estos descubrimientos pueden extenderse y refinarse aun mas determinando la expresion de FOXC1 usando qRT-
PCR para proporcionar un ensayo mas preciso cuantitativamente para diagnosticar el cancer de mama de tipo basal.

Se obtuvieron datos de expresion génica de RT-PCR cuantitativos procedentes de 279 tumores de mama
embebidos en parafina y fijados con formalina (FFPE) en una base de datos disponible publicamente (J Clin Oncol.
2009 Mar 10; 27(8): 1160). Se determind la curva de operaciéon de receptor-area bajo la curva (ROC-AUC) para
FOXC1. Se determiné un nivel de corte para optimizar la sensibilidad y la especificidad.

La ROC-AUC para la expresién de FOXC1 (Figura 10) para predecir el cancer de mama de tipo basal fue de 0,807.
Se observd un 74% de sensibilidad y un 78% de especificidad para identificar cancer de mama de tipo basal cuando
se uso el nivel de corte de 0,437 (percentil 49) para la expresion de FOXC1 usando qRT-PCR.

Por tanto, se demuestra que la determinacion cuantitativa de RT-PCR de FOXC1 es un ensayo fiable para
diagnosticar con precision el cancer de mama de tipo basal. Se propone la determinacion cuantitativa mediante RT-
PCR de FOXC1 en tumores de mama FFPE como adjunto util para los ensayos semicuantitativos (microsistemas e
inmunohistoquimica) para la diagnosis de cancer de mama de tipo basal en la practica clinica rutinaria.

Ejemplo 3: Significacion prognéstica de FOXC1 en modelos de subtipo molecular de cancer de mama
utilizando biomarcadores inmunohistoquimicos
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En los estudios descritos en la presente memoria, se ha demostrado que el factor de transcripcion de caja Forkhead
FOXCA1, esencial para el desarrollo de tejido de mesoderma, esta sobreexpresado de forma consistente tanto a nivel
de ARNm como de proteina en los BLBCs. Una expresion elevada de ARNm de FOXC1 se asocié a una mala
supervivencia global, independientemente de otras variables progndsticas clinicopatoldgicas, incluyendo el estatus
de nodos linfaticos. Debido a la predileccion por la metastasis cerebral presentada por pacientes con BLBC, también
se observo que los niveles elevados de ARNm de FOXC1 se correlacionaban con la incidencia de metastasis
cerebral y con una supervivencia libre de metastasis cerebral significativamente acortada en pacientes negativos
para nodos linfaticos. Ademas, la sobreexpresion ectépica disefiada de FOXC1 en células de cancer de mama
indujo cambios fenotipicos agresivos tales como incrementos en la proliferacion celular, la migracion y la invasion. El
bloqueo de FOXC1 usando ARNsh en células de cancer de mama con niveles enddgenos elevados de FOXC1
demostré una pérdida de caracteristicas fenotipicas agresivas. Estos resultados sugieren que el FOXC1 es un
biomarcador prognéstico especifico para BLBC y que desempefa un papel importante en la regulacién de los rasgos
celulares agresivos asociados a este subtipo molecular. También puede servir como diana adecuada para una
terapia personalizada de pacientes diagnosticados con BLBC. Estos descubrimientos que utilizan el perfil de
expresion genética apoyan firmemente la significacion prognéstica de la expresion de ARNm de FOXC1 en el cancer
de mama. De acuerdo al estudio descrito a continuacion, este descubrimiento se traduce o se corrobora usando
ensayos de expresion de proteinas, tales como la inmunohistoquimica (IHC). Dicho ensayo seria practico y relevante
para implementacion en la practica clinica rutinaria.

Actualmente, el estatus de receptor de cancer de mama (ER, PR y HER2) se usa ampliamente para llevar a cabo
una estratificacion prognostica. Publicaciones recientes han sugerido el uso de marcadores de IHC surrogados
adicionales de BLBC en combinacién para mejorar la estratificacion prognostica (Rakha et al. 2009; Nielsen et al.
2004; Cheang et al. 2008; Elsheikh et al. 2008). Por lo tanto, se compararon tres modelos basados en
biomarcadores de estratificacion prognéstica en el cancer de mama: 1) el clasico panel de 3 biomarcadores que
comprende ER, PR y HER2; 2) un panel de 5 biomarcadores que comprende los anteriores receptores en
combinaciéon con biomarcadores de tipo basal tradicionales, la CK5/6 basal y la CK14 basal; y 3) un panel de 4
biomarcadores que comprende ER, PR y HER2, en combinacion con FOXCA1.

El principal objetivo de este estudio fue establecer si el ensayo de IHC de FOXC1 tiene un valor prognéstico en el
cancer de mama. El objetivo secundario fue comparar el valor prognéstico de los modelos de subtipo molecular
usando biomarcadores de IHC surrogados en el cancer de mama.

Métodos

Pacientes. Una revision de una base de datos institucional adquirida prospectivamente identificé 904 pacientes con
cancer de mama ductal infiltrante primario diagnosticado entre el 1 de enero de 1995 y el 31 de diciembre de 204.
Los pacientes que fueron diagnosticados con cancer de mama en estadio 1V en la presentacion inicial y que no se
vieron sometidos a terapia quirdrgica primaria en la “John Wayne Cancer Center Institution” fueron excluidos del
analisis.

Disefio del estudio traduccional. Este estudio traduccional fue llevado a cabo con la aprobacion de panel de revision
institucional y se presenta de acuerdo a las “Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies”
(REMARK) (McShane et al. 2005). Todos los ensayos de IHC fueron llevados a cabo por personal de laboratorio,
que permanecioé a ciegas respecto a los datos de los pacientes y los resultados. Los resultados de los ensayos
fueron interpretados y evaluados por un uUnico patdlogo (JMS) que permanecio a ciegas respecto a los datos clinicos
y patologicos. El disefio y el plan estadistico fueron finalizados antes de reunir los resultados de ensayo generados
antes con los datos clinicos, antes de realizar el analisis de datos.

Protocolos de inmunohistoquimica. Un patdlogo certificado por el panel entrenado en patologia de mama (JMS), que
permanecié a ciegas respecto a los datos clinicos y patolégicos revisé portaobjetos de IHC (ER, PR, HER2)
seleccionados de forma aleatoria de cada grupo pre-designado de pacientes en base al estatus de receptor.
Aproximadamente el 20% de la cohorte de estudio fue verificada en relacion a su estatus de receptor. Esto se realizo
como medida de control de calidad interno para asegurar que el estatus de ER, PR y HER2 de los pacientes en el
momento de la realizacion de este estudio era conforme a la proporcionada inicialmente en el momento del
diagnostico inicial. No se encontraron diferencias significativas en el transcurso de este ejercicio de control de
calidad. El estatus de expresion de biomarcador en base a los ensayos IHC se evalué usando los criterios de guias
publicadas. Los estatus de ER y PR fueron considerados positivos si se observaba inmunotincion en >10% de los
nucleos del tumor. El estatus de HER2 fue considerado positivo si la inmunotincion era puntuada con 3+ segun los
criterios del test Hercep. Para un resultado equivoco (2+), el estatus de HER2 se considerd positivo si el ensayo de
hibridacion fluorescente in situ (FISH) revelaba una relacion de amplificacién de cromosoma 17 de HER2 = 2,2
(Yaziji et al. 2004).

A continuacion se obtuvieron bloques de tejido embebido en parafina fijado con formalina (FFPE) correspondientes a
pacientes designados como triple negativo con respecto al estatus de receptor hormonal, es decir, aquellos que eran
ER/PR/HERZ2". Los bloques de tejido fueron seccionados en serie en secciones de tejido de un espesor de 5 um y
se sometieron a analisis IHC para CK5/6 (D5 y 16B4, Cella Marque Corp, Rocklin, CA,; sin dilucion), CK14 (VP-C410,
Vector Laboratories, Burlingame, CA; diluciéon 1:20) y FOXC1 (Ray et al. 2010). El andlisis semicuantitativo fue
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llevado a cabo por un patdlogo (JMS) a ciegas respecto a los datos clinicos y patolégicos que puntud la intensidad
de la inmunorreactividad en una escala de 0 (sin tincién) a 3 (tinciéon fuerte). Las tinciones de CK5/6 y CK14 fueron
consideradas positivas si se observaba cualquier tincidon celular de carcinoma invasivo citoplasmatica y/o
membranosa (Nielsen et al. 2004). El estatus de expresion de proteina FOXC1 se considerd positivo solo si se
observaba alguna tincién nuclear de las células tumorales (Ray et al. 2010).

Definicién inmunohistoquimica de subtipos moleculares de cancer de mama. Para los fines de este estudio, los
subtipos moleculares de cancer de mama se definieron utilizando paneles de biomarcadores de IHC surrogados
como se ha publicado previamente (Nielsen et al. 2004). Se uso el estatus de ER y el de HER2 para definir los
subtipos moleculares luminal (ER"/HER2"), luminal/HER2® (ER*/HER2"), HER2" (ER/HER2") y tipo basal (ER
/HER2"). Ademas de determinar la significacion prognostica de la expresion de proteina FOXC1 en el cancer de
mama, también se compard la significacion progndstica de tres paneles de biomarcadores de IHC surrogados
separados y se uso6 para definir el BLBC: 1) el fenotipo triple negativo o TNP, que define al BLBC como negativo
para los biomarcadores de receptor evaluados de forma rutinaria ER, PR y HER2; 2) un panel de 5 biomarcadores
que comprende TNP combinado con CK5/6 y CK14, que define al BLBC como negativo para ER, PR y HER2 y
como positivo para expresion de CK5/6 y/o CK14; y 3) un panel de 4 biomarcadores que comprende TNP y FOXC1,
que define al BLBC como negativo para ER, PR y HER2 y como positivo para la expresion de proteina FOXC1. En
los modelos de 5 biomarcadores y de 4 biomarcadores, el subconjunto de pacientes TNP negativos para todos los
biomarcadores se denomina 5NP y 4NP, respectivamente.

Analisis estadistico. Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo usando SAS (version 9.1.3, SAS, Cary,
NC). Los criterios usados para determinar el estatus positivo o negativo de un biomarcador especifico fueron
determinados antes de llevar a cabo ningun analisis estadistico. El analisis de variables categoricas se llevo a cabo
usando un test x2 y un test exacto de Fisher. Se empleo el test U de Mann-Whitney para comparar las variables
continuas no normales. Para el andlisis de supervivencia, la medida de resultado usada fue la supervivencia global
(OS). El tiempo de supervivencia se calculd como el tiempo entre la fecha de diagnédstico y la fecha de la muerte.
Los tiempos de supervivencia fueron censurados si el paciente todavia seguia vivo el 15 de octubre de 2009 (dltima
fecha de actualizacion de la base de datos). Se generaron curvas de supervivencia univariable mediante el método
de Kaplan-Meier (Bland et al. 1998) y se determind la significacion usando el test log-rank (Bland JM, Altman DG.
The logrank test. BMJ; 328: 1073). El analisis multivariable se llevo a cabo usando el analisis de peligro proporcional
de Cox. Para los propositos de evaluacion de la significacion prognéstica de cada una de las anteriores definiciones
de panel de biomarcadores de IHC de BLBC, se construyeron tres modelos separados para las definiciones de 3
biomarcadores, 5 biomarcadores y 4 biomarcadores de BLBC. Los tres modelos multivariable diferentes fueron
comparados usando el test de relacion de probabilidad y el Criterio de Informacién de Akaike (AIC) (Akaike 1974).
Adicionalmente, todas las hipotesis fueron evaluadas usando el test de Wald (Cox 1974) y el valor P asociado.
Todos los tests fueron de dos lados y los valores P <0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Resultados y discusion

En esta serie de 904 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma de mama ductal invasivo primario (Figura 15),
todos los pacientes tenian datos preexistentes relativos a deteccion de IHC del estatus de receptor ER, PR y HER2.
Los pacientes que fueron diagnosticados con cancer de mama de estadio IV en la presentacion inicial (n=19), que no
se vieron sometidos a terapia quirdrgica primaria en el “John Wayne Cancer Institute” (n=125), fueron excluidos del
analisis. El tamafio de muestra final de la cohorte de estudio fue de 759.

Caracteristicas clinicopatolégicas de la cohorte de estudio. Las caracteristicas clinicopatoldgicas de los 759
pacientes incluidos en este estudio se muestran en la Tabla 7 (a continuacién) clasificadas segun el estatus de ER y
HER2, aproximando los subtipos moleculares.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas e hispatoldgicas de la cohorte de pacientes — estadio T y estatus de nodos basados
en la determinacion patoldgica final.

Subtipo Luminal Luminal/HER2 HER2 Tipo basal
(ER'/HER2) (ER'/HER2") (ERTHER2") (ERTHER2)
n =481 n=95 n =57 n =126
(63,3%) (12,5%) (7,5%) (16,7%)

Edad (media + SD) 58,3+ 13,5 52,0 + 11,7 53,5+ 10,4 56,1 + 15,2

Tamano de tumor
0-2cm 356 (74,0) 56 (59,0) 31 (54,4) 68 (54,0)
2-5cm 102 (21,2) 27 (28,4) 17 (29,8) 40 (31,7)
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Subtipo Luminal Luminal/HER2 HER2 Tipo basal
(ER'/HER2) (ER*/HER2") (ERTHER2") (ERTHER2)
n =481 n =95 n =57 n =126
(63,3%) (12,5%) (7,5%) (16,7%)

>5cm 13 (2,7) 10 (10,5) 4 (7,0) 15 (11,9)

Desconocido 10 (2,1) 2(2,1) 5(8,8) 3(2,4)

Estatus de nodos

Negativo 322 (66,9) 56 (58,9) 30 (52,6) 70 (55,6)

Positivo 140 (29,1) 38 (40,0) 26 (45,6) 48 (38,1)

Desconocido 19 (4,0) 1(1,1) 1(1,8) 8(6,3)

Grado de tumor

1 149 (31,0) 1(1,0) 0 (0) 1(0,8)

2 225 (46,8) 30 (31,6) 8 (14,0) 11 (8,7)

3 101 (21,0) 62 (65,3) 47 (82,5) 109 (86,5)

Desconocido 6(1,2) 2(2,1) 2 (3,5) 5(4,0)

Terapia hormonal

No 96 (20,0) 16 (16,8) 48 (84,2) 85 (67,5)

Si 328 (68,2) 67 (70,5) 3(5,3) 9(7,1)

Desconocido 57 (11,9) 12 (12,5) 6 (10,5) 32 (25,4)

Quimioterapia

No 238 (49,5) 21 (22,1) 8 (14,0) 24 (19,1)

Si 174 (36,2) 69 (72,6) 43 (75,5) 67 (53,2)

Desconocido 69 (14,4) 5(5,3) 6 (10,5) 35 (27,8)

Terapia de herceptina

No - 65 (68,4) 34 (59,7) -

Si - 21 (22,1) 14 (24,6) -

Desconocido - 9(9,5) 9 (15,8) -

Tal como se ilustra en la Tabla 7, el 63,3% (481 de 759) fueron definidos con el subtipo luminal (ER*/HER2), el
12,5% (57 de 759) con el subtipo Luminal/HER2 (ER'/HER2"), el 7,5% (57 de 759) con el subtipo HER2 (ER
/HER2") y el 16,7% (126 de 759) fueron definidos como BLBC por la definicién TNP (panel de 3 biomarcadores). 90
de esos 126 especimenes fueron sometidos a analisis IHC adicionales llevados a cabo para determinar CK5/6,
CK14 y FOXC1. No se realizaron analisis a los 36 especimenes restantes debido a la falta de tejido tumoral invasivo,
a un tumor invasivo restante inadecuado en el bloque de tejidos o a problemas técnicos. 60 de los 90 pacientes TNP
resultaron ser BLBC segun la definicién de citoqueratina basal (panel de 5 biomarcadores), y 55 de los 87 pacientes
TNP resultaron ser de tipo basal segun la definicion de FOXC1 (panel de 4 biomarcadores). Las caracteristicas
clinicopatoldgicas de los pacientes de TNP clasificados segun el panel de 5 biomarcadores o segun el panel de 4
biomarcadores aparecen a continuacion en la Tabla 8. En la Figura 26 se muestran imagenes IHC representativas

de secciones de FFPE tefidas con CK5/6, CK14 o FOXC1.

Tabla 8. Caracteristicas clinicopatoldgicas del subconjunto de pacientes con cancer de mama triple negativo.
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Basal CK’ Basal CK® | Valor-p FOXC1 FOXC1™ Valor-p
n=38 n =60 n =42 n=49
(5,6%) (8,9%) (6,3%) (8,2%)
Edad (media + SD) 59,7+14,4 |559+16,6 | 0,2429 632+152 |51,5+14,4 | 0,0003
Tamafio de tumor
0-2 cm 24 (63,2) 25 (41,7) 19 (45,2) 23 (46,9)
2-5cm 7(18,4) 26 (43,3) 14 (33,3) 19 (38,8)
>5cm 7(18,4) 7(11,7) 8 (19,1) 6 (12,3)
Desconocido 2 (3,3) 1(2,4) 1(2,0)
Estatus de nodos
Negativo 21 (55,3) 32 (53,4) 23 (54,7) 26 (53,1)
Positivo 15 (39,5) 23 (38,3) 13 (31,0) 22 (44,9)
Desconocido 2(5,3) 5(8,3) 6 (14,3) 1(2,0)
Grado de tumor
1 1(2,6) 0(0) 0 (0) 0 (0)
2 4(10,5) 4(6,7) 6 (14,3) 2(4,1)
3 32 (84,2) 54 (90,0) 35(83,3) 45 (91,8)
Desconocido 1(2,6) 2(3,3) 1(24) 2(4,1)
Terapia hormonal
No 23 (60,5) 39 (65,0) 25 (59,6) 32 (65,3)
Si 4 (10,5) 1(1,7) 3(7,1) 1(2,0)
Desconocido 11 (29,0) 23 (33,3) 14 (33,3) 16 (32,7)
Quimioterapia
No 9 (23,7) 9 (15,0) 9(21,4) 5(10,2)
Si 17 (44,7) 30 (50,0) 17 (40,5) 28 (57,1)
Desconocido 12 (31,6) 21 (35,0) 16 (38,1) 16 (32,7)

** valor-p

Valor prognostico de la expresion de proteina FOXC1 en el cancer de mama. En el presente estudio, el estatus
de FOXC1 se consideré positivo solo si se observaba alguna tincion nuclear (Ray et al. 2010). Se observé que la
expresion positiva de proteina FOXC1 era un predictor significativo de la supervivencia global (Figura 16) entre los
pacientes de cancer de mama en el analisis univariable (HR 3,364 IC 95% 1,758-6,438, P=0,0002) (Tabla 9-10).
También se observd que otros factores clinicopatoldgicos como la edad, el tamafio de tumor, el estatus de nodos y
el grado tumoral eran predictores significativos de la supervivencia global. Las variables de tratamiento adyuvante
tales como terapia hormonal, quimioterapia o terapia con trastuzumab (herceptina) no fueron predictores
significativos en la supervivencia global, indicando efectos equivalentes en todos los grupos. Ademas, la
significacion progndstica de FOXC1 sobre el analisis univariable se mantuvo independientemente del punto de corte
usado para segregar pacientes entre los subconjuntos de FOXC1 positivo y FOXC1 negativo (Tabla 9, Figura 16). La
significacion prognodstica de | expresion de proteina FOXC1 como predictor independiente de OS persistio en el
analisis multivariable, mientras que el fenotipo triple negativo y los fenotipos positivos en citoqueratinas basales no
se mantuvieron como significativos en el analisis multivariable (Tabla 10). Nuevamente, la significacién prognédstica
de FOXC1 como predictor independiente de OS en el analisis multivariable también se mantuvo independientemente
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del punto de corte usado para segregar a los pacientes entre los subconjuntos de FOXC1 positivo y FOXC1
negativo. El punto de corte 6ptimo para la expresion de proteina FOXC1 evaluado en IHC en este estudio fue 0-1
(n=42) frente a 2-3 (n=49), aunque la expresion de proteina FOXC1 siguié siendo un marcador prognoéstico
altamente significativo en todos los puntos de corte evaluados (0 frente a 1-3, 0-1 frente a 2-3 y 0-2 frente a 3).

Tabla 9. Andlisis de regresion univariable de Cox de la significacion prognéstica de variables clinicopatologicas
individuales y de tratamiento en la supervivencia global a 5 afios.

N Valor-P Relacion de peligro (IC 95%)
Edad 759 <0,0001 1,046 (1,028 1,064)
Tamafio tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2) | 739 0,0006 1,826 (1,293 2,580)
EZ?;‘;?IS)G nodos (Positivo vs. 730 0,0113 1,013 (1,158 3,164)
Grado tumoral (1, 2, 3) 744 0,0313 1,468 (1,035 2,082)
ER/HERZ2' vs. otros 759 0,0104 2,027 (1,181 3,480)
Basal+ vs. otros 731 0,0043 2,572 (1,344 4,919)
FOXC17 (1, 2, 3) vs. otros 724 0,0014 2,880 (1,505 5,510)
FOXC1" (2, 3) vs. otros 724 0,0002 3,364 (1,758 6,438)
FOXC1" (3) vs. otros 724 0,0012 3,392 (1,618 7,112)
Terapia hormonal (si vs. no) 652 0,1213 0,660 (0,390 1,116)
Quimioterapia (si vs. no) 644 0,2512 0,733 (0,432 1,245)
Terapia de herceptina (si vs. no) 688 0,6389 1,275 (0,462 3,524)

Tabla 10. Analisis de regresion multivariable de Cox de la significacién prognodstica de variables clinicopatolégicas
individuales y de tratamiento en la supervivencia global a 5 afios.

N Valor-P Relacion de peligro (IC 95%)
Edad 670 <0,0001 1,049 (1,028 1,069)
Tamafio tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2) 0,0022 1,797 (1,234 2,618)
Estatus de nodos (Positivo vs.
Negativo)
Grado tumoral (1, 2, 3)
ER/HERZ vs. otros
Basal+ vs. otros
FOXC1¥ (1, 2, 3) vs. otros *0,0005 3,406 (1,713 6,775)
FOXC1" (2, 3) vs. otros *0,0001 3,839 (1,928 7,645)
FOXC1" (3) vs. otros *0,0019 3,755 (1,632 8,636)
Terapia hormonal (si vs. no)
Quimioterapia (si vs. no)
Terapia de herceptina (si vs. no)
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Supervivencia global segun los modelos IHC de subtipo molecular de cancer de mama. Los subtipos de
cancer de mama definidos por los paneles de biomarcadores de IHC surrogados difirieron significativamente en la
prediccion de OS (Figura 17). El modelo que utiliza FOXC1 alcanzé el grado mas significativo de estratificacion
prognostica (p<0,0001). En el panel de 3 biomarcadores, la OS a 5 afios y a 10 afios para pacientes de BLBC
(definido usando TNP) fue del 85% y del 77%, respectivamente. En el panel de 5 biomarcadores, la OS a 5 afios y a
10 afios para pacientes de BLBC (definido usando TNP + CK5/6 y CK14) fue del 82% y del 66%, respectivamente.
En el panel de 4 biomarcadores, la OS a 5 afios y a 10 afios para pacientes de BLBC (definido usando TNP +
FOXC1) fue del 77% y del 69%, respectivamente.

En el analisis de regresion univariable de Cox, ademas de factores clinicopatoldgicos tales como la edad, el tamafio
del tumor, el estatus de nodos linfaticos y el grado tumoral, los BLBC definidos segln los paneles de 3
biomarcadores, 5 biomarcadores y 4 biomarcadores fueron todos predictores significativos de la OS de cancer de
mama (Tabla 9, ver antes). En el analisis de regresion multivariable de Cox, solo la edad, el tamafio tumoral y el
BLBC definido segun el panel de 4 biomarcadores en base a la expresion de proteina FOXC1 mantuvieron la
significacion y fueron predictores independientes de la OS. Tanto el panel de 3 biomarcadores que utiliza TNP como
el panel de 5 biomarcadores basado en la expresion de CK basal perdieron significacion en el analisis multivariable.

Para los propositos de evaluar la significacion prognéstica de cada una de las anteriores definiciones de panel de
biomarcadores de BLBC, se construyeron tres modelos multivariable separados de subtipos moleculares de cancer
de mama para la definicion de BLBC de 3 biomarcadores (basada en el fenotipo triple negativo (TNP)), la de 5
biomarcadores (basada en la expresion de citoqueratinas basales) y la de 4 biomarcadores (basada en la expresion
de proteina de FOXC1), que incluye cada los factores clinicopatologicos estandares de edad, tamafio de tumor,
estatus nodal y grado tumoral. Los tres modelos multivariable fueron comparados usando el test de relacion de
probabilidad y el Criterio de Informacion de Akaike (AIC). El modelo de 4 biomarcadores basado en la expresion de
proteina de FOXC1 presentd la menor puntuaciéon de AIC lo que indica que es el modelo con el mayor valor
prognostico (Tabla 11).

Tabla 11. Comparacién de los tres modelos multivariable diferentes de subtipo molecular de cancer de mama
utilizando paneles de biomarcadores inmunohistoquimicos surrogados.

AIC = 748,576

Modelo prognéstico de 3
biomarcadores (TNP) N =702 Valor-P Relacion de peligro (IC 95%)
Edad <0,0001 1,049 1,029 1,069
Tamafio tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2) 0,0153 1,600 1,094 2,338
Estatus de nodos (Positivo vs.
Negativo)
Gradg tumoral (Alto-3, Intermedio- 0,0123 1,628 1111 2,385
2, Bajo-1)
ER/HERZ2 vs. otros
Modelo prognéstico de 5 AIC = 719,774
biomarcadores (citoqueratina
basal) N =677 Valor-P Relacion de peligro (IC 95%)
Edad <0,0001 1,042 1,022 1,063
Tamafo tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2) 0,0034 1,765 (1,207 2,581)
Estatus de nodos (Positivo vs.
Negativo)
Grado tumoral (Alto-3, Intermedio-
2, Bajo-1)
Basal+ vs. otros 0,01 2,499 1,245 5,016

N =670 Valor-P AIC =712,989
Modelo prognéstico de 4
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biomarcadores (FOXC1) Relacion de peligro (IC 95%)
Edad <0,0001 1,045 1,028 1,069

Tamafo tumoral (>=5, 2-4,99, 0-2) 0,0022 1,797 1,234 2,618

Estatus de nodos (Positivo vs.

Negativo)

Grado tumoral (Alto-3, Intermedio-

2, Bajo-1)

FOXC1" (2, 3) vs. otros <0,0001 3,839 1,928 7,645

En la cohorte de pacientes del presente estudio con cancer de mama ductal invasivo, el fenotipo de tipo basal
definido en base a la expresion positiva de proteina de FOXC1 fue superior al fenotipo triple negativo empleado
tradicionalmente, para fines de estratificacion prognéstica. Esto demuestra que ser “de tipo basal’ no es sinénimo de
ser “triple negativo”. La definicion de IHC del fenotipo de tipo basal basada en la expresion positiva de proteina de
FOXC1 también fue superior al fenotipo de tipo basal definido por la expresién positiva de CK basal, para fines de
estratificacion prognostica. Esto representa un avance significativo ya que, al contrario que las CKs, el FOXC1
representa un candidato potencial para la terapia dirigida personalizada de pacientes con BLBC (Ray et al. 2010). El
FOXC1 no solo promete ser un biomarcador progndstico, sino también un biomarcador predictivo — predictivo de la
eficacia terapéutica de cualquier farmaco o producto biolégico futuro dirigido contra FOXC1 para el tratamiento de
pacientes con cancer de mama de tipo basal.

La plataforma de microsistema de tejidos se basa en el muestreo con aguja de nucleos representativos de
especimenes y es un método excelente para proyectos de investigacion exploratorios que minimiza
considerablemente la movilizacion de recursos. Es ideal para determinar la presencia de biomarcadores que se
expresen homogéneamente a lo largo de un espécimen, tal como ER y HER2. Sin embargo, no es ideal para
determinar la presencia de biomarcadores potenciales, tales como las CKs basales, que se expresan
heterogéneamente a lo largo de la seccién de tejido (referir a Laakso et al.). Por lo tanto, en lugar de microsistemas
de tejido, para el analisis se usaron secciones de tejido enteras.

El andlisis discutido anteriormente se restringio al tipo histolégico de cancer de mama ductal invasivo. Esto se realizé
para minimizar potenciales efectos de confusion (progndsticos, biolégicos o ambos) del subtipo histolégico sobre el
subtipo molecular en el cancer de mama. Sin embargo, los anteriores descubrimientos en relacion a la expresion de
proteina de FOXC1 pueden extrapolarse a otros tipos histolégicos de cancer de mama tales como el cancer de
mama lobular.

Se ha observado que la expresion de ARNm de FOXC1 tiene un impacto prognéstico sobre la OS en el cancer de
mama que probablemente es independiente del estatus de nodos linfaticos, y que es al menos en parte atribuible a
una velocidad significativamente mas alta de asociacién con la aparicién temprana de metastasis cerebral, a
menudo como el primer sitio de metastasis distante, incluso en pacientes negativos para nodos linfaticos. En el
presente estudio, cuando se incluyd el estatus de expresion de proteina de FOXC1 determinado mediante IHC en el
modelo multivariable, el estatus nodal fallé en retener significaciéon. Esto confirma adicionalmente el impacto
prognostico de FOXC1 como independiente de la implicacion nodal.

El panel de 4 biomarcadores que utiliza la expresion de proteina de FOXC1 mostré un prondstico superior en
comparacion con el panel de 5 biomarcadores que utiliza CK5/6 y/o CK14 basales en la presente cohorte de
pacientes (cuando se considera en combinacion con el estatus de ER, PR y HER2 de especimenes de cancer de
mama). Esto sugiere que la expresion de proteina de FOXC1, cuando esta presente, permite diagnosticar a
pacientes que poseen el verdadero subtipo molecular de tipo basal de entre los pacientes con el fenotipo triple
negativo. Un andlisis de subconjunto solo de pacientes triple negativos en esta cohorte de estudio mostré6 una
tendencia que apoya esta conclusion (datos no incluidos).

Ejemplo 4: el FOXC1 es responsable del fenotipo agresivo e invasor, lo que le convierte en una diana
terapéutica viable.

Materiales y métodos

Células con FOXC1 bloqueado. Los ARNsh de FOXC1 y un ARNsh de control que no coincide con ningin ADNc
conocido fueron adquiridos en Sigma. Las células fueron transfectadas de forma estable con la construccién de
FOXC1 o de ARNsh de control y se seleccionaron con 5 ug/mL de puromicina. Las células bloqueadas agrupadas
fueron usadas para los experimentos.
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ARNsh de FOXC1. Se adquirieron los siguientes ARNsh en Sigma:

Secuencias de ARNsh de FOXC1 de ratén:
CCGGGAGCAGAGCTACTATCGCGCTCTCGAGAGCGCGATAGTAGCTCTG
CTCTTTTG (ARNsh1; SEQ ID NO: 1); y
CCGGTGGGAATAGTAGCTGTCAGATCTCGAGATCTGACAGCTACTATTCC
CATTTTTG (ARNsh2; SEQ ID NO: 2); y

Secuencias de ARNsh de FOXC1 de humano:
CCGGCAAGAAGAAGGACGCGGTGAACTCGAGTTCACCGCGTCCTTCTTCT
TGTTTTTG (ARNsh1; SEQ ID NO: 3); y
CCGGCCCGGACAAGAAGATCACCCTCTCGAGAGGGTGATCTTCTTGTCCG
GGTTTTT (ARNsh2; SEQ ID NO: 4); y

ARNsh de control (no se dirige contra ningin gen humano o de ratén conocido):
CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTT
GTTTTT (SEQ ID NO: 5)

Células que sobreexpresan FOXC1. Se transdujo de forma estable un ADNc de FOXC1 humano de longitud
completa en las células de cancer de mama. Las lineas celulares estables fueron seleccionadas con 800 pug/mL de
G418. Las poblaciones agrupadas fueron usadas para los experimentos.

Cultivo celular. Las lineas celulares de cancer fueron de la “American Type Culture Collection”. Las células
epiteliales mamarias humanas normales (HMEC) procedian de Clonetics. La proliferacion celular se evalué mediante
el ensayo MTT. Se llevd a cabo un cultivo celular tridimensional usando una matriz Matrigel BD en placas de 96
pocillos.

Ensayo de migracion celular e invasion. Resumidamente, se llevaron a placa 10* células en la parte superior de
insertos de camara Boyden con un tamafio de poro de 8 um. Los insertos fueron transferidos a continuacion a una
placa de 24 pocillos. Cada pocillo contenia DMEM con un 10% de suero como quimioatractor. Para descartar el
efecto de la proliferacion celular, se afiadieron 2 ug/mL de mitomicina C a las células. Tras la incubacion, las células
que permanecian sobre la superficie superior de las camaras fueron eliminadas con palillos de algodén. Las células
de la superficie inferior de los insertos fueron tefiidas con el kit HEMA3 (Fisher). A continuacion se montd la
membrana sobre un portaobjetos de microscopio y se contabilizaron las células migrantes en 5 areas diferentes
usando un microscopio de luz. Para los ensayos de invasion, los insertos fueron recubiertos con una capa fina de
matriz de membrana de base Matrigel (BD Biosciences) y se siguieron los mismos procedimientos.

La inmunohistoquimica y la inmunotincién se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente.
Resultados y discusién

Se examino la funcién del FOXC1 en las células de cancer de mama. La sobreexpresion de FOXC1 en células de
BLBC MDA-MB-231 (que albergan niveles moderados de FOXC1 enddgena) incrementd la proliferacion celular, la
migracion y la invasion (Figura 11A). Se observaron resultados similares en células de cancer de mama luminal
MCF-7 (que albergan niveles indetectables de FOXC1 enddgeno; Figura 12A). La sobreexpresiéon de FOXC1
también potencio el crecimiento independiente de anclaje de células MCF-7 en agar blando. La inmunotincion indicd
que la ciclina D1, los marcadores de fibroblasto (vimentina, fibronectina y una actina de musculo liso a), las
integrinas B4 y B1, y las metaloproteinasas de matriz MMP2 y MMP9 fueron reguladas al alza por la sobreexpresion
de FOXC1 (Figuras 12B-D). También se ha demostrado que el FOXC1 induce la transicion epitelial-mesenquimal
(EMT) en células epiteliales mamarias MCF-12A (Bloushtain-Qimron et al. 2008 -21). De forma similar, la
sobreexpresion de FOXC1 en células epiteliales mamarias MCF-10A indujo un fenotipo mesenquimal acompafiado
de un aumento de la expresién del marcador basal P-caderina y un descenso de la expresion del marcador epitelial
E-caderina (Figura 12E). La regulacion de estos genes por FOXC1 también fue confirmada mediante PCR de
transcripcion inversa cuantitativa (datos no mostrados). Estos datos sugieren que el FOXC1 puede activar un
fenotipo agresivo asociado a las células de BLBC.

Para determinar los efectos del agotamiento de FOXC1, se transdujo de forma estable ARNsh de FOXC1 en células
de cancer de mama de ratén 4T1, que son un modelo para el cancer de mama humano de estadio IV (Aslakson y
Miller, 1992 -22) y poseen niveles elevados de FOXC1 enddgeno (Figura 13A). Dichos ARNsh redujeron los niveles
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de FOXC1 en >90% (Figura 13B) y disminuyeron la proliferacion celular, la migracion y la invasion (Figura 11B). Se
obtuvieron resultados similares con células de cancer de mama humano BT549 cuando el FOXC1 fue reducido por
ARNSsh (Figuras 13C y D). El agotamiento de FOXC1 también convirtié células 4T1 de tipo fibroblasto a tipo epitelial
y suprimi6 el crecimiento celular en el cultivo tridimensional y la formacion de colonias en el agar blando (Figuras
11C y D). Estos datos sugieren ademas una funcién del FOXC1 en la regulacién de la funcion celular. Diversos
estudios han sugerido que el BLBC puede poseer tasas de crecimiento extraordinariamente elevadas (Seewaldt y
Scott, 2007) y un fenotipo EMT (Sarrio et al. 2008) en comparacién con otros subgrupos de cancer de mama. El
FOXC1 puede desempefiar un papel en la coordinacién de estas propiedades de los BLBC. Ademas, la metilacién
de ADN puede desempefar una funcion en la expresion de FOXC1 asociada a BLBC. En resumen, estos estudios
confirman al FOXC1 como biomarcador terandstico, es decir, un biomarcador diagnéstico y progndstico, asi como un
agente terapéutico.

Ejemplo 5: regulaciéon mediante FOXC1 de la expresién y la funcion de ERa

En base a los estudios mostrados a continuacioén, se descubrié que el FOXC1 induce la sefializacién de NF-kB para
inhibir la expresién de ERa. Este estudio proporciona una base molecular para el fenotipo negativo en ERa de
cancer de mama de tipo basal y también proporciona implicaciones para la funcion del FOXC1 en la respuesta de
las células de cadncer de mama al tratamiento antiestrégenos.

Materiales y métodos

Cultivo celular. Se obtuvieron lineas celulares de cancer de mama humano MCF-7 y T47D en el “Breast Center” del
“Baylor College of Medicine”. Las células fueron mantenidas de forma rutinaria en medio de Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS), glutamina 2 mM, 50 IU/mL de penicilina,
50 pg/mL de estreptomicina y 10 pg/mL de insulina. Las células se mantuvieron a 37°C en una incubadora
humidificada con un 5% de CO.. El tamoxifeno y el 17B-estradiol procedieron de Sigma (St. Louis, MO). El inhibidor
de molécula pequefia IKK BMS-345541 se adquirid en Calbiochem (Gibbstown, NJ). Para los experimentos que
implicaban estradiol y tamoxifeno, las células fueron sometidas a ayuno de suero durante una noche y a
continuacion fueron estimuladas con los ligandos de ER a diferentes periodos de tiempo antes de los ensayos de
proliferacién celular.

Andlisis de datos de microsistema. Los datos de expresidon en bruto procedentes de conjuntos de datos de
microsistemas de expresion génica de cancer de mama humano disponibles publicamente (Ginestier et al., 2006; Lu
et al., 2008; Perou et al., 2000; Pollack et al., 2002; Richardson et al., 2006; Schuetz et al., 2006; Sorlie et al., 2001;
Sorlie et al., 2003; Zhao et al., 2004) y la base de datos del “Oncology — Breast Samples Project” (Bittnet et al.) del
“International Genomics Consortium” (IGC) en https://expo.intgen.org/expo/public fueron analizados usando el
software Oncomine 4.0.

Transfeccion estable. Las células MCF-7 y T47D fueron transfectadas de forma estable durante 24 h con una
construccion de FOXC1 marcada con FLAG o el vector vacio usando el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen). A
continuacion se seleccionaron los clones estables usando 800 pug/mL de G418 (Invitrogen). Se verificod la expresion
de FLAG-FOXC1 mediante ensayo de transferencia Western con un anticuerpo anti-FOXC1 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) y un anticuerpo anti-FLAG (Origene, Rockville, MD).

Transfeccion temporal. Se cultivaron células MCF-7 durante 48 h hasta alcanzar una confluencia del 80% antes de
la transfeccion. Para las co-transfecciones, se afiadioé a discos de 60 mm 0,1 pg de construccién indicadora de ADN
de ERE-tk-luc o NF-kB-luc (Promega, Madison, WI) y 1 ug de vector FLAG-FOXC1 o NF-kB p65. Las células
transfectadas fueron cultivadas durante 24 h. El plasmido indicador de respuesta a estrogenos ERE-tk-luc contiene
un unico ERE de consenso en direccion 5’ de un promotor de timidina quinasa minimo y el gen de luciferasa (Cui et
al., 2003). 24 h después de la transfeccion las células fueron lavadas dos veces con PBS y recolectadas en 200 pL
de tampdn de lisis de indicador (Promega). Se co-transfectaron veinte nanogramos de un vector de expresion de -
galactosidasa pSV-B-Gal (Promega) como control interno. Se llevaron a cabo ensayos de luciferasa y [-
galactosidasa usando reactivos de ensayo de indicador Promega y el sistema de multi-detecciéon GloMax. Para
evaluar si la sobreexpresion de p65 inhibe la expresion de ERa, se transfectaron células MCF-7 con una
construccion p65 o con el vector durante 48 h, seguido de inmunotincion.

Andlisis de inmunotincién. Se generaron lisatos celulares completos para la tincion Western usando tampoén de lisis
celular (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, 1% de NP-40, 10% de glicerol) suplementado con un
coéctel de inhibidor de proteasa (Sigma, St. Louis, MO). Se separaron cantidades iguales de proteina mediante SDS-
PAGE al 10% y a continuacién se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las etapas restantes fueron
llevadas a cabo segun un protocolo de inmunotinciéon estandar (Qu et al., 2009). La inmunotincién se realizé con
anticuerpos policlonales contra p65, FOXC1, IRS1 (1:200; Santa Cruz Biotechnology), anticuerpos policlonales
contra fosfo-p65, p50, IkBa (1:1000; Cell Signal), o anticuerpos monoclonales contra ERa (1:500; Novocastra
Laboratories, Newcastle upon Tyne, R.U.), PR (1:500; DAKO, Carpinteria, CA). Se usé anti-3 actina (Sigma) con una
dilucién de 1:10000. Después de la incubacion de anticuerpos primaria, la membrana se volvié a lavar con PBST
tres veces (5 minutos cada vez) y a continuacién se incubé con un anticuerpo secundario ligado a peroxidasa de
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rabano (HRP) (Amersham, Piscataway, NJ) con una dilucién de 1:4000 en disolucién de bloqueo. La membrana se
lavo tres veces y las bandas fueron visualizadas usando ensayos de quimioluminiscencia.

Transcripcion inversa en tiempo real-PCR. Se aisl6 ARN total de células de cancer de mama usando el mini-kit
RNeasy (Qiagen, Valencia, CA). La amplificacion de PCR se llevd a cabo usando el Sistema de PCR en Tiempo
Real Rotor-Gene 3000 (CoRbett Research) en un volumen de reaccion de 25 pL. La mezcla de PCR contenia
Transcriptasa Inversa SuperScript® Ill, sonda TagMan y cebadores directos e inversos. Las muestras fueron
incubadas durante 1 ciclo a 95°C durante 2 minutos, 40 ciclos a 95°C durante 30 s y 60°C durante 60 s. Todas las
muestras fueron tratadas por triplicado. Los resultados se analizaron usando el paquete de software Rotor-Gene
3000 (Corbett Research). La informacion de cebador es como se indica a continuacion: cebador directo de FOXC1
5-CGGTATCC AGCCAGTCTCTGTACCG-3° (SEQ ID NO: 6), cebador inverso de FOXC1 5'-
GTTCGGCTTTGAGGGTGTGTC-3 (SEQ ID NO: 7), cebador directo de ERa 5’-
CGGTTAGATTCATCATGCGGAACCG-3 (SEQ ID NO: 8), y cebador inverso de ERa 5'-
TGTGTAGAGGGCATGGTGGAG-3' (SEQ ID NO: 9). Los datos de ARNm de ERa y FOXC1 fueron normalizados
respecto al valor de ARNm de B-actina.

Tincién de inmunofluorescencia. Las células MCF-7 fueron transfectadas temporalmente con plasmido GFP-FOXC1
durante 24 h. A continuacién las células fueron digeridas con tripsina y sembradas en portas de camara (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Tras 12 h de incubacion, las células fueron fijadas con un 4% de formaldehido y a
continuacion fueron permeabilizadas con PBS que contenia un 0,1% de Triton X-100. Los portas fueron bloqueados
con un 5% de BSA durante 30 minutos y se incubaron con un anticuerpo anti-ERa primario (1:100) a temperatura
ambiente durante 1 h. A continuacion las células fueron incubadas con un anticuerpo secundario conjugado a Alexa
Fluor 546 (1:200, Invitrogen) durante 30 minutos. Los portas fueron lavados con PBS tres veces durante 5 minutos
cada vez, se montaron en DAPI, y se observaron en un microscopio Nikon TI-E de alta resolucion.

Analisis del mecanismo de sefializaciéon IPA. El conjunto de datos de Richardson et al. (Richardson et al., 2006) fue
sometido a Analisis de Mecanismo Ingenuity (IPA, Ingenuity Systems, Redwood City, CA). Resumidamente, se
analizaron los perfiles de expresion génica globales de todas las muestras de cancer de mama de acuerdo a su
subgrupo molecular (tipo basal, HER2 y luminal) con respecto a su asociacién con un mecanismo candénico
especifico en la Base de Conocimiento de Mecanismos Ingenuity. La significaciéon de la asociacion entre el perfil de
expresion génica global promedio asociado a un subgrupo particular y el mecanismo candnico especifico se midié
de dos maneras: 1) Se calcul6 una relacion del numero promedio de genes de un subgrupo particular que mapean al
mecanismos dividido por el numero total de genes (que tiene representacion de sonda en la plataforma de
microsistema) asignado al mecanismo candnico. 2) Se uso6 el test exacto de Fischer para calcular el valor-p que
determina la probabilidad de que la asociacion entre los genes de cualquier subgrupo particular y el mecanismo
canonico se explique unicamente por oportunidad. El logaritmo negativo de dicho valor-p es el Factor de Impacto.

Ensayo TransAM de factor de transcripcion de NF-kB. La actividad de la familia NF-kB se midi6é usando el kit ELISA
TransAM NF-kB (Active Motif, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Resumidamente, las
particulas nucleares aisladas fueron resuspendidas en tampon de extraccion (Hepes 20 mM, pH 7,9, NaCl 0,4 M,
EDTA 1 mM). El sobrenadante (extracto nuclear) se retuvo tras una segunda centrifugacion. Las muestras (10 pg)
fueron afiadidas por triplicado a placas de 96 pocillos recubiertas con un oligonucleétido que contiene una secuencia
de unién de consenso para los componentes NF-kB. Tras 1 h de incubacion a temperatura ambiente, se afadieron
anticuerpos primarios de los distintos componentes de NF-kB; la adicién subsiguiente de anticuerpo secundario
conjugado a HRP produjo una lectura colorimétrica sensible cuantificada mediante espectrofotometria en la longitud
de onda de 450 nm con una longitud de onda de referencia de 655 nm.

Ensayo de proliferacion celular. La viabilidad celular se determiné mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos a un 30% de confluencia y el ensayo
MTT se llevé a acabo uno, dos, tres y cuatro dias tras el tratamiento. Para cada ensayo, se anadieron 50 uL de MTT
(5 mg/mL) a cada pocillo y las células fueron incubadas a 37°C durante otras 4 h. Tras centrifugacion, el
sobrenadante fue aspirado cuidadosamente y se afadidé a cada pocillo 300 yL de DMSO (Sigma). Inmediatamente
tras la resolubilizacion, todas las placas fueron escaneadas a 575 nm en un lector de microplacas. El valor de
absorbancia (A) representaba el numero de células vivas.

Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). Los ensayos ChIP fueron llevados a cabo usando el kit
enzimatico CHIP-IT Express (Active Motif) siguiendo el protocolo del fabricante. Las células fueron cultivadas hasta
un 80% de confluencia en DMEM suplementado con un 10% de FBS y a continuacion se reticularon con un 1% de
formaldehido a temperatura ambiente durante 10 minutos. Las células fueron recolectadas y digeridas con tripsina,
seguido de centrifugacion. Los sobrenadantes se prelimpiaron a 4 °C durante 30 minutos con proteina A-Sepharose-
ADN de esperma de salmon y se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-p65 (Santa Cruz Biotechnology) durante
una noche a 4°C. La inmunoprecipitacion con IgG de conejo normal se llevé a cabo para evaluar la presencia de
interacciones no especificas, y se analizaron alicuotas de complejos ADN-proteina mediante PCR para normalizar la
entrada de ADN. Los inmunocomplejos fueron incubados con ADN de esperma de salmén-Sepharose de proteina A
durante 1 h a 48°C. Las particulas fueron lavadas y eluidas siguiendo las instrucciones del fabricante y después se
incubaron durante una noche a 65°C. Los fragmentos de ADN fueron purificados con un QlAquick Spin Kit (Qiagen,
Valencia, CA). Los cebadores usados para los ensayos ChIP fueron como se indica a continuacién: cebador directo
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de ERa, 5-AGAAGCTAGACCTCTGCAGG-3' (SEQ ID NO: 10), y cebador inverso de ERa, 5-AAGCAG
GGGCAAGGAAATATC-3’ (SEQ ID NO: 11). El fragmento de 140 pb amplificado expande un sitio de unién a p65
conservado GGGACTTTCT en el promotor F. Para PCR, se usaron 2 yL de una extraccion de ADN de 30 uL y 30
ciclos de amplificacion.

Analisis estadistico. Los resultados se presentan como media + desviacion estandar (SD) de muestras medidas por
triplicado o duplicado. Cada experimentos se llevo a cabo tres veces, a menos que se indique lo contrario. El test t
de Student fue usado para calcular diferencias entre los diversos grupos experimentales. La diferencia se considerd
estadisticamente significativa con P < 0,05.

Resultados y discusion

FOXC1 esta asociado al cancer de mama humano negativo en ERa. Se ha identificado el FOXC1 como un marcador
principal para el cancer de mama de tipo basal (Ray et al., 2010), que se caracteriza por una expresion baja o nula
de ER, PR y HER-2/neu. El andlisis de la base de datos de Oncomine, que proporciona conjuntos de datos de
perfiles de expresiéon génica de canceres humanos disponibles publicamente, reveld que los niveles de ARNm de
FOXC1 se correlacionaban a la inversa con la expresion de ERa en multiples conjuntos de datos de sistemas de
microsistema de ADNc de cancer de mama (Ginestier et al., 2006; Lu et al., 2008; Perou et al., 2000; Pollack et al.,
2002; Richardson et al., 2006; Schuetz et al., 2006; Sorlie et al., 2001; Sorlie et al., 2003; Zhao et al., 2004) (Figuras
18A y 19). A continuacién se examinaron los niveles de FOXC1 en lineas celulares de cancer de mama humano
bien conocidas positivas o negativas en ERa.

FOXCT1 regula a la baja la expresion de ERa. En vista de la fuerte correlacion inversa entre los niveles de FOXC1 y
ER en el cancer de mama, se determiné si el FOXC1 afecta a la expresién de ERa. Para abordar esta cuestion, se
transfectd de forma estable FOXC1 en células de cancer de mama MCF-7 positivas en ERa. La sobreexpresion
ectoépica de FOXC1 redujo sustancialmente los niveles de ERa en transfectantes estables, tal como muestra la PCR
de transcripcion inversa (RT-PCR) y la tincion western (Figuras 20A y 20B). Por consiguiente, los genes regulados
por estrégeno bien establecidos PR y sustrato-1 de receptor de insulina (IRS-1) también fueron regulados a la baja
en las células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 (Figura 20B). También se observaron resultados similares en las
células de cancer de mama T47D positivas en ERa (Figura 21).

Para corroborar el anterior descubrimiento, se transfecté de forma temporal una construccion génica de fusion GFP-
FOXC1 en células MCF-7. La tincién inmunofluorescentes demostré que los niveles de ERa eran claramente
inferiores en las células MCF-7 que expresaban GFP-FOXC1 en comparacion con las células vecinas que apenas
presentaban sefial de GFP detectable (Figura 20C). A continuacién, se co-transfecté de forma temporal células
MCEF-7 con una construccién indicadora de elemento de respuesta a estrégeno (ERE)-luciferasa tal como se ha
descrito previamente (Cui et al., 2003), y un plasmido de FOXC1, y a continuacion se estimulé a las células con
estradiol. Tal como ilustra la Figura 20D, el FOXC1 suprimid la actividad de luciferasa inducida por estradiol, lo que
sugiere que la actividad transcripcional de ERa se vio inhibida. Considerandolos en conjunto, estos resultados
indican que el FOXC1 es un represor de la expresién de ERa y por tanto de su actividad.

FOXCT1 reduce la sensibilidad de las células de cancer de mama a ligandos de ERa. Previamente se ha demostrado
que la sobreexpresion de FOXC1 potencia el crecimiento celular en condiciones normales de cultivo (Ray et al.,
2010). Por tanto, se determiné si el FOXC1 afecta al crecimiento de células MCF-7 en otras condiciones de cultivo.
Tal como se ilustra en la Figuras 22A y 22B, la sobreexpresion de FOXC1 potencié el crecimiento de células MCF-7
en medio libre de suero, pero disminuyd el aumento del crecimiento celular inducido por el tratamiento con estradiol
en comparacion con las condiciones en ayunas de suero. Adicionalmente, la sobreexpresién de FOXC1 dio lugar a
células MCF-7 menos sensibles al tratamiento del antiestrogeno tamoxifeno (Figura 22C). En conjunto, estos datos
sugieren que la regulacion a la baja de ERa por FOXC1 permite que el crecimiento celular de MCF-7 sea menos
dependiente de la activacion de ERa inducida por E2 o de la desactivacion de ERa inducida por tamoxifeno.

FOXC1 regula al alza la actividad de NF-kB. Puesto que el analisis del promotor de gen ERa humano (Kos et al.,
2001; Tanimoto et al., 1999) no encontro sitios de union a FOXC1 conservados, se postulé que la inhibicion de ERa
por FOXC1 puede estar mediada por otros mecanismos de sefializacion. Teniendo esto en cuenta, se adoptd una
estrategia de escrutinio sin tendencia. Puesto que el FOXC1 es un marcador importante para el cancer de mama de
tipo basal, se llevd a cabo un analisis de red de sefalizacién sistematico de conjuntos de datos de microsistema de
ADNc de cancer de mama usando la plataforma IPA de Ingenuity (ver Materiales y métodos) para identificar
mecanismos de sefalizacién asociados al cancer de mama de tipo basal. Como se muestra en la Figura 23A, se
descubrio el NF-kB como uno de los mecanismos mas distintivos del subtipo de tipo basal, lo cual es consistente con
el descubrimiento previo de que el factor de transcripcion de NF-kB esta activado constitutivamente en el cancer de
mama negativo en ER y es esencial para la proliferacion de células de cancer de mama de tipo basal (Karin et al.,
2002; Nakshatri et al., 1997; Singh et al., 2007).

Dado el anterior descubrimiento, se determind si la FOXC1 regula la funcién de NF-kB. La inmunotincion demostro
que la subunidad p65 y p-p65 (Ser546, un sitio de fosforilacion de quinasa IkB [IKK]) era inducidamente de forma
destacada por la sobreexpresién de FOXC1 en células MCF-7 (Figura 23B). A la inversa, el bloqueo de FOXC1 por
su ARNsh reprimi6 la expresion de p65 en células de cancer de mama de ratén 4T1, que poseen niveles elevados
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de FOXC1 enddgeno (Figura 23C). Previamente se ha demostrado que los niveles de p65 estan controlados
principalmente a nivel de estabilidad de proteina (Ryo et al., 2003). Usando RT-PCR y el inhibidor de traduccién de
proteina cicloheximida, se confirmé que esta regulacién al alza de p65 por FOXC1 era mediante un incremento de
su estabilidad proteinica (datos no mostrados). La inmunotinciéon con extractos nucleares indicod que el FOXC1
promueve la traslocalizacion de p65 al interior del nucleo (Figura 23D). En concordancia, un ELISA TransAM con
oligonucledétidos que comprenden las secuencias de unién a NF-kB de consenso demostré que el FOXC1 aumenta
considerablemente la actividad de unién a ADN del p65 (Figura 23E). Para corroborar que el FOXC1 potencia la
actividad de NF-kB, se us6 una construccion indicadora de luciferasa que responde a NF-kB. Tal como se muestra
en la Figura 23F, la sobreexpresion de FOXC1 aumentd significativamente la actividad de luciferasa dirigida por NF-
kB. La co-expresion de un super-represor IkBa, una proteina de inhibicion de p65, eliminé dicho efecto del FOXC1.
Cabe destacar que la sobreexpresion de FOXC1 sensibilizé a las células MCF-7 frente a la inhibicion farmacologica
de NF-kB mediante su inhibidor de molécula pequefia BMS-345541 en los ensayos de proliferacion celular (Figura
23G). Se obtuvieron resultados similares con otras lineas celulares de cancer de mama positivas para ERa (datos no
mostrados). En conjunto, estos resultados demuestran que el FOXC1 es un potente inductor de la activacion de NF-
KB.

NF-kB regula a la baja la expresion de ERa. EI NF-kB esta asociado al estatus negativo de ERa en el cancer de
mama (Biswas et al., 2004; Nakshatri et al., 1997). Se ha demostrado que el NF-kB regula de forma negativa la
expresion de ERa (Biswas et al., 2005; Holloway et al., 2004). Para profundizar en la investigacion de si el NF-kB
desempefia un papel en el efecto del FOXC1 sobre la expresion de ERa, la subunidad p65 de NF-kB de las células
MCEF-7 fue sobreexpresada mediante transfeccion. La inmunotincion mostré que un aumento de la expresiéon de p65
disminuyé los niveles de proteina de ERa en células MCF-7 (Figura 24A). La RT-PCR en tiempo real indic6 que los
niveles de ARNm de ERa también se vieron reducidos (Figura 25). Inversamente, la inhibicion de NF-kB por el
inhibidor IKK BMS-345541 en células MCF-7 que sobreexpresan FOXC1 elevo los niveles de ERa, PR e IRS-1
(Figura 24B). Adicionalmente, cuando se co-transfectdé de manera transitoria p65 o ERa con una construccion
indicadora de luciferasa ERE, la actividad de luciferasa inducida por E2 se vio sustancialmente reducida por la co-
transfeccion de p65, aunque aumenté por la co-transfeccion de ERa (Figura 24C).

El ARNm de ERa humano se transcribe desde al menos siete promotores diferentes con regiones Unicas no
traducidas en 5 (Kos et al., 2001). Todos estos transcritos de ERa utilizan un mismo sitio de aceptacion de
separacion en el nucledtido +163 desde el sitio de inicio de la transcripcion en el exdn 1 identificado originalmente
(Green et al., 1986). Estudios previos han demostrado que el p65 se une al promotor B del gen ERa (Tanimoto et al.,
1999). De forma destacable, también existe un sitio de unién a p65 altamente conservado GGGACTTTCA en la
posicion -430 del promotor F de ERa (Mahmoodzadeh et al., 2009). Para confirmar que el p65 se une a esta region
de promotor, se llevaron a cabo ensayos de inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP) usando extractos celulares
preparados a partir de células MCF-7 de control y que sobreexpresan FOXC1. La regiéon promotora amplificada de
140 pb se extiende desde el sitio de unién. Tal como se presenta en la Figura 24D, la unién de p65 al promotor F de
ERa se vio incrementada por la sobreexpresion de FOXC1. En conjunto, estos resultados sugieren que el p65 media
en la supresion de FOXC1 de la expresién de ER.

En este estudio, se ha demostrado que la expresion de FOXC1, un factor de transcripcion esencial para el desarrollo
de tejido de mesoderma en vertebrados (Berry et al., 2002; Saleem et al., 2003) y un marcador para el cancer de
mama de tipo basal (Ray et al., 2010), se correlaciona inversamente con los niveles de ERa en tejidos y lineas
celulares de cancer de mama. Especificamente, se descubrié que el FOXC1 regula al alza la subunidad p65 de NF-
KB, lo cual regula entonces a la baja la expresion de ERa a través de un mecanismo transcripcional. La regulacién al
alza de p65 también des-sensibiliza a las células de cancer de mama frente al estradiol y el antiestrogeno
tamoxifeno. En esencia, la sobreexpresion de FOXC1 hace que las células cambien de ser dependientes de
estrégeno a una proliferacion dependiente de NF-kB, un descubrimiento confirmado por la sensibilidad de las células
de cancer de mama a la inhibicion de NF-kB. El NF-kB es un factor de transcripciéon bien establecido que
desempefia un papel central en la regulacion de la expresion de muchos genes asociados a la proliferacion celular,
la respuesta inmune, la inflamacidn, la supervivencia celular y la oncogénesis (Karin et al., 2002; Lin et al.). Este
estudio proporciona evidencias de la interrelacién entre ERa y FOXC1 mediada por NF-«kB.

Estudios previos han revelado que la caja forkhead A1 (FOXA1) y la proteina de unién 3 (GATA-3) son expresadas
en intima asociacién con el ERa (Albergaria et al., 2009). Ambos son factores de transcripcion implicados en la
accion mediada por ERa en el cancer de mama (Eeckhoute et al.,, 2007; Lupien et al., 2008; van der Heul-
Nieuwenhuijsen et al., 2009). EI FOXA1 se une a ADN de cromatina y abre la estructura de la cromatina potenciando
con ello la uniéon de ERa a los promotores de sus genes diana. El sitio de uniéon de FOXA1 habitualmente esta en
estrecha proximidad respecto a los sitios de union a ERa. A este respecto, el FOXA1 actia como factor imprimador
en el reclutamiento de ERa a sus elementos cis-reguladores en el genoma y la subsiguiente induccion
transcripcional de genes diana tales como ciclina D1 en las células de cancer de mama (Carroll et al., 2005;
Laganiere et al., 2005). El GATA-3 es requerido para la estimulacién de estrégeno en la progresion del ciclo celular
en las células de cancer de mama. Regula al alza el ERa uniéndose a dos elementos cis-reguladores localizados
dentro del gen ERa; esta unién permite el reclutamiento de ARN polimerasa Il a promotores de ERa (Eeckhoute et
al., 2007). Otro factor de transcripcion de cabeza forkhead, FOXO3a, también induce la expresién de ERa a través
de la union al promotor de ERa (Belguise y Sonenshein, 2007; Guo y Sonenshein, 2004).
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Ademas de su asociacion al cadncer de mama negativo para ERa en general, la activacion de NF-kB se ha asociado
a la pérdida de ER asociada a la sobreexpresion de EGFR 6 HER-2 en el cancer de mama inflamatorio (Van Laere
et al., 2007). Esto es consistente con el descubrimiento anterior de que el NF-kB media en la regulacion a la baja de
ER mediante MAPK hiperactivo (Holloway et al., 2004; Oh et al., 2001), inducido normalmente por la sobreexpresion
de EGFR y HER-2. Cabe destacar que los mecanismos para la inhibicion de ERa por NF-kB todavia no se entienden
bien. El p65 de NF-kB puede actuar uniéndose directamente al promotor de ERa (Mahmoodzadeh et al., 2009;
Tanimoto et al.,, 1999). Ademas de los sitios de union de NF-kB publicados para el promotor B del gen ERa
(Tanimoto et al., 1999), existe un sitio de union de NF-kB altamente conservado en el promotor F de ERa en los
nucleétidos -380 a -420 (Mahmoodzadeh et al., 2009). El analisis ChIP confirmd que el NF-kB se puede unir a la
region que contiene las secuencias conservadas. Otra posibilidad es que el p65 interaccione con ERa inhibiendo con
ello la actividad de ERa (Gionet et al., 2009; Stein y Yang, 1995). Esto a su vez puede reducir la transcripcion de
ERa, que puede ser regulada positivamente mediante el propio ERa activado por estrégenos a través de EREs
medios en su promotor (Piva et al., 1988; Treilleux et al., 1997). El efecto de NF-kB también puede explicarse en
parte por su regulacién de genes que modulan la expresion de ERa.

En resumen, este estudio esboza un mecanismo para la expresion baja o nula de ERa en el cancer de mama de tipo
basal y propone un nuevo paradigma para investigar el control de la expresion de ERa durante la progresion del
cancer de mama. Estos descubrimientos ahondan en el informe previo de que la expresion de ciclina D1 y otros
genes promotores del crecimiento se ve aumentada en las células que sobreexpresan FOXC1. Una relacién entre el
ERa y FOXC1/NF-kB puede tener implicaciones clinicas para los pacientes de cancer de mama positivos en ERa
que recurren con cancer negativo en ERa.

Ejemplo 6: Estratificacion progndstica de pacientes enriquecidos en HER2 utilizando una determinacion de
FOXC1 de microsistemas de expresion génica semi-cuantitativa

Los tumores enriquecidos en receptor 2 de crecimiento epidérmico humano (HER2) presentan amplificacion génica o
sobreexpresion proteinica. Este subtipo de cancer de mama es notable por su prognosis variable y su respuesta a la
terapia sistémica. Se ha sugerido que un subconjunto de tumores positivos en HER2 exhibe caracteristicas de tipo
basal, el denominado subtipo HER2 basal. El subtipo HER2 basal ha demostrado presentar el peor prondstico entre
los tumores que sobreexpresan HER2. Se ha sugerido que el subtipo HER2 basal simultdneamente co-expresa
HER2 y marcadores tipicos del cancer de mama de tipo basal. Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, el
FOXC1 es un biomarcador terandstico del subtipo molecular de cancer de mama de tipo basal. Por lo tanto, se
puede investigar la expresion de FOXC1 dentro de los tumores que sobreexpresan HER2 para determinar si la
expresion de FOXC1 representa el subtipo HER2 basal y pronostica una mala supervivencia global (OS).

Se obtuvieron datos de microsistema de expresién génica de 58 tumores amplificados de HER2 en una base de
datos disponible publicamente que contenia datos de resultados clinicos ligados (J Clin Oncol. 10 abril 2010; 28(11):
1813-20. Epub 15 marzo 2010). Los datos fueron analizados para expresion de FOXC1 y se us6 un valor de corte de
mediana (percentil 50) para segregar los tumores entre las designaciones de FOXC1 alta y FOXC1 baja. La
significacion prognostica del FOXC1 (alta vs. baja) se determind usando analisis univariable y multivariable.

La Figura 14 muestra que la designacion FOXC1 alta present6é una OS significativamente peor que la designacion
FOXC1 baja (p=0,0313). La designacion FOXC1 alta fue un indicador progndstico independiente para la pero OS
cuando se controlé la edad, el tamafo tumoral y el estatus de nodos linfaticos (HR 2,54, IC 95% 1,21-5,33,
p=0.0138).

Los tumores que co-expresan FOXC1 y HER2 pueden representa el subtipo hibrido tipo basal/HER2+. Los pacientes
con tumores enriquecidos en HER2 que presentan una expresion de FOXC1 elevada presentan una peor
supervivencia. La determinacién de la expresién de FOXC1 con tumores enriquecidos en HER2 puede representar
una estrategia pragmatica para la diagnosis y la prognosis del subtipo basal-HER2.

Ejemplo 7: Estratificacion progndstica de pacientes luminales que utilizan determinacion de microsistemas
de expresion génica semi-cuantitativa de FOXC1.

Los tumores enriquecidos en receptor de estrégeno y/o receptor de progesterona presentan amplificacion génica o
sobreexpresion proteinica de ER y/o PR. Un subconjunto de tumores positivos en ER y/o positivos en PR puede
exhibir caracteristicas de tipo basal, el denominado subtipo hibrido de tipo basal/luminal. El subtipo hibrido de tipo
basal/luminal probablemente tiene el peor prondstico entre los tumores que sobreexpresan ER o PR. El subtipo
hibrido de tipo basal/luminal probablemente co-expresa de forma simultanea ER y/o PR y marcadores tipicos del
cancer de mama de tipo basal. Tal como se ha descrito en los ejemplos anteriores, el FOXC1 es un biomarcador
teranostico del subtipo molecular de cancer de mama de tipo basal. Por lo tanto, se puede investigar la expresion de
FOXC1 en tumores que sobreexpresan ER y/o PR para determinar si la expresion de FOXC1 representa el subtipo
hibrido de tipo basal/luminal y pronostica una mala supervivencia global (OS).

Los datos de microsistemas de expresion génica de tumores amplificados en ER y/o PR pueden obtenerse en una
base de datos disponible publicamente que contiene datos de resultados clinicos asociados. Los datos pueden
analizarse para determinar la expresién de FOXC1 y se deberia usar un valor de corte de mediana para segregar los
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tumores entre las designaciones FOXC1 alta y FOXC1 baja. La significacion prognostica del FOXC1 (alta vs. baja)
puede determinarse usando analisis univariable y multivariable.

La designacion de FOXC1 alta probablemente tiene una OS significativamente peor en comparacion con la
designacion FOXC1 baja dentro del subtipo luminal. La designacion FOXC1 alta probablemente es un indicador
prognostico independiente para pero OS cuando se controla la edad, el tamafio tumoral y el estatus de nodos
linfaticos.

Los tumores que co-expresan FOXC1 y ER y/o PR pueden representar el subtipo hibrido de tipo basal/luminal. Los
pacientes con tumores enriquecidos en ER y/o PR que presentan una expresion elevada de FOXC1 probablemente
presenten una peor supervivencia. La determinacion de la expresion de FOXC1 en tumores enriquecidos en ER y/o
PR puede representar una estrategia pragmatica para el diagnéstico y el prondstico del subtipo hibrido de tipo
basal/luminal.

Ejemplo 8: Estratificacion prognéstica de pacientes triple negativos utilizando determinaciéon de
microsistemas de expresidon génica semi-cuantitativa de FOXC1.

Los tumores triple negativos no expresan ER, PR 6 HER2. Un subconjunto de tumores triple negativos puede exhibir
caracteristicas de tipo basal, el denominado subtipo hibrido de tipo basal/triple negativo. El subtipo hibrido de tipo
basal/triple negativo se asocia con el peor prondstico dentro de los tumores triple negativos. El subtipo hibrido de
tipo basal/triple negativo probablemente expresa marcadores tipicos del cancer de mama de tipo basal. Tal como se
describe en los anteriores ejemplos, el FOXC1 es un biomarcador terandstico del subtipo molecular de cancer de
mama de tipo basal. Por lo tanto, se puede investigar la expresion de FOXC1 en tumores triple negativos para
determinar si la expresion de FOXC1 representa el subtipo hibrido de tipo basal/triple negativo y pronostica una mala
supervivencia global (OS).

Los datos de microsistema de expresion génica de tumores triple negativos pueden obtenerse de una base de datos
disponible publicamente que contiene datos de resultados clinicos asociados. Los datos se pueden analizar para
determinar la expresién de FOXC1 y se deberia usar un valor de corte de mediana para segregar los tumores entre
las designaciones de FOXC1 alta y FOXC1 baja. La significacion progndstica de FOXC1 (alta vs. baja) puede
determinarse usando analisis univariable y multivariable.

La designacion de FOXC1 alta probablemente presenta una OS significativamente peor en comparacién con la
designacion de FOXC1 baja dentro del subtipo triple negativo. La designacion de FOXC1 alta probablemente es un
indicador prognéstico independiente para peor OS cuando se controla la edad, el tamafio tumoral y el estatus de
nodos linfaticos.

Los tumores que expresan FOXC1 y no ER, PR y HER2 pueden representar el subtipo hibrido de tipo basall/triple
negativo. Los pacientes con tumores triple negativos que presentan una expresion elevada de FOXC1
probablemente presentan una peor supervivencia. La determinacién de la expresién de FOXC1 en tumores triple
negativos puede representar una estrategia pragmatica para el diagnéstico y el pronéstico del subtipo hibrido de tipo
basal/luminal.
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ccecgecgecg
gtcgccgecag
ctcgegegeg
cctctacagce
€ggcgcgygygg
catgagcctg
gggcggctcg
cagctcgtcg
cggccaccac
cggagacctg
ccagcagcag
caactctcca
gtaccgcacg
cgaactaaat
actaaaaaaa
agaatatccc
aaccgattaa
gttttataca
cgtaagtttc
gcecttettece
aaagtccccg
ttgcaacata
gtgttcccaa

ataaaaaggg

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



10

aaactgtatt
tgtttattaa
gagctttaat
cacctaaatc
agtctttttg
gcttgctttyg
aaatacgttt
cgcggtctta
acagataaat
gtgagccaga
aaaccagttt
atagaaggat
gaaactattt
aacaagaagg
attttttctt
ttgtaaataa
cagactttgg
ttgttttgga
agcagtaatt

aaatacactt

<210> 13
<211> 1659
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<300>
<308>
<309>
<313>

<400> 13

aatcttattc
taaattacca
tattacgaaa
tctgaaaaat
tttagattta
aggctagtaa
tctcactaat
ccacggtgat
atttggcttg
tgctgaatag
ttaaatgtat
tgctttttta
tagaaaatat
aaggcgagag
gttaatttac
cccaggaaat
ggagatggcg
gataatacag
gctgttgcett

taatttcagt

Secuencia Artificial

GenBank/AR140210
2001-06-16
(1)..(1659)
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tatcctcttt
ttcagtttga
aaagatttca
ggagaaaccc
ttttcctgea
aaagatattt
gacagtccat
gcctgtgtgce
tgtattccat
attttttcct
gtatataatt
aaaatatact
gtttgtagaa
gagcagaaca
agttaaacct
gtaataaatt
atttgattac
tttcctgcta
gttgtcaaaa

Ccaaaaaaaaa

tctttetttt
atgagaccta
gagataaaac
tctgactagt
gcatcttctg
ttctaaacag
gattcggaaa
cgagagatgg
ataaaattgc
attatttcag
ctcccccatt
gcgggttgga
caattatttt
ttttggtcta
aggggacaat
cattatctta
agacgttcgg
tctgecgctce
tttgatcatt

dadaadaadaa

Secuencia codificadora de gen de FOXC1/FKHL7
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tgttgaacat
tatgtctgga
actagaagtt
ccatgtcaaa
caaaatgtac
attggagttyg
ttttaagccc
gactgtgcgg
agtgcatatt
tcctttataa
tacaatcctt
aagggatatt
tgaaaaagat
gggtggtttc
ccggattggce
gggtgatctg

99999tgggg
ctatctagag

gttaaaggat

aaaaaa

attcattgtt
tactttaata
acctattctc
ttttactaaa
tatatagtca
gcatataaac
atgaatcagc
ccagatatgc
atacatccct
aaggaaaaat
catgtattac
taatctttga
ttaaagcaat
tttttaaacc
cctececcectt
ccctgecaat
ggcttgcagt
gcaacactta

tgctgcaaat

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3946



atgcaggcgc
ggcgagcaga
ccggccccca
gcecgegect

tatagctaca

ctgaacggca
ggctggcaga
cgcgacgaca
atgttcgaga
aaggacaagg
ccccecgeecg
gtgcgcatcc
tcceceggecy
gacagcagca
cggccgectca
ccgccegeace
ccgcagagcg
cgcgcgggga
tacagctcecc
gcgggggecy
agcctgtacg
ggctcggecg
tcgtcgtecc
caccaccctyg
gacctgggcc
cagcagaact
tctccagtga

cgcacgtccyg

<210> 14
<211> 553
<212> PRT
<213>
<220>

<223>

gctactccgt
gctactaccg
tgagcgtgta
acgggcccta

tcgcgeteat

tctaccagtt
acagcatccg
agaagccgggy
acggcagcett
aggagaagga
cgccgecgga
aggacatcaa
ccgeccctggg
gcagcagcct
gcctggacgg
atagccaggg
cggccgegga
tcgcaccecc
cctgcageca
€gg99g4gcgc
cggccggega
tggacaaccc
tgagtcacgg
cggcccacca
acttggcaag
tccactcggt
acgggaatag
gagctttcgt

Secuencia Artificial

ES 2546410 T3

gtccagececc
cgcggceggec
ctcgcaccect
cacgccgcag

caccatggcc

catcatggac
ccacaacctc
caagggcagc
cctgeggegy
caggctgceac
gcaggccgac
gaccgagaac
cagcggcagce
gtccagcggg
tgcggattcc
cttcagecgty
gctcagctcc
gctggegetc
gacctccagce
gggcggcgec
gcgcgggggce
cctgcecgac
€ggcggegge
aggccgcectce
c€gcggeggeg
gcgggagatg
tagctgtcaa

ctacgactgt

Secuencia de proteina de FOXC1/FKHL7

aactccctgg gagtggtgcc ctacctcggce

gcggcggecg ggggceggeta caccgccatg
gcgcacgccg agcagtaccc gggcggeatg

ccgcagcecca

atccagaacg

cgcttccect
tcgctcaacg
tactggacgc
cggcggceget
ctcaaggagc
ggcaacgcgc
ggtacgtgcc
gccgecegegy
agcagccccc
gcgeccgecgce
gacaacatca
ggccttctgg
ggcgcctact
gcgggcagcet
gggacctacc
cacttgcagg
tactctctgce
ggcggcggey
acctcgtggt
gcggeggegy
ttcgagtcac
atggccttcec

agcaagttt

46

aggacatggt gaagccgccc

ccccggacaa gaagatcacc

tctaccggga
agtgcttcgt
tggacccgga
tcaagaagaa
cgccececgcec
ccggtceccgea
cctegecgcec
tgcccaagat
cgggcagcct
cgccecgegec
tgacgtcgct
cctcggcggce
cgceceggeca
<€gggcggcgy
actgcaacct
gcgcgeccgg
ctccggtcac
ggggaggcca
acctgaacca
ccgcaggeta
agaggatcgg

cttccagcca

caacaagcag
caaggtgccg
ctcctacaac
ggacgcggtg
cggccgecag
gccgecgecc
ccagcccctyg
cgagagcccc
gccgtcggeg
ctccgeececg
gcgggggtcy
cgcgtcctcg
gagctccctce
c€ggcggegge
gcaagccatg
gggcgcgggc
cagcagcagc
ggaggccgge
ggcgggcgga
cccgggecag
cttgaacaac

gtctctgtac

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1659
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<300>
<308> GenBank/AAE63616
<309> 2001-06-16

<313> (1)..(553)

<400> 14

Met Gln Ala Arg Tyr Ser val Ser Ser Pro Asnh Ser Leu Gly val val
1 5 10 15

47



Pro

Ala

His

Gly

65

Tyr

Lys

Pro

Asn

Lys

145

Met

Lys

Glu

Ala

225

Ser

Ile

Tyr

Gly

Pro

50

Pro

Ser

Lys

Phe

Leu

130

Pro

Phe

Asp

Pra

Asp

210

Ile

Pro

Glu

Leu

Gly

35

Ala

Tyr

Tyr

Ile

Tyr

115

Ser

Gly

Glu

Ala

Pro

195

Gly

Lys

Ala

Ser

Gly

20

Gly

His

Thr

Ile

Thr

100

Arg

Leu

Lys

Asn

val

180

Pro

Asnh

Thr

Ala

Pro
260

Gly

Tyr

Ala

Pro

Ala

85

Leu

Asp

Asn

Gly

Gly

Lys

Pro

Ala

Glu

Ala

245

Asp

Glu

Thr

Glu

Gln

70

Leu

Asn

Asn

Glu

Ser

150

Ser

Asp

Gly

Pro

Asn

230

Leu

Ser

Gln
Ala
Gln
55

Pro
Ile
Gly
Lys
Cys
1)_’(5
TYr
Phe

Lys

Arg

Gly
Gly

ser
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Ser

Met

40

Tyr

Gln

Thr

Ile

Gln

120

Phe

Trp

Leu

Glu

Gln

200

Pro

Thr

Ser

Ser

Tyr

Pro

Pro

Pro

Met

Tyr

Gly

val

Thr

Arg

Glu

185

Pra

Gln

Cys

Gly

ser
265

Tyr

Ala

Gly

Lys

Ala

90

Gln

Trp

Lys

Leu

Ar

17

Lys

Pra

Pro

Pro

250

ser

48

Arg

Pro

Gly

Asp

75

Ile

Phe

Gln

val

Asp

155

Arg

Asp

Pro

Pro

Ser

235

Ala

Leu

Ala

Met

Met

60

Met

Gln

Ile

Asn

Pro

140

Pro

Arg

Arg

Ala

Pro

220

Pro

Ala

Ser

Ala

Ser

45

Ala

val

Asn

Met

Ser

125

Arg

Asp

Arg

Leu

Pro

205

val

Pro

Ala

Ser

Ala

30

val

Arg

Lys

Ala

Asp

110

Ile

Asp

Ser

Phe

His

190

Pro

Arg

Gln

val

Gly

Ala

Tyr

Ala

Pro

Pro

95

Arg

Arg

Asp

Tyr

Lys

175

Leu

Glu

Ile

Pro

Ala

Ser

Tyr

Pro

80

Asp

Phe

His

Lys

Asn

160

Lys

Lys

Gln

Gln

Leu

240

Lys

ser



Pro

Asp

Ser

305

Pro

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ser

Gly

Leu

Gly

Ala

465

Asp

Tyr

Ser

Cys

Pro

Ser

290

Gln

Gln

Ala

Ser

Ser

370

Gly

Leu

Gly

Pro

Leu

Pro

Gln

Gln

Gly

Ala

Gly

Ser

Ser

Pro

355

Ala

Ala

Tyr

Ala

Pro

435

Gly

Gln

Gly

Gly

Arg

Met

Ser

Pro

Phe

Ala

Ser

340

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

His

Gln

500

Ile

Ala

Leu

Pro

Ser

Ala

325

Arg

Gln

Ser

Gly

Ala

405

Gly

Thr

Gly

Arg

Leu

485

Gln

Gly

Phe

Pro

Pro

val

310

Ala

Ala

Ser

Ser

Ala

390

Gly

Ser

Ser

Gly

Leu

470

Ala

GlIn

Leu

Pro

Ser

Pro

295

Asp

Glu

Gly

Ser

Gly

Gly

Glu

Ala

Ser

Gly

Thr

Ser

Asn

Asn

Ser
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Ala

280

Ala

Asn

Leu

Ile

Leu

360

Gly

Thr

Arg

val

Ser

440

Gly

sSer

Ala

Phe

Asn

520

Ser

Arg

Pro

Ile

Ser

Ala

345

Tyr

Gly

Tyr

Gly

Ser

Gln

Trp

Ala

His

505

Ser

Gln

Pro

ser

Met

ser

330

Pro

Ser

Gly

His

Gly

410

Ash

Ser

Glu

Tyr

Ala

490

Ser

Pro

Ser

49

Leu

Ala

Thr

315

Gly

Pro

Ser

Gly

Cys

395

His

Pro

Ser

Ala

Leu

475

Ala

val

val

Leu

Ser

Pro

300

Ser

Leu

Leu

Pro

Gly

380

Asn

Leu

Leu

Leu

Gly

460

Asn

Ala

Arg

Asn

Tyr

Leu

285

Pro

Leu

Leu

Ala

Leu

Gln

Pro

Ser

445

His

Gln

Ala

Glu

Gly

Arg

Asp

Pro

Arg

Ala

Leu

350

Ser

Gly

Gln

Gly

His

Ala

Ala

Met

510

Asn

Thr

Gly

His

Gly

Ser

335

Gly

Gln

Ala

Ala

Ala

415

Tyr

Gly

Pro

Gly

Ala

495

Phe

Ser

Ser

Ala

His

Ser

320

Ala

Ala

Thr

Ala

Met

400

Pro

Ser

Gly

Ala

Gly

Glu

Ser

Gly
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530 535 540

Ala Phe val Tyr Asp Cys Ser Lys Phe
545 550
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REIVINDICACIONES

1. Un método de clasificacion terandstica, que proporciona informacion relativa al diagnoéstico, el prondstico y la
optimizacion del tratamiento de un tumor de cancer de mama, método que comprende:

- determinar un estatus de expresion de ER, PR y HER2 de una muestra de tumor de cancer de mama;
- detectar un nivel de expresion de FOXC1 a partir de la muestra de tumor de cancer de mama;
- comparar el nivel de expresion de FOXC1 con un nivel de corte predeterminado; y

- clasificar la muestra de tumor de cancer de mama como perteneciente a un subtipo de tumor de cancer de
mama hibrido de tipo basal/triple negativo terandstico cuando el estatus de expresion de ER es negativo (ER-), el
estatus de expresion de PR es negativo (PR-), el estatus de expresion de HER2 es negativo (HER2-) y el nivel
de expresion de FOXC1 es superior a un nivel de corte predeterminado, donde el nivel de corte predeterminado
se determina mediante un nivel de percentil 90 de los niveles de expresion de FOXC1 correspondientes a un
conjunto de datos de tumores de cancer de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de
cancer de mama.

2. Un método para predecir un pronostico de un cancer de mama de tipo basal, método que comprende:
- detectar un nivel de expresion de FOXC1 en una muestra de tumor de cancer de mama;
- comparar el nivel de expresion de FOXC1 con un nivel de corte predeterminado; y

- predecir un mal pronéstico del cancer de mama de tipo basal si el nivel de expresion de FOXC1 es superior al
nivel de corte predeterminado, donde el nivel de corte predeterminado se determina mediante un nivel de
percentil 90 de los niveles de expresion de FOXC1 correspondientes a un conjunto de datos de tumores de
cancer de mama, comprendiendo el conjunto de datos todos los subtipos de cancer de mama.

3. El método de la reivindicacion 1 6 2, donde la muestra de tumor de cancer de mama es una muestra embebida en
parafina y fijada con formalina (FFPE).

4. El método de la reivindicacién 3, donde el nivel de expresion de FOXC1 se determina mediante reaccion en
cadena de polimerasa de transcriptasa inversa cuantitativa (QRT-PCR) o mediante un ensayo Quantigene® FFPE.

5. El método de la reivindicacion 2, donde el prondstico es supervivencia global o supervivencia libre de recurrencia.

6. El método de la reivindicacion 2, donde el prondstico es una propension a desarrollar una metastasis distante o un
tiempo para metastasis distante.

7. El método de la reivindicacion 6 donde la metastasis distante es metastasis cerebral.

8. El método de la reivindicacion 2, donde el prondstico es una propensidn a resistencia a una terapia dirigida contra
el cancer.

9. El método de la reivindicacion 8, donde la terapia dirigida es una sustancia que inhibe la expresién y/o la actividad
de HER2.

10. El método de la reivindicacion 9, donde la sustancia es trastuzumab (Herceptin®).

11. El método de la reivindicaciéon 8, donde la terapia dirigida es una sustancia que inhibe la expresion y/o la
actividad de ER.

12. El método de la reivindicaciéon 11, donde la sustancia es tamoxifeno o un inhibidor de aromatasa.
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P<0,0001

P<0,0001

P<0,0001

P<0,0001

ER-
PR-
HER2+

=

Luminal ABB (n=208). | HER2 (n=19)| Tipo basal (n=22)
FOXClato) 4 e e U
FOXC1 bajo 204- 18 2

Luminal A/B (n=210) |HER2 (n=19) |Tipo basal (n=22)
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FOXC1 bajo 205 18 2

Luminal A/B (n=189)] HER2(n=49)| Tipo basal(n=46)

EDE ) I, — — S
FOXC1 bajo| 168 49 17

Triple Negativo (n=27)

No Triple Negativo (n=202)

FoxClao| 11 | o
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l
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Fig. 3
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Agrupamiento Jerarquico basado en IGS —
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Fig. 6
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Fraccion superviviente

Fraccién superviviente
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Fraccion superviviente

Fraccion superviviente
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