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INTRODUCCION

El cancer de mama es el cancer mas diagnosticado a nivel mundial y la principal causa
de muerte por cancer en mujeres [1,2]. En el cancer de mama se distinguen distintos tipos
histoldgicos, con distintas caracteristicas inmunofenotipicas y moleculares, siendo el mas
predominante el carcinoma ductal infiltrante (CDI). El carcinoma lobulillar infiltrante (CLI),
caracterizado por la pérdida de la molécula de adhesién E-cadherina codificada por el gen CDH1,
es el segundo tipo mas comun de cancer de mama invasivo y supone entre el 10-15% del total

[3].

La mayoria de los CLI son receptores hormonales (RH) positivos y de grado histoldgico
2. Clinicamente, el CLI se trata de forma similar al CDI con RH positivos. Sin embargo, el CLI
difiere claramente del CDI en sus caracteristicas clinico-patoldgicas, en sus alteraciones
moleculares y en su patrdn de infiltracion local y metastasico. Ademas, el CLI también difiere en
la respuesta a la terapia sistémica, con estudios que muestran que el CLI es menos sensible a la
guimioterapia, y tiene peores resultados clinicos con recurrencias mas tardias [3,4].
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Haciendo referencia al microambiente tumoral, también se conocen ciertas diferencias
en los CLI respecto a otros tumores de mama, una prueba de ello son los estudios de linfocitos
infiltrantes de tumores (TILs). En los CDI con receptores de estrogeno (RE) negativos, los TlLs se
asocian a un buen prondstico, en cambio, los TlLs representan un biomarcador morfoldgico
asociado a un mal pronéstico de los CLI [5]. Ademas, se han descrito varias diferencias en cuanto
a la composicién y localizacion inmunitaria entre los CLI y los CDI, lo que sugiere un fenotipo de
exclusién inmunitaria. En general, estas observaciones sugieren que la infiltracion inmunitaria
podria desempefiar un papel diferente en los CLI en comparacion con los CDI [6].

A nivel molecular, la consulta de la base de datos del Atlas del Genoma del Cancer
muestra aberraciones moleculares distintivas en los CLI en comparacion con los CDI, como la
pérdida de E-cadherina (66% frente al 3%), mutaciones en FOXA1 (7% frente al 2%) y mutaciones
en GATA3 (5% frente al 20%). En conjunto, esto sugiere que el CLI es biolégicamente distinto, lo
gue puede influir en las estrategias terapéuticas [4].

En cuanto a la supervivencia global de los pacientes con CLI, esta es favorable en
comparacioén con el CDI en los primeros 5 afios del diagndstico, pero el resultado es peor
después de 5 afios en comparacidn con pacientes con CDI en el mismo estadio y grado [4,7]. Una
de las razones es la presencia de células cancerosas diseminadas que permanecen dormidas
durante periodos prolongados (periodo de “dormancy”) y pueden provocar una recaida tardia
en lugares metastasicos distantes. Las células cancerosas que se diseminan desde el tumor
primario antes de la cirugia existen como enfermedad minima residual durante un largo periodo
de tiempo antes de pasar a la metastasis manifiesta y al crecimiento agresivo [8]. En un estudio
gendmico comparativo entre CLI y CDI, describieron tasas mas bajas de traduccion y
metabolismo de proteinas en los CLI en comparacion con los CDI, que son caracteristicas
conocidas de la latencia tumoral [9].

Para comprender en profundidad el comportamiento bioldgico de los CLI seria
interesante conocer el perfil transcriptémico tanto de las células tumorales como de las que
conforman el microambiente tumoral. La tecnologia single cell RNA-seq presenta ventajas sobre
los métodos de secuenciacion tradicionales a la hora de diseccionar la heterogeneidad de las
poblaciones celulares ocultas en los analisis masivos y de explorar tipos celulares raros asociados
con la tumorogénesis y la metastasis [10]. Esta tecnologia también se ha utilizado para explicar
la heterogeneidad del microambiente tumoral mediante la identificacion de distintos
subconjuntos de células inmunitarias que pueden estar asociados a la inmunovigilancia y son
posibles objetivos de la inmunoterapia. Ademas de explorar la heterogeneidad, single cell RNA-
seq tiene diversas aplicaciones en la investigacion del cancer de mama, incluyendo el analisis de
las comunicaciones célula-célula, los estados reguladores de una sola célula, la distribucién de
las células inmunes, etc [10].

Los estudios de single cell RNA-seq realizados en los ultimos afios en el campo de la
investigacion del cancer de mama han agrupado poblaciones celulares con diferentes subtipos
moleculares para identificar poblaciones distintas que pueden correlacionarse con un mal
prondstico y la resistencia a los farmacos [10]. El cancer de mama comprende un conjunto
diverso de enfermedades caracterizadas por la heterogeneidad que influye en la respuesta al
tratamiento y en el resultado de las pacientes [11]. Pero aun no se ha descrito esta
heterogeneidad transcripcional en los CLI, ni se ha evaluado sistematicamente esta diferencia
entre CLI y CDI, mediante esta tecnologia se podria investigar como afecta el microambiente al
estado de “dormancy”, el porqué de la metastasis tardia o se podria conocer mejor el
mecanismo especifico de infiltracidn local de los CLI.
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En resumen, a pesar de las diferencias que existen entre los CLI y CDI, los ensayos clinicos
tratan los canceres de mama RH positivo como una sola enfermedad, y existe una necesidad
insatisfecha de estudios que aborden los desafios Unicos a los que se enfrentan las pacientes
diagnosticadas con CLI [3,4]. Se necesitan herramientas de diagndstico y opciones de
tratamiento especificas para los CLI, para mejorar los resultados generales de los pacientes. La
falta de grandes estudios que ayuden a tener una mayor comprensién del patron de infiltracion
especifico, del nicho latente, del mecanismo molecular especifico que despierta a estas células
e induce su proliferacién es crucial para el desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento y
nuevos protocolos adaptados a la biologia unica de los CLI.

Basandonos en todo lo anteriormente descrito, proponemos realizar este proyecto, que
tiene como propdsito principal estudiar en los CLI de mama el perfil transcriptémico tumoral y
del microambiente en tejido primario mediante single-cell RNA seq, comparando los resultados

con una cohorte control de CDI.

Carcinoma lobulillar clasico

Carcinoma ductal invasivo

Patrén de infiltracion difuso de
células discohesivas

Pérdida de E-cadherina 66%
Mutaciones en FOXA1 7%
Mutaciones en GATA3 5%

Recaidas tardias (“dormancy”)
Tasas bajas de traduccion vy
metabolismo de proteinas

Mayor namero de CTCs

TILs asociados a mal pronostico
Menor sensibilidad a quimioterapia

HIPOTESIS
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Patrén de infiltracidn en glandulas y
nidos tumorales

Pérdida de E-cadherina 3%
Mutaciones en FOXA1 2%
Mutaciones en GATA3 20%
Recaidas mas tempranas

Tasas mas altas de traducciéon y
metabolismo de proteinas

Menor namero de CTCs

TILs asociados a un buen prondstico
Mayor sensibilidad a quimioterapia



Los CLI tienen un perfil transcripcional especifico tanto en las células tumorales como
en las que conforman el microambiente tumoral que difiere de los CDI.

OBIJETIVOS
Objetivo principal

Estudiar el perfil transcripcional mediante single cell RNA-seq de las células tumorales y
de las que conforman el microambiente tumoral en tumores primarios de CLI y CDI.
Comparacion de resultados entre ambos tipos de tumores.

Objetivos secundarios

- Caracterizar los subtipos celulares de los CLI y de los CDI.
- Determinar perfiles de expresién génica como biomarcadores prondsticos en los CLI.

- ldentificar dianas terapéuticas en células tumorales o en células estromales que
tengan un papel en la comunicacién intercelular y en el desarrollo del CLI.

METODOLOGIA

Serie de estudio y serie control

- Seincluirdn un total de 30 tumores primarios de pacientes recién diagnosticadas de
cancer de mama RH+ HER2- en estadios I-ll, sin tratamiento neoadyuvante:

o CLI:15
o CDI:15

Métodos

- Las muestras necesarias para el proyecto serdn solicitadas al Biobanco que tiene
establecido el “Fondo de muestras bioldgicas para el estudio de Neoplasias
Mamarias. Biobanco” que facilita la gestidon y preparacion preanalitica de tejidos, asi
como los datos asociados. El Biobanco del Hospital Universitario Ramon y Cajal-
IRYCIS facilitara la participacién de otros centros formalizando la incorporacién de
muestras con el correspondiente acuerdo de depdsito entre el Biobanco y los
distintos centros colaboradores. Como centro colaborador contaremos con el
hospital Ruber International.

- Se evaluaran las caracteristicas anatomo-patoldgicas todos los tumores.
Single cell RNA seq

- Solicitaremos las muestras de tumor primario en fresco al Biobanco del hospital. Las
muestras para diagndstico siempre seran prioritarias y solo se incluiran al estudio
pacientes cuyas muestras de tejido en fresco sean de un tamanio suficiente para obtener
muestra para investigacién garantizando el material para diagndstico.
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- Las muestras se procesaran, se fijaran y disgregaran segun el protocolo CG000553 de
10X Genomics. En resumen, siguiendo los pasos de este protocolo, se pesara el tumor,
se cortara en pequefios fragmentos, se fijaran y se disociaran. Finalmente se congelaran
las células durante un periodo maximo de 3 meses.

- Con las muestras reclutadas durante los primeros meses continuaremos con el
protocolo CG000527 de 10X Genomics alquilando durante un mes el equipo Chromium
X, se repetira el proceso con el alquiler del equipo hasta completar las secuenciaciones
de célula Unica de las muestras del estudio. Esta parte del proceso se basa en:
hibridacion de una sonda para transcriptoma completo; generacién de GEM y cddigo de
barras, con el equipo Chromium X se realizara la particion de un gran nimero de células,
con una diversidad masiva de barcodes para generar > de 100.000 particiones marcadas
con barcodes Unicos; recuperacion de GEM y preamplificacion; construccidén de las
librerias; y secuenciacién. Gracias a esta tecnologia se capturaran y secuenciaran hasta
10.000 células por muestra.

- Lasecuenciacion de las librerias y el andlisis bioinformatico se hara en colaboracion con
la Unidad de Apoyo de Gendmica Traslacional y la de Bioinformatica del hospital Ramon
y Cajal. La secuenciacidn se realizara con tecnologia Illumina con un coverage de 40k
reads/cell. Y en referencia al andlisis, el mapeo de los datos de secuenciacion y los
informes iniciales de control de calidad se realizaran con el pipeline estandar de 10X
Genomics Cell Ranger. Se generard un archivo de datos cloupe para que podamos
navegar por ellos con el 10X Genomics Loupe Browser, mediante el cual estudiaremos
firmas de expresion génica y genes expresados diferencialmente en células tumorales y
del microambiente entre los CLI y CDI.
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NORMATIVA DE BUENA PRACTICA CLINICA Y DE PROTECCION DE DATOS

Todos los procedimientos del estudio se llevaran a cabo segun lo estipulado en la Ley
14/2007 de Investigacidon biomédica y el RD 1716/2011. La investigacidn no interferird en la
asistencia médica que siempre sera prioritaria.

Durante la duracion del proyecto (2 afios) las muestras necesarias para su realizacidén
seran almacenadas en el Laboratorio de Patologia Molecular del Cancer (Servicio de Anatomia
Patoldgica) del Hospital Ramadn y Cajal. Solo se recogeran datos necesarios para el estudio y
serdn tratados con las medidas de seguridad establecidas en el Reglamento General de
Proteccidén de Datos europeo (Reglamento (UE) 2016/679) asi como la Ley Organica 3/2018, de
5 de diciembre, de Proteccidon de Datos Personales y garantia de los derechos digitales. Las
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muestras seran identificadas con un cdédigo, de modo que sdélo el investigador
principal/investigadores colaboradores, con acceso a sus datos identificativos podran
relacionarlas con el paciente, siendo responsables de garantizar la confidencialidad. Una vez
finalizado el proyecto, el excedente de las muestras de tejido se archivara en el Laboratorio de
Anatomia Patoldgica dentro de la practica habitual de acuerdo con la legislacién vigente Ley
14/2007, del 3 de julio y Real Decreto 1716/2011, del 18 de noviembre.

CONFIDENCIALIDAD

Cumpliendo con la LEY 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién biomédica y el RD
1716/2011, las muestras y los datos asociados a la enfermedad se utilizaran dnicamente en este
proyecto de manera cientifica y ética. En todo momento, se cumplirdn los principios del
Reglamento General de Proteccion de Datos europeo (Reglamento (UE) 2016/679) asi como la
Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Personales y garantia de los
derechos digitales. Una vez finalizado el proyecto, toda la informacién quedara codificada. Se
garantiza por tanto el mantenimiento de la confidencialidad en todos sus aspectos, incluyendo
las posibles publicaciones cientificas derivadas del proyecto.

PLAN DE DIFUSION Y/O PROTECCION DE LOS RESULTADOS

Los resultados relevantes obtenidos seran presentados en los diferentes congresos
nacionales e internacionales, asi como su publicacidn en revistas cientificas.

Respecto a la protecciéon de los datos, todos los casos estaran totalmente anonimizados.
Se va a asignar un numero consecutivo por caso, empezando por el 1, y solo el investigador
principal/colaboradores tendran acceso al nimero de historia clinica al que correspondera cada
numero asignado.

PLAN DE TRABAJO

Este estudio tendrd una duracidn de 2 afos.

- Seleccion de pacientes. Después del diagnéstico mediante BAG de CLI en el servicio
de Anatomia Patoldgica, las pacientes seran contactadas por el servicio de
Oncologia, de Cirugia o de Ginecologia para ser reclutadas en caso de firmar el Cl.

- Firma del Cl de Biobanco. Oncdlogos, ginecdlogos o cirujanos seran los encargados
de explicar el proyecto a las pacientes y seran los que recojan las firmas de los Cl.

- Solicitud a Biobanco para la peticion de las muestras. José Palacios hara las
solicitudes conforme se vayan incluyendo pacientes.

- Asignacidon de cddigo a cada paciente y a cada muestra. En Biobanco las pacientes y
muestras seran codificadas.

- Evaluacion de caracteristicas anatomo-patolégicas de los tumores. José Palacios y
Belén Pérez serdn los encargados de esta tarea.

- Fijacién, disgregacion, congelacion y almacenamiento de muestras. Silvia Gonzélez
se encargara de este proceso.

- Single-cell RNA seq. Silvia Gonzalez se encargara de la parte técnica.
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10.

11.

- Secuenciacion y andlisis bioinformaticos. Se realizaran en colaboracion con la
Unidad Central de Apoyo de Gendmica Traslacional y Bioinformatica del Hospital
Ramon y Cajal.

- Interpretacion de resultados. José Palacios y Silvia Gonzalez se encargaran de esta
etapa final del estudio.
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PRESUPUESTO

| PRESUPUESTO (2 ANOS)

SOLICITUD DE MUESTRAS A BIOBANCO 163,80 €
FIJACION/DISOCIACION/CONGELACION 2.500,00 €
ALQUILER CHROMIUM X 15.000,00 €
SINGLE CELL RNA SEQ 90.000,00 €
ANALISIS BIOINFORMATICO 4.000,00 €
PUBLICACIONES CIENTIFICIAS 3.000,00 €
INVESTIGADOR POSTDOCTORAL 82.374,00 €
TOTAL SIN OVERHEADS 197.037,80 €
OVERHEADS 34.771,38 €
TOTAL DEL PROYECTO 231.809,18 €
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