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Resumen Divulgativo

El cancer de mama HER2 positivo es un subtipo clinicamente agresivo que representa
aproximadamente el 15-20% de todos los casos de cancer de mama. Afortunadamente, en los
ultimos afios se han desarrollado tratamientos dirigidos muy eficaces, como trastuzumab vy
pertuzumab, que han mejorado notablemente el prondstico de las pacientes. Sin embargo, no
todas responden de la misma manera a los tratamientos neoadyuvantes (aquellos que se
administran antes de la cirugia), y algunas pueden presentar recaidas o enfermedad residual
tras la intervencidn quirurgica.

Este proyecto tiene como objetivo comprender mejor los mecanismos celulares y moleculares
que determinan la respuesta o resistencia al tratamiento neoadyuvante en pacientes con cancer
de mama HER2 positivo. Para ello, se utilizara una tecnologia de ultima generacion llamada
secuenciacién de ARN a nivel de célula Unica (scRNA-seq), que permite analizar individualmente
cada célula del tumor y descubrir subpoblaciones celulares que podrian ser responsables de la
resistencia terapéutica.

Se estudiaran muestras tumorales obtenidas antes del tratamiento, tras la cirugia y, cuando sea
posible, de metastasis. Esta estrategia permitird comparar las células tumorales de pacientes
gue responden completamente al tratamiento con las de aquellas que no logran una respuesta
total, ademas de analizar las diferencias entre los tumores antes y después del tratamiento en
pacientes con respuesta incompleta, para identificar las células que resisten y caracterizarlas en
profundidad.

Los hallazgos de este estudio permitiran identificar patrones celulares asociados a la falta de
respuesta y proponer nuevos biomarcadores y posibles dianas terapéuticas, con el objetivo final
de avanzar hacia tratamientos mas personalizados y eficaces para las pacientes con cancer de
mama HER2 positivo.

Abstract

En este proyecto se caracterizaran, mediante transcriptémica de célula Unica (scRNA-seq), la
heterogeneidad celular y los perfiles de expresidn génica en tumores de mama HER2 positivo en
estadios II-Il tratados con esquemas terapéuticos neoadyuvantes estandar (TCHP o AC-THP).
Se analizaran un total de 32 muestras tumorales: 10 tumores primarios pretratamiento de
pacientes con respuesta patoldgica completa (pCR), 10 tumores primarios pretratamiento de
pacientes sin pCR, 10 tumores residuales postquirurgicos de este uUltimo grupo, y 2 metastasis
recogidas en pacientes con recaida tras tratamiento neoadyuvante.

El estudio busca identificar diferencias en la composicion celular y en los perfiles
transcriptémicos entre los distintos grupos, asi como caracterizar subpoblaciones celulares que
podrian estar asociadas a la resistencia terapéutica. Los objetivos incluyen la identificacion de
nuevos biomarcadores de resistencia y posibles dianas terapéuticas que contribuyan a optimizar
el manejo clinico del cancer de mama HER2 positivo. Las muestras seran procesadas mediante
la tecnologia de expresion génica de célula Unica de 10X Genomics, utilizando el protocolo
adaptado para muestras FFPE (CG000632), y la secuenciacion se realizard en la plataforma



NovaSeq de lllumina. El andlisis bioinformatico incluird la identificacion de tipos celulares,
anadlisis de expresion diferencial, inferencia de variaciones en el nimero de copias génicas,
inferencia de programas reguladores y enriquecimiento funcional. Los resultados de este
proyecto podrian aportar informacion clave para avanzar hacia terapias mas eficaces y
personalizadas en pacientes con cancer de mama HER2 positivo en enfermedad localmente
avanzada.

Introduccion

El cAncer de mama es la neoplasia mas comun en mujeres a nivel mundial y una de las principales
causas de mortalidad en esta poblacion®. Dentro de los subtipos moleculares, el cdncer de mama
HER2 positivo se caracteriza por la sobreexpresién del receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2). Esta alteracidn esta presente en aproximadamente el 15-20% de
todos los tumores mamarios y se asocia con un fenotipo mas agresivo y un peor prondstico en
comparacién con los canceres de mama HER2 negativos, que constituyen el 80—-85% de los
casos??. La relevancia bioldgica y clinica de HER2 ha transformado el panorama terapéutico del
cancer de mama*®. El desarrollo de terapias dirigidas contra esta diana, como trastuzumab y
pertuzumab, ha mejorado significativamente la supervivencia global y libre de enfermedad en
pacientes con este subtipo®”.

En el contexto neoadyuvante, la incorporacion de trastuzumab a la quimioterapia citotdxica ha
demostrado mejorar significativamente tanto la tasa de respuesta patoldgica completa (pCR)
como la supervivencia libre de enfermedad®. La adicidn posterior de pertuzumab a este
esquema representd un avance sustancial, con mejoras significativas en la supervivencia global,
especialmente en el contexto metastésico®!’. Diversos ensayos clinicos han consolidado la
eficacia de la combinacion trastuzumab—pertuzumab junto con quimioterapia en el tratamiento
del cancer de mama HER2 positivo, independientemente del estadio o del contexto
terapéutico®''2, Los regimenes combinados de quimioterapia con inhibidores de HER2, como
TCHP (docetaxel, carboplatino, trastuzumab y pertuzumab) o AC-THP (doxorrubicina vy
ciclofosfamida seguido de docetaxel, trastuzumab y pertuzumab), han logrado tasas de pCR
superiores al 60%34, lo que se traduce en mejores resultados a largo plazo.

Sin embargo, un porcentaje relevante de pacientes no alcanza una pCR, y estas pacientes
presentan un mayor riesgo de recaida y peor prondstico. Comprender las bases celulares y
moleculares de la resistencia al tratamiento sigue siendo un reto clave en la investigacion del
cancer de mama HER2 positivo.

La tecnologia de transcriptomica de célula Unica (scRNA-seq) permite estudiar la expresidon
génica a nivel individual en miles de células, revelando con gran precisién la heterogeneidad
celular y la dindmica del microambiente tumoral. Esta herramienta ha demostrado su utilidad
para identificar subpoblaciones celulares asociadas a la respuesta terapéutica o a la resistencia,
proporcionando informacién valiosa para el desarrollo de tratamientos personalizados®.

Tradicionalmente, la aplicacion de scRNA-seq se ha limitado al uso de muestras frescas o
congeladas, lo que dificulta su implementacion en estudios clinicos debido a la limitada
disponibilidad de este tipo de tejido. Para superar esta limitacion, nuestro laboratorio ha



validado protocolos de scRNA-seq tanto en muestras frescas como en tejido fijado en formol e
incluido en parafina (FFPE) de tumores ginecoldgicos. Nuestros estudios han demostrado la
fiabilidad de esta tecnologia en muestras FFPE de cancer de mama, habilitando asi el analisis
retrospectivo de cohortes tumorales con informacidn clinica y molecular asociada. De hecho,
hemos logrado identificar poblaciones celulares previamente no descritas, como células ciliadas
en cancer de mama, cuya presencia fue confirmada mediante técnicas complementarias como
inmunohistoquimica y microscopia electrénica®®.

Nuestro estudio recientemente publicado en Cells!®, junto con los resultados preliminares de
scRNA-seq obtenidos en mas de 70 muestras FFPE en nuestro laboratorio, no solo refuerzan la
robustez de esta técnica, sino que también subrayan nuestra amplia experiencia en su
aplicacion. En este proyecto, proponemos aplicar scRNA-seq a muestras FFPE de pacientes con
cancer de mama HER2 positivo en estadios II/lll, tratadas con esquemas neoadyuvantes
estandar (TCHP o AC-THP), con el objetivo de caracterizar las poblaciones celulares presentes en
los tumores pretratamiento y en los tumores residuales postquirurgicos de aquellas pacientes
gue no alcanzan una pCR.

Este andlisis permitira identificar y caracterizar perfiles celulares asociados a la resistencia
terapéutica y proponer nuevas dianas moleculares para el disefio de estrategias mas efectivas,
dirigidas a lograr una respuesta completa al tratamiento en un mayor nimero de pacientes.

Justificacion cientifica y clinica

Este proyecto se centra en el cancer de mama HER2 positivo, un subtipo molecularmente
definido que representa entre el 15-20% de los canceres de mamay que, a pesar de los avances
terapéuticos con farmacos dirigidos, sigue presentando un comportamiento clinico agresivo y
riesgo de recaida. Los tratamientos neoadyuvantes estandar, como los esquemas TCHP o AC-
THP, han mejorado significativamente la tasa de pCR; sin embargo, un porcentaje relevante de
pacientes no alcanza esta respuesta, lo que se asocia con un prondstico desfavorable.

La biologia de la resistencia al tratamiento anti-HER2, asi como los mecanismos celulares que
subyacen a la falta de respuesta completa, aun no se comprenden completamente. En este
contexto, scRNA-seq se presenta como una herramienta potente para desentrafiar la
heterogeneidad tumoral y caracterizar las distintas poblaciones celulares implicadas en la
respuesta o resistencia terapéutica.

A diferencia de la mayoria de estudios previos que requieren tejido fresco, nuestro grupo ha
optimizado y validado protocolos de scRNA-seq en muestras FFPE de mama, lo que permite
aprovechar colecciones retrospectivas de casos clinicamente bien caracterizados. Esto hace
posible un analisis mas exhaustivo de tumores pretratamiento, postquirirgicos y metastasicos.

Mediante esta estrategia, buscamos identificar subpoblaciones celulares asociadas a la
resistencia terapéutica, caracterizar los programas transcripcionales que definen los distintos
estados celulares tumorales y del microambiente, y proponer nuevas dianas terapéuticas que
contribuyan a mejorar el manejo personalizado del cdncer de mama HER2 positivo.



Hipotesis

Las diferencias en la composicion y el perfil transcriptémico de las poblaciones celulares
presentes en los tumores primarios de pacientes con cancer de mama HER2 positivo tratadas
con quimioterapia y terapia dirigida anti-HER2 (trastuzumab y pertuzumab) determinan la
respuesta al tratamiento. En particular, existen subpoblaciones celulares especificas asociadas
a la resistencia terapéutica que persisten en el tumor residual tras el tratamiento neoadyuvante
en pacientes que no alcanzan respuesta patolégica completa.

La identificacién de estas poblaciones mediante analisis de transcriptomica de célula unica
permitird proponer nuevas dianas terapéuticas dirigidas a eliminar dichas células resistentes y
aumentar la tasa de respuesta patoldgica completa en este subtipo de cancer de mama.

Objetivos
Objetivo principal

Caracterizar y comparar las poblaciones celulares y sus perfiles de expresion génica en tumores
de mama HER2 positivo tratados con esquemas de quimioterapia y terapia dirigida anti-HER2
(TCHP o AC-THP), analizando tanto las muestras tumorales pretratamiento de pacientes que
alcanzan respuesta patoldgica completa (pCR) como aquellas de pacientes que no la alcanzan,
asi como los tumores residuales postquirdrgicos y dos muestras metastasicas de estas ultimas,
con el fin de identificar diferencias asociadas a la respuesta terapéutica e investigar
subpoblaciones celulares resistentes que podrian constituir nuevas dianas terapéuticas.

Objetivos especificos

1. Identificar diferencias en la composicion celular y en los perfiles transcriptomicos entre
tumores primarios pretratamiento de pacientes con cancer de mama HER2 positivo que
alcanzan pCR y aquellos que no responden al tratamiento con quimioterapia y terapia
dirigida anti-HER2 (trastuzumab y pertuzumab).

2. Caracterizar las poblaciones celulares y su expresion génica en los tumores residuales
postquirurgicos de pacientes sin pCR, con el objetivo de detectar subpoblaciones
asociadas a la resistencia terapéutica.

3. Identificar posibles dianas terapéuticas dentro de las poblaciones celulares resistentes,
orientadas a optimizar futuras estrategias de tratamiento e incrementar la tasa de
respuesta patoldgica completa en pacientes con cancer de mama HER2 positivo.

4. Explorar, de forma preliminar, las poblaciones celulares presentes en muestras
metastdsicas de dos pacientes sin pCR, y compararlas con las poblaciones celulares
detectadas en los tumores residuales correspondientes, con el fin de identificar posibles
patrones de progresion tumoral o seleccidn clonal asociada a la metastasis.



Metodologia
Novedad del estudio

Este proyecto propone un enfoque innovador al aplicar la tecnologia de scRNA-seq a muestras
de cancer de mama HER2 positivo en estadios IlI/Ill, tratadas con regimenes neoadyuvantes
estandar que combinan quimioterapia con terapia dirigida anti-HER2 (trastuzumab vy
pertuzumab). Este abordaje permitird una caracterizacién detallada de las subpoblaciones
celulares, sus perfiles de expresidn génica, posibles alteraciones gendmicas y su asociacién con
la respuesta terapéutica. El uso de scRNA-seq en muestras FFPE cuidadosamente seleccionadas
abre nuevas posibilidades para identificar mecanismos de resistencia y potenciales dianas
terapéuticas en este subtipo tumoral.

Disefio del estudio

Se trata de un estudio traslacional en el que se caracterizard la heterogeneidad celular y
molecular del cdncer de mama HER2 positivo utilizando scRNA-seq. Se analizardn un total de 32
muestras tumorales FFPE. Las muestras se dividirdn en: 10 tumores primarios antes del
tratamiento de pacientes con pCR, 10 tumores primarios antes del tratamiento de pacientes sin
pCR, 10 tumores residuales tras cirugia del grupo sin pCR y 2 muestras metastdsicas de este
ultimo grupo. Todos los casos seleccionados corresponderan a pacientes con tumores HER2+++
confirmados por inmunohistoquimica (IHC), tratados con esquemas neoadyuvantes estandares
basados en quimioterapia y terapia dirigida anti-HER2 (TCHP o AC-THP). La seleccion se basard
en el diagndstico, el tratamiento recibido y la disponibilidad de tejido adecuado. Se recopilaran
datos clinicos y patoldgicos relevantes (edad, tipo histoldgico, estadio, tratamiento) a partir de
los historiales médicos electrénicos.

Protocolo de scRNA-seq

1. Adquisicién y procesamiento de muestras: Los bloques FFPE serdn seccionados (10
cortes de 25 um) y procesados utilizando el protocolo Chromium Fixed RNA Profiling de
10X Genomics. La disociacion del tejido se realizara con el dispositivo gentleMACS Octo
Dissociator. Las suspensiones unicelulares serdn criopreservadas a -80 °C hasta la
creacion de las librerias y posterior secuenciacion.

2. Preparacion de librerias y secuenciacién: Las librerias se prepararan con los kits
Chromium Fixed RNA Profiling Reagent Kits (10X Genomics) y se secuenciaran en un
sistema lllumina NovaSeq 6000. Las lecturas se alineardn al transcriptoma de referencia
GRCh38 y se cuantificaran los UMI utilizando Cell Ranger.

3. Andlisis bioinformatico:

e Anotacidn de tipos celulares: Se realizard manualmente usando genes
marcadores candnicos y SingleR con la referencia Monaco Immune Data.

e Enriquecimiento funcional: Analisis de enriquecimiento GO con el paquete
clusterProfiler.

o Inferencia de alteracion en el nimero de copias (CNVs): Con inferCNV,
utilizando células no malignas como referencia.



e Anadlisis comparativo: Se compararan poblaciones celulares, perfiles de
expresion génica y CNVs entre los tres grupos.

e Andlisis de trayectorias: Se utilizara el algoritmo Palantir para inferir
trayectorias pseudotemporales.

Validacion de resultados

Para validar los CNVs identificados por scRNA-seq, se utilizara hibridacidn fluorescente in situ
(FISH), con sondas dirigidas a ERBB2, MDM4, MYC, CCND1, FGFR1 y GATA3. El microambiente
inmunoldgico tumoral sera caracterizado adicionalmente mediante IHC para CD3, CD4, CDS,
CD20, CD68 y CD117.

Limitaciones y mitigacion de sesgos

e Limitaciones: La baja celularidad o la degradacién del ARN pueden afectar el analisis.
Solo se incluirdan muestras adecuadamente conservadas.

e Mitigacion de sesgos: La seleccion de casos se basard en el diagndstico
clinicopatoldgico. La estandarizacién de los protocolos y el uso de muestras control
contribuiran a reducir la variabilidad técnica.

Riesgos y plan de contingencia

e Riesgos: Mala calidad del ARN en muestras antiguas; retrasos técnicos en el
procesamiento o la secuenciacion.
¢ Plan de contingencia: Se excluiran muestras con mas de 4 afios de antigliedad.

Alineacidn entre hipotesis, objetivos y metodologia

La metodologia esta directamente alineada con la hipodtesis y los objetivos del proyecto. El uso
de scRNA-seq permite un perfilado profundo de la composicién celular tumoral y su asociacion
con la respuesta al tratamiento. La validacién mediante técnicas ortogonales (FISH, IHC)
garantiza la aplicabilidad clinica y la solidez de los hallazgos.

Justificacion del tamafio muestral

Dado el caracter exploratorio del scRNA-seq y la alta resolucidn de los datos celulares obtenidos,
32 muestras son suficientes para capturar la variabilidad bioldgica e identificar patrones
clinicamente relevantes. Cada muestra proporcionara datos transcriptomicos de unas 10.000
células individuales, lo que permitira comparaciones robustas entre grupos.

Perspectiva de género
El estudio se centra en el cancer de mama, una enfermedad que afecta predominantemente a

mujeres. Contribuye a abordar las desigualdades de género en la investigacién oncoldgica y
busca mejorar las estrategias diagndsticas y terapéuticas en la salud femenina.



Impacto esperado

Los resultados de este proyecto tienen el potencial de generar un conocimiento clave sobre los
mecanismos de resistencia al tratamiento en el cancer de mama HER2 positivo en estadios II/111,
contribuyendo asi a la mejora de las estrategias terapéuticas actuales. La identificacién de
subpoblaciones celulares especificas asociadas a la ausencia de pCR permitird avanzar hacia
tratamientos mas personalizados y eficaces, optimizando las decisiones terapéuticas en este
grupo de pacientes.

Ademas, los datos obtenidos podran servir como base para el disefio de futuros ensayos clinicos
dirigidos a pacientes con alto riesgo de recaida, especialmente aquellos que no logran pCR tras
el tratamiento estandar y que, en la actualidad, disponen de opciones terapéuticas limitadas
una vez completado el abordaje neoadyuvante.

Plan de difusion

Los hallazgos del proyecto seran difundidos a través de diversas vias con el objetivo de
maximizar su impacto cientifico, clinico y social. Se prevé la publicacién de los resultados en
revistas cientificas internacionales de alto impacto y acceso abierto, asi como su presentacion
en congresos especializados en oncologia, patologia y biologia molecular.

A nivel local, se organizaran actividades de divulgacion en colaboracion con asociaciones de
pacientes y jornadas de puertas abiertas en varios hospitales. Asimismo, se incluirdn materiales
informativos accesibles para pacientes y publico general, en coordinacion con iniciativas como
la Escuela de Pacientes. Estas acciones permitiran transferir el conocimiento generado a la
sociedad y visibilizar la importancia de la investigacion en tumores dificiles de tratar.

Cronograma:

Afo 1 Afio 2 Afio 3

Tarea
Q1 (Q2|Q3(Q4|Q1|Q2(Q3|Q4]|Q1|Q2]| Q3

Qa4

Seleccién de casos y evaluacion histolégica

Procesamiento de muestrasy preparacion de
librerias parascRNAseq

Secuenciacién

Andlisis bioinformatico y estadistico

Validacién de resultados

Comunicacion




Presupuesto:

iTEM COSTE
1. Consumibles para scRNA-seq (32 muestras) 67,963.00 €
PROTECTOR RNase Inhibitor 2000 U x2 2,262.00€
LIBERASE TH Research Grade 100 mg 940.00 €
MACS SmartStrainer, 30 um 145.00€
Filtros de pre-separacién, 30 um 285.00€
Tubos GentleMACS T25 C x2 438.00€
Medios, PBS, agua libre de nucleasas, Tris, xilol, BSA 300.00€
Yoduro de propidio, 1.0 mg 88.00€
Camaras para conteo celular (C10228) - 50 portaobjetos x2 325.00€
Dual Index Plate TS Set A, 96 reacciones 1,476.00 €
SPRIselect - 60 mL 1,868.00€
Chromium Chip QSingle Cell Kit x2 2,154.00 €
(B:(};;Z?ium Fixed RNAKit —Transcriptomahumano (4 rxnsx 4 49,144.00 €
Chromium X & Kit deaccesorios—15 dias 4,538.00 €
oo TR | ao0one
2. Secuenciacion externade librerias (CNAG —tarifa 2024) 22,000.00 €
Anticverposy St dedessein (300 sides x13 € 3,900.00¢
s
5. Investigador postdoctoral (tiempo parcial) 42,000.00 €
6. Publicacidn articulo en Open Access 3,000.00 €
7. Gestion de proyecto (20% Hospital publico) 35,616.00 €
TOTAL 178,079.00 €
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