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RESUMEN

Introduccion
El estudio de las alteraciones epigenéticas contribuye a la caracterizacidn del subtipo triple negativo
(TN) de cancer de mama (CM).

Objetivos
Identificar genes diferencialmente metilados entre CM TN y tejido no neoplasico.

Material y Métodos

El estado de metilacion de DLEU7 y NKAPL se estudié mediante pirosecuenciacién en tumores TN, su
tejido adyacente, tejido no neoplasico y lineas celulares. La expresidn proteica se analizé por IHQ en
tejidos y por PCR a tiempo real y Western Blot en lineas celulares.

Resultados

Se encontraron niveles mas elevados de metilacion de DLEU7 y NKAPL en tejido tumoral comparado
con tejido no neopldsico. Esta alteracién epigenética, también se encuentra en el tejido adyacente al
tumor, estando correlacionada con el grado de expresidn proteica. Hay una tendencia hacia un peor
prondstico de las pacientes con hipermetilacion.

Conclusiones
Esta es la primera descripcion sobre la hipermetilacién de DLEU7 y la NKAPL en CM TN.

Palabras clave: Cancer mama, Epigenética, triple-negativo, prondstico



SUMMARY

Introduction
The study of epigenetic alterations contributes to the characterization of triple negative (TN) breast
cancer (BC).

Aims
To identify genes differentially methylated in TN BC compared to non-neoplastic tissue.

Methods

The methylation status of DLEU7 and NKAPL was studied by pyrosequencing in TN BC tissues,
adjacent-to-tumour tissue, non-neoplastic tissue and cell lines. Protein expression was analysed by
IHC in tissues and by real time PCR and Western Blot in cell lines.

Results

We found that DLEU7 and NKAPL methylation levels are higher in tumour than in non-neoplastic
tissue. The adjacent-to-tumour tissue harbours also these epigenetic alterations, and it is associated
with a marked reduced mRNA and protein expression. There is a tendency towards a worse
prognosis in patients with these epigenetic aberrations.

Conclusions
This is the first report showing DLEU7 and NKAPL hypermethylation.

Key words: Breast cancer, Epigenetics, triple-negative, prognosis
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS
CpG/CG: Citosina-Guanina

CM: Cancer de mama

DNasa: Desoxirribonucleasa

dNTP: desoxirribonucleétido trifosfato
DMEM: Dubelcco’s Modified Eagle Medium
EGF: Epidermal growth factor

FBS: Fetal Bovine Serum

HER2: Receptor tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
MEBM: Mammary Epithelial Basal Medium
mMRNA: RNA mensajero

pb: pares de bases

PBS: Phosphate Buffered Saline

PCR: Polymerase Chain Reaction

PPi: Pirofosfato

RE: Receptor de estrogeno

qPCR: PCR cuantitativa

RNasa: Ribonucleasa

RP: receptor de progesterona

rpm: revoluciones por minuto

RT: Retrotranscripcién

TBS: Tris Buffered Saline

TN: Triple Negativo

TSS: Transcription start site



INTRODUCCION

1. CANCER DE MAMA

El cdncer de mama (CM) es la enfermedad neoplasica mas frecuente entre las mujeres y una de las
principales causas de muerte por cdncer en todo el mundo (1, 2). En los Ultimos afios se ha descrito
un aumento de su incidencia, con una tasa de mortalidad elevada a pesar de su tendencia a la
disminucién (3), ya que ha habido un aumento en la supervivencia global que se ha atribuido a los
avances en los programas de deteccion precoz de cancer de mama en los que Navarra ha sido
pionera en su implantacidn asi como a la incorporacion en clinica de nuevas terapias dirigidas en
funcién de las caracteristicas de las pacientes.

A nivel mundial, se estima que mas de un millén de mujeres son diagnosticadas de CM cada afio, y
mas de 400.000 falleceran a causa de la enfermedad (4). En el afio 2012, la mayor incidencia,
mortalidad y prevalencia a 5 afios de cancer en mujeres, fue para el CM con valores del 29%, 15,5% y
40,8%, respectivamente (5).

En el Ultimo Registro de Cancer de Navarra publicado en 2014 por el Servicio de Epidemiologia,
Prevencion y Promocién de la Salud del Gobierno de Navarra, el 27,2% de los tumores malignos
diagnosticados en mujeres en los afios 2008-9 fueron tumores de mama, con una tasa ajustada a la
poblacién mundial de 69,5% (6) .

La edad es el principal factor de riesgo no modificable en el cancer de mama, con un incremento de
la incidencia a partir de los 35 afios y una estabilizacién a partir de los 55, coincidiendo con la
menopausia (7). La aparicion de cdncer de mama puede explicarse por factores genéticos
hereditarios siguiendo un modelo de transmisién autosémica dominante en aproximadamente un
10% de los casos, a diferencia del cancer de mama familiar sin un modelo de transmision establecido
y cancer esporadico, en funcién de criterios previamente establecidos (8, 9). La progresidon tumoral
se explica como el resultado de la acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas en genes
supresores de tumores y proto-oncogenes combinada con la existencia de factores ambientales,
hormonales, y reproductivos (10). A pesar de que las tasas de incidencia del cadncer de mama se
mantienen estables (6), la mortalidad debida a esta enfermedad sigue siendo elevada (11) lo que
hace imprescindible el estudio de nuevos biomarcadores con valor diagndstico, prondstico y/o
predictivo de respuesta al tratamiento oncoldgico que puedan caracterizar mejor a los pacientes y
contribuir a un seguimiento y tratamiento mas personalizado de las pacientes.

Subtipos de cancer de mama

El CM se caracteriza por ser uno de los tipos de cancer mas heterogéneo desde el punto de vista
patoldgico y clinico, al agrupar numerosas entidades histoldgicas con prondstico clinico variable. Los
tumores de mama han sido tradicionalmente clasificados en funcién de su histologia, lo que no llega
a explicar estas diferencias en el prondstico de pacientes, que incluso es variable en pacientes con
tumores morfolégicamente similares.

De este modo, la heterogeneidad patoldgica del CM se refleja en la existencia de distintos subtipos
moleculares (Luminal A, Luminal B, HER2 y triple negativo) caracterizados por la expresién diferencial
de paneles de genes cruciales en el inicio y progresién del cidncer detectada mediante arrays de
expresion (12). El uso de la Inmunohistoquimica (IHQ) para el analisis de proteinas es una
herramienta bdsica en los servicios hospitalarios de Patologia, y ha supuesto un importante avance
para la clasificacién de los tumores en los subtipos mencionados que reemplaza a la clasificacion
molecular(12). Ello se debe a la existencia de marcadores IHQ subrogados recomendados por un
panel de expertos en la ultima Conferencia Internacional de Cancer de mama de St. Gallen de 2013
(13). En este sentido se acordd una clasificacion del CM basada en la expresién de receptores de
expresion nuclear de estrégeno (RE) y progesterona (RP) y receptor de membrana tipo 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER2). Recientemente, se ha descrito la inclusion del marcador




nuclear de proliferacion celular Ki-67 como marcador para la distincion de tumores de bajo y alto
grado (14).

Los subtipos anatomopatoldgicos del CM reconocidos por el panel de expertos de St Gallen son los
siguientes:

Subtipo Luminal

Constituyen mas del 60% de los tumores mamarios y son positivos para los receptores de estrégeno
y progesterona. Este hecho les hace hormono-dependientes por lo que responden a la terapia
hormonal con Tamoxifeno y a los farmacos inhibidores de aromatasas, y se consideran de buen
prondstico. Este subtipo se divide a su vez en 2 grupos:

e Luminal A: Estos tumores son RE positivos y RP positivos. Ademas, presentan niveles de
expresion de Ki-67 bajos (< 20%). Se considera que tienen un menor riesgo de desarrollar
recidiva.

e Luminal B:

0 Luminal B HER2 negativo: Son RE positivos y HER2 negativos y cumplen al menos una
de las siguientes premisas: presentar niveles de expresion de Ki-67 altos y/o RP
negativo. Tienen un riesgo alto de recidiva.

0 Luminal B HER2 positivo: Son RE positivos y presentan sobreexpresiéon o
amplificacion de HER2. Los niveles de expresidn tanto de PR como de Ki-67 pueden
ser variables. Presentan peor prondstico que el resto de luminales (14). Las pacientes
de este subtipo se benefician, aparte de la terapia hormonal, del tratamiento con el
anticuerpo monoclonal dirigido al bloqueo de la actividad de HER2 (Trastuzumab).

Subtipo HER2

Este tipo de tumores presentan sobreexpresion de HER2 por amplificacion del gen del mismo
nombre, asi como ausencia de expresién de RE y RP. Se consideran mas agresivos que los anteriores
pero responden bien al tratamiento con Trastuzumab.

Subtipo triple negativo (TN)

Su nombre deriva de la ausencia de expresidon de RE, RP y HER2 caracteristica de estos casos. Las
pacientes con CM TN carecen de tratamientos dirigidos, al no presentar ninguna de las dianas del
resto de subtipos (15). EIl TN es el subtipo mas agresivo de CM, caracterizado por la aparicién de
recidivas viscerales locales y a distancia y muerte de las pacientes a partir de los cinco afios tras el
diagndstico (16, 17). Estudios recientes sobre perfiles de expresion génica confirman la
heterogeneidad del CM TN y proponen seis subgrupos (18): basal 1, basal 2, inmunomodulador, tipo
luminal, receptor de andrégenos positivo y mesenquimal.

Aungue los distintos marcadores inmunohistoquimicos mencionados se consideran el gold standard
para distinguir los subtipos de CM, el prondstico de estas pacientes sigue siendo muy heterogéneo
aun dentro de cada grupo, por lo que hay una necesidad urgente de identificar nuevos
biomarcadores con valor clinico para estratificar a las pacientes de buen y mal prondstico (19).
Ademas las pacientes con CM TN carecen lamentablemente de un tratamiento dirigido eficaz, lo que
contribuye a su mal prondstico (20). Todo ello junto con la alta incidencia de esta enfermedad hacen
imprescindible incorporar nuevos biomarcadores que ayuden a detectar pacientes de peor
prondstico o que contribuyan a la eleccién de un tratamiento oncolégico dirigido mas eficaz en
combinaciéon con la quimioterapia y radioterapia convencionales, lo que contribuye a refinar el
seguimiento clinico de las pacientes (13).



2. EPIGENETICA Y CANCER

La Epigenética estudia los mecanismos que influyen en la expresién de genes heredables pero que
ocurren sin cambios en la secuencia de DNA (21). Estos mecanismos incluyen la metilacion del DNA,
modificaciones post-traduccionales de las proteinas histonas (fosforilacidn, acetilacién, metilacién) y
el patrén de expresion de microRNAs (22).

El mecanismo epigenético mas conocido es la metilacion del DNA, que juega un papel crucial y
dindmico en la regulacion de la expresidon génica. Mediante mecanismos epigenéticos las células se
especializan y se estabilizan para mantener un patrén de metilacion Unico a lo largo de la vida del
organismo, suprimiendo la expresion de genes virales y otros elementos de DNA ajenos al huésped, y
proporcionando un mecanismo para la respuesta a estimulos del medio (23). La metilacién aberrante
del DNA vy su impacto en la expresidon de genes han sido implicados en la progresion de muchas
enfermedades, incluido el cancer (24).

2.1 Mecanismo de metilacién

La metilacién del DNA es un proceso bioquimico que consiste en la adiciéon de un grupo metilo a la
posicién 5’ de los residuos de citosina en dinucledtidos CG (25). La distribucidon de CG no es aleatoria
a lo largo del genoma, sino que tiende a agruparse en regiones llamadas islas CpG, presentes
principalmente en regiones promotoras de genes. Las islas CpG se describen como secuencias de
DNA de mas de 200 pares de bases de longitud, con un contenido en CG mayor del 50% y una
proporcion de CG observada/esperada de mas del 60%. La metilacion también se puede dar en islas
CpG no localizadas en promotores, definidas como orillas CpG, ubicadas alrededor de las primeras
(26).

La metilacién de las islas CpG esta tipicamente asociada al silenciamiento de genes, mientras que la
desmetilacion de dichos sitios permite la transcripcion. La metilacién favorece el silenciamiento
mediante el bloqueo de la unién de los complejos de iniciacién de la transcripcion al DNA, la
inhibicidn de la RNA polimerasa y el reclutamiento de complejos represores de la transcripcion (25).
El patrén de metilacidn en células diferenciadas es sobre todo estable y heredable (27). Sin embargo,
unas proteinas especificas, las metiltransferasas de DNA (DNMTs), pueden establecer sefales de
metilacidon nuevas en respuesta a factores ambientales. DNMT3A y DNMT3B son responsables de la
metilacion de novo, mientras DNMT1 mantiene el modelo de herencia de silenciamiento por mitosis.
Esta ultima enzima no sélo metila el DNA, sino que ademads se acopla directamente a proteinas de
unién a metil-CpG (MBPs). Las MBPs a su vez, pueden asociarse a enzimas constrictivas de histonas
como las histonas deacetilasas, HDAC1 y HDAC2, metiltransferasa H3K9 (Suv39 h1) y la proteina de
heterocromatina (HP1), todas componentes sinérgicos del silenciamiento de genes (25).

2.2 Alteraciones epigenéticas en cancer

El cancer y otras muchas enfermedades humanas muestran una regulacién epigenética aberrante
(28). Las alteraciones epigenéticas son comunes en cancer, incluyendo la hiper- e hipometilacidn del
DNA, el perfil aberrante de expresion de microRNAs y modificaciones post-traduccionales de las
histonas. Durante la ultima década, la metilacién aberrante del DNA ha sido reconocida como una de
las anomalias moleculares mas comunes en CM (29, 30). La metilacién de ciertos genes se ha
relacionado con las caracteristicas clinicas y patoldgicas de los tumores de mama, y se considera un
biomarcador de diagndstico (31), del estado del receptor de hormona (32) y HER2 (33), de respuesta
al tamoxifeno (32) y quimioterapia (34), de metastasis durante el seguimiento (35), y predictor de la
supervivencia (32, 36).

En particular, el Epigenoma del cancer se caracteriza por los cambios globales en la metilacion del
DNA vy alteracion de modificacién de histonas. Debido a rasgos tipicos como la hipometilacion global



de DNA vy la hipermetilacién especifica de promotores, cominmente observados en neoplasias
benignas y en tumores de estadio temprano, es cada vez mas evidente que la desregulacién
epigenética puede preceder a los eventos oncogénicos clasicos: mutaciones en genes supresores de
tumores y/o en protooncogenes e inestabilidad gendmica (37). Se sabe que la desregulacién de la
magquinaria epigenética por mutacion, delecién o alteracién de expresion de cualquiera de sus
componentes provoca patrones aberrantes de expresidon génica que contribuyen a la aparicion y
progresion del cancer (38). De hecho, basandonos en el modelo de los eventos (hits), estas
alteraciones epigenéticas o “epimutaciones” pueden contribuir en ocasiones al inicio del cancer al
metilar el alelo intacto de genes supresores de tumores que estan previamente mutados o
delecionados en el otro alelo, provocando su silenciamiento (39).

En términos de niveles de metilacidn global, las células tumorales presentan hipometilacion a lo largo
de todo el genoma e hipermetilacion en las islas CpG de promotores de genes (38). Esta ultima
alteracion epigenética es la mas caracteristica en tumores humanos y esta normalmente asociada a
silenciamiento de genes supresores de tumores como CDKN2A, MLH1, BRCA1 y VHL.

Ademas, se ha explicado recientemente que gran parte de esta metilacién aberrante del DNA en las
células transformadas/tumorales se debe a la presencia de mutaciones somaticas en la maquinaria
que mantiene el patrén de metilacion normal de la célula, como en los genes que codifican para
DNMT3A en leucemia mieloide aguda (40), y para enzimas desmetilantes en leucemias linfociticas
(41, 42).

En CM es caracteristica la presencia en células tumorales pero no en células normales de la
hipermetilacion (43) de promotores de genes supresores de tumores y de otros genes relacionados
con cancer implicados en funciones diversas, desde adhesion hasta proliferacion celular (44). Algunos
ejemplos son los genes supresores de tumores BRCA1, implicado en la reparacion del DNA, CDKN2A,
importante en la fase G1 del ciclo celular mitético y la apoptosis, y PTEN, regulador negativo de la
proliferacién celular por su papel en la via PI3K-AKT.

2.3 Valor clinico de las alteraciones epigenéticas

Las alteraciones epigenéticas que inician la tumorigénesis pueden servir como biomarcadores para la
deteccion precoz del cédncer, ya que pueden estar presentes antes del diagndstico clinico de la
enfermedad y pueden ser detectados mediante técnicas moleculares de alta sensibilidad. Estos
marcadores pueden ser también predictivos del prondstico y de la respuesta al tratamiento
oncoldgico de las pacientes (45). Ejemplos de biomarcadores con valor diagndstico y predictivo lo
constituyen la hipermetilacién de GSTP1 para la deteccién del cancer de prdstata y la hipermetilacion
de RASSF2 en el pronéstico de CM, descrita ésta Ultima por el grupo de Epigenética del Cancer de
Navarrabiomed donde se enmarca el presente Trabajo Fin de Master (46).

Es muy destacable también el hecho de que en CM las alteraciones epigenéticas se distribuyen de
forma heterogénea en los subtipos (47), tal y como sucede con RASSF1, BRCA1 y E-cadherina, que
estan hipermetilados en tumores luminales (35), TN y HER2+ (48), respectivamente.

Un ejemplo del valor predictivo de respuesta terapéutica lo constituye en gliomas la hipermetilacién
del promotor del gen MGMT, que codifica para la enzima O6-methylguanine-DNA methyltransferase
que repara las lesiones generadas en el ADN por farmacos habituales para este tipo de tumores,
como carmustina o temozolomida. El silenciamiento del gen favorece que dichas alteraciones
generadas por el fdrmaco no se reparen y la célula tumoral muera (49, 50).

El uso potencial del estado de metilacion de las islas CpG para predecir la respuesta a quimioterapia
también se ha descrito en otros genes reparadores de DNA como MLH1 en tratamiento con
cisplatino en cancer de ovario (51).

En el presente trabajo, el grupo de Epigenética del Cancer de Navarrabiomed, ha realizado un
estudio del patrén de metilacidn global del DNA tumoral para analizar la metilacion caracteristica de



cada subtipo tumoral. Este estudio lo ha realizado en un grupo muy homogéneo de 40 pacientes de
los distintos subtipos de CM ductal infiltrante, junto con 6 tejidos normales procedentes de
mamoplastias de reduccién. Dicho estudio se ha realizado en colaboracién con el Centro Nacional de
Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) de Madrid, uno de los nodos del Centro Nacional de Genotipado
(CGEN).

En este estudio se han empleado el array Infinium HumanMethylation450 BeadChip (lllumina, Inc.
CA, EE.UU.), que se basa en la tecnologia Infinium y que contiene mas de 480.000 sondas cubriendo
el 99% de los genes y el 96% de las islas CpG (52, 53).

10



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Las alteraciones epigenéticas de algunos genes presentes en los tumores de mama del subtipo triple
negativo (TN) estdn presentes también en tejido no neopldsico adyacente a tumor y estan asociadas
con el prondstico de las pacientes.

OBJETIVO GENERAL
Identificar nuevos biomarcadores epigenéticos caracteristicos de tumores TN y valorar su posible
valor clinico en las pacientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Seleccionar genes diferencialmente metilados entre tumores de CM TN y tejido mamario no
neoplasico.
e Analizar la presencia de estas alteraciones epigenéticas en tejido no neoplasico adyacente a
tumor.
e Valorar la asociacién clinica entre estos cambios epigenéticos y la supervivencia o progresion
de la enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS

1. PACIENTES

En una serie inicial se recogieron para la realizacién del array de metilacién muestras de 5 tejidos no
neopldsicos provenientes de mamoplastias de reduccién y 8 tumores de cancer de mama triple
negativo (TN). Todos estos casos proceden de tumor congelado conservado a -802C en los Biobancos
de Navarrabiomed-Centro de Investigacién Biomédica y Biobanco Vasco de la Fundacion Vasca de
Investigacion e Innovacion Sanitaria. Las pacientes incluidas en el estudio dieron su consentimiento
para su participacién una vez informadas. Este estudio se realizd en el marco de un proyecto de
investigacion competitivo, aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) de Navarra.
(Pyto.2015 / 36, con fecha de salida del informe favorable del proyecto de 6 de mayo de 2015 y n2 de
registro de salida 95.)

Los resultados del array se validaron primero en una pequefia serie exploratoria de 10 tumores TN
junto con su tejido no neoplasico adyacente a tumor, todos ellos incluidos en parafina. Después se
amplid la serie hasta 42 pacientes para completar la validacion bioldgica del array. Estos tejidos
proceden del archivo del Servicio de Anatomia Patoldgica del Complejo Hospitalario de Navarra
(CHN) vy los datos clinicos de las pacientes fueron recogidos por los Servicios de Oncologia Médica y
Cirugia del CHN. Las caracteristicas patoldgicas y clinicas se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas patoldgicas y clinicas de la serie de pacientes.

Caracteristica Frecuencia (%)

Grado histolégico
I 1/42 (2,4)
Il 10/42 (23,8)
I 31/42 (73,8)
Afectacidn ganglionar

Si 19/42 (45,2)
No 23/42 (54,8)
Edad (anos) Media: 62
Rango: 38-82
Tamaiio tumoral (cm) Media: 2,4
Rango: 0,8-6,0
Supervivencia libre de Media: 49
progresion (meses) Rango: 0-179
Si 24/40 (60)
No 16/40 (40)
Supervivencia global Media: 52
(meses) Rango: 1-179
Exitus 17/41 (41,5)
Quimioterapia
Si 32/41(78,1)
No 9/41 (21,9)

Terapia hormonal
Si

No

6/35 (17,1)
29/35 (82,9)




2. LINEAS CELULARES

Se emplearon 4 lineas celulares humanas derivadas de carcinoma mamario ductal, del subtipo triple
negativo (BT-549, Hs 578T, MDA-MB-468 y HCC-1937) y una linea celular mamaria no tumorigénica
transformada, 184B5. Ademas, se uso la linea renal embrionaria 293T como control positivo de
expresion de uno de los genes analizados (NKAPL).

Las lineas celulares MDA-MB-468 y HCC 1937 fueron obtenidas por Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkuturen Gmbh (DSMZ, Braunchsweig, Alemania). La linea Hs 578T fue
proporcionada por el Dr. Javier Benitez del Grupo de Genética Humana del CNIO (Madrid, Espafia). El
resto de lineas fueron adquiridas de American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE.UU.).

Todas estas lineas celulares se descongelaron y fueron sembradas en frascos de 75cm? (Sarstedt,
Nimbrecht, Alemania).

Las lineas BT-549, HCC 1937 se cultivaron en medio RPMI (Gibco Laboratories, Carlsbad, CA, EE.UU.)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS, Lonza Biologics, Porrifio, Espafia) previamente
descomplementado (manteniéndolo a 562C durante 30 minutos) y 1% de penicilina-estreptomicina
(Lonza Biologics, Porrifio, Espafia).

Las lineas Hs 578T, MDA-MB-468 y 293T se cultivaron en medio DMEM (Lonza Biologics, Porrifio,
Espafia) igualmente suplementado.

En el caso de 184B5 se utiliz6 medio MEBM suplementado con un 5% de suero equino, 10 pug/ml de
insulina, 0,5 pg/ml de hidrocortisona, 20 ng/ml de EGF, un 10% de FBS y 1% de penicilina-
estreptomicina (Lonza Biologics, Porrifio, Espafia); y 100 ng/ml de toxina de célera (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EE.UU.).

El cultivo de las células se mantuvo a 372C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO2. Al 80-90%
de confluencia celular se realizd un subcultivo celular: primero, se retiré el medio, tras lo cual se
realizd el lavado con 5 ml de PBS 1X (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.). Seguidamente se
afiadieron 3 ml de tripsina 1X (Lonza Biologics, Porrifio, Espafia) y se incubd el frasco durante 5
minutos a 379C con el fin de degradar la matriz extracelular enzimaticamente y por lo tanto, inhibir la
adhesion celular.

Después, una vez comprobado que las células no estaban adheridas al frasco, se neutralizé la accién
de la tripsina afiadiendo 7 ml de medio suplementado. Todo ello se centrifugd durante 5 minutos a
1500 rpm a temperatura ambiente. Tras esto, se retird el sobrenadante y se realizo el siguiente pase
en nuevas botellas con la cantidad correspondiente del precipitado celular obtenido.

3. ANALISIS BIOINFORMATICO

El grupo de Epigenética del Cancer realizé un array de metilacién con 8 muestras de tejido neoplasico
de CM TN y 5 muestras de tejido no neopldsico, mediante la plataforma /llumina Infinium Human
Methylation 450k (lllumina, San Diego, CA, EE.UU.) en el CNIO-CGEN tal y como se ha comentado
anteriormente. Este array contiene sondas para 450000 sitios CpG en el genoma humano, vy
proporciona informacién sobre el estado metilado (M) o no metilado (U) de cada CpG de cada
muestra, genotipando DNA tratado con bisulfito. Este DNA convertido se amplifica, fragmenta e
hibrida con sondas del microarray. Después de la hibridacién, las sondas incorporan un marcador
fluorescente (ddNTP) para la deteccion (54).

El nivel de metilacidon de un sitio CpG se determina por la sefial fluorescente de la relacion M/U, y
esta relacion se utiliza para calcular el valor B (B-value) utilizando el software GenomeStudio
(Ilumina, San Diego, CA, EE.UU).

Los datos brutos de metilacion de estos valores B fueron sometidos a normalizacién utilizando el
software GenomeStudio (lllumina, San Diego, CA, EE.UU). Este paso consistié en la eliminacién del
ruido de fondo (background) y la normalizacién de los controles internos. A continuacion, se realizé
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un t-test limma (http://pomelo2.iib.uam.es/) a partir de estos datos normalizados para obtener
sondas diferencialmente metiladas entre tejido tumoral y tejido de mama no neoplasico.

Las sondas diferencialmente metiladas con una tasa de falsos positivos (False Discovery Rate, FDR) <
0,05 se filtraron por ubicacién (en 5'UTR, 1500-200 pb antes del inicio de transcripcién o en el primer
exon), por AB (| 8-value en tumor — B-value en el tejido no neoplasico |> 0,2), y por su localizacién
dentro de una isla CpG.

Por ultimo, se identificaron los genes donde se unian estas sondas del array.

4. EXTRACCION DE DNA

Para estudiar el estado de metilacién en las lineas celulares y tejido parafinado de cancer de mama
triple negativo, se llevd a cabo la extraccion de DNA mediante el kit QlAamp DNA FFPE Tissue
(Qiagen, Hilden, Alemania).
Para la extraccion desde casos de tejido parafinado, se comenzd con un paso de desparafinizacion de
los tejidos. Para ello:
* Serealizaron 4 secciones de 15 pim de grosor de cada muestra de tejido parafinado.
e Seafiadié 1 ml de xileno a estos cortes y se agitaron vigorosamente.
¢ A continuacién se realizd su centrifugacion durante 2 minutos a 13000 rpm, tras lo cual se
retird el xileno con cuidado de no eliminar el precipitado. Se repitié este paso.
¢ Después se anadido 1 ml de etanol puro y tras su mezclado se centrifugd durante otros 2
minutos a 13000 rpm. Se retiro el etanol y se repitid este paso.
e Por ultimo se dejé secar el precipitado a temperatura ambiente hasta la completa
evaporacién de todo el etanol.
A partir de este punto, se unifica el protocolo para tejido parafinado y lineas celulares:
¢ Se resuspendio el pellet en el preparado de lisis, constituido por 180 ul de Buffer ATL y 20 ul
de Proteinasa K.
e Seincubd 1 hora a 562C y a continuacion, a 902C durante otra hora.
e Después se realizd una breve centrifugacidon para recoger las gotas que hubiesen podido
quedar en las paredes del eppendorf.
e Se afiadieron 200 pl de Buffer ALy 200 pl de etanol puro y se mezclé en vortex.
e Se pasé toda la mezcla anterior por una microcolumna de purificacion de DNA y ésta se
centrifugd durante un minuto a 8000 rpm. Se deseché el eluido.
e A continuaciodn, se lavd la columna mediante la adicidon de 500 pl de AW1 y su centrifugacion
durante un minuto a 13000 rpm.
¢ Luego se afiadieron 500 ul de AW2 y se centrifugdé durante un minuto a 13000 rpm. Después,
tras descartar el eluido se volvid a centrifugar durante 3 minutos a 13000 rpm para secar la
membrana de la microcolumna.
e Tras afiadir 50 pl de Buffer ATE a la columna y centrifugar ésta durante un minuto a 13000
rpm, se recogio el eluido, que contiene el DNA.
¢ Finalmente, el DNA fue cuantificado en el NanoDrop (ThermoScientific, Waltham, MA,
EE.UU.) y se registrd la concentracién y la pureza medida como los ratios de A260/A280 y
A260/A230.

5. PIROSECUENCIACION
El estudio directo de metilacién de los genes seleccionados tras el andlisis bioinformatico, se realizé
en las lineas celulares anteriormente mencionadas, asi como en muestras de tejido

(aproximadamente 5 casos de tejido no neoplasico y 40 de tejido tumoral y 40 adyacente a tumor de
pacientes con cancer de mama triple negativo) y se realizé mediante pirosecuenciacion.
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En la pirosecuenciacién se amplifica un fragmento de DNA con un primer reverse biotinilado
obteniendo un producto biotinilado que se hibridarda con un primer de secuenciacion. La DNA
polimerasa cataliza la adicion de dNTPs al cebador de secuenciacidon por complementariedad. Cada
incorporacion esta acompafiada por la liberacién de pirofosfato (PPi) en una cantidad equimolar a la
cantidad de nucledtido incorporado. La enzima ATP sulfurilasa convierte PPi en ATP en presencia de
adenosina 5’ fosfosulfato. Este ATP impulsa la conversién mediada por la luciferasa de luciferina a
oxiluciferina que genera luz visible en cantidades que son proporcionales a la cantidad de ATP. La luz
producida en la reaccién catalizada por la luciferasa es detectada y mostrada como un pico
(pirograma). La altura de cada pico (sefal de luz) es proporcional al nimero de nucledtidos
incorporados. A medida que el proceso continla, se construye la cadena de DNA complementaria y
la secuencia de nucleédtidos se determina a partir de los picos de seial en el pirograma.

5.1 Disefio de primers

Se realizé en el software Pyromark Assay design (Qiagen, Hilden, Alemania) introduciendo la
secuencia FASTA de cada gen reconocido por la sonda del array.

Tabla 2. Primers forward, reverse y de secuenciacién utilizados en la pirosecuenciacion y sus
correspondientes tamafios de amplicon.

Gen Forward primer Reverse primer Primer de Tamaiio del
secuenciacion amplicon (pb)
ADAM 12 TTGGGTTTAGGTTATGG [Btn]ATCCAACTTTTCAAACT GAGGGTTTTTAGAG 272
AATGG AAAACTA AGT
DLEU7 GGATTTTAGGAGAAGG [Btn]JACTCCTCCACCTCTAAA GGGTTATAGATTTA 96
TAGAGGTTAGT TCTCAC GAGT
NKAPL TATTAGTTAGTTTTTGG  [Btn]ACATCTACTCTACCAAA GTTTTTGGGTTTGT 154
GTTTGTAGT ATAATAAACTCCC AGTAA
PCDHA13 ATGGAAAATTTGTAGA [Btn]ACCTTCTAAAAATAAATCT AGGTGGATGTTGTA 137
GGTTTGT ACAAAATAACA TT
VWCE GGGTTTTATAGATAGG [Btn]CTCCACCCACACCCCCT GTTTTGTTTTAGAA 155
GGTTATGTT ACC GTTTGTTTTTT

5.2 Tratamiento con bisulfito

El tratamiento del DNA con bisulfito sédico permite diferenciar las citosinas metiladas de las no
metiladas ya que transforma las citosinas en uracilos, pero mantendra los residuos de 5-metil-
citosina intactos. Esto permitird diferenciar la metilacion durante la amplificacién de DNA que se
lleva a cabo en la pirosecuenciacion.

Este tratamiento se realizd mediante el kit EZ DNA methylation-gold kit (Zymo Research, Irvine, CA,
EE.UU.) y fue el siguiente:
e Se prepararon las muestras de DNA a una concentracién de 100-500 ng (segun disponibilidad
de tejido) en 20 pl de H,0.
¢ Se anadieron 130 ul de CT Conversion ReAGENT a cada muestra en un tubo para PCR. Estos
tubos se llevaron al termociclador y se llevd a cabo el siguiente ciclo: 98 C durante 10
minutos, seguido de 2.30 horas y se mantiene a 4 2C.
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e Tras esto se agregaron 600 ul de M-Binding Buffer y la muestra obtenida en el paso anterior,
en la columna provista en el kit.

¢ Se centrifugd la columna a maxima velocidad durante 30 segundos.

e Fueron afiadidos 100 ul de M-Wash Buffer a la columna y esta fue centrifugada a mdaxima
velocidad durante 30 segundos.

e A continuacidn, se pusieron 200 ul de M-Desulphonation Buffer en la columna y se dejé a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Tras esto se realizd un centrifugado a maxima
velocidad durante 30 segundos.

e Se realizaron 2 lavados afiadiendo 200 ul de M-Wash Buffer a la columna y centrifugandola a
maxima velocidad durante 30 segundos.

e Tras la adicién de 25-50 ul de M-elution Buffer directamente a la matriz de la columna y su
centrifugacién, se recogid el eluido.

5.3 Amplificacion por PCR

Se realizd utilizando Immolase DNA polymerase (Bioline, London, Reino Unido) y la mezcla de
reactivos especificada en la tabla 3.

Tabla 3. Reactivos necesarios para la amplificacion por PCR.

Reactivos Volumen/muestra
(k)

Buffer Immolase 10x 3
MgCl, 50 mM 1,1
dNTPs 2 mM 3
Primer Forward 10 pM 0,6
Primer Reverse 10 uM 0,6
Tag Immolase 0,2
H,O 19,5

Se afiadieron 2 I de DNA modificado con bisulfito a la mezcla y las condiciones de amplificacién
fueron las especificadas en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de amplificacién de los genes analizados.

Temperatural Tiempo Ciclos
952 10' 1
952 30"
592 30" 50
72° 30"
722 7' 1
0 oo oo

Se realizé una electroforesis con 8 ul del producto de PCR obtenido, en gel de agarosa al 2% tefiido
con SYBR Red Safe (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se visualizd en un transiluminador
(ChemiDoc XRS, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). El resto del producto de PCR se sometid
a pirosecuenciacion.
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5.4 Pirosecuenciacion

Primero se hizo la inmovilizacién del DNA afiadiendo por muestra 60 ul de una mezcla compuesta por
1,5 ul de Streptavidin sepharose high performance, 40 Wl Binding Buffer (Qiagen, Hilden, Alemania) y
18,5 pl de H,0 a los pocillos de una placa de PCR de 96 pocillos (Sarstedt, Nimbrecht, Alemania).
Después se agregaron 20 pl de producto de PCR biotinilado a cada pocillo.

Esta placa se agitdé durante 10 minutos a temperatura ambiente y después se afadieron los primers
de secuenciacién que se detallan en la tabla 1 (4l de primer a 4uM y 36ul de Annealing Buffer
(Qiagen, Hilden, Alemania)).

La figura 1 muestra las posiciones CpG analizadas para cada gen.

ADAMI2 Inicio
CpG1 CpG2 |
l : H—
344 pb
351 pb
DLEU7 Inicio
| [cpe1| [cpa2]| |cpe3 |
/ | | |
I 77 1 1 I
«—
151 pb
157 pb
167 pb
NKAPL
Inicio
| CpG1 CpG2
| IIII
— >
29 pb
36 pb
PCDHA13 Inicio
| lcpG1| [cpe2| |cpe3 |
/ | | |
| 77 T I 1
«—>
2094 pb
2096 pb
2101 pb
VWCE .
Inicio
CpG1 CpG2 | |CpG3 |
f T T |
5 pb
13pb
21 pb

Figura 1. Posiciones CpG analizadas mediante pirosecuenciacién.

La reaccién se llevo a cabo en un pirosecuenciador PyroMark Q96 (Qiagen, Hilden, Alemania) y el
analisis se llevd a cabo con el software especifico del mismo nombre, con el que se obtuvieron los
porcentajes de metilacién de cada sitio CG estudiado en cada gen de interés.
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6. EXTRACCION DE RNA

La extraccion de RNA de las lineas celulares se realizé empleando el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania).

e Primero se hizo un lavado del precipitado celular con PBS 1X y se centrifugaron a 4000 rpm
durante un minuto a 42C, después se retird el sobrenadante y se mantuvieron las muestras en
hielo.

e Se anadieron 350 pl de la mezcla compuesta por buffer RLT y B-mercaptoetanol (10 pl por cada
ml de RLT) a cada muestra. Seguidamente también se afiadieron 250 pl de etanol puro.

e Después, se hizo pasar esta mezcla por las columnas proporcionadas en el kit mediante 2
centrifugaciones de 1 minuto a 12000 rpm. A continuacidn, se afiadieron 350 pl de RW1 a cada
columna y se volvieron a centrifugar.

e El siguiente paso fue el tratamiento con DNasa mediante el kit Turbo DNA-free (Life
Technologies, Carlsbad, CA): se afiadieron 4 ul DNasa, 5 ul de buffer y 44 ul de agua libre de
RNAsas a cada muestra y éstas se incubaron a 372C durante 30 minutos.

e Se afiadieron 350 pl de buffer RW1 y se centrifugd. Tras esto se afiadieron otros 350 ul de RPE y
se volvio a centrifugar.

e Se afiadieron 30 pl de agua libre de nucleasas, se procedid a su centrifugacion y se recogié el
eluido, que contiene el RNA.

e Por ultimo, el RNA se cuantific6 mediante NanoDrop (ThermoScientific, Waltham, MA, EE.UU.).

7. RETROTRANSCRIPCION Y PCR A TIEMPO REAL

El analisis de expresion de los genes se realizé mediante retrotranscripcion y PCR a tiempo real.

En la retrotranscripcién, mediante la reaccidn de la transcriptasa inversa, se obtiene el DNA
complementario (cDNA) a partir del RNA. Una vez sintetizado, este cDNA se amplifica mediante PCR
a tiempo real, técnica en la cual se mide por fluorescencia la tasa de generacion de producto después
de cada ciclo de amplificacion, gracias a la adicion de sondas marcadas que reconocen
especificamente el gen a estudiar. A medida que aumenta la cantidad de DNA amplificado la sefial
fluorescente se va acumulando. Dicha cantidad se cuantifica como Ct (cycle threshold) definido como
el nimero de ciclos de amplificacion necesarios para que la sefal de fluorescencia sobrepase el
umbral de la diferencia de la sefial fluorescente de fondo.

De esta manera, los niveles de Ct son inversamente proporcionales a la cantidad de cDNA problema
en la muestra de partida.

7.1 Retrotranscripcion

A partir del RNA extraido de las lineas celulares se sintetizé cDNA con el kit PrimeScript™ RT reagent
Kit (TaKaRa Bio, Otsu, Japan).

Se partié de 500 ng de RNA de cada muestra diluidos en 5 pl de agua libre de nucleasas, que se
mezclaron con 5 pl de una mix que contiene: buffer (incluye dNTPs, tampdn 10X e inhibidor de
RNasas, enzima Retrotranscriptase PrimeScript, y primers (oligodTs y hexdmeros aleatorios),
siguiendo las cantidades indicadas en la tabla 5. La reaccién se realizé en una placa de 96 pocillos
(Sarstedt, Nliimbrecht, Alemania), la cual se cubrié con film.

La reaccion se llevod a cabo en el termociclador 2720 Thermal Cycler (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EE.UU.) con el siguiente programa: 15 minutos a 372C, 5 segundos a 852C y se mantuvo a 49C.
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Tabla 5: Reactivos incluidos en el kit PrimeScript™ RT reagent Kit necesarios para la retrotranscripcion.

Reactivos Volumen/muestra

()
5X PrimeScript Buffer 2
PrimeScript RT Enzyme Mix | 0,5
Oligo dT Primer (50uM) 0,5
Random 6 mers (100)uM 2

7.2 PCR a tiempo real

La cuantificacidn a tiempo real de la expresion de los genes se realizd a partir del cDNA obtenido en
la retrotranscripcién utilizando los primers y las sondas Hs.PT.58.4109007.g (NKAPL) vy
Hs.PT.58.2788048 (DLEU7) de IDT (Coralville, lowa) y el kit Premix Ex Tag™ (TaKaRa Bio, Mountain
View, CA). Se prepard una mix con los reactivos y cantidades de la tabla 6.

Tabla 6: Reactivos incluidos en el kit Premix Ex Tag™ necesarios para la PCR cuantitativa.

Reactivos Volumen/muestra

(1)
Premix 2X 10
ROX Il (50X) 0,2
Sonda 0,5
H20 libre de Rnasas 8,3
Total 19

Asi, a cada 19 pl de esta mezcla de reaccidn se le afiadid 1 pl de cDNA. La amplificacién y deteccién se
hizo mediante el equipo QuantStudio 12K Flex (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) bajo las
siguientes condiciones: 30 segundos a 959C y 40 ciclos de 952C durante 5 segundos y 602C durante
34 segundos. Todas las reacciones de PCR se realizaron por triplicado tanto para el gen diana como
para el gen de control interno (GAPDH, Hs.PT.58.40035104 de IDT (Coralville, IA, EE.UU.), ademas del
control negativo (agua) para cada gen.

7.3 Andlisis de resultados

Para el analisis de expresién en las diferentes lineas celulares, primero se normalizaron los datos
respecto al control endégeno GAPDH, obteniendo la diferencia de Ct (ACt) medio del gen de estudio
respecto al Ct medio de GAPDH para cada muestra problema, después se calculd la cantidad relativa
(RQ, relative quantification) como RQ = 272",

8. INMUNOHISTOQUIMICA
Los niveles de expresion de las proteinas codificadas por los genes seleccionados se evaluaron

mediante IHQ en 10 parejas de tejido tumoral y tejido adyacente.
La técnica se llevd a cabo en el Biobanco de Navarrabiomed bajo el siguiente procedimiento:
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* Se realizaron cortes de 4 um de tejido tumoral a partir de los bloques de parafina y se montaron
en portaobjetos tratados con imantacién, junto con un corte del mismo espesor del control
positivo (tejido renal para DLEU?).

e Los cortes se desparafinaron con Dewax Bond Solution durante 10 minutos a 72°C y se
hidrataron en etanol absoluto y agua destilada, durante 5 minutos cada uno. Se realizé en el
instrumento BOND Leica (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany).

e Larecuperacidn antigénica se realizé con la Solucion 1.

¢ Se bloqued la actividad peroxidasa endégena con Bond Epitope Retrieval (Leica Biosystems,
Wetzlar, Germany) durante 30 minutos a 1002C.

e Se realizé la incubacién con el anticuerpo primario (Anti-DLEU7 (ab185446) Abcam, Cambridge,
Reino Unido) a una diluciéon de 1:300 durante 30 minutos. A continuacion se realizaron tres
lavados en soluciéon tampon PBS durante 5 minutos.

e Se afiadié el anticuerpo secundario policlonal biotinilado 1:200 durante 8 minutos a temperatura
ambiente suministrado en el kit Bond Polymer Define Detection (Vision biosystems, Australia)
durante 8 minutos.

e Serealizaron tres nuevos lavados de 5 minutos con PBS.

e La reaccion de la peroxidasa se visualizd mediante la solucion de 3,3’-diaminobenzidina
tetrahidroclorada (DAB) y perdxido de hidrégeno como sustrato, durante 8 minutos.

e Serealizaron dos lavados de 5 minutos en agua destilada.

e Por ultimo se contrastaron los cortes de forma manual mediante tincién con hematoxilina
durante 3 minutos.

e Se lavaron con agua corriente y se realizé el montaje. Primero, se deshidrataron en etanol al 70%
durante 3 minutos, etanol al 96% durante 3 minutos y etanol absoluto durante 5 minutos.
Después se realizaron dos lavados con xileno durante 5 minutos.

e Por ultimo, se afadié DPX para el montaje con el cubre.

La valoracion de la expresién de proteinas por IHQ se realizé de forma semicuantitativa por una
patdlogo especialista del area de patologia mamaria del CHN. Para ello realizé una valoracion a 200
aumentos de la expresién de la proteina en un nimero maximo de 10 campos en funcion del tamario
de la seccidn tisular, elegidos al azar.

Los niveles de expresidon de la proteina DLEU7 se clasifican de 1+ a 3+, siendo:
+: Tumores con poco marcaje (tincién en el 1% al 33% de las células).

++: Tumores con un marcaje intermedio (del 33% al 66% de las células)

+++: Tumores con marcaje alto (mas del 66% de las células tefnidas).

9. WESTERN BLOT

La expresion proteica de los genes seleccionados se midid6 mediante Western blot en 4 lineas
celulares de CM TN y 2 lineas celulares normal-like derivadas de tejido mamario. Para ello, las células
se lavaron dos veces con PBS 1X y se lisaron con un tampon de lisis RIPA (150 mM NaCl, 1% de Triton
100x, 0,5% desoxicolato de sodio, 0,1% de SDS, 50 mM de tampdn Tris pH 8) (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EE.UU.) e inhibidor de proteasas Complete 1X (Roche Diagnostics, Basel, Suiza). Tras incubar los
lisados durante 5 minutos en hielo, se centrifugaron a 8000 x g durante 10 minutos y se recupero el
sobrenadante. Las proteinas contenidas en este extracto se cuantificaron por el método Lowry
midiendo la absorbancia a 750 nm en el equipo Epoch (BioTek, Winooski, VT, EE.UU.).

Se cargaron 60 ug de proteina de cada linea celular en un gel al 10% de poliacrilamida y se separaron
por SDS-PAGE durante 90 minutos a 80 V. Las proteinas contenidas en el gel se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) durante 1 hora a 350 mA y en frio.
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Después se bloqued en leche desnatada al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente y se incubd
con anticuerpo primario (anti-NKAPL (ab107281), Abcam, Cambridge, REINO UNIDO) a una
concentracion 1:100 durante toda la noche a 49C y en agitacion. A continuacidn se realizaron 3
lavados de 5 minutos en TBS con Tween 0,1% (TBS-T) y la membrana se incubd con un anticuerpo
secundario anti-rabbit (Bio Rad, Hercules, CA, EE.UU.), a una concentracién 1:3000 durante 1 hora en
oscuridad. Tras 3 nuevos lavados de 5 minutos con TBS-T, la sefial del anticuerpo se detecté por
electroquimioluminiscencia con el kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) en un transiluminador ChemiDoc con el software Image Lab
(ambos de Bio Rad, Hercules, CA, EE.UU.).

Por ultimo, la membrana se lavé de nuevo 3 veces con TBS-T, se incubd con el anticuerpo anti-a-
tubulina (T6074, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.) como control de carga, a una concentracién de
1:10000 durante 20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente con el anticuerpo secundario
anti-mouse (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) a 1:2000 durante otros 20 minutos y
finalmente se revel6 de la misma manera.

10. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el paquete SPSS 20.0. Los datos demograficos, clinicos
y patoldgicos se resumieron como frecuencias (y porcentajes) o medias (con sus desviaciones
estandar y rangos).

Para el andlisis de metilacidn y expresion en lineas se realizé un t-test bilateral, previa comprobacién
de distribucién normal con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

En los tejidos no neopldsicos, adyacentes a tumor y tumorales se comparo la metilacion de NKAPL y
DLEU7 mediante la prueba de Kruskal-Wallis, al no cumplir los requisitos exigidos por la ANOVA.
Ademas, la metilacién de NKAPL y DLEU7 se compard en tumores y su tejido adyacente mediante t-
test de muestras pareadas.

La correlacidn entre metilacion y expresion de NKAPL se determind por el Coeficiente de correlacién
de Pearson.

Por ultimo, para examinar la asociacion clinica entre el estado de metilacién y la progresién o la
supervivencia de las pacientes se han utilizado log-rank tests y Kaplan Meier.
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RESULTADOS

1. ANALISIS BIOINFORMATICO

Se han obtenido aproximadamente 40 sondas diferencialmente metiladas entre tumores triple
negativo y tejido no neoplasico (tablas 7 y 8). Todas ellas con una tasa de falsos positivos < 0,05 y
filtrados por ubicacién (5'UTR, 1500-200pb antes del inicio de transcripcion o en el primer exén), por
AB > 0,2, y por su localizacion dentro de una isla CpG.

Tabla 7. Sondas diferencialmente hipermetiladas entre tumores triple negativo (TN) y tejido normal (N).

Sondas Gen Regidén Abeta (TN-N)

cg07496545 TSS200 0.31
cg02852670 5'UTR 0.31
€g10982443 5'UTR 0.30
cg01345315 TSS1500 0.28
€g19635505 5'UTR 0.27
€g14286208 5'UTR 0.27

cg07815836 5'UTR 0.25
cgl14621323 1stExon 0.24
cg11002923 5'UTR 0.24
cg00711496 TSS1500 0.22
cg14239592 5'UTR 0.22

cg22881174 5'UTR 0.21
cg15839431 TSS200 0.21
cg00270625 1stExon 0.21
¢cg00270625 5'UTR 0.21
cg00270625 TSS1500 0.21
¢cg00270625 TSS200 0.21
cg18114463 TSS1500 0.21
| Cg25027798  PCDHAL3  IstBxon 020
cg25416125 5'UTR 0.20
cg07745707 1stExon 0.20
cg07883124 1stExon 0.20
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Tabla 8. Sondas diferencialmente hipometiladas entre tumores triple negativo (TN) y tejido normal (N).

Sondas Gen Regidén Abeta (TN-N)
¢g01054755 1stExon -0.28
cg13682095 5'UTR -0.28
€g24161057 TSS200 -0.27
cgl16151451 5'UTR -0.26

cg06282270  VWCE  TSS200 025
cg06462347 1stExon -0.25
cg06462347 5'UTR -0.25
cg01433610 1stExon -0.25

|cg26808747  ADAMI12  TSS1500 024
cg19856499 1stExon -0.23
cg27230784 1stExon -0.22
€g27230784 5'UTR -0.22
€g20162381 5'UTR -0.22

(cgl6257029  ADAM12  TSS1S00 022
cg00886954 TSS200 -0.22
cg05238741 1stExon -0.21
cg08455275 TSS1500 -0.21
cg01422274 5'UTR -0.21

Los genes identificados por las sondas del array y diferencialmente metiladas se recogen en la figura
2, mostrando sélo el nombre de los seleccionados.

NI N2 N3 N4 N5 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

NKAPL

DLEU7

PCDHA13

ADAM12

VWCE

-!-

ValorB: 0 1

Figura 2. Heat-map de genes diferencialmente metilados en tumores triple negativo frente a tejido
normal, mostrando sdlo los seleccionados.
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La seleccidon de candidatos se realizé mediante busqueda bibliografica en Pubmed (US National
Library of Medicine National Institutes of Health) seleccionando aquellos genes regulados
epigenéticamente en otros tumores, genes importantes en cancer de mama, genes relacionados con
progresidn, supervivencia, respuesta a tratamiento, metastasis... y/o genes que codifican proteinas
accionables. Mediante estos criterios se seleccionaron 4 genes: 2 hipermetilados en tumores TN
frente a tejido normal (PCDHA13 y DLEU7) y 2 hipometilados (ADAM12 y VWCE).

Ademas también se escogieron por mayor valor de AB definido como la diferencia entre el valor B en
tumor y el valor B del tejido no neopldsico. Mediante este criterio se selecciond el gen de mayor AB
(NKAPL) que es un gen hipermetilado en tumores TN frente a tejido normal.

2. ANALISIS DE LA METILACION POR PIROSECUENCIACION DE DLEU7 Y NKAPL

El analisis directo de metilacién de las lineas celulares de mama y de los tejidos que provienen de
mamoplastia, tejido tumoral TN y su tejido adyacente se realizd por pirosecuenciacion. Mediante
esta técnica se midié el porcentaje de metilacidon de tres CpGs seleccionados para ADAM12, DLEU?7,
PDHA13 y VWCE y dos para NKAPL. En todos los casos la CpG analizada por el array fue la primera
gue hemos analizado por pirosecuenciacion.

2.1 Metilacidn en lineas

No se pudo realizar la pirosecuenciacidon del gen PCDHA13 por problemas en su amplificacién por
PCR.

Para testar la reproducibilidad de la técnica, se triplicd el volumen de PCR para poder realizar la
pirosecuenciacion del mismo producto 3 veces, obteniendo resultados similares.

Después, también se testaron distintas amplificaciones realizadas con el mismo DNA tratado con
bisulfito, permitiendo tener varias medidas de la misma condicidn para hacer andlisis estadisticos.

Las lineas triple negativas, destacan por su alto porcentaje de metilacidon en la mayoria de los genes,
excepto en ADAM12.

En el caso de ADAM12 y VWCE no se observan diferencias en la metilacion entre la linea mamaria
normal-like 184B5 vy las lineas de CM TN (Figuras 3y 4).

Metilacion de ADAM12 en lineas
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Figura 3. Metilacion de ADAM12 en lineas celulares
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Metilacion VWCE en lineas

100 -

90 -

80 -
- i
5 70
o
8
- mCpG1l
@
£ u(pG2
4 " CpG3
X

184B5 BT-549 Hs 578T HCC 1937 MDA-MB-468

Figura 4. Metilacion de VWCE en lineas celulares

En el caso de DLEU7, sélo la tercera CpG estd diferencialmente metilada entre la linea mamaria
normal-like 184B5 y las lineas de CM TN analizadas (p<0,01) (Figura 5); mientras que para NKAPL las
dos CpGs analizadas se encuentran diferencialmente metiladas (p<0,01) (Figura 6).
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Figura 5. Metilacion de DLEU7 en lineas celulares
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Metilacién de NKAPL en lineas
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Figura 6. Metilacion de NKAPL en lineas celulares

2.2 Metilacidon en tejidos

Aunque no se obtuvieron resultados diferencialmente metilados en los genes ADAM12 y VWCE en
lineas celulares, se intentd realizar la validacidn del resultado del array en tejidos. Aun asi, no se han
podido obtener resultados de metilaciéon de los tejidos de ADAM12 y VWCE por problemas con la
amplificacion por PCR y/o deteccion por pirosecuenciacion de las muestras procedentes de tejido
parafinado. En el caso de ADAM12 por ejemplo, el problema ha podido ser el gran tamafio del
amplicon de PCR ya que el fragmento a analizar en muchos de los tejidos parafinados no se ha
podido amplificar, como se puede observar en la figura 7, posiblemente por fragmentacién del DNA.
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<9 Q b‘q '@ ,
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'\:b @Q A Qs(" RS @Q A A A A Ry
- AN
ADAM12

Figura 7. Gel de agarosa mostrando amplificacién del gen ADAM12 en lineas y la falta de amplificacién
en tejidos identificados como T1, T3 y T4.

Es por ello, que los resultados del array no se han podido validar para estos genes.
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Para determinar el estado de metilacién de los genes DLEU7 y NKAPL en los tejidos no neopldsicos
qgue provienen de mamoplastia (N), del tejido anexo al tumor (A) y del tejido tumoral TN (T) se realizo
la pirosecuenciacién de tres CpGs seleccionados para DLEU7 y dos CpGs para NKAPL.

En el caso de DLEU7 se ven diferencias significativas entre tejido no neopldsico y adyacente frente al
tumor en todas las CpGs analizadas (p < 0,05) y en la primera CpG también se observa diferencia
significativa entre el nivel de metilacidn del tejido no neopldsico y el tejido adyacente al tumor (p =
0,024). Observandose esta tendencia ascendente de metilacidon en todas las CpGs analizadas (Figura
8).
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Figura 8. Metilacion de las distintas CpG analizadas para el gen DLEU7 en tejido no-neopldsico mamario
(N), tejido adyacente a tumor (A) y tejido tumoral TN (T) para las distintas CpGs analizadas.

Al comparar cada valor de metilacién del tejido adyacente con su tumor pareado también se observa
una diferencia significativa en los niveles de metilacion, estando hipermetilado el tejido tumoral
(Figura 9).
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Figura 9. Diferencias de metilacidn entre tejido adyacente (A) y tumoral TN (T) para las distintas CpGs
analizadas para el gen DLEU7.

En el caso de NKAPL no se observan diferencias estadisticamente significativas entre el tejido no
neopldsico (N) y el tejido adyacente (A) aunque en nuestra serie se observa una tendencia hacia la
hipermetilacién del tejido adyacente. Sin embargo, la diferencia es significativa con p = 0,014 entre
tejido adyacente y tumoral; y con p = 0,037 entre tejido no neoplasico y tumoral (Figura 10).
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Figura 10. Metilacion de las distintas CpG analizadas para el gen NKAPL en tejido no-neopldsico mamario
(N), tejido adyacente a tumor (A) y tejido tumoral TN (T) para las distintas CpGs analizadas.

Al comparar cada valor de metilacién del tejido adyacente con su tumor pareado también se observa
una diferencia significativa en los niveles de metilacion, estando hipermetilado el tejido tumoral
(Figura 11).
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Figura 11. Diferencias de metilacién entre tejido adyacente (A) y tumoral TN (T) para las distintas CpGs
analizadas para el gen NKAPL.



Estos resultados indican, por primera vez, que los tumores de mama triple negativo tienen niveles
mas altos de metilacidn en los genes DLEU7 y NKAPL, que las muestras no neoplasicas, lo que sugiere
que estos genes podrian actuar como genes supresores de tumores en CM.

3. EXPRESION DE mRNA DE NKAPL EN LINEAS CELULARES

El nivel de expresién de DLEU7 a nivel de mRNA en lineas celulares no se ha podido establecer ya que
con la sonda utilizada no se han podido detectar niveles de expresidn en ninguna linea de las que
disponemos.

Sin embargo, el nivel de expresion de NKAPL se analizé en lineas de cancer de mama del subtipo TN
mediante gPCR, utilizando la linea 293T como control positivo. En todas las lineas de cancer de mama
TN encontramos unos niveles de NKAPL mas bajos que en la linea normal-like 184B5, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) (Figura 12).

Estos resultados van unidos a los observados con la metilacidn de este gen por pirosecuenciacion.
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Figura 12. Valores de expresion de NKAPL normalizados respecto a la expresion de GAPDH (RQ=2'ACT) en

diferentes lineas celulares.

4. RELACION ENTRE EXPRESION Y METILACION DE NKAPL

Tal y como muestra el grafico (figura 13), se evidencia una correlacién negativa entre ambas
variables en las lineas celulares. Es decir, a mayor proporcion de metilacién, se observa una menor
expresion, con un coeficiente de correlacién de Pearson de -0,82 con un valor de p de 0,09 para la
CpG1 y CpG2. Es decir, una correlacion negativa moderada.
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5.

5.1 Valoracion inmunohistoquimica de DLEU7

-ACt

) de NKAPL y su porcentaje de metilacidn en lineas

EXPRESION PROTEICA DE DLEU7 Y NKAPL

Con respecto al marcaje IHQ de la proteina DLEU7 se ha valorado el patrén (nuclear, citoplasmatico o
ambas) e intensidad de expresidn tanto en dreas tumorales como en tejido no neoplasico adyacente
a tumor, seleccionada por la patdlogo. El patrén observado ha sido citoplasmatico con intensidad
variable (+, ++, +++), en las células epiteliales tanto luminales como basales de los ductos mamarios

(Figura 14).

Hemos observado que la expresidon tumoral es inferior o igual al tejido no neoplasico adyacente
(Figura 15). Se ha detectado asimismo expresién de esta proteina en linfocitos, presentes en distinto
grado junto a las dreas tumorales, que nos sirve como control enddgeno de expresidn de la proteina.
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TEJIDO ADYACENTE

Figura 14. Imagen de un tejido mamario (aumento 10x), con una zona de tejido no-neoplasico

adyacente a tumor representada en la imagen de arriba a la derecha y otra zona con tejido tumoral
abajo a la derecha a un aumento 40x.
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Figura 15. Nivel de expresion proteica de DLEU7 por IHQ en tejido adyacente y tejido tumoral TN.
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5.2 Western Blot de NKAPL

A nivel de proteina encontramos que NKAPL se expresaba a niveles no detectables por Western blot
en las lineas celulares de CM TN; mientras que si pudo detectarse en las lineas celulares normal-like
(Figura 16). Estos resultados concuerdan con la expresion de mRNA mostrada en la figura 12.
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Figura 16. Expresion proteica de NKAPL en lineas celulares derivadas de tejido mamario normal-like y
derivadas de CM TN. Se utilizé a-tubulina como control de carga.

6. VALOR CLINICO DE LA METILACION DE DLEU7 Y NKAPL

Por ultimo, se ha examinado el valor clinico de la hipermetilacidn de estos genes en nuestra serie de
pacientes con CM TN.

Como valor de corte para distinguir estadisticamente entre el estado metilado y no metilado de cada
una de las islas CpG se escogié el valor maximo de metilacién de las muestras no neoplasicas en la
primera CpG (CpG del array) siendo para DLEU7 un valor de metilacién del 22% y para NKAPL del
14%.

Utilizando estos valores de corte, se ha observado una tendencia a la progresién y a una peor
supervivencia, aunque sin significacion estadistica, asociada a tumores que presentan
hipermetilacién. Esta tendencia se puede observar en las siguientes figuras 17 y 18.
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Figura 17. Representacion de supervivencia y progresion para DLEU7.
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Figura 18. Representacion de supervivencia y progresion para NKAPL.
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DISCUSION

Los distintos tipos de CM se clasifican desde el punto de vista clinico en casos de peor y mejor
prondstico en funcidon de su morfologia histoldgica, tamafio del tumor, grado histoldgico, afectacién
ganglionar, etc (55). Sin embargo, estos parametros no explican del todo la heterogeneidad clinica
caracteristica de este tipo de cancer (56) .

La descripcion de perfiles de expresidon molecular obtenidos mediante arrays de expresién supuso un
enorme avance en la clasificacién de las pacientes en grupos de mejor y peor prondstico (12). Este
enfoque molecular afadié valor diagndstico, prondstico y predictivo para la identificacién de
marcadores moleculares con importancia clinica (15). Sin embargo, el uso de esta tecnologia en la
rutina asistencial quedd limitado por la inestabilidad molecular del mRNA en tejido parafinado y el
alto coste econdmico de la obtencién de estos perfiles de expresion. Actualmente contamos con
marcadores inmunohistoquimicos subrogados que permiten estratificar los tumores en subgrupos
diferentes clinicamente, sobre la base de biomarcadores predictivos de respuesta al tratamiento
(expresion de RE, RP, HER2 y Ki-67) (13). Sin embargo, estos marcadores inmunohistoquimicos
tampoco explican del todo la heterogeneidad en el prondstico y la respuesta al tratamiento de las
pacientes dentro de un mismo subtipo de CM, por lo que es necesario identificar nuevos candidatos
moleculares. Esta busqueda es alin mds prioritaria en aquellos tipos tumorales que carecen de
tratamientos dirigidos, como es el caso del CM TN.

EI TN es el subtipo de CM mds agresivo con frecuentes recidivas locales y a distancia (metastasis) que
conllevan una mayor mortalidad de estas pacientes (16). Este hecho, unido a que las pacientes con
CM TN carecen de un tratamiento dirigido eficaz, hace muy necesaria la identificacién de nuevas
alteraciones moleculares que puedan convertirse en biomarcadores con valor predictivo y/o
prondstico. Entre ellas se encuentra la metilacién alterada de genes supresores de tumores, que
conllevan la inhibicion de su expresidn, y que tienen un gran impacto en la progresion de la
enfermedad. El silenciamiento de la expresion génica mediante mecanismos epigenéticos andmalos
como la hipermetilacion y la acetilacidn de histonas ha sido ampliamente descrito en cancer (57).

En este sentido el empleo de nuevas tecnologias de alto rendimiento tiene una importancia crucial
para este tipo de estudios, puesto que permite obtener una gran cantidad de informacion a partir de
una Unica muestra. Su empleo estd siendo cada vez mas extendido en campos como el de la
Epigendmica para el estudio global del perfil epigenético de todo el genoma (58). Derivados de estos
estudios se estan describiendo nuevos perfiles de metilacion de DNA asociados a los distintos tipos
tumorales (59), al prondstico y a la sensibilidad al tratamiento quimioterapico (60).

El presente trabajo se ha centrado en los resultados del Human methylation array 450K en tumores
de CM TN, lo que ha proporcionado un estudio completo del metiloma de estas pacientes. Cabe
destacar que el empleo de arrays de metilacién ha generado resultados con importancia clinica en
CM. De esta manera se ha demostrado que los perfiles de metilacion pueden predecir el riesgo de
padecer CM a partir de un analisis realizado en sangre (61, 62), y puede asociarse a una mayor
tendencia a la progresion de carcinoma ductal in situ a carcinoma ductal infiltrante (63). También se
ha descrito que los CM HER2+ tienen una firma epigendmica que los diferencia del resto de subtipos
(64). En un trabajo reciente se ha puesto en evidencia que el epigenoma no sélo varia entre tipos
tumorales, sino también entre estados preneopldsicos y tumorales (65). El modelo de transformacion
celular desde tejido no neopldsico a lesién tumoral se basa en la acumulacién de alteraciones
genéticas y epigenéticas descritas en CM (66, 67) y otros tipos de cancer, como gastrico (68) y
colorectal (69).

Las ventajas del empleo de técnicas de alto rendimiento se contrarrestan con la necesidad de
considerar andlisis bioinformaticos robustos para obtener conclusiones mas fundamentadas. En ese
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sentido, en nuestro estudio hemos empleado herramientas bioinformaticas para identificar nuevos
genes con metilacién (hipo- e hipermetilacion) diferencial en los distintos subtipos de CM, que no
habian sido previamente descritos. En concreto para el subtipo TN hemos detectado posibles
marcadores especificamente metilados de forma aberrante en CM TN con respecto a tejido mamario
no neoplasico. Entre los genes mas diferencialmente metilados, hemos seleccionado dos genes
significativamente hipometilados (ADAM12 y VWCE) y tres hipermetilados (PCDHA13, DLEU7 y
NKAPL), por haberse descrito como regulados epigenéticamente en otros tumores.

Entre los genes encontrados como hipometilados en CM TN con respecto a tejido no neoplasico,
ADAM12 (ADAM Metallopeptidase Domain 12) es un gen que codifica para una proteina implicada
en procesos bioldgicos de adhesion celular participando en interacciones célula-célula y célula-
matriz, asi como procesos tan dispares como la fertilizacion, el desarrollo muscular y la neurogénesis.
Esta descrito su papel como biomarcador diagndstico en cancer géstrico (70), asi como su papel en la
transicion epitelio-mesénquima, mecanismo por el cual las células epiteliales pasan a adquirir
capacidades migratorias e invasivas (71, 72). Cabe destacar que este gen podria tener valor clinico en
CM TN, por ser diana de los microRNAs miR-29 y miR-200, con implicacion prondstica vy
quimiopredictiva (73) y porque tiene valor prondstico en CM RE+ (74). Su hipometilaciéon no ha sido
descrita previamente y aun no ha sido posible validar los resultados del array técnicamente. Los
problemas de amplificacion mediante PCR en tejido parafinado han sido ampliamente descritos por
la degradacidn que sufren los acido nucleicos por la utilizacidn de distintos fijadores (75),(76).

Otro gen seleccionado como hipometilado en CM TN, VWCE (Von Willebrand Factor C and EGF
Domains), también conocido como URG11, es un importante elemento regulador en la via de
sefializacion de la beta-catenina, siendo por tanto relevante como mediador de adhesidn y activador
del crecimiento y la tumorigénesis hepatocelular (77) y gastrica (78). Se ha demostrado que su
expresion esta aumentada en carcinoma hepatocelular (79),donde parece ser una diana terapéutica
(80). En tumores de pancreas su expresion también estd aumentada con respecto a tejido normal, lo
que favorece la transicidn epitelio-mesénquima y predice un peor prondstico(77). Su implicacién en
CM no ha sido aun descrita.

Por otro lado, entre los genes hipermetilados en CM TN, PCDHA13 (Protocadherin Alpha 13) es
miembro de un grupo de genes que codifican para la superfamilia de moléculas de adhesidn con una
organizacién gendmica similar a la de los genes del receptor de células B y receptor de células T. Su
metilacion ha sido descrita en glioma (81) y cancer de cérvix, donde se ha visto que ocurre en bloque
junto con otros miembros de la superfamilia (82).

Uno de los genes cuya hipermetilacién hemos encontrado y validado en CM TN es NKAPL (NFKB
Activating Protein-Like). Su funciéon estd sin describir todavia, aunque tiene varios rasgos
caracteristicos de un gen muy conservado de retrotransposicion de NKAP (proteina activadora de
NFkB) (83). NKAP fue identificado como una proteina de interaccién con el receptor (RIP), que
potencialmente puede activar NFkB, asi como otras RIPs (84). Posteriormente se ha demostrado su
papel represor en la transcripcion de mediadores de la ruta de sefializacion de Notch asi como su
papel esencial para el desarrollo de las células T (85). Esta importante funcidn, junto con la elevada
expresion de Notch-1 descrita para las pacientes con CM de peor prondstico (86), podria explicar que
la hipermetilacion de NKAPL que hemos observado por primera vez en nuestro estudio podria
contribuir a la progresion tumoral mediada por Notch.

El otro gen que hemos validado como hipermetilado en CM TN es DLEU7 (Deleted In Lymphocytic
Leukemia, 7), que ha sido identificado como un posible gen supresor tumoral, localizado en la regién
cromosomica 13q14, muy importante en la progresidon de la leucemia linfocitica crénica (LLC) (87).
Recientemente, mediante la tecnologia de microarrays se ha demostrado que la regidon 13q14,
suprimida en LLC, contiene el gen DLEU7 (88) y los miR-15/16, que actdan como supresor de tumores
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(89). Ademas un estudio mostrd que la hipermetilacién del promotor de DLEU7 con el consiguiente
silenciamiento del gen esta presente en el 61% de los casos de LLC (87), lo que contribuye a la idea
de que la inactivacion de este gen cumple la hipdtesis propuesta por Knudson relativa a la
inactivacion de genes supresores de tumores por la combinacién de alteraciones genéticas
(deleciones) y epigenéticas (metilacion) en los dos alelos de cada gen (90). En carcinoma
hepatocelular también se ha descrito DLEU7 como posible gen supresor de tumores (91). Estos
hechos, junto con la descripcion de la existencia de deleciones en 13q14 asociada a resistencia al
tratamiento en CM (92) contribuye a mantener nuestra hipdtesis de que DLEU7 juega un papel
importante como gen supresor de tumores en tejido mamario y que su hipermetilacion esta
implicada en la progresion del CM TN.

Ademads, es muy importante resaltar que los resultados obtenidos mediante pirosecuenciacion
indican, por primera vez, que los CM TN tienen niveles mads altos de metilacién en los genes DLEU7 y
NKAPL que las muestras no neopldsicas. Esto sugiere que podrian actuar como genes supresores de
tumores en CM TN. Ademas, para el gen DLEU7 hemos descrito que su silenciamiento por metilacion
podria desempefiar un papel fundamental en la transformacidn del tejido, ya que se muestra un
gradiente de metilacién entre tejido no neopldsico procedente de reduccion mamaria, tejido
adyacente al tumor y tejido tumoral. Estas alteraciones epigenéticas se han analizado por primera
vez en este trabajo, y para ello hemos utilizado la técnica de pirosecuenciacion, que permite realizar
mediciones cuantitativas de metilacion en comparacién con la PCR especifica de metilacién, que es
una técnica no cuantitativa que Unicamente pone en evidencia la presencia o ausencia de metilacién
(93-97).

En nuestro trabajo, los distintos porcentajes de metilacidon parecen correlacionarse de forma inversa
con distintos niveles de expresién de mRNA y proteinas, al presentar menor expresion los casos y las
lineas celulares de mayor metilacién; aunque es necesario abordar un estudio con mayor nimero de
muestras.

También hay que destacar, que es la primera vez que se describe el patrédn inmunohistoquimico de
DLEU7 en CM TN, caracterizado por una disminucion de la expresién en tumor con respecto a tejido
no neoplasico. Este resultado es coherente con una mayor metilacién del primero en relacién al
ultimo, aunque debemos ampliar la poblacién de estudio para comprobar que existe dicha
asociacion.

Como se ha mencionado anteriormente, nuestro grupo y otros han descrito alteraciones
epigenéticas que se distribuyen de forma heterogénea en los subtipos de CM (47), como la
hipermetilacidn preferente de los genes RASSF1A (35) y RASSF2 (46) en el subtipo luminal, BRCA1 en
TN (98) y E-cadherina en HER2+ (48). Es muy importante destacar que muchas de estas alteraciones
tienen valor predictivo de respuesta al tratamiento, como la hipermetilacién de MGMT asociada a
una mejor respuesta a temozolomida en glioblastoma multiforme (99), y/o valor pronéstico, como la
hipermetilacidn de los genes EPB41L3 y TSP-1 en gliomas difusos (100), y RASSF2 en cancer de cérvix
(101) y en CM (93).

Por este motivo, se ha estudiado también el papel clinico de la hipermetilacién de DLEU7 y NKAPL en
CM TN. Estableciendo un valor de metilacidn para estratificar nuestra serie de pacientes con CM TN
en metilados y no metilados, hemos observado una tendencia, aunque no significativa, por la que la
hipermetilacidn de los genes DLEU7 y NKAPL podria tener valor prondstico, prediciendo progresién
y/o peor supervivencia de las pacientes. Para comprobar esta hipdtesis precisamos de un grupo mas
numeroso de pacientes.
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CONCLUSIONES

1. Los arrays de metilacion son herramientas utiles para identificar genes diferencialmente
metilados en CM TN con respecto al tejido no neoplasico.

2. Los genes DLEU7 y NKAPL estan hipermetilados en CM TN. Esta alteracién epigenética,
aunque a niveles mas bajos, también se encuentra en el tejido adyacente al tumor

3. La hipermetilacién de estos genes muestra una tendencia, aunque no significativa, a tener
valor prondstico, prediciendo progresion y/o peor supervivencia de las pacientes.

LIMITACIONES

La principal limitacion de este estudio es el tamafio muestral del que disponemos. En la realizacién
de las biopsias se procura eliminar la menor cantidad de tejido posible, por la implicacidn estética y
psicoldgica que tiene esta extirpacion de tejido mamario en las mujeres. Es por ello, que se dispone
de muy poco tejido adyacente a tumor. Tejidos provenientes de mamoplastias de reduccién, no
neopldsicas, son muy dificiles de obtener. Ademas la frecuencia dentro del CM del subtipo TN no es
tan alta. Por todo ello, el array fue realizado con muy pocas muestras (8 TN y 5 tejido no
neoplasicos).

Por otro lado, la calidad de la muestra de los bloques de parafina es muy limitante en el estudio
molecular (a nivel de metilacién y expresién) de algunos genes.

Por ultimo, es muy importante destacar el aspecto econdmico y de falta de personal investigador.
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Abstract

Breast cancer (BC) is the most common neoplasia among women and one of the leading
causes of cancer-related death worldwide. It is a clinically heterogeneous disease, with the
triple negative (TN) as the most aggressive subtype. In this report the presence and clinical
value of aberrant methylation has been analysed in ductal TN BC patients. A 450k-methylation
array was performed to identify genes differentially methylated between 8 TN BC samples and
5 non-neoplastic tissues from mammoplasties. Among them, hypermethylation of DLEU7 and
NKAPL was validated by pyrosequencing in 42 ductal TN tumours and their paired non-
neoplastic tissues, along with 4 TN-derived and one normal-like cell lines. We found that
DLEU7 and NKAPL methylation levels were higher in tumour compared to non-neoplastic
tissue. The adjacent-to-tumour tissue harboured also these epigenetic alterations, although in
a lower proportion. DLEU7 and NKAPL hypermethylation was associated with a marked
reduced mRNA and protein expression in TN BC cell lines, and in 10 pairs of TN BC and
adjacent-to-tumour tissues. There was a tendency, although not significant, towards a worse
prognosis in patients with these epigenetic aberrations. This is the first report showing DLEU7
and NKAPL hypermethylation, not only in TN BC, but also in the adjacent-to-tumour tissue,
suggesting that this non-neoplastic sample harbours some epigenetic alterations

characteristics of the tumour, and hence, these could be involved in breast cell transformation.
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Introduction

Breast cancer (BC) is the most common neoplasia among women and one of the leading
causes of cancer death worldwide (1, 2). Globally, it is estimated that over one million women
are diagnosed with BC each year, and 400,000 patients die from the disease (3). In recent years
an increase in its incidence has been described despite its decreasing trend in mortality, due to
advances in early detection programs and the incorporation of new targeted therapies
depending on the molecular characteristics of the tumour (4).

Traditionally breast tumours have been classified according to their histological features, but
this classification does not explain the differences in the prognosis of patients, variable even in
patients with morphologically similar tumours. Thus, a molecular classification arose based on
differential expression of crucial immunohistochemical markers in the onset and progression
of BC (5), and recommended by the panel of experts at the last International Breast Cancer
Conference in St. Gallen: nuclear expression of oestrogen receptor (ER), progesterone receptor
(PR) cell proliferation marker (Ki-67) and the membrane expression of human epidermal
growth factor receptor type 2 (HER2) (6) were able to classify BC into Luminal A, Luminal B,
Luminal HER2, HER2 and triple negative subtypes.

Epigenetic alterations are common in cancer, including DNA hyper- and hypomethylation,
aberrant expression profile of microRNAs and posttranslational modifications of histones. Over
the past decade, aberrant DNA methylation has been recognized as one of the most common
molecular abnormalities in BC (7-9). BC progression can be explained by the accumulation of
genetic and epigenetic alterations in tumour suppressor genes and/or oncogenes, combined
with hormonal and environmental factors (10). Since BC mortality remains high (11), it is
essential to study new biomarkers with diagnostic, prognostic and/or predictive value that can
better characterize tumours and contribute to a more personalized monitoring and treatment

of the patients.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Epigenetics in triple negative breast cancer Ulazia-Garmendia A, et al.

In this paper, our group aimed to deep in the epigenome of TN BC to find new epigenetic
biomarkers. Aberrant methylation of two new candidates (DLEU7 and NKAPL) identified
through a 450K methylation array has been validated by pyrosequencing in tumour and non-
neoplastic adjacent-to-tumour tissue. The effects of these alterations on gene expression have
been examined in cases and cell lines. The clinical value of DLEU7 and NKAPL hypermethylation

in TN BC has also been explored.

Results

Methylome of TN BC

The methylome of a small series of 8 TN BC was compared to that of 5 non-neoplastic breast
tissues with a methylation array. We found approximately 40 differentially probes (FDR <
0.05), with a AB-value > 0.2, and located within CpG islands in 5’UTR, 1500-200 bp upstream
the transcription start site or within the first exon. Specifically we found 27 and 16 probes that
were hypermethylated and hypomethylated, respectively, in TN BC compared to non-
neoplastic tissue (Table 1). These probes recognized 17 and 10 hypermethylated and
hypomethylated genes, respectively (Figure 1).

These results suggest that TN BC has a different pattern of methylation in comparison with the

non-neoplastic breast tissue.

Methylation levels of DLEU7 and NKAPL are higher in tumour than in adjacent-to-tumour and
non-neoplastic breast tissues

To validate the results derived from the methylation array, DLEU7 and NKAPL genes were
selected because their increased number of significant probes with high AB-values (Table 1 and
Figure 1). Their methylation status was explored firstly in cell lines by pyrosequencing through

examination of 3 and 2 CpG sites, respectively (Supplementary Figure S1). Both genes were
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found to have significantly higher methylation levels in TN BC cell lines than in the normal-like
184B5 cell line (p < 0.01) (Figure 2). Then, DLEU7 and NKAPL methylation was examined in a
second series of 42 TN BC samples and their matched non-neoplastic adjacent-to-tumour
tissue, and compared to non-neoplastic breast tissues from mammoplasties. We found that TN
tumours had significantly higher methylation levels of all studied CpG sites in DLEU7 and
NKAPL genes than the non-neoplastic tissue (p < 0.05) (Figure 3). These results validated our
data from the array. Interestingly, we observed that the adjacent-to-tumour tissue, which
apparently had non-neoplastic cell morphology, harboured some degree of methylation:
significantly lower than the tumour, but tended to be higher than the non-neoplastic tissue
from mammoplasties. Even regarding the CpG1 in the DLEU7 gene, the differences between
these two types of non-neoplastic tissues was statistically significant (p < 0.05) (Figure 3).
Additionally, we confirmed that DLEU7 and NKAPL methylation levels were significantly higher
in tumour samples than in their matched adjacent-to-tumour samples (p < 0.05) (Figure 4).

These results suggest that the epigenetic alterations common in TN BC can be already present
in the non-neoplastic adjacent-to-tumour tissue, indicating that they could be involved in the

cell transformation process.

DLEU7 and NKAPL expression is reduced in TN BC

In order to examine whether NKAPL methylation had an impact on gene expression, a
quantitative PCR was performed in TN BC cell lines and the normal-like 184B5. As expected, we
found that TN BC cell lines had significantly lower mRNA levels than the 184B5 cells (p < 0.05)
(Figure 5A). Interestingly, we observed that there was an inverse correlation (Pearson’s
coefficient = - 0.82) between NKAPL expression and methylation in either of the 2 CpG sites
studied (Figure 5B).

To explore whether increased methylation of DLEU7 and NKAPL affected protein expression,

immunohistochemistry and Western blot were performed respectively, based on the
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recommended applications of the commercially available antibodies. We observed that DLEU7
protein levels, with a cytoplasmic pattern of expression (Figure 6A) were slightly, although not
significant, lower in TN BC compared to adjacent-to-tumour tissues (Figure 6B). Similarly,
NKAPL protein levels were lower in TN BC cell lines (undetectable levels by Western blot)
compared to the normal-like cell lines (Figure 6C), in accordance with mRNA expression (Figure
5A).

These results indicate that DLEU7 and NKAPL methylation diminishes mRNA and protein

expression in both cell lines and tissues.

Potential clinical value of DLEU7 and NKAPL hypermethylation in TN BC

Finally, we explored the clinical value of DLEU7 and NKAPL methylation in our series of 42 TN
BC patients (Table 2). Since pyrosequencing provides a quantitative measure of methylation, a
cut-off value distinguishing between unmethylated and methylated status was established for
each gene using the maximum percentage of methylation observed in its first CpG (the one
contained in the array) in our non-neoplastic breast tissues: 22% for DLEU7 and 14% for NKAPL
(Figure 3). Based on this, patients were stratified according to their unmethylated or
methylated status. We found that methylation status had no significant impact either on
progression-free survival or on overall survival in our series of 42 TN BC, although there is a
clear tendency showing that DLEU7 or NKAPL methylation could be associated with worse

outcome (Figure 7).

Discussion
BC is a heterogeneous disease with variable pathological (12, 13) and immunohistochemical
features, which do not entirely explain the differences in clinical response in patients

diagnosed with the same BC subtype (14). Thus, the identification of new molecular alterations
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is necessary to discover biomarkers able to predict the clinical outcome of these patients,
especially those with TN subtype, which is the most aggressive one and lacks efficient targeted

therapy (15).

In this study, we have identified two genes (DLEU7 and NKAPL) differentially methylated in TN
BC compared to non-neoplastic breast tissue by using a 450K methylation array. These high-
throughput techniques have revealed new methylation profiles associated with tumour types
(16), prognosis and response to treatment (17). Specifically in BC, methylation profiles have
been shown to predict the risk of BC (18, 19), to help ductal in situ carcinoma progress to
ductal infiltrating carcinoma (20), and to be characteristic of a given subtype, such as HER2+
(21). Recently, it has been reported that epigenome varies not only among subtypes, but also
between pre-neoplastic and tumoral stages (22). The model of cellular transformation from a
non-neoplastic tissue to a tumoral lesion is based on the accumulation of genetic and
epigenetic alterations described in BC (23, 24), and other tumour types, such as gastric (25)
and colorectal cancer (26). Here, we have identified and validated by pyrosequencing potential
markers differentially hypermethylated in TN BC compared to non-neoplastic breast tissue. In
BC, methylation of certain genes has been linked to some clinical and pathological features,
and is considered a biomarker for diagnosis (27), the status of hormone receptor (28) and
HER2 (29), the response to tamoxifen (28) and chemotherapy (30), the onset of metastasis

during follow-up (7) and is also considered a predictor of survival (28, 31).

Among the differentially hypermethylated genes we found in TN BC for the first time, DLEU7
(Deleted In Lymphocytic Leukemia, 7) has been previously described as a putative tumour
suppressor gene in hepatocellular carcinoma (32) and chronic lymphocytic leukaemia (33).
DLEU7? is located in the 13q14 chromosomal region, which is essential for progression of this

haematological neoplasia (33), since is deleted (34) and harbours the tumour suppressor miR-
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15/16 (35). Moreover, the DLEU7 gene promoter has been reported to be hypermethylated in
61% of chronic lymphocytic leukaemia cases (33). This data adds to the hypothesis that cancer
cells get rid of tumour suppressor genes by deleting one allele and methylating the other one
(36). In BC, 13914 deletions have been associated with resistance to treatment (37), which
would support that DLEU7 plays an important role as a tumour-suppressor gene in BC and its
hypermethylation is involved in TN BC progression. Other hypermethylated gene we identified
and validated in TN BC is NKAPL (NFKB Activating Protein-Like). Very little is known about it,
although it seems to share similarities with NKAP (38), a potential activator of NF-kB (39).
NKAPL has been demonstrated to repress the transcription of Notch signalling mediators (40).
In poor prognosis BC patients, an increased expression of Notch-1 has been reported (41),
which could explain the hypermethylation of NKAPL we observed here for the first time, and

could contribute to the Notch-mediated tumour progression.

Importantly, we have shown for the first time that TN BC cases harbour higher methylation
levels of DLEU7 and NKAPL than non-neoplastic breast samples, suggesting that these genes
might act as tumour-suppressor genes in TN BC. Furthermore, DLEU7 hypermethylation could
play an important role in breast cell transformation, since there is a gradient of methylation
between non-neoplastic, adjacent-to-tumour and tumoral tissue. Moreover, we demonstrated
for the first time that this DNA methylation pattern seemed to inversely correlate to protein
expression in both cell lines and cases, being this one the first report showing the

immunohistochemical pattern of DLEU7.

As above mentioned, our group and others have described epigenetic abnormalities specific in
BC subtypes (42), such as preferential hypermethylation of RASSF1A (43) and RASSF2 (44) in
luminal subtype, BRCA1 in TN (45) and E-cadherin in HER2+ (46). Interestingly, some of these

alterations have an important clinical value: i) in response to treatment, as MGMT
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hypermethylation which was associated with a better response to temozolomide in
glioblastoma multiforme (47); and/or ii) as prognostic markers, such as EPB41L3 and TSP-1 in
diffuse gliomas (48), and RASSF2 in cervical carcinoma (49) and BC (50). That is why in our
study, the clinical value of DLEU7 and NKAPL hypermethylation has been examined in TN BC. It
is important to note that these alterations have been analysed by pyrosequencing, a technique
that yields quantitative measurements of methylation in contrast to methylation-specific PCR
(50-54). Therefore, a cut-off was established to stratify our TN BC patient series between
unmethylated and methylated cases. A clear trend was observed, although not significant,
showing that DLEU7 and NKAPL hypermethylation could have a prognostic value by predicting
poorer progression-free survival and outcome. To further confirm this hypothesis, a larger

series of TN BC would be needed.

In conclusion, methylation arrays are useful tools to identify differentially methylated genes in
TN BC in comparison with non-neoplastic breast tissue. Thus, DLEU7 and NKAPL
hypermethylation has been observed in TN BC. Moreover, these epigenetic alterations have
been found in non-neoplastic adjacent-to-tumour tissue, although at a lesser extent,

suggesting that they could be involved in breast cell transformation.

Materials and Methods

Tissue samples

An initial small series of 8 frozen TN breast tumours and 5 frozen non-neoplastic breast tissues
from reduction mammoplasties was used to analyse the epigenome of TN BC. Then, a second
series of formalin fixed and paraffin embedded samples was employed to validate the results
derived from the methylation array, consisting of 42 TN breast tumours and their non-

neoplastic adjacent-to-tumour tissue. All patients were diagnosed with infiltrating duct triple
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negative breast carcinoma in the Department of Pathology (Complejo Hospitalario de Navarra,
Pamplona, Spain) in accordance with the recommended criteria of the St Gallen International
Expert Consensus 2013 (6), considering a Ki-67 threshold of 14% (55), grading according of
Nottingham system (56) and staging with AJCC system (57). All samples were ensured to
harbour at least 70% tumour cells. None of the patients had received radiotherapy or
chemotherapy before surgery. Their pathological and clinical characteristics are summarised in
Table 2. The study was approved by the Regional Clinical Research Ethics Committee and
samples were obtained in accordance with the current Spanish legislation regarding written

informed consent.

Cell lines

A panel of four human TN BC cell lines was used in this study: BT-549, Hs 578T, MDA-MB-468
and HCC 1937. Moreover, the immortalized but non-tumorigenic human mammary cell line
184B5 was employed. Additionally, the human embryonic kidney 293T cells were used as
positive control of NKAPL expression. MDA-MB-468 and HCC 1937 cell lines were obtained
from the Leibniz Institute DSMZ - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(Braunschweig, Germany). BT-549 and 293T cells were purchased from the American Type Cell
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). The Hs 578T cell line was kindly provided by Dr Javier
Benitez, from the Human Genetics Group in the Spanish National Cancer Research Centre
(Madrid, Spain). All these tumour cell lines were grown in RPMI-1640 or DMEM, supplemented
with 10% foetal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin (all from Lonza Biologics,
Porrifio, Spain), at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO,. 184B5 cells were cultured in
MEBM (mammary epithelial basal medium) supplemented with 5% horse serum, 10 pg/ml
insulin, 0.5 pg/ml hydrocortisone, 20 ng/ml epithelial growth factor, 10% foetal bovine serum
and 1% penicillin/streptomycin (all from Lonza Biologics, Porrifio, Spain), and 100 ng/ml

cholera toxin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).

10
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All cell lines were authenticated by STR analysis in February 2016.

DNA extraction and bisulphite conversion

To analyse the methylome of TN BC, DNA was extracted from cell lines and samples in our two
tissue series using the QlAamp DNA FFPE Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the
manufacturer’s instructions. Bisulphite conversion of DNA was performed to transform non-
methyl cytosines into thymidines, while methyl cytosines remained intact. Five hundred ng of
DNA were treated with freshly prepared bisulphite using an EZ DNA Methylation-Gold kit

(Zymo Research, Irvine, CA, USA).

Methylation array and bioinformatics analysis

Bisulphite-converted DNA samples in the initial series of 8 frozen TN BC and 5 non-neoplastic
mammary tissues were subjected to the Illumina Infinium Methylation 450K array (lllumina,
San Diego, CA, USA) following the manufacturer’s recommendations. This array contained over
480,000 probes covering 99% of the genes and 96% of CpG islands (58, 59). The methylation
level of each of the 450,000 CpG sites interrogated in the array was estimated as normalized
B—values using the GenomeStudio program (Illumina, San Diego, CA, USA). Then, a limma t-test

(http://pomelo2.iib.uam.es) was performed to find differentially methylated probes between

tumour and non-neoplastic samples (false discovery rate, FDR < 0.05). Among these probes we
selected those with a AB-value (|B-value in tumour — B-value in non-neoplastic tissue| > 0.2,
within a CpG island in 5’UTR, 1500-200 bp upstream the transcription start site and within the

first exon.

Pyrosequencing
To validate the methylation status of two selected genes fulfilling the abovementioned

requirements (DLEU7 and NKAPL), pyrosequencing was carried out in bisulphite-converted

11



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Epigenetics in triple negative breast cancer Ulazia-Garmendia A, et al.

DNA from cell lines and formalin fixed and paraffin embedded tissues from our second series
of 42 matched tumour and adjacent-to-tumour samples, and 5 non-neoplastic mammary
tissues. First, PCR amplification was performed using Immolase DNA polymerase (Bioline,
London, UK) in a final volume of 30 ul containing 2 ul of bisulphite modified DNA and the
primers indicated in Table 3, which amplified the same region recognized by the selected
probe contained in the array (Supplementary Figure S1). Amplification conditions were: initial
DNA polymerase activation at 95°C for 10 min, followed by 50 cycles at 95°C for 30 s, 59°C for
30 s and 72°C for 30 s, and a final extension at 72°C for 7 min. PCRs were performed in
triplicated reactions. The amplicon was resolved by electrophoresis using 2% (w/v) agarose gel
in 1x Tris-borate-EDTA buffer, stained using SYBR Red Safe (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) and visualized in a standard transilluminator (ChemiDoc XRS, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). DNA methylation analysis was quantified as follows: 20 pl of PCR products
were immobilized with Streptavidin Sepharose HP Beads (GE Healthcare Bio-Sciences,
Pittsburgh, PA, USA) using a Vacuum Prep Workstation. This was followed by annealing (80°C
for 2 min) the sequencing primers (Table 3) and pyrosequencing in a PyroMark Q96 using
PyroMark Gold Q96 reagents and the PyroMark software (all from Qiagen, Hilden, Germany).

Only methylation values assessed as being of high quality were considered.

RNA extraction and quantitative reverse transcription PCR (QRT-PCR)

gRT-PCR was performed to measure the levels of DLEU7 and NKAPL expression in TN BC
derived- and non-neoplastic mammary cell lines. First, total RNA was extracted and purified
using an RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions.
Five hundred ng of total RNA were retrotranscribed using a PrimeScript™ RT Reagent Kit
(TaKaRa, Otsu, Japan) under conditions of 37°C for 15 min and 85°C for 5 s. One ul of the
resulting cDNA was placed in a 96-well plate with 0.5 pul TagMan probes (NKAPL:

Hs.PT.58.4109007.g; DLEU7: Hs.PT.58.2788048; GAPDH: Hs.PT.58.40035104), all from IDT
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(Coralville, lowa) and 19 pl of mix included in the Premix Ex Taq™ kit (TaKaRa, Otsu, Japan).
PCR amplification was performed in triplicate using the Quant Studio 12K Flex (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) under thermal cycler conditions of 95°C for 30 s and 40 cycles
at 95°C for 5 sec and 60°C for 34 s. The cycle threshold (Ct) values were calculated using Quant
Studio software (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), and the relative quantification (RQ) was

calculated by the ACt method (RQ=2"%), using GAPDH as the endogenous control gene.

Immunohistochemistry

To measure DLEU7 protein levels in breast tissues immunohistochemistry was performed.
Three um sections of 12 TN BC tumours and their non-neoplastic adjacent-to-tumour
counterparts were placed on slides and then deparaffinized, hydrated and treated to block
endogenous peroxidase activity. After incubating with the primary rabbit polyclonal anti-
DLEU7 antibody (ab185446, Abcam, Cambridge, UK) at 1:300 dilution for 30 min (antigen
retrieval at 1002C for 30 min, pH = 6.0), the antibody was developed using a Bond Polymer
Refine Detection kit (Leica, Wetzlar, Germany) and visualized with diaminobenzidine. The
pattern of expression was evaluated blind by two independent observers. The intensity of
expression was ascribed to one of four categories: 0, no expression; 1, weakly expressed; 2,
intermediate expression; 3, strongly expressed. Images were acquired with a Leica DMD 108

digital microscope (Leica, Wetzlar, Germany).

Western blot

To measure NKAPL protein expression levels in breast derived cell lines Western blot was
carried out. Protein was extracted from 4 TN BC cell lines (BT-549, HCC 1937, Hs 578T and
MDA-MB-468) and 2 immortalized but non-neoplastic mammary cell lines (184B5 and MCF
10A) with RIPA buffer (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and protease inhibitor Complete 1X

(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). After a 5 minutes incubation and centrifugation,
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proteins contained in the supernatants were quantified using the DC protein assay (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) in an Epoch multi-plate reader (BioTek, Winooski, VT, USA).
Sixty pg of proteins were separated by SDS-PAGE in a 10 % polyacrylamide gel and transferred
into a nitrocellulose membrane (Millipore, Billerica, MA, USA). The membrane was blocked
with 5% non-fat milk and incubated with the primary rabbit polyclonal anti-NKAPL antibody
(ab107281, Abcam, Cambridge, UK) at a 1:100 dilution, overnight and at 42C. Then it was
incubated with a secondary anti-rabbit antibody (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) at a
dilution 1:3000 for 1 h and at room temperature. Its signal was detected using the Amersham
ECL prime western blotting detection reagent kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) in a
ChemiDoc transilluminator with the Image Lab software (both from Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Finally, membranes were incubated with the anti a-tubulin antibody
(T6074, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at a 1:10000 dilution for 20 minutes, and with the
secondary anti-mouse antibody (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) at 1:2000 for 20 minutes,

as a loading control.

Statistical analysis

Demographic, clinical and pathological data were summarised as frequencies (and
percentages) or means-medians (and ranges), as appropriate. Medians of methylation of
DLEU7 and NKAPL in tumour, adjacent-to-tumour and non-neoplastic tissues were compared
using the Kruskal-Wallis test. Methylation of DLEU7 and NKAPL genes was compared in tumour
and its matched adjacent-to-tumour tissue by a paired t-test. Additionally, correlation
between NKAPL methylation and mRNA expression was determined by Pearson’s correlation
coefficient. Finally, Kaplan-Meier plots and log-rank tests were used to examine the

association of DLEU7 or NKAPL methylation status with progression-free and overall survival.
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Tables
Table 1. Differentially methylated probes between TN BC and non-neoplastic breast tissue. AB-
values > 0 indicate hypermethylation and AB-values < 0 represent hypomethylation in TN BC

compared to non-neoplastic samples.

Probe Gene Region  AB-value
cg07496545 TSS200 0.31
¢g02852670 5'UTR 0.31
¢g10982443 5'UTR 0.30
cg01345315 TSS1500 0.28
¢g19635505 5'UTR 0.27
cg14286208 5'UTR 0.27

cg07815836 5'UTR 0.25
cgl0359157  DLEU7  TSS200 025
cg14621323 1* Exon 0.24
cg11002923 5'UTR 0.24
|cg27051129  DLEU7  TSS200 022
cg00711496 TSS1500 0.22
cg14239592 5'UTR 0.22
cg22881174 5'UTR 0.21
cg15839431 TSS200 0.21
cg00270625 1*'Exon 0.21
cg00270625 5'UTR 0.21
cg00270625 TSS1500 0.21
cg00270625 TSS200 0.21
cg18114463 TSS1500 0.21
€g25027798 1* Exon 0.20
cg25416125 5'UTR 0.20
cg07745707 1* Exon 0.20
cg07883124 1*'Exon 0.20
cg01054755 1* Exon -0.28
cg13682095 5'UTR -0.28
€g24161057 TSS200 -0.27
cg16151451 5'UTR -0.26
cg06282270 TSS200 -0.25
cg06462347 1*Exon -0.25
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cg06462347 5'UTR -0.25
cg01433610 1* Exon -0.25
cg26808747 TSS1500 -0.24
cg19856499 1* Exon -0.23
cg27230784 1* Exon -0.22
cg27230784 5'UTR -0.22
cg20162381 5'UTR -0.22
cg16257029 TSS1500 -0.22
cg00886954 TSS200 -0.22
cg05238741 1* Exon -0.21
cg08455275 TSS1500 -0.21
cg01422274 5'UTR -0.21
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Table 2. Pathological and clinical characteristics of TN BC patient series.

Feature

Frequency (%)

Histological grade
|
Il
1]

1/42 (2.4)
10/42 (23.8)
31/42 (73.8)

Lymph node involvement
Yes

19/42 (45.2)

No 23/42 (54.8)
Age (years) Mean: 62
Range: 38-82
Tumour size (cm) Mean: 2.4
Range: 0.8-6.0
Progression-free survival Mean: 49
(months) Range: 0-179
Yes 24/40 (60)
No 16/40 (40)
Overall survival (months) Mean: 52
Range: 1-179
Exitus 17/41 (41.5)
Chemotherapy
Yes 32/41(78.1)
No 9/41 (21.9)
Hormone therapy
Yes 6/35 (17.1)
No 29/35 (82.9)

Table 3. Primers used to pyrosequence DLEU7 and NKAPL genes. They were designed using

PyroMark Assay Design software from Qiagen (Hilden, Germany).

Gene Forward primer Reverse primer Sequencing primer Amplicon size (bp)
DLEU7 GGATTTTAGGAGAA [Btn]ACTCCTCCAC GGGTTATAGATTT 96
GGTAGAGGTTAGT CTCTAAATCTCAC AGAGT
NKAPL  TATTAGTTAGTTTTT  [Btn]ACATCTACTC GTTTTTGGGTTTGT 154
GGGTTTGTAGT TACCAAAATAATA AGTAA
AACTCCC
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Figure legends
Figure 1. Methylome of TN BC. Heat-map showing top differentially methylated genes in TN
BC (T) tissues compared to non-neoplastic (N) breast tissues (FDR < 0.05, AB-value > 0.2).

Selected genes for further validation are written in bold.

Figure 2. Methylation of DLEU7 and NKAPL genes in TN BC cell lines. Pyrosequencing showed
methylation levels of 3 and 2 CpG sites in DLEU7 and NKAPL genes, respectively, in 4 TN BC cell

lines and the non-neoplastic cell line 184B5. * indicates p < 0.05).

Figure 3. Methylation of DLEU7 and NKAPL genes in breast tissues. Pyrosequencing showed
methylation levels of 3 and 2 CpG sites in DLEU7 and NKAPL genes, respectively, in 5 non-
neoplastic breast tissues (N, n = 5), 42 adjacent-to-tumour tissues (A, n = 42), and 42 TN BC

tissues (T, n = 42). (*, p < 0.05).

Figure 4. Methylation of DLEU7 and NKAPL genes in paired breast tumour and adjacent to-
tumour tissue. Methylation levels 3 and 2 CpG sites in DLEU7 and NKAPL genes, respectively,
were significantly higher in TN BC tissues (T) than their matched non-neoplastic adjacent-to-

tumour tissue (A).

Figure 5. NKAPL mRNA expression in TN BC cell lines. (A) NKAPL expression levels were
significantly lower in TN BC cell lines than in the non-neoplastic breast cell line 184B5 (*, p <
0.05). Data were measured by quantitative PCR using GAPDH as the endogenous control and
293T as positive control (+C) of NKAPL expression. RQ, relative quantification (RQ=2"). (B)
NKAPL methylation percentages and mRNA expression levels were inversely correlated in TN

BC cell lines (r =-0.82).
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Figure 6. DLEU7 and NKAPL protein expression in TN BC. (A) Immunohistochemical DLEU7
expression in a representative TN BC tissue at 10X magnification showing a set of non-
neoplastic ducts within the adipose tissue. Details of each area are magnified at 40X. DLEU7 is
less expressed in tumoral cells than in the non-neoplastic adjacent-to-tumour tissue. (B) DLEU7
protein expression was measured in 10 paired TN BC and adjacent-to-tumour samples, and
scored as follows: 0, no expression; 1 weak expression; 2, intermediate expression; 3, strong
expression. (C) NKAPL protein expression levels were lower in four TN BC cell lines than in two
immortalized but non-neoplastic breast, measured by Western blot and using a-tubulin as the

loading control.

Figure 7. Potential clinical value of DLEU7 and NKAPL hypermethylation in TN BC. High
methylation percentages of DLEU7 and NKAPL genes tended to be associated with worse
overall and progression-free survival in our series of 42 TN BC patients, although this

association was not significant.
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Figures
Figure 1 Ulazia-Garmendia A., et al.
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Figure 2 Ulazia-Garmendia A, et al.
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Figure 3 Ulazia-GarmendiaA., et al.
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Figure 5 Ulazia-Garmendia A., et al.
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Figure 6
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Figure 7 Ulazia-Garmendia A., et al.
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Supplementary Information

The supplementary information contains a supplemental figure.

Supplementary Figure legends

Supplementary Figure S1. Scheme of the CpG sites analysed in DLEU7 and NKAPL genes.

Three and two CpG sites in DLEU7 and NKAPL were examined by pyrosequencing in TN BC.

CpG1 in each gene was recognized by a probe contained in the methylation array, which was

10

11

12

13

14

15

found to be differentially methylated between TN BC and non-neoplastic breast samples. TSS,

transcription start site; bp, base pairs.

Supplementary Figures
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