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RESUMEN

Introduccién: El cancer gastrico (GC) ocupa el quinto lugar en incidencia y el cuarto en
mortalidad en todo el mundo. La alta tasa de mortalidad en pacientes con CG requiere
la investigacion de nuevos biomarcadores que, junto con las clasificaciones moleculares
actuales, mejoren la prediccion de la supervivencia de los pacientes.

Objetivo: Identificar genes asociados consistentemente con el pronéstico en cancer
gastrico y generar un indice genético mediante el uso de base de datos de acceso
publico

Métodos: En este estudio, se realiz6 un analisis transcriptomico de cinco cohortes
independientes para identificar genes consistentemente asociados con el pronéstico en
GC. Para ello, se realiz6 un analisis del transcriptoma de tumores de cancer gastrico
(GC) a partir de base de datos publicas de cinco cohortes independientes para identificar
genes consistentemente asociados con el prondstico en el cancer gastrico (GC). Como
criterio de inclusién se consideré la disponibilidad de datos de supervivencia global de
los pacientes. Los datos genéticos fueron descargados de las bases de datos
Firebrowse (http://firebrowse.org/) y Gene Expression Omnibus del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Las cohortes se
dicotomizaron en pacientes con alta o0 baja expresion génica utilizando el valor de corte
Optimo calculado a partir de la curva ROC. Los genes asociados a prondéstico se
identificaron luego del analisis de regresién de Cox y area bajo la curva (AUC) Con el
objetico de mejorar el poder de prediccion, se modelaron escores de expresion génica
a partir de los genes consistentemente asociados a pronéstico. Los scores de expresion
génica (GES) se calcularon por suma ponderada utilizando el coeficiente de regresion
de Cox B. Una vez identificado el mejor GES, se predijeron los procesos bioldgicos
relacionados al GES mediante un andlisis de enriquecimiento de vias biol6gicas
(GSEA). Ademas, se predijo la complejidad del microambiente tumoral a partir de los
datos del transcriptoma de los pacientes, mediante los algoritmos CIBERSORT, EPIC,
xCell, MCP-counter y quanTlseq.

Resultados: Se encontraron 11 genes relacionados con la supervivencia de GC y se
modelaron combinaciones ponderadas entre estos genes, encontrando un escore
basado en 7 genes (GES7). EIl GES7 mostro ser eficiente en predecir pronéstico (TCGA.
HR=2,03; 95% CI, 1.43- 2.86, p=0.0001; ACRG. HR=2,43; 95% CI, 1.76-3.35,
p=<0.0001; YUSH, HR=2,01; 95% ClI, 1.53-2.64, p=<0.0001; KUGH, HR=3.02, 95% ClI,
1.48-6.14, p=0.0023; NCCS, HR=3.8, 95% ClI, 2.24-6.44, p=<0.0001; AUC > 0.5), y
estuvo asociado a un fenotipo invasivo, microambiente tumoral rico en células
estromales y baja infiltracion de células del sistema inmune innato.

Conclusiones: En el presente estudio, creamos un escore basado en siete genes para
GC que demostré ser eficiente en predecir prondstico y validamos los hallazgos en
cuadro conjuntos de datos. Considerando que la enfermedad es heterogénea, conocer
el prondstico exacto de un paciente con cancer gastrico utilizando un escore basado en
un conjunto de genes puede permitir una prediccion mas precisa.

Palabras clave: Expresion génica, prondstico, cancer gastrico, microambiente

tumoral
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INTRODUCCION

El cancer gastrico (GC) es responsable de mas de un millén de casos nuevos en
2020 y de un estimado de 769.000 muertes, ocupando el quinto lugar en
incidencia y el cuarto en mortalidad a nivel mundial (1). EI adenocarcinoma
gastrico es el subtipo mas comun, con méas del 95% de los casos, siendo un
grupo muy heterogéneo en cuanto a localizacibn anatémica, subtipos
histolégicos y caracteristicas moleculares (2,3). Aunque se han introducido una
variedad de nuevos tratamientos contra el cancer que han conducido a una
mejora de la esperanza de vida en GC, el tratamiento estandar sigue siendo la
reseccion quirdrgica, la quimioterapia y/o la radioterapia, con un tiempo medio
de supervivencia de alrededor de 15 meses (3) y menos de 12 meses para las
etapas avanzadas (4).

Se han realizado esfuerzos de secuenciacibn de alto rendimiento para
caracterizar el panorama genomico del cancer gastrico, permitiendo una mejor
categorizacion de la heterogeneidad clinica entre los pacientes. El Atlas del
Genoma del Cancer (TCGA, por sus siglas en inglés) desarroll6 una sélida
clasificacion molecular e identific6 vias reguladas y posibles impulsores de
distintas clases de cancer gastrico (3). Esta clasificacion propone cuatro
subtipos: tumores positivos para el virus de Epstein-Barr (VEB); tumores con
inestabilidad de microsatélites (MSI); tumores genémicamente estables (GS); y
tumores con inestabilidad cromosomica (NIC) (3). Del mismo modo, el Grupo
Asiatico de Investigacion del Cancer (ACRG) establecié subtipos moleculares
clinicamente relevantes basados en el analisis de la expresion génica y de
mutaciones. La clasificacion ACRG describe cuatro subtipos moleculares
relacionados con la progresion y el pronéstico de la enfermedad: MSI, transicion
epitelio-mesénquima (EMT), TP53 mutado y TP53 tipo salvaje (5). Aunque estas
clasificaciones podrian ser valiosas para las decisiones clinicas, la estadificacion
del TNM (6) del American Joint Committee on Cancer (AJCC) sigue siendo el
principal determinante prondéstico en GC. Dado que en algunos pacientes la
enfermedad puede progresar inesperadamente a lo establecido por la
clasificacion TNM, aun esta pendiente la aplicacion clinica de los marcadores
biolégicos y moleculares como complementarios a la estadificacion AJCC TNM
para mejorar el prondstico. Una posible razén para que esta aplicacién ain no
se haya expandido, es la falta de consenso sobre como incluir de manera
eficiente en la rutina de laboratorio la determinacion de mutaciones en TP53 (7),
y la evaluacién de la NIC (8) y del EMT (5). En este sentido, se han propuesto
categorias de riesgo basadas en escores de expresion génica (9-14). La
limitacion de algunas de estas propuestas es el alto nUmero de genes incluidos
en las puntuaciones, lo que dificulta su uso potencial en la rutina clinica. El
objetivo del presente trabajo fue Identificar genes asociados consistentemente
con el prondstico en cancer gastrico y generar un indice genético mediante el
uso de base de datos de acceso publico.
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METODOS

Pacientes y perfiles de expresiéon génica

Este estudio analiza los datos clinicos y transcriptomicos disponibles
publicamente para cinco cohortes de GC. En primer lugar, se incluyé la cohorte
de cancer gastrico The Cancer Genome Atlas (TCGA) (n = 345) (3) con datos de
ARN-seq (tabla 1). Los datos clinicos y transcriptémicos fueron recuperados del
portal de datos de Firebrowse (http://firebrowse.org/). A continuacion, se
incluyeron cuatro conjuntos de datos de transcriptomas basados en microarray:
Grupo Asiéatico de Investigacion del Cancer (ACRG, GSE66229, n = 297) (5),
Hospital de Separacion de la Universidad de Yonsei (YUSH, GSE84437, n =433)
(15), Hospital Guro de la Universidad de Corea (KUGH, GSE26899, n = 93) (16)
y el Centro Nacional del Cancer de Singapur (NCCS,_GSE15459, n = 192) (17)
(Tabla 1). Los datos transcriptémicos se obtuvieron de la base de datos Gene
Expression Omnibus (GEO) (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Los datos del
transcriptoma de la cohorte TCGA se generaron utilizando HiSeq 2000 (lllumina)
e incluyeron informacion sobre 20 508 genes. Los datos de las cohortes ACRG
y NCCS se generaron utilizando Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix), que
contenia sondas para 23 520 genes, mientras que las cohortes YUSH y KUGH
se generaron utilizando HumanHT-12 V3.0 (lllumina) que contenia sondas para
25 124 genes.

Analisis estadisticos

Como se muestra en la Figura 1, las cohortes se dicotomizaron en grupos con
expresion geénica alta y baja después de calcular el valor de punto de corte
optimo utilizando la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para
los datos de supervivencia global. Luego, se calculé la regresion proporcional al
riesgo univariable y multivariable de Cox. De acuerdo con la disponibilidad de
datos, ajustamos la prediccion del prondstico con los siguientes factores de
confusion posibles: edad (como variable continua), sexo, clasificacion de Lauren,
estadio T, estado N y M, sitio primario del tumor y subtipo molecular. Ademas,
se consideran genes que generan una curva AUC > 0,5. Estos analisis se
realizaron para cada gen en cada cohorte. Luego, se descubrieron genes
consistentemente asociados con el pronostico después de combinar los
resultados de las cinco cohortes. Para mejorar la prediccion del pronéstico de las
firmas genéticas, modelamos las puntuaciones de expresion génica con los
genes asociados consistentemente con el prondstico probando todas las
combinaciones posibles entre estos genes. Las puntuaciones se calcularon
mediante la suma ponderada de los valores de expresion génica, utilizando el
coeficiente B de la regresion de Cox segun la siguiente férmula: score =
Gene1B1+...+ Geneifi. El valor B corresponde al coeficiente  combinado
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calculado a partir de las cinco cohortes por gen y estimado mediante un modelo
de efectos fijos y aleatorios segun la heterogeneidad entre estudios. La
heterogeneidad se evalu6 utilizando el estadistico 12 de Higgin y la prueba Q de
Cochran (18). Se considerd una puntuacion altamente predictiva cuando el HR
del andlisis univariado era > 2 (p < 0,05), el HR del analisis multivariable > 1,5 (p
< 0,05), la AUC > 0,5, la sensibilidad > 0,5 y la especificidad > 0,5. Finalmente,
para evaluar la capacidad de la puntuacion para mejorar la clasificacion del
riesgo TNM del AJCC, se normalizaron los valores de la puntuacion entre las
cinco cohortes dividiendo por la mediana calculada para cada cohorte; luego, se
establecié 0.9 y 1.1 como puntos de corte para definir categorias de puntajes
bajos, intermedios y altos. Se realizaron graficos de Kaplan-Meier (KM) para
demostrar el poder de estratificacion. Se utilizo la prueba de Mann-Whitney y la
prueba exacta de Fisher para comparar las caracteristicas clinicas y biolégicas
de los pacientes. Para comparar la expresién génica entre el tumor y los tejidos
adyacentes normales, se realizé una comparacion de muestras emparejadas en
32 pacientes (obtenida de www.tsvdb.com). Todos los calculos se realizaron
utiizando R 4.1.1 (ElI proyecto CRAN, www.r-project.org) software.

Enriquecimiento de las vias bioldgicas, evaluacion de las firmas de las
células del microambiente y sensibilidad a los medicamentos

Para encontrar las razones biologicas de la capacidad de prediccion de
supervivencia de la puntuacion, realizamos el andlisis de enriquecimiento de
conjuntos de genes (GSEA) utilizando el software del Broad Institute
(http://software.broadinstitute.org/gseal/index.jsp). En nuestro analisis se
incluyeron las bases de datos Gene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) y Reactome. Las puntuaciones de
enriquecimiento se calcularon sobre la base de las estadisticas de Kolmogorov-
Smirnov analizadas para determinar la significacion utilizando 1000
permutaciones. Ademas, la correlacion de Pearson se utiliz6 como métrica para
clasificar los genes. Una via se considero enriquecida cuando un valor p nominal
y un valor q FDR fueron < 0,05. A continuacioén, para predecir la complejidad del
microambiente tumoral en pacientes con diferentes puntuaciones, se evaluaron
las firmas de células inmunes y estromales de las herramientas web
CIBERSORT (19), EPIC (20), xCell (21), MCP-counter (22) y quanTlseq (23).
Finalmente, decidimos explorar la respuesta farmacolégica en células
cancerosas gastricas con diferentes valores de puntuacion. Para ello se calculd
la puntuacion de expresion génica en las siguientes lineas celulares de cancer
gastrico: AGS, FU97, GCIY, HGC-27, Hs-746T, IM-95, MKN45, MKN7, NCI-N87,
NUGC-3, RERF-GC-1B, SNU-1, SNU-16, SNU-5, TG11TKB y 23-132-87. Los
datos de expresion génica se obtuvieron de la base de datos Expression Atlas
(www.ebi.ac.UK/gxa/experiments/E-MTAB-2770/). Luego, correlacionamos las
puntuaciones con la concentracién inhibitoria 50 (IC50) para 448 farmacos
(https://www.cancerrxgene.org/). Se consider6 que los coeficientes rho de
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Spearman > 0.25 o < -0.25 con p < 0,05 identificaban las respuestas
farmacoldgicas.

RESULTADOS

La deteccion de genes relacionados con la supervivencia identific6 un
escore basado en la expresion de 7 genes que es muy eficiente para
estratificar la supervivencia en cancer gastrico

Para identificar los genes relacionados con la supervivencia en el cancer gastrico
(GC), se analizaron los datos del transcriptoma de cinco cohortes de GC (tabla
1). Se dicotomizaron las cohortes de acuerdo a la expresion génica mediante el
uso de la curva ROC de supervivencia. Luego, se establecieron categorias de
expresion alta y baja para cada gen en cada cohorte para la evaluacion del
pronéstico (Figura 1). Se identificaron 48 genes cuya alta expresion se relaciona
con una supervivencia general corta (figura 2A). Ademas, 40 genes se asociaron
consistentemente con supervivencia libre de enfermedad y sin recaida en
cohortes de TCGA, ACRG y KUGH (Figura 2B). Al combinar estos resultados,
identificamos 11 genes que podian predecir el pronéstico independientemente
de las cohortes y los parametros analizados (figura 2C). Estos genes estan
involucrados en una variedad de procesos biolégicos como el transporte
intracelular, la adhesion bioldgica, la organizacién cromosdmica, el ciclo celular,
la poliubiquitinacién de proteinas y la regulacién de la transduccion de sefales
intracelulares (Figura 2C). Por otro lado, la alta expresion de tres genes se asocio
con una supervivencia general favorable en las cinco cohortes, pero ninguna de
ellas fue capaz de predecir una supervivencia larga sin enfermedad (SSE) o una
supervivencia sin recaida (SSR) (figura 2D-E). Sobre la base de los 11 genes
identificados, modelamos las puntuaciones de expresion génica mediante la
prueba de todas las combinaciones Unicas entre estos genes. Como resultado,
2047 puntuaciones se modelaron utilizando un coeficiente B agrupado por gen
(Cifras complementarias 1-3). Después de aplicar la regresion de Cox y la
discriminacion de las AUC, 9 puntajes mostraron un poder mejorado de
prediccion de supervivencia en las cinco cohortes (Figura 2F). Seleccionamos el
mAas parsimonioso que se bas6 en 7 genes, aqui referido como GES7, que se
compone de CCDC91, DYNC1I1, FAM83D, LBH, SLITRK5, WTIP y NAP1L3
(Figura 2G y Figura Suplementaria 4). Las graficas de Kaplan-Meier que
muestran el poder individual de estratificacion de estos 7 genes se muestran en
las Figuras Suplementarias 5-8.

Como se muestra en las Figuras 3A, nuestro GES7 fue altamente eficiente en la
estratificacion de la supervivencia general en pacientes con CG. Por lo tanto, los
pacientes con GES7 alto tuvieron tasas de supervivencia claramente inferiores
(mediana de OStcea = 19,9 vs. 69 meses, mediana de OSacrs = 27,5 meses vs.
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no alcanzado, mediana de OSyusH = 44 meses vs. no alcanzado, mediana de
OSkucH = 22,1 meses vs. no alcanzado y mediana de OSnccs = 20,3 meses vs.
no alcanzado), con valores de AUC superiores a 0,5 hasta 5 afios de seguimiento
(figura 3B). En linea con estos resultados, se encontré que la covariabilidad
GES7 con estimaciones puntiagudas de las relaciones generales de riesgo de
supervivencia (HR) (Figura 3C). Ademas, los pacientes con GES7 alto tuvieron
mas probabilidad de recaida segun el andlisis de supervivencia sin enfermedad
y sin recaida (figura 3D). Como se indica en la seccion del método y en la figura
1, se realiz6 un andlisis de regresién de Cox para todas las puntuaciones
modeladas después de incluir variables clinicas relevantes para el prondstico. El
GES?7 siguid siendo un marcador prondstico relevante después de este ajuste,
con HR = 1,75 para TCGA, 1,88 para ACRG, 2,01 para YUSH, 3,8 para KUGH
y 3,59 para NCCS (figura 4 y figura 9 suplementaria). Curiosamente,
demostramos que los subtipos moleculares de TCGA y ACRG no son variables
de confusion, los pacientes con MSI fueron mas frecuentes en la categoria baja
de GES7 tanto en cohortes de TCGA como de ACRG (tabla complementaria 1-
2). Asimismo, los subtipos CIN y GS de TCGA, y los subtipos EMT de ACRG,
fueron mas frecuentes en pacientes con GES?7 alta. El subtipo molecular de EMT
representa un fenotipo invasivo tumoral. Un subtipo molecular similar se describe
en la cohorte de NCCS y se define como invasivo, y encontramos que casi todos
los pacientes con GES7 alto pertenecen a esta categoria (tabla suplementaria
5). Cualquier otra variable clinica se asocio de forma consistente con el GES7
(tabla complementaria 1-5).

A pesar de las categorizaciones moleculares propuestas para GC, el sistema de
estadificacion TNM del AJCC sigue siendo el patron de referencia para definir el
pronéstico. En este sentido, se decidiéo evaluar la utilidad del GES7 en la
recategorizacién de pacientes de los subgrupos AJCC TNM en una categoria de
riesgo mejor ajustada. Con ese propésito, decidimos normalizar los valores de
GES?7 entre las cinco cohortes para encontrar puntos de corte que puedan
aplicarse a todas las cohortes independientemente de las técnicas utilizadas
para la medicion de la expresion génica. Después de una simple normalizacién
de 0 a 1, encontramos que los datos de ARN-seq (TCGA) tenian una distribucion
diferente en comparacion con los conjuntos de datos de microarray (Figura
Suplementaria 10A). Estas diferencias se corrigieron cuando se normalizaron los
datos por mediana (Figura Suplementaria 10B). A continuacion, para mejorar la
precision del GES7, establecimos tres categorias, baja, intermedia y alta,
aplicando 0,9 y 1,1 puntos de corte para todas las cohortes. Con ello propusimos
una estrategia integradora entre la estadificacion AJCC TNM y el GES7 (tabla
2). Como se ve en la Figura 5A, las tres categorias de GES7 identificaron
pacientes con diferentes tasas de supervivencia en la cohorte ACRG. Como era
de esperar, la estadificacion TNM del AJCC (7.2 edicion) también fue eficaz para
distribuir a los pacientes en diferentes grupos de prondstico (Figura 5B). Tras la
integracion de ambos sistemas, observamos una mejora en la identificacion de
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pacientes con riesgo adverso (Figura 5C). Considerando la categoria IlIIA como
intermedia para el prondstico (mediana OSiia = 68,1 meses), y las categorias 111B
y IV como adversas (mediana OSus = 28,2 meses y mediana OSy = 17,4
meses), tuvimos que el GES7 reestructurd estos grupos mediante la formacion
de un grupo de riesgo adverso constituido por pacientes de IlIA, lIB y IV
(mediana OSadverso = 25,2 meses), quedando el resto de pacientes del grupo IV
formando el grupo de riesgo muy adverso (mediana OSadverso = 12,7 meses)
(Figura 5C-D). Esta mejora continua de 1 a 5 afios de seguimiento (Figura 5E).
Estos resultados se validaron en la cohorte TCGA, donde los grupos de riesgo
adverso y muy adverso se diferenciaron claramente de los grupos intermedios y
favorables en comparacion con el sistema AJCC TNM solo (Figura
complementaria 11A-E).

Valores elevados de GES7 predicen un fenotipo tumoral invasivo, con
enriguecimiento del estroma tumoral y poca infiltracion de células
inmunitarias innatas

Para explorar las explicaciones biolégicas de la capacidad de prondstico de
GES?7, evaluamos las vias biolégicas enriquecidas en pacientes con GES?7 alto.
Como se muestra en la Figura 6A, 579 vias se enriquecieron constantemente en
pacientes con GES7 alto. La principal via enriquecida fue la activada por el TGF-
B, un importante agente fibrogénico que puede promover un fenotipo invasivo,
inmunosupresion y una interaccién entre las células tumorales y del estroma (24)
(Figura 6C). De acuerdo con este resultado, se enriquecieron las vias
relacionadas con la fibra eléstica, lo que indica un fenotipo de motilidad.
Asimismo, se inactivarian 12 procesos bioldgicos, destacando el procesamiento
de antigenos y presentando vias relacionadas, prediciendo baja actividad del
sistema inmunitario innato en estos tumores (Figura 6B y 6D). Probamos esta
altima hipotesis evaluando la asociacion de GES7 con firmas de células inmunes
y estromales en las cinco cohortes. Encontramos que los tumores con GES7 alto
estan enriquecidos con células estromales como fibroblastos asociados con el
cancer y tienen una presencia reducida de células inmunitarias innatas (Figura
12A complementaria). Finalmente, encontramos que las lineas celulares GC con
alto GES7 responden bien al tratamiento in vitro con PAK_5339, un farmaco que
inhibe las quinasas 1 (PAK1) y 2 (PAK2) activadas por p21. La inhibicion de
PAK1 y 2 reduce la motilidad celular al modular la actividad del citoesqueleto
(25). Ademas, otros medicamentos podrian ser valiosos para el tratamiento de
pacientes con GES7 alto (Figura 12B complementaria).
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DISCUSION

Muchos estudios han demostrado que las firmas de expresion génica podrian
mejorar notablemente la precision predictiva en pacientes con CG (10,26). En
este estudio, construimos una puntuacion que consta de siete genes que es
altamente eficiente para predecir las tasas de supervivencia. Tres de ellos, WTIP,
NAP1L3 y CCDC91, no han sido descritos previamente como predictores
prondsticos en cancer gastrico; aunque sus posibles implicaciones en la biologia
tumoral han sido estudiadas en otros canceres (27-30). Por otro lado, las
mutaciones SLITRK5 (SLIT y NTRK-like protein 5) se han descrito como
predictores de supervivencia prolongada en pacientes con GC con TP53 en
estado de tipo salvaje; sin embargo, no se cubrio el impacto de su expresion en
el prondstico (31). Por otro lado, la alta expresion de DYNCL1I1 (cadena
intermedia de dineina citoplasmatica) ya ha sido propuesta como marcador de
mal prondstico (32). Al modular al P65, DYNCL1I1 regula positivamente el eje IL-
6/STAT3, promoviendo la proliferacion y migracion de células tumorales (33).
FAM83D (Familia con similitud de secuencia 83 miembro D) (34) y LBH
(Desarrollo elevado de la extremidad y del corazén) (35,36) se describieron
previamente como marcadores pronésticos en el cancer gastrico.
Funcionalmente, FAM83D se localiza en el huso mitético donde interactia con
un conjunto de proteinas ligadas al huso, incluidas HMMR, TPX2 y AURKA, lo
qgue contribuye a la progresion del tumor (37). Por otro lado, al regular al alza la
integrina a5B1, LBH puede activar la sefalizacion de integrina/FAK/AKkt,
promoviendo asi la proliferacion e invasion de GC (35).

En apoyo de estos hallazgos, encontramos que los tumores con valores altos de
GES7 predicen la formacién de fibras elasticas y la modulacion de las
interacciones con la matriz extracelular (ECM). La ECM es esencial para la
interaccion con las células estromales e inmunes en el microambiente tumoral
(38). Por lo tanto, nuestra prediccién de la composicién del microambiente
confirma un enriquecimiento de células estromales. Ademas, el proceso de
presentacion de antigenos enddgenos se correlacion6 negativamente con el
GES7. Normalmente, los antigenos derivados de mutaciones especificas de
tumores, o neoantigenos, deben mostrarse en la superficie de las células por
MHC-1 (HLA-I). Sin embargo, los tumores tienen multiples mecanismos de
escape para evadir el reconocimiento inmunolégico (39). En este contexto,
encontramos que los valores altos de GES7 predicen la evasion inmune en los
tumores GC.

Otra via de sefializacion suprimida fue la via de la replicacion del ADN y del ciclo
celular. Durante este proceso ocurren selecciones multiples, no todas las
selecciones son corregidas por el mecanismo de reparacion del ADN, estos
eventos dan lugar a defectos de reparacion (40). Los defectos de reparacion del
ADN son causados por carcindgenos o producidos durante la destruccion celular
descontrolada provocada por cambios durante el ciclo celular, estos defectos
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provocan inestabilidad genémica y determinantes en protooncogenes y genes
supresores de tumores. probablemente GES7 promueve estos defectos en la
maquinaria de reparacion del ADN vy, por lo tanto, contribuiria al desarrollo de
GC (41).

La estadificacion del cancer es una de las actividades fundamentales para
clasificar a los pacientes con cancer, definir el prondstico y determinar los
mejores enfoques de tratamiento (6). El sistema de estadificacion TNM es un
estandar en la clasificacion de la enfermedad. Sin embargo, la 72 edicion del
AJCC tuvo cambios en ciertos aspectos como el nimero de ganglios linfaticos
regionales resecados con metastasis histologicas en comparaciéon con la 62
edicién. Los pacientes clasificados como estadio IV por T4/N3 en el sistema de
la 6.2 edicion fueron reclasificados al estadio Il en el sistema de la 7.2 edicién y
tuvieron una supervivencia significativamente mejor que los que permanecieron
en el estadio IV segun la 7.2 edicion (42). En 2016 se publicé el sistema de
estadificacion AJCC 8th TNM para GC, que ha representado un avance en la
categoria N, tiene homogeneidad de estadificacion y reproducibilidad para la
prediccion de GC (43). Con la incorporacion del GES7 observamos una mejora
en la identificacion de pacientes con riesgo adverso. El sistema de estadificacion
TNM se potenciara mediante la incorporacion de biomarcadores y el GES7.

CONCLUSION

En el presente estudio, creamos un escore basado en siete genes para GC que
demostro ser eficiente en predecir pronéstico y validamos los hallazgos en cuatro
conjuntos de datos. Considerando que la enfermedad es heterogénea, conocer
el prondstico exacto de un paciente con cancer gastrico utilizando un escore
basado en un conjunto de genes puede permitir una prediccién mas precisa.

CONFLICTOS DE INTERES

Los autores declaran no tener ningun conflicto de interés.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

BIBLIOGRAFIA

1. Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram |, Jemal A, et
al. Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and
Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer J Clin.
2021;71(3):209-49.

2. Kupfer SS. Gaining Ground in the Genetics of Gastric Cancer.
Gastroenterology. 2017 Apr;152(5):926-8.

3. Bass AJ, Thorsson V, Shmulevich |, Reynolds SM, Miller M, Bernard B, et
al. Comprehensive molecular characterization of gastric adenocarcinoma.
Nature. 2014 Sep;513(7517):202-9.

4. Bray F, Ferlay J, Soerjomataram |, Siegel RL, Torre LA, Jemal A. Global
cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality
worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin. 2018;68(6):394—
424.

5. Cristescu R, Lee J, Nebozhyn M, Kim K-M, Ting JC, Wong SS, et al.
Molecular analysis of gastric cancer identifies subtypes associated with distinct
clinical outcomes. Nat Med. 2015 May;21(5):449-56.

6. Liu J-Y, Peng C-W, Yang X-J, Huang C-Q, Li Y. The prognosis role of
AJCC/UICC 8th edition staging system in gastric cancer, a retrospective analysis.
Am J Transl Res. 2018;10(1):292-303.

7. Malcikova J, Tausch E, Rossi D, Sutton LA, Soussi T, Zenz T, et al. ERIC
recommendations for TP53 mutation analysis in chronic lymphocytic leukemia-
update on methodological approaches and results interpretation. Leukemia. 2018
May;32(5):1070-80.

8. McGranahan N, Burrell RA, Endesfelder D, Novelli MR, Swanton C.
Cancer chromosomal instability: therapeutic and diagnostic challenges. EMBO
Rep. 2012 Jun 1;13(6):528-38.

9. Li J, Pu K, Li C, Wang Y, Zhou Y. A Novel Six-Gene-Based Prognostic
Model Predicts Survival and Clinical Risk Score for Gastric Cancer. Front Genet.
2021:12:615834.

10.  ShiJ, Cheng C, Ma J, Liew C-C, Geng X. Gene expression signature for
detection of gastric cancer in peripheral blood. Oncol Lett. 2018 Jun;15(6):9802—
10.

11. Wang P, Wang Y, Hang B, Zou X, Mao J-H. A novel gene expression-
based prognostic scoring system to predict survival in gastric cancer. Oncotarget.
2016 Aug 23;7(34):55343-51.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

12. Zhu L, Wang H, Jiang C, Li W, Zhai S, Cai X, et al. Clinically applicable
53-Gene prognostic assay predicts chemotherapy benefit in gastric cancer: A
multicenter study. EBioMedicine. 2020 Nov;61:103023.

13. Cheong J-H, Yang H-K, Kim H, Kim WH, Kim Y-W, Kook M-C, et al.
Predictive test for chemotherapy response in resectable gastric cancer: a multi-
cohort, retrospective analysis. Lancet Oncol. 2018 May;19(5):629-38.

14.  Prognostic value of a 25-gene assay in patients with gastric cancer after
curative resection - PubMed [Internet]. [cited 2022 Feb 19]. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/28790411/

15. Kim DG, An JY, Kim H, Shin S-J, Choi S, Seo WJ, et al. Clinical
Implications of Microsatellite Instability in Early Gastric Cancer. J Gastric Cancer.
2019 Dec;19(4):427-37.

16. Oh SC, Sohn BH, Cheong J-H, Kim S-B, Lee JE, Park KC, et al. Clinical
and genomic landscape of gastric cancer with a mesenchymal phenotype. Nat
Commun. 2018 May 3;9(1):1777.

17. Ooi CH, Ivanova T, Wu J, Lee M, Tan IB, Tao J, et al. Oncogenic Pathway
Combinations Predict Clinical Prognosis in Gastric Cancer. PLoS Genet. 2009
Oct 2;5(10):e1000676.

18.  Higgins JPT, Thompson SG. Quantifying heterogeneity in a meta-analysis.
Stat Med. 2002 Jun 15;21(11):1539-58.

19. Newman AM, Liu CL, Green MR, Gentles AJ, Feng W, Xu Y, et al. Robust
enumeration of cell subsets from tissue expression profiles. Nat Methods. 2015
May;12(5):453-7.

20. EPIC: A Tool to Estimate the Proportions of Different Cell Types from Bulk
Gene Expression Data - PubMed [Internet]. [cited 2022 Feb 19]. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32124324/

21. Aran D, Hu Z, Butte AJ. xCell: digitally portraying the tissue cellular
heterogeneity landscape. Genome Biol. 2017 Nov 15;18(1):220.

22. Becht E, Giraldo NA, Lacroix L, Buttard B, Elarouci N, Petitprez F, et al.
Estimating the population abundance of tissue-infiltrating immune and stromal
cell populations using gene expression. Genome Biol. 2016 Oct 20;17(1):218.

23. Finotello F, Mayer C, Plattner C, Laschober G, Rieder D, Hackl H, et al.
Molecular and pharmacological modulators of the tumor immune contexture
revealed by deconvolution of RNA-seq data. Genome Med. 2019 May
24;11(1):34.

24. Colak S, Ten Dijke P. Targeting TGF-B Signaling in Cancer. Trends
Cancer. 2017 Jan;3(1):56-71.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

25. Yao D, Li C, Rajoka MSR, He Z, Huang J, Wang J, et al. P21-Activated
Kinase 1: Emerging biological functions and potential therapeutic targets in
Cancer. Termosticos. 2020;10(21):9741-66.

26. Chen C-N, Lin J-J, Chen JJW, Lee P-H, Yang C-Y, Kuo M-L, et al. Gene
expression profile predicts patient survival of gastric cancer after surgical
resection. J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 2005 Oct 10;23(29):7286-95.

27. WuZ, QiuM, MiZ, Meng M, Guo Y, Jiang X, et al. WT1-interacting protein
inhibits cell proliferation and tumorigenicity in non-small-cell lung cancer via the
AKT/FOXOL1 axis. Mol Oncol. 2019 May;13(5):1059-74.

28. HeshmatiY, Kharazi S, Turkdéz G, Chang D, Kamali Dolatabadi E, Bostrém
J, et al. The histone chaperone NAP1L3 is required for haematopoietic stem cell
maintenance and differentiation. Sci Rep. 2018 Jul 25;8(1):11202.

29. CircRNA GFRA1l promotes hepatocellular carcinoma progression by
modulating the miR-498/NAP1L3 axis | Scientific Reports [Internet]. [cited 2022
Feb 22]. Available from: https://www.nature.com/articles/s41598-020-79321-y

30. Zeng C, Guo X, Long J, Kuchenbaecker KB, Droit A, Michailidou K, et al.
Identification of independent association signals and putative functional variants
for breast cancer risk through fine-scale mapping of the 12pl11 locus. Breast
Cancer Res BCR. 2016;18:64.

31. Clinical Relevance and Molecular Phenotypes in Gastric Cancer, of TP53
Mutations and Gene Expressions, in Combination With Other Gene Mutations |
Scientific  Reports [Internet]. [cited 2022 Feb 22]. Available from:
https://www.nature.com/articles/srep34822

32. GongL-B,WenT,LiZ, Xin X, Che X-F, Wang J, et al. DYNC1I1 Promotes
the Proliferation and Migration of Gastric Cancer by Up-Regulating IL-6
Expression. Front Oncol. 2019 Jun 12;9:491.

33.  Chonov DC, Ignatova MMK, Ananiev JR, Gulubova MV. IL-6 Activities in
the Tumour Microenvironment. Part 1. Open Access Maced J Med Sci. 2019 Jul
20;7(14):2391-8.

34. WangF, Zhang S, Wei Y, Chen H, Jiao Z, Li Y. Upregulation of family with
sequence similarity 83 member D expression enhances cell proliferation and
motility via activation of Wnt/B-catenin signaling and predicts poor prognosis in
gastric cancer. Cancer Manag Res. 2019;11:6775-91.

35. YuR,LiZ, Zhang C, Song H, Deng M, Sun L, et al. Elevated limb-bud and
heart development (LBH) expression indicates poor prognosis and promotes
gastric cancer cell proliferation and invasion via upregulating Integrin/FAK/AKkt
pathway. PeerJ. 2019 May 6;7:6885.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

36. DengM, YuR,Wang S, Zhang Y, Li Z, Song H, et al. Limb-Bud and Heart
Attenuates Growth and Invasion of Human Lung Adenocarcinoma Cells and
Predicts Survival Outcome. Cell Physiol Biochem. 2018 Jan 1;47(1):223-34.

37. Huang M, Ma X, ShiH, HuL, Fan Z, Pang L, et al. FAM83D, a microtubule-
associated protein, promotes tumor growth and progression of human gastric
cancer. Oncotarget. 2017 Aug 10;8(43):74479-93.

38. Extracellular Matrix in the Tumor Microenvironment and Its Impact on
Cancer Therapy [Internet]. [cited 2022 Feb 23]. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7025524/

39. Antigen presentation in cancer: insights into tumour immunogenicity and
immune evasion - PubMed [Internet]. [cited 2022 Feb 23]. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/33750922/

40. Frontiers | DNA Damage, Repair, and Cancer Metabolism | Oncology
[Internet]. [cited 2022 Feb 7]. Available from:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fonc.2018.00015/full

41. Moon JJ, Lu A, Moon C. Role of genomic instability in human
carcinogenesis. Exp Biol Med. 2019 Mar;244(3):227-40.

42. Wang W, Sun X, LiC, LvL,LiY, ChenY, etal. Comparison of the 6th and
7th Editions of the UICC TNM Staging System for Gastric Cancer: Results of a
Chinese Single-Institution Study of 1,503 Patients. Ann Surg Oncol.
2011;18(4):1060-7.

43. Amin MB, Greene FL, Edge SB, Compton CC, Gershenwald JE,
Brookland RK, et al. The Eighth Edition AJCC Cancer Staging Manual:
Continuing to build a bridge from a population-based to a more “personalized”
approach to cancer staging. CA Cancer J Clin. 2017;67(2):93-9.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

Tabla 1. Datos clinicos y biolégicos de las cohortes de cancer gastrico

| variables TCGA ACRG YUSH KU GH NCCS
n 345 297 433 93 192
67.00 54.00 62.00 50.00 66.55
Edad (mediana [IQR]) [58.00,72.00] [55.00,70.00] [53.00F8.00] [50.00 59.00] [56.80 73.00]
Género, n (%) Mujer 122 (35.4) 101 (34.0) 137 (31.8) 20 (215) 67 (34.9)
Varon 223 (B4.8) 196 (66.0) 296 (63.4) 73 (785) 125 (B5.1)
Grupo étnico, n (%) Asitico 73(243) - - - -
Afroamericano
Americano (3m - - -
Blanco 218 72.7) - - -
Grado histolégico, n (%) G1 E(17) - - -
G2 116 (33.6) - - -
G3 215 82.3) - - -
GX 823 - - -
30000
Peso del tumeor, (mediana [IQR]) [135.50,821.50] - - -
Estadio T, n (%) T1/T2 88 (25.5) 185 (62.3) 49 (11.3) -
T3/T4 257 (74.5) M2 (377N 384 (83.7) -
Estadio N, n (%) MO 107 (31.0) 38(128) 80 (18.5) -
Rk _ M1MZME 238 |B9.0) 259 (87.2) 353 (81.59) -
EstadioM.n (%) MO 320 (92.8) 270 (90 9) - B5 (92.4)
1 2572 PERERD - 7 (7.B) -
Estadio TNM, n (%) | - - - 1 (120) (1B
1A 9(26) 0o - -
1B 3(09) 31(10.4) - - -
Il 54157 94(316) - 18 (198) 29(15.1)
1l - - - 27 (293) 721(37.5)
1114 188 (54.5) B9 ({232 - - -
lll=] 31 (9.0 26 (8.8) - - -
IV BO(17.4) 77(259) - 36 (39.1) B0 (31.2)
Clasificacién de Lauren Intestinal 152 (44.1) 144 (48 5) - 59 (B4.1) 75(39.1)
Difuso 73(21.2) 134 (45.1) - 31 (337 99 (51.6)
Mixto - 19 (6.4) - 222 1894
NA 120 (34.8) - - - -
Sttio primarnio del tumor, n (%) Fondo/Cuerpo 123 (35.7) - - 31 (333)
Cardias proximal 45(13.0 - - 7(7.5)
Antro distal 131 {38.0) - - 55 (59.1)
Unidn
gastroesofigica 35(10.1) R - -
Desconecido 11 (3.2) _ _ _
Cuerpo _ - 107 (36.0) - -
Cardias o Cardias +
i';:rfgf’ . 31(104) . .
Cuerpo = Antro o - 149 (50.2) - -
Fondb y antro
Estémago completo : E ﬁg% : :
Subtipo molecular TCGA, n (%)  MSI GG (19.1) - - -
EBY 27 7.8) - - -
CIN 198 (57.4) - - -
FOLE 720 - - -
G5 47 (138) - - -
Subtipo molecular ACRG, n (%)  MSI - 68 (229) - »
TP53 rrut - 77(259) - -
TFS3 wt - 106 (35.7) - -
EMT - 4B {155) - - -
Subtipo molecular NCCS_ n (%)  Invasivo - - - - 51 (26.6)
Metabolico - - - - 40 (20.8)
Proliferativo - - - - 70 (36.5)
Inestable . - = - 31 (16. 11
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Pacientes adultos con cancer gastrico

|
| } ! ! }

TCGA ACRG YUSH KUGH NCCs
(n=345) || (n=297) || (n=433) (n=93) (n=192)
| I | | |

|

Dicotomizacién de pacientes por valor de punto 6ptimo de
corte (curva ROC de supervivencia) por la expression génica

Regresion de Regresion de Cox
Cox univariado multivariado AUC > 0.5
p <0.05 p < 0.05

A 4

11 genes consistentemente asociados con baja
supervivencia
Modelado de 2047 indices posibles

h 4 y

Regresion de Cox Regresion de Cox AUC > 0.5
univariado multivariado Sen > 0.5
HR > 2, p <0.05 HR > 1.5, p < 0.05 Esp > 0.5

7-gene expression score (GES7)

Figura 1. Diagrama de flujo de la construccion de la puntuacion basada en
la expresion génica. En este estudio se incluyeron pacientes adultos con cancer
gastrico de cinco cohortes. Después de nuestra estrategia de dicotomizacion por
expresion génica usando la curva ROC de supervivencia, aplicamos una
regresion lineal de Cox y valores de AUC para descubrir genes consistentemente
asociados con el pronéstico. La puntuacion se modelé a partir de los genes
fitrados para encontrar la puntuacion con la mayor precision. Finalmente,
establecimos un GES7 como un puntaje altamente eficiente para la prediccion
de supervivencia.
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A C
SG SLP/SLE
TCGA ACRG
29
[wen/oc] Transporte intracelular (GO:0046507)

DYNC1/1 Transporte intracelular (G0O:0046907)

FAM33D Ciclo celular (GO:0007043)

HECTD2 Protein polyubiquitination (GO:0000209)

TCGA ACRG

LBH Regulacion intracelular de sefiales de
transduccion (G0:1502531)

A 2749 NAP1L2 Organizacién cromosomal (G0:0051276)
OMD Adhesion celular (G0:0022610)
A A PALLD Adhesion celular (GO:0022610)
v SLITRKS Organizacién de union celular
(60:0034330)
TWSGI Adhesién celular (G0:0022610)

KUGH WTIP Regulacion intracelular de sefiales de
transduccién (GO:1902531)
F
#1 (GES7) 7 CCDCI1, DYNC111, FAMB3D, LBH, SLITRKS, WTIP, NAP1L3
#2 8 CCDCS1, DYNC1i1, FAMBE3D, LBH, SLITRKS, HECTD2, TWSG1, WTIP
#3 8  CCDC91, DYNCIIL, FAMB3D, LBH, SLITRKS, OMD, TWSG1, WTiP
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#7 3 CCDC91, DYNC1IL, FAMB3D, LBH, HECTD2, SLITRKS, TWSG1, WTIP, NAPIL3
#8 9 CCDC91, DYNCIIL, FAMS3D, LBH, OMD, SLITRKS, TWSG1, WTIP, NAPIL3
#9 10 €CDCSI, DYNC1i1, FAMB83D, LBH, SLITRKS, HECTD2, OMD, TWSG1, WTIP, NAP1L2
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Figura 2. La puntuacion de expresion de 7 genes (GES7) predice el
pronostico en el cancer gastrico. Usando cinco conjuntos de datos de
transcriptoma, encontramos 48 genes asociados con OS desfavorable (A) y 40
genes asociados con DFS desfavorable (TCGA y ACRG) o RFS (KUGH) (B). Al
fusionar estos resultados, 11 genes se asociaron con el prondstico en todos los
conjuntos de datos, independientemente de los puntos finales (C). Encontramos
3 genes consistentemente asociados con OS favorable (D), pero ninguno predice
DFS (TCGA y ACRG) o RFS (KUGH) (E). Nueve puntuaciones basadas en la
expresion geénica son altamente predictivas del pronostico (F), siendo GES7 la
mas parsimoniosa (G). Comparacién de la expresion génica en tejido tumoral
versus tejido sano de los genes que componen GES7 (H).
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Figura 3. Supervivencia de pacientes con GC segun una puntuacion de
expresion de 7 genes, la GES7. GES7 permite una buena estratificacion de los
pacientes con GC (A), manteniendo un mayor poder predictivo durante 5 afios
de seguimiento (B). Esta asociacion puede explicarse por la correlacion positiva
entre el riesgo de muerte y los valores GES7 (C). Del mismo modo, GSE7
identifica pacientes con alta probabilidad de recaida (D)
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A TCGA UNIVARIADO MULTIVARIADO
Variable HR [95% CI] P value HR [95% CI] P value
GES7 {ALTO) s 2.03[1.43-2.86] 0.0001 i 1.75[1.17-2.62] 0.00861
Sexa [masculino) . 1.36 [0.93-1.98] 0.1136 . 1.29[0.87-1.91] 0.2091
Edad " 1.02[1-1.04) 0.0124 L] 1.04[1.02-1.06] <0.0001
Estado de tumor T
T3M4 vs. T1T2 —a— 1.96 [1.24-3.11] 0.0041 - 1.91[1.15-3.16] 0.0118
Estado ganglionar
N1/N2/N3 vs. NO . 2.12[1.36-3.3] 0.0008 —-— 1.83[1.15-2.92] 0.0107
Estado de metdstasis
M1 vs. NO —a— 2.47 [1.41-4.31] 0.0015 —a— 2.25[1.19-4.28] 0.0129
Clasificacion de Lauren
Difuso vs Intestinal - 1.2[0.78-1.86] 0.4067 = 1.45[0.9-2.33] 0.1242
Mixto vs Intestinal i 1.19[0.8-1.77]  0.38489 - 1.17[0.76-1.8] 04785
Sitio de tumar primario
Cardias/UGE vs Fondo/cuerpo —— 1.29[0.82-2.03] 0.2734 i 1.2[0.74-1.96] 04594
Antro vs Fondo/cuerpo . 1.28 [0.85-1.83] 0.2357 - 1.21[0.78-1.85) 0.3778
Indeterminado vs fonda/cuerpo - 2[0.84-4.77]  0.1191 . 2.06[0.83-5.13] 0.1198
Subtipo Molecular
EBV vs. MSI & 1.31 [0.6-2.89] 0.4986 —8 1.43[0.61-3.37] 04139
CIN vs. MSI - 1.66[1.02-2.7] 0.0429 . 1.34[0.77-2.33] 0.2922
POLE vs. MSI ' - 1.41[0.33-6.08] 0.6437 b - i 1.3[0.29-5.88] 0.7361
GS vs. MSI . 1.5[0.79-2.84] 0.2121 - 1.55[0.74-3.22] 0.2445
*" Hazard ratio 05% O, log scae) *" azard rat (85% I, log scale)
B ACRG UNIVARIADO MULTIVARIADO
Variable HR[95% CI] P value HR [95% CI] P value
GES7 [SCORE ALTO) - 2.43[1.76-3.35] <0.0001 . 1.88[1.28-2.77] 0.0014
Sexn{masculin) Ll 0.91[0.65-1.28] 0.5891 - 1.17 [0.82-1.67] 0.3965
Edad - 1.01 [1-1.03) 0.1538 - 1.03[1.01-1.05] 0.0028
Estado de tumor T
T3/T4 vs. T1/T2 Lol 2.39[1.73-3.29] < 0.0001 .= 1.92 [1.35-2.73] 0.0003
Estado ganglionar
N1/N2/N3 vs. NO [ 2.83[1.44-556] 0.0025 o 2.498[1.2-518) 0.0143
Estado de metastasis
M1 vs. NO —a— 3.82[247-591] <0.0001 - 3.34 [2.05-5.45] = 0.0001
Clasificacion de Lauren
Difuso vs Intestinal - 1.64[1.17-2.29] 0.0041 . 1.11[0.76-1.62) 0.5768
Mixto vs Intestinal - 2.09[1.15-381] 0016 - 1.87[1.01-3.45] 0.0454
Sitio de tumor primario
Cardias/fondo vs cuerpo - 1.6[0.96-2.65] 0.0697 —a— 1.58 [0.94-2.67] 0.0862
Antro vs cuerpo o 0.95[0.67-1.36] 0.7816 - 1.05[0.71-1.55]) 0.8111
Fondo/antrotcuerpovs cuerpe ¢ - 058[0.14-236] 04441 . : 0.45[0.1-1.91] 02774
Todo estomago vs cuerpo —— 2.96[1.07-8.22] 0.0367 — 1.96 [0.62-6.19] 0.2539
Subtipe Molecular
TP53 positive vs. MSI —.— 1.51[0.9-2.54] 0.1205 — 1.19[0.68-2.08] 0.5376
TP53 negative vs. MSI - 195[1.2-3.16] 0.0067 e 1.52[0.91-2.53] 0.1088
EMT vs. MSI —.— 3.01[1.77-5.14]  0.0001 —.— 1.61[0.85-3.04] 0.1422
- : | . ‘w; ) o.m . . . o
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Figura 3. Analisis de regresiéon de Cox para la supervivencia global segun
GES?7. Andlisis univariante y multivariante en las cohortes TCGA (A) y ACRG

(B).

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




¥ TESIS

UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

Tabla 2. Estrategia de integracion para la estadificacion AJCC TNMy GES7

Estadio AJCC TNM GES7 Riesgo integrado

Bajo Muy favorable

14 Intermedio Muy favorable
Alto Muy favorable
Baja Muy favorable

IB Intermedio Muy favorable
Alto Favorable
Bajo Favorable

I Intermedio Favorable
Alto Favorable
Bajo Favorable

a4 Intermedio Intermedio
Alto Adverso
Bajo Intermedio

e Intermedio Adverso
Alto Adverso
Bajo Intermedio

v Intermedio Adverso
Alto Muy adverso
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B - * Muy favorable Muy favorable interm. adverso adverso
- | favorable
Estadio 100 93.6 91.3 80.7 59.7
[l Favorable . AJCC TNM [88.7-98.7]  [84.9-98.2]  [66.9-97.4]  [49.7-71.8]
Riesgo o 94.9 84.0 76.2 51.3
integrado [91.1-98.9]  [74.4-948]  [66.4-87.5}  [37.8-69.6]
A T | Estadio 79.6 60.9 46.2 28.6
| Interm. AJCC TNM 100 [71.8-88.2]  [50.4-73.6}  [30.5-69.9]  [20.1-40.7]
L | 3
ns 1 Riesgo o 78.9 58.0 38.1 17.9
|~ Adverso integrado [72.0-86.7]  [45.8-73.4]  [27.8522]  [9.2-35.]
w 1 1 Estadio 100 69.8 52.1 41.9 20.8
Muy Adverso AJCC TNM [61.1-79.8]  [41.5-65.4]  [26.6-66.2]  [13.432.1]
5
Riesgo 69.7 47.8 33.3 10.3
AJCC Riesgo integrado integrado 4Ly [61.9-78.5] [35.8-63.9] [23.5-47.3] [4.1-25.9]

Figura 5. Larecategorizacion de los pacientes de los grupos TNM del AJCC
por GES7 mejora la estratificacion del riesgo. (A) Estratificacion de pacientes
con GC en subgrupos de Pl de 4 genes bajo, intermedio y alto. (B) Estratificacion
de pacientes con GC por estadificacion AJCC TNM. (C) Estratificacion de
pacientes con GC por la clasificacion de riesgo integrada. NR, no alcanzado. (D)
Diagrama de Sankey que muestra la recategorizacion de pacientes de los grupos
AJCC TNM a un grupo de pronostico mejor ajustado. (E) Tabla que muestra las
tasas de supervivencia para 1, 3y 5 afios de seguimiento
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A Vias biolégicas enriquecidas positivamente. B Vias biolégicas enriquecidas negativamente.

TCGA

KUGH KUGH
YUSH YUSH

C Vias biolégicas enriquecidas positivamente
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REACTOME: Proteoglicanos . * L] .
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GOBP: Unidn célula-sustrato

Count

.
* *
. L] * . L] * ® 50
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GOCC: Membrana basal ° P P * * ® 150
GOBP: Potencial de accion de los miocardiocitos e . o
GOBP: Ensamblaje de adhesion focal » > A . N
GOBP: Sarcolema ° * . * ° FOR g-value
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- X - . * - . . .
KEGG: Miocardiopatia hipertrofica 0.0020
GOCC: Banda | * * * ¥ i 00015
GOCC: Colageno de la matriz extracelular . b . ot d 0.0010
KEGG: Miocardiopatia dilatada 1 e ® ® ® ® 0.0005
GOBP: Potencial de accion de membrana 1 *® . . . . 0.0000
GOMF: Componente estructurales del misculo + + * - -
GOCC: Fibras contractiles H » * d *
REACTOME: Contraccién muscular L ] ® L] ® [ ]
L L ] L] L ] L
3'3 EI-‘- EIE CIE CIT EI6 CI? EI-‘- 3'5 CIE CIT 3'3 EIE El-l 3'5 CIE EI-' 3'5 EIE 3'—& CIE CIE 3'.T CIZ EIE 0.4 CIE EIE 0.7 08
Gene ratio
D Vias biolégicas enriquecidas negativamente
TCGA ACRG YUSH KUGH NCCS
REACTOME: Aminoacilacion del ARMNt . . ™ . »
REACTOME: isdas a la n-ghcosilacin de proteinas ™ . . . . FDR g-value
BOBP: Procesamiento y presentacidn de antigena . . - L . 0.04
GOBP: Proceso biosintético i io de lipidos de ol; . b . * * 0.03
‘GOEP: Proceso metabdlico del aldital » * * i » E gf
BOEP: Proceso metabdlico del pentosa 1 * i 0.00
® L] L J . L] .
KEGG: Biosintesis de n-glicana
icosilacizn i i * e ® ® Count
‘GOBP: Glicosilacion ligada a proteina n . . - -
GOBP: F iento y p i6n de anti de |3 wia CMH clase | P . . P . : ig
‘GOMF: Unidn al antigeno peptidico . ® [ ] [ ] ® ®
BOCC: Complejo que contiene proteinas del reticulo endoplsmico ® L L] L ®
REACTOME: Regulacidn de necrosis calular :I: 05 06 ',‘IF 3‘3 cl-‘. 3‘5 3‘—: :IT :.: 3‘: JIE :IE o7 08 :I= I:IE cIE cl.' 3‘3 0.4 :IE :IE 0.7 08
Gene ratio

Figura 6. Asociacion del GES7 con vias bioldgicas. (A) Un mayor nimero de
vias se enriquecieron positivamente con GES7, (B) mientras que solo 12 se
enriquecieron negativamente. (C) El analisis de enriquecimiento del conjunto de
genes demostrd un fenotipo invasivo y de motilidad en tumores con GES?7 alto,
mientras que (D) los procesos de presentacion de antigenos se redujeron.
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SOTOMAYOR Y JOSE RICARDO ASURZA MONTALVA,
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