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Caracterizacion de GalNAc-T13 como biomarcador -
de agresividad en cancer de mama y analisis de
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Introduccioén
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El cancer de mama es el mas frecuente en la mujer y el quinto en mortalidad a
nivel mundial. La O-glicosilacion aberrante se asocia cominmente a cancer y las
polipéptido-GalNAc-transferasas (GalNAc-Ts) son glicosiltransferas consideradas
biomarcadores emergentes para esta enfermedad. GalNAc-T13 se ha
correlacionado con agresividad en algunos tumores, planteandose como hipotesis
su utilidad como biomarcador en cancer de mama.
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Metodologia

@e evaluo la expresion de GalNac-T13 a nivel de ARNm y proteina en 6 lineas \
celulares de cancer de mama humano (RT-NESTED-PCR, RT-Real Time-PCR;
Inmunocitoquimica). Se estudio la expresion de esta enzima por inmunohistoquimica
con el anticuerpo monoclonal T13.5 en 338 tumores primarios de mama y 48 ganglios
linfaticos metastasicos pareados, evaluando la correlacion de la expresion de
GalNAc-T13 con las caracteristicas clinicas y la sobrevida de los pacientes. Se
analizaron datos de glicosilacion in vitro de un panel de 180 peptidos sintéticos
obtenidos previamente para identificar posibles sustratos peptidicos aceptores de
QalNAc-TlB gue puedan estar implicados en la biologia del cancer de mama.
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Figura 1. GalNAc-T13 se expresa en lineas de cancer de mama humano ()

Nested-RT-PCR amplificando un framento de ARNm de GalNacT-13 y RT-PCR amplificando un fragmento de [2- microglobulina como
control de calidad del ADNc.; MW, DNA ladder 100 pb (Thermo Fischer); 1, control negativo de master-mix; 2, T47D; 3, MCF7; 4, BT474,
5, SKBRS; 6, MDA-MB-231; 7, MDA-MB-157; 8, agua ultrapura libore de ARNasas como control negativo; 9, Hela como control positivo. (B)
real-time PCR cuantitativa para las mismas lineas celulares de cancer de mama. (C) Inmunocitoquimica evaluando la expresion de
GalNAc-T13 a nivel de proteina en la linea celular MDA-MB-157 en la imagen superior, control negativo en imagen inferior (aumento 40X)
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Figura 3: La Expresion de GalNAc-T13 es significativamente mayor en los
ganglios linfaticos metastasicos en comparacion con los tumores primarios

reSpeCtiVOS. (A) Comparacion de la expresion media de GalNAc-T13 por tumores primarios y ganglios linfaticos metastasicos (p

= 0,034). (B) Inmunotincion de GalNAc-T13 en tumor primario y correspondiente metastasis en ganglio linfatico. Ampliaciéon de imagenes
400X.

Tabla 1: Posibles Sustratos aceptores de GalNacT13
Péptido

Papel en cancer de mama/ ¢Glicosilacion?

Anexina 1 (ANXA1)

Apolipoproteina E (APOE) LI E R LTI R TIE]
-Diversos sitios de O-glicosilacion (puede variar con ubicacién): consecuencias funcionales.

-Sobreexpresion de GRP94 se asocia con peor pronodstico en cancer de mama.

Slele)ol E Il BN El{ e 28 B -Relevancia de expresion en membrana en cancer
-Relevancia de la glicosilacion en el efecto funcional de GRP94.

-Tumores basales relacion con mejor sobrevida global:

Factor V

-Soberexpresion asociada a peor prondstico en cancer de mama

Frizzled 6 (FZD6)

correlaciona con agresividad)
. . -Expresion aumentada se asocia a peor prondstico en cancer mamario.
carbOX|pept|dasa-D (CPD) -Altamente glicosilada- Esto puede afectar propiedades y funcionalidad de |a proteina

-Expresion aumentada tanto en carcinoma in situ como en carcinomas invasivos de mama.
Neuroregulina 3 (NRG3) -Se ha sugerido como un biomarcador predictivo para terapias dirigidas.
-Multiples sitios de O-glicosilacion y distintas variantes de splicing.

-A pesar de ciertas discrepancias en la bibliografia, ANXA1 fue sugerido como marcador de mal prondstico en cancer de mama, sobre todo en tumores triple
negativos. como marcador de mal prondstico en cancer de mama, sobre todo en tumores triple negativos.

-ANXA1 puede tener un efecto en el microambiente tumoral, que favoreceria al crecimiento del tumor de mama.

-El impacto de la expresion de APOE depende de la localizacidn (suero o tumor): APO E circulante asociada con la agresividad; APO E en tumores correlacion

-Sobreexpresion en cancer de mama, especialmente en subtipos mas agresivos y altamente proliferativos } marcador de agresividad y mejor prondstico

-Nota: relacionada también con la quimiorresistencia en neuroblastoma, y proliferacion de células pulmonares (tumores dénde expresion de GalNAc-T13 se

.

Figura 2: 43,8% de los tumores analizados mostro expresion de GalNac-T13.

A,B) Inmunotincion de T13.5 (anti-GalNAc-T13) que muestra patron citoplasmatico difuso y granular, con refuerzos perinucleares tipicos
de marcado del aparato de Golgi. (C—F) Ejemplos de instensidad del inmunomarcado: (-), (+), (++) y (+++), respectivamente. (G)
Inmunomarcado en alto porcentaje de células. (H) Inmunomarcado focal en bajo porcentaje de células. Ay B fueron tomadas con un
aumento de 400x. C—H fueron tomadas con un aumento de 200x
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Figura 4. GalNAc-T13 se correlaciona con menor sobrevida global en
pacientes con estadios avanzados de la enfermedad y en pacientes con
ganinOS linfaticos metastasicos. (A) Tumores en estadios tempranos (I y IIA) (n = 59). (B) Tumores en estadio

avanzado (IIB y Ill) (n = 75). (C) Pacientes sin afectacion de los ganglios linfaticos (n = 47). (D) Pacientes con ganglios linfaticos
metastasicos (n = 87)
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Conclusiones y Perspectivas

Logramos demostrar la expresion de GalNac-T13 en lineas celulares y tumores de mama. Ademas, encontramos que GalNAc-T13 tuvo mayor expresion en los ganglios
linfaticos metastasicos en comparacion con los tumores de mama primarios respectivos. Este marcador se correlaciono con mala evolucion clinica en pacientes con este tipo
de cancer, lo gque sugiere gue esta enzima podria ser un nuevo biomarcador de subtipos de cancer de mama mas agresivos y un candidato potencial para tratamientos

dirigidos. A su vez, identificamos 8 péptidos candidatos como posibles aceptores de GalNAc-T13 y nos encontramos evaluando los mecanismos moleculares implicados en el
papel de GalNAc-T13 en la biologia del cancer de mama.
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