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RESUMEN

El cancer de mama (CM) es la neoplasia con mayor indice de morbilidad
y mortalidad entre las mujeres en el mundo. Los microRNAs (miRNAs) son
RNAs pequefios de 22 nt no codificantes, que participan como reguladores
negativos de la expresién génica. Se ha reportado que diversos miRNAs se
expresan de forma aberrante en CM y que su expresidn se puede correlacionar
con los datos clinicos del paciente, por lo que pueden representar nuevos

biomarcadores y blancos moleculares para el tratamiento.

En el presente estudio identificamos miRNAs expresados
diferencialmente entre tumores mamarios y el tejidc mamario normal de
pacientes mexicanas. Realizamos el andlisis de la expresion global de 641
miRNAs en nueve tumores y en tejidos mamarios sanos utilizando el arreglo

TagMan de baja densidad (TLDA, Applied Biosystems). Los datos fueron

analizados con el software SDS 2.0 y DataAssist 3.0. Este analisis evidencio la
modulacion de 54 miRNAs (20 sobreexpresados, 34 reprimidos) con una tasa
de valor de cambio 2 2.0 (P < 0,05). La prediccion de los RNAm blanco y las
vias celulares potencialmente afectadas por estos miRNAs se realizd con los
programas TargetScan, miRBase y DIANA-mirPath, encontrado genes que
participan en las vias de sefializacion MAPK, WNT, TGF-B, receptor de
estrogenos o, y diversos procesos oncoldgicos. Con base a las predicciénes los

miRNAs elegidos para su estudio funcional fueron; el miR-944 (expresion
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reprimida y no caracterizado previamente en cancer de mama) y el miR-18b

(sobreexpresado y asociado a la regulacion de los receptores de estrogenos o).

El analisis de la expresion del miR-944 se realizd mediante ensayos RT-
PCR TagMan microRNA (Applied Biosystems) en las lineas celulares MCF-7,
MDA-MB-231, MDA-MB-453, ZR-75 y T47D, asi como en un set amplio de
pacientes. Los resultados mostraron que la expresiéon del miR-944 se encontré
reprimida en las cinco lineas celulares, asi como en el 75% de los tumores
analizados. Con el fin de elucidar la funcion de este miRNA en el proceso
oncolégico se realizaron diversos estudios. En primer lugar, se evalud la
viabilidad celular (ensayo MTT) en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231
transfectadas con el pre-miR-944 (5-200 nM), la cual no fue afectada en ningin
caso. Posteriormente, el transcriptoma de las células MDA-MB-231
transfectadas con el pre-miR-944 (50 nM) fue evaluado mediante microarreglos
de expresion génica, evidenciando la modulacion de genes implicados en la

migracion e invasién como PRKCA, MTDH y PAK1 entre otros.

Al evaluar el efecto de la expresion del miR-944 en la migracion celular
de los cultivos MDA-MB-231 y MCF-7 (ensayos wound-healing y transwell),
encontramos una reduccién aproximada del 60% en las células transfectadas
con el pre-miR-944 en comparacién con el control. Por otra parte, el proceso de

invasion fue evaluado mediante ensayos transwell-matrigel en células MDA-MB-

XVii
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231, encontrando que la invasion fue reducida significativamente en un 40% en

las células transfectadas con el pre-miR-944 respecto a las células control.

El mecanismo mediante el cual se reduce la migracion e invasién por
efecto de la expresion del miR-944, fue estudiado mediante ensayos Western
blot y de inmunoflourescencia. Se analizd la expresién de proteinas que
participan en la adhesion focal como integrina, taling, vinculina, paxilina y
actinina en células transfectadas con el miR-944. Este complejo multiproteico
poseé un alto dinamismo de ensamble/desensamble, lo cual es fundamental
para la formacioén de invadipodios que son requeridos durante el proceso de la
migracion e invasién celular. Los resultados mostraron que la expresion del
miR-944 estabiliza los complejos de adhesion focal, lo que sugiere que al evitar
el recambio de sus componentes la migracion e invasién celular es reprimida.
Ademas observamos cambios en la organizacion del citoesqueleto de actina y
en la localizacion de o-actinina1, congruentes con un fenotipo de supresion de

la migracién.

Por otra parte, la evaluacién funcional del miR-18b fue realizada de
manera similar al miR-944. Primero, la expresion del miR-18b fue evaluada
mediante RT-PCR TagMan en las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231, MDA-
MB-453, ZR-75, T47D, asi como en tejidos mamarios encontrando que el miR-
18b se sobreexpresa en cuatro de las cinco lineas celulares analizadas (a

excepcion de la linea celular MCF-7), asi como en el 60% de los tumores
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evaluados. En el caso de la viabilidad celular, esta fue evaluada mediante el
ensayo MTT en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con el
Inh-miR-18b (5-200 nM). No se apreciaron alteraciones en ningun caso.
Posteriormente, el transcriptoma de las células MDA-MB-231 transfectadas con
el Inh-miR-18b (50 nM) fue evaluado mediante microarreglos de expresion
genica, evidenciando la modulacion de genes implicados en la migracién como
NLRP7, KLK3, OLFM3, POSTN, MAGED4B, KIR3DL3, CRX, SEMG1 vy
CEACAMS, lo. cual sugiere la participacion de este miRNA en la motilidad
celular. El efecto de la inhibiciéon del miR-18b en la migracion celular fue
evaluado mediante ensayos wound-healing y transwell en células MDA-MB-231
y MCF-7 transfectadas con el Inh-miR-18b (50 nM). Los resultados mostraron
una reduccion significativa de la migracion del 75% en las células MDA-MB-231
y del 30% en las células MCF-7 transfectadas con el Inh-miR-18b en
comparacion con el control. Estos datos son consistentes con lo encontrado en
el microarreglo de expresion correspondiente por lo cual el miR-18b puede estar

regulando de manera directa o indirecta la migracion.

En conclusion, en el presente estudio identificamos un grupo de miRNAs
desregulados en los tumores mamarios de pacientes mexicanas, algunos de los
cuales no han sido reportados previamente en este padecimiento. Asi mismo,
se establece por primera vez que el miR-944 es reprimido en tumores mamarios
y que participa en la regulacion de la migracion e invasion de células de cancer

de mama a través de la regulacion de las adhesiones focales.
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Finalmente, mostramos que el miR-18b se encuentra sobreexpresado en
tumores mamarios y modula el proceso de migracion en células de cancer de

mama.
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Antecedentes generales del tema

l. INTRODUCCION.

1. Antecedentes generales del tema.

1.1 Generalidades del cancer.

El cancer es un conjunto de patologias etiolégicamente distintas entre si,
que se caracteriza por la pérdida del balance entre la muerte celular
programada y la proliferacion celular, debido a un dafio o alteraciéon genética. La
propagacion de estas células anormales o malignas, se realiza de forma rapida
e incontrolada lo que genera una masa conocida como tumor o neoplasia. Las
células que conforman a este crecimiento pueden llegar a adquirir la capacidad
de invadir tejidos vecinos (tumores invasivos) y posteriormente llegar a
diseminarse hasta otros érganos y tejidos sanos del cuerpo a través del torrente
sanguineo y el sistema linfatico en un proceso conocide como metastasis. Los
nuevos tumores generados por este proceso son denominados tumores
secundarios o metastasicos. Finalmente, la generacion de estos tumores en
distintos 6rganos vitales provoca el mal funcionamiento de ellos, llevando al

paciente a una larga agonia hasta que finalmente sucumbe a la muerte "' 2.

La palabra cancer proviene del griego karkinos (kapkivog), que significa
‘cangrejo’, nombre dado en la antigliedad a esta enfermedad por la forma que
adopta el crecimiento tumoral 3. Por otra parte, el término neoplasia, acorde a
sus raices etimolégicas es "tejido en nueva formacion" y clinicamente se
denomina neoplasia a un tumor o crecimiento irregular sea benigno o no;

aunque generalmente se aplica a los tumores malignos substituyendo la palabra

—
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cancer 4. Actualmente, se conocen cerca de 100 tipos distintos de cancer, que
toman su nombre acorde al érgano donde se origino, pudiendo ser agrupados

en categorias mas amplias acorde a su origen celular °.

Carcinoma: cancer que se origina en las células epiteliales que revisten o
cubren los o6rganos internos. Ej; a carcinoma de piel, boca, pulmén, mama,
estdbmago, utero y colon.

Adenocarcinoma: Carcinoma proveniente de células que constituyen el lumen
o revestimiento interno de las gldndulas de secrecion externa y poseen
propiedades de secrecion. Ej, adenocarcinoma de rifién, pancreas, prostata,
estomago, tiroides y mama.

Sarcoma: cancer originario de células de sostén o del tejido conjuntivo o tejidos
mesodérmicos como el hueso, cartilago, grasa, musculo, y vasos sanguineos.
Ej; liposarcoma, fibrosarcoma, condrosarcoma, osteosarcoma.

Leucemia: cancer originario de células de la médula 6sea que produce grandes
cantidades de células sanguineas anormales presentes en el torrente
sanguineo. Ej; linfoma y mieloma.

Cancer del sistema nervioso central: cancer que se origina en el tejido
cerebral y de la médula espinal. Ej; Glioma.

Mesoteliomas: Cancer que se originan en las membranas serosas y que
pueden tener componente epitelial o mesenquimatoso. Ej; pleura, pericardio,

peritoneo ¥,
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1.2. Oncogénesis.

El cancer es una enfermedad con un desarrollo que puede durar varios
anos, desde que una célula normal adquiere mutaciones que le brindan la
capacidad de proliferar de manera exacerbada hasta el estado metastasico. El
proceso mediante el cual una célula normal llega a transformarse en una célula
maligna se conoce como oncogénesis. Esta consta de tres etapas: inicio

promocién y progresion 8°.

1.2.1. Inicio

En el inicio, la célula debe adquirir a lo largo de la vida del paciente, una
serie de mutaciones o alteraciones genéticas que le conferiran su caracter de
‘maligna”. Existe una amplia gama de ellas que van desde mutaciones
germinales y que predisponen una mayor susceptibilidad a la enfermedad
(como el caso del gen de retinoblastoma RB) y mutaciones somaticas (como las
substituciones, inserciones, deleciones, rearreglos, incremento o reduccion del
numero de copias), asi como eventos epigenéticos reguladores de la
transcripcion (la sobreexpresion de la metiltransferasa inhibe la metilacion
favoreciendo la transcripcion) ®°. Estos fenémenos varian en cada tipo de tumor
y en cada paciente, pero sin importar cual sea el tipo de mutacion, aquellas que
no contribuyen al desarrollo tumoral se conocen como mutaciones pasajeras,
mientras que aquellas que estan claramente implicadas en la oncogénesis se
conocen como conductoras (driver). Estas Ultimas son aquellas que motivan la

expansion clonal y se encuentran sometidas a una presion de selecciéon natural




Introducdo6n Antecedentes generales del tema

ejercida por el microambiente del tejido, por lo cual pueden estar presentes o no
en los estadios tardios del tumor °. Las mutaciones espontaneas que se dan
en la etapa de inicio, son causadas por agentes intrinsecos (producidos
internamente como los radicales libres y diversos productos del metabolismo
celular) o extrinsecos (externos) y se denomina como “agente iniciador” a la
molécula que inicia esta cascada de mutaciones. Los agentes iniciadores
pueden ser agentes fisicos (radiacion ionizante), quimicos (aminas aromaticas,

benceno y aflatoxinas) o virales (Virus del papiloma humano, Epstein bar, y

hepatitis B/C) &°.

1.2.2. Promocion.

Durante la segunda etapa de la oncogénesis, la promocion, se lleva a
cabo el crecimiento tisular, proceso que deriva a la eventual formacién del
tumor. Este crecimiento se ve favorecido por compuestos quimicos propios del
cuerpo que inducen la expansion clonal de las células afectadas. Entre estos se
encuentran: el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el
factor de crecimiento nervioso (NGF) y los factores de crecimiento
transformante (TGF-B y TGF-a), entre otros. En diversos tipos tumorales ha
sido evidenciada la sobreexpresion de receptores a los diversos factores de
crecimiento mencionados anteriormente. Como consecuencia de esto, la
autoinduccion o activacion constitutiva, permite que estos receptores emitan la

cascada de sefializacion correspondiente ain en ausencia de sus ligandos.
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Entre los casos mas destacados tenemos el del receptor Her2 en cancer de

mama y el EGFR en cancer de pulmén &8 16-

Tambiéﬁ algunas hormonas tales como la insulina, la prolactina y los
estrogenos favorecen el crecirﬁiento de tumores hormona-dependientes. Uno
de los mas claros ejemplos es el cancer de mama y de tractos genitales.
Finalmente, en esta etapa de crecimiento el tumor incipiente requiere una
mayor cantidad de nutrientes y de oxigeno, por lo que requiere vascularizarse
(angiogénesis), accion que es promovida por los factores de crecimiento

endotelial vascular (VEGF) &' 16,

1.2.3. Progresion.

La tercera etapa de la oncogénesis es la progresion, la cual implica que
las células tumorales adquieran la capacidad de invadir tejidos vecinos (tumor
invasor) o a distancia (tumor metastasico) 7 La pérdida de las moléculas de
adhesion celular (integrinas, cadherinas, cateninas y anillos de actina) que
estan relacionadas con el contacto célula-célula y célula-matriz extracelular, son
degradadas por metaloproteasas de matriz (MMPS). Esto es el comienzo del
proceso conocido como transicion epitelial-mesénquimal, en el cual las células

8 Durante la

epiteliales tumorales se convierten en células migratorias
transicion epitelial mesénquimal, se hace evidente la transcripcion del gene
Twist1, que actua favoreciendo la sobreexpresion de MMPS y reprimiendo

elementos como TIMP (proteina inhibidora de las metaloproteinasas).
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Finalmente, las células tumorales pierden la polaridad apico-basal lo que lleva a
la desorganizacion de la membrana basal. A nivel microscopico las células

pierden su forma caracteristica, fenémeno conocido como anaplasia ' 2.

Una caracteristica frecuente durante la progresion tumoral es la
generacion de estructuras con alta actividad del citoesqueleto de actina
llamadas invadipodios que contienen altos niveles de MMPS, las cuales a su
vez, al degradar la matriz facilitan el paso de las células migrantes por el
estroma y permiten un mayor acceso a los factores de crecimiento embebidos
en ella ®"" E| primer obstaculo que enfrentan las células invasoras es
atravesar la membrana basal y posteriormente superar ctras barreras quimicas
del medio ambiente ajeno como el pH, la carencia de oxigeno (hipoxia) y
cambio del pH, ademas de ser capaces de evadir el sistema inmune y
confrontar citocinas inhibitorias (TNF-o y TGF-p). Es entonces cuando
comienza la metastasis, la cual se ve influida por el patrén de flujo sanguineo y
la presencia de factores quimioatrayentes en él, afines al conjunto de
receptores expresados en la superficie de la célula tumoral 810 1621,

1.2.4. Metastasis.
Como se ha mencionado anteriormente, la principal causa de muerte por
cancer es la metastasis. Esta se lleva a cabo a través de un largo proceso

denominado ‘cascada metastasica” de la cual se identifican diversos pasos & &
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o Crecimiento del tumor primario y division celular irregular

e Invasiénaltejido aledafio al tumor y ruptura de la lamina basal

e Intravasacién al sistema circulatorio o linfatico.

o Circulacién y sobrevivencia de la célula tumoral en el sistema circulatorio
e Extravasacion a un sitio distante infiltrando la lamina basal de otro tejido
e Proliferacion del cancer en el sitio metastasico

e Formacion de micrometastasis en el sitio afectado

e Colonizacién progresiva

Actualmente no se ha determinado el por qué dependiendo del tipo de
tumor, las células metastasicas invaden érganos de manera preferencial (el
cancer de prostata invade principalmente hueso, cancer de colon a higado y
estdbmago a ovarios en mujeres). A este respecto la teoria de la semilla y el
suelo (seed and soil) generada desde 1889 % explica que las células tumorales
necesitan un lugar quimicamente semejante a su tejido de origen. Por ejemplo,
las células tumorales mamarias suelen necesitar iones de calcio para sobrevivir,
por lo que los huesos representan un ambiente propicio para asentarse. En
contra parte, James Ewing propone 30 afios después, que la metastasis esta
influenciada por rutas anatdomicas y mecanicas del cuerpo. En el cancer de
mama por ejemplo, se suele invadir ganglios linfaticos regionales y axilares, lo
que se conoce clinicamente como nodo positivo o enfermedad regional 2.
Independientemente de cual sea la explicacion mas adecuada al fendmeno de
la metastasis, es este Ultimo proceso el que lleva a la muerte al paciente al

diseminar la enfermedad en el resto del cuerpo.
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1.3. Datos estadisticos sobre los distintos tipos de cancer.

Acorde a los datos mas actuales (2008), registrados por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de las principales causas de
muerte a nivel mundial. Se le atribuyen 7,6 millones de defunciones (13% del
total) ocurridas en todo el mundo. Mas del 70% de las muertes por cancer se
registraron en paises de ingresos bajos y medianos. Desafortunadamente, el
numero de fallecimientos por este padecimiento sigue aumentando en todo el
mundo y se estima que en el afio 2030 supere los 13,1 millones. Las cinco

formas mas comunes de cancer reportadas son:

Pulmonar 1,37 millones de defunciones
Gastrico 736,000 defunciones
Hepatico 695,000 defunciones
Colorectal 608,000 defunciones
Mamario 458,000 defunciones

Cuando estos datos son analizados considerando el género masculino, el
cancer de pulmoén posee la mayor incidencia y mortalidad. En el caso de

mujeres, es el cancer de mama la neoplasia que ocupa este puesto > 23,

1.4. Cancer de mama: estadisticas mundiales de incidencia, prevalencia y
mortalidad

Como se ha mencionado antes, los datos de la Agencia Internacional
para la Investigaciéon en cancer reportados en la base de datos Globocan %,

revelan que el cancer de mama es la neoplasia de mayor incidencia y
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mortalidad entre las mujeres del mundo (Figura 1). Acorde a esta base de
datos, durante el 2008 se diagnosticaron un aproximado de 1,38 millones de
nuevos casos de cancer (23% de todos los canceres en mujeres), ocupando
asi, el segundo lugar general (10,9 %) de los canceres diagnosticados de novo
(Figura 2A). De acuerdo al registro CI5 I|-VIIl (Cancer Incidence in Five
Continents), la incidencia del cancer de mama ha aumentado en promedio,
pasando de una tasa ajustada por edad o ASR=40 en 1960, a cerca de una
ASR=70 en 1995 (Incidencia por cada 100,000 mujeres), por lo que se puede
afirmar que la incidencia aumenta afio con afio en todos los paises 2*. En los
Ultimos cinco afios, el cancer de mama se ha posicionado como la neoplasia
mas comun en mujeres, tanto en las regiones desarrolladas, como en vias de
desarrollo, con alrededor de 690,000 nuevos casos estimados en cada region.
Las tasas de incidencia varian de 19,3 por 100,000 mujeres en el este de Africa
a 89,7 por cada 100,000 mujeres en Europa occidenta!, y son altas (superiores
a 80 por 100,000) en las regiones desarrolladas del mundo (excepto Japén) y

bajas (menos de 40 por 100,000) en la mayoria de las regiones en desarrollo.

Por otra parte, aun considerando todos los tipos de neoplasia tanto en
hombres como en mujeres, el cancer de mama es el de mayor prevalencia
mundial (casos existentes), con un total de 5,189,028 mujeres que han

padecido esta enfermedad durante los Ultimos cinco afios (Figura 2B) 52324,
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Mundial

Hombres Mujeres

Pulmén

Mama

Colon y recto
Estébmago
Prostata
Higado
Esofago
Cérvico uterino

Rif6n

9 30 20 10 0 10 0 30 40

Incidencia B Tasa estandarizada por edad por cada 100,000 personas

Mortalidad B Todas las edades. Fuente: Base de datos Globocan 2008.

Figura. 1. Incidencia y mortalidad de los canceres mas frecuentes a nivel
mundial en cada género. El grafico muestra las tasas de incidencia y
mortalidad de los distintos tipos de cancer mas frecuentes en hombres y
mujeres alrededor del mundo. En el caso de las mujeres, es evidente que el
cancer de mama es la neoplasia con la mayor incidencia y mortalidad en ese
género.
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A Incidencia de los distintos tipos de céncer a nivel mundial

4403251 (34 8%)——

382,660 (3.0%)
481645 (3.8%)

530,232 (4.2%) ————
749744 (5 9%)

B Prevalencia de los distintos tipos de cancer a nivel mundial

1,166,150 (34 9%) ——

24177 (0.7%

217,592 (6.5%

1,608,085 (12.7%)

1,384,155 (10.9%)

988,602 (7.8%)
899,102 (7.1%)

458,503 (13.7%)

——1,235,108 (9.8%)

Mama
Colorectal
Cervicouterino
Pulmén
Estémago
Cuerpo del utero
Higado

Ovario

Tiroides

Otros

BErEEN

— 288,654 (8.6%)

(0.7%)
140,163 (4.2%)
(6.9%)
(2.2%)

73.854 (2.2%)7

275,008 (8.2%)

427586 (12.8%)
273,489 (8.2%)

Figura 2. Incidencia y prevalencia de los distintos tipos de cancer en
ambos sexos a nivel mundial. (A) La grafica muestra la incidencia de los
distintos tipos de cancer a nivel mundial, entre ellos observamos como el cancer
de mama se ha logrado colocar como el segundo cancer mas diagnosticado en
el mundo entre todos los tipos de cancer. (B) La grafica muestra la prevalencia
de los distintos tipos de cancer a nivel mundial, entre ellos observamos como el
cancer de mama es el mas prevalente entre todos los tipos de cancer. Fuente:

Base de datos Globocan 2008 %3,

gy,
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En cuanto a la tasa de mortalidad, el ASR es de 6 a 18 (por cada
100.000 mujeres) en las regiones desarrolladas y ASR= 10 en las regiones .en
desarrollo, siendo el cancer de mama, la causa mas frecuente de muerte por
cancer en mujeres tanto en los paises desarrollados (269 000 defunciones)
como en las regiones en desarrollo, (189 000 muertes). Estas variantes en la
tasa de mortalidad, explican por qué, a pesar de ser el segundo cancer con mas
incidencia y el de mayor prevalencia, el cancer de mama se sitla como la
quinta causa de muerte por cancer (sin considerar el género), reportando
durante el 2008 mas de 458 000 defunciones. En conclusion, los datos
muestran una realidad preocupante: en la mujer, el cancer de mama es la
principal causa de muerte por céncer en el mundo. En el afio 2005 la OMS
calculé que en los Ultimos 20 afios han muerto un total de 7.6 millones de

mujeres a causa de esta enfermedad % 2% %4,

1.5. Estadisticas del cancer de mama en México.

En nuestro pais, los datos reportados por el IMSS % durante la tltima
década posicionaron al cancer de mama como el segundo lugar entre las
causas de muerte por cancer en mujeres mexicanas, precedido por el cancer
cervico uterino. Sin embargo, las cifras brutas de defunciones por cancer de
cuello del utero muestran desde el afio 2000 una tendencia decreciente

constante, mientras que las causadas por cancer de mama aumentan cada afio,
y para el afio 2006 el cancer de mama paso a ser la principal causa de muerte

por cancer en mujeres mexicanas (figura 3) .
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Figura 3. Tasa de mortalidad en mujeres mexicanas por cancer
cervicouterino y cancer de mama. En la grafica se muestra la mortalidad
registrada desde 1995 al afio 2007 por ambas enfermedades. Se aprecia que a
partir del afio 2006 el cancer de mama se sitla como la primera causa de
muerte poz% cancer en mujeres en nuestro pais. Tomada de Anuario estadistico
de INEGI
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Los reportes mas actuales en México establecidos por la organizacion
SIPAM (Salud Integral Para la Mujer A.C) indican que hace 10 afos las muertes
anuales por cancer de mama eran de aproximadamente 3,026 mujeres y para el
ano 2007 hubo un promedio de 4,200 muertes por esta enfermedad; lo cual
significa un aumento de un 38% en una década ?’. Esto concuerda con las
tendencias de aumento del cancer de mama que se venian presentando con
anterioridad en algunos estados de nuestro pais, un ejemplo es el estado de
Jalisco, en donde el cancer de mama ocupa el primer lugar en mortalidad en
mujeres desde 1997, con una tasa estandarizada de mortalidad del 15.82% por
cada 100.000 mujeres %. Estas diferencias regionales en la prevalencia de
cancer de mama en nuestro pais, muestran una mayor frecuencia de cancer de
mama en los estados del norte y centro del pais, donde las mujeres gozan de
un estado socioecondmico y cultural mas elevado, mieniras que en los estados
donde predomina la poblacion indigena y de menor nivel socioecondémico (por
ejemplo: Chiapas, Oaxaca) la frecuencia es mucho mas baja, mientras que en
la ciudad de México se presentan el mayor nimero de casos (figura 4) ?°. Estas
diferencias en la mortalidad pueden deberse a varios factores como los
ambientales, el estilo de vida y la divergencia genética de la poblacion

mexicana 2526 28-29

Cabe senalar que los datos estadisticos proporcionados por la base de

datos Globocan 23 sobre el cancer de mama en nuestro pais, muestran que
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Region Norte

Tasa estandarizada
de mortalidad

M 324

o117 ,
[ 9.69 Q\e‘é‘o‘\
1 7.03

Regién Sur

Figura 4. Tasa estandarizada de mortalidad por cancer de mama en las
regiones geograficas de México. La figura muestra las diferentes tasas de
mortalidad por cancer de mama registradas durante el afio 2005 en las
principales regiones geograficas de nuestro pais %°.
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durante el afio 2008 este padecimiento tuvo el primer lugar en incidencia
(13,939), prevalencia (51,497) y mortalidad (5217) de todos los tipos de cancer

en mujeres mexicanas.

En la tabla | se resumen estas cifras nacionales y se comparan con otras
regiones del mundo. Encontrando que en los paises mas desarrollados, el
numero de nuevos casos de cancer de mama (Incidencia) es mayor que en los
paises pobres, pero de manera contraria el nimero de muertes (Mortalidad) es
mayor en estos Ultimos 2. Esto muestra el efecto reductor en la mortandad
debido al acceso a procedimientos oportunos de deteccion y tratamientos
presentes en los paises industrializados y muy probablemente, también refleje
la influencia del estilo de vida en la incidencia de cancer de mama, como

pueden ser los patrones reproductivos y de alimentacion 2% 2°.

1.6. Factores de riesgo en cancer de mama.

Hasta el momento no se conoce algin agente causal del cancer de
mama, sin embargo existen elementos denominados factores de riesgo que
pueden presentarse solos o en conjunto y favorecer el desarrollo del cancer.
Estos factores pueden estar presentes durante largos periodos de tiempo y
comprenden elementos intrinsecos (como la herencia genética) y extrinsecos
(como las habitos alimenticios y paridad). Aunque se conocen muchos factores

de riesgo que se han asociado al cancer de mama la evidencia con la que se
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Tabla 1. Comparacion del cancer de mama en México y el mundo.

Paises oregion Nuevos casos Muertes ASR de
Mortalidad

Mundial 1,384,000 458,000 124

Desarrollados 692,000 189,000 18.1

En desarrollo 691,000 269,000 10.3

México 13,939 8211 10.1

Fuente: Base de datos Globocan 2008 %,
Resumen de datos que muestra la comparacion entre el nimero de nuevos

casos, muertes y ASR de mortalidad (por cada 100,000 mujeres) de cancer de
mama durante el 2003-2008 en México y el mundo.
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cuenta no es suficiente para identificar a las personas mas susceptibles a

padecer esta enfermedad * 33,

Dentro de los factores de riesgo mas conocidos se encuentran la
menstruacion, la menopausia y la edad avanzada. Durante el tiempo
denominado ventana estrogénica comprendido entre la edad de inicio de la
menstruacion y menopausia, la exposicion a estrogenos es continua lo cual es
un factor critico de la carcinogénesis. Esto se relaciona directamente con la
edad debido a que la incidencia de cancer de mama se incrementa
duplicandose cada 10 afios hasta la menopausia. Por otra parte, las mujeres
que han tenido al menos un embarazo a término tienen un 25% de reduccion en
el riesgo de padecer cancer de mama. Una mujer con cinco o mas nifios tiene
aproximadamente la mitad de riesgo que una mujer nulipara. Aunado a esto, las
mujeres que han amamantado a sus hijos por un total de 25 meses o mas
tuvieron un 33% menos de riesgo de padecer cancer de mama que aquellas

quienes nunca amamantaron 28 28 30-34,

Otro factor de riesgo es la herencia genética. Diversos estudios muestran
que el riesgo de padecer cancer de mama aumenta al doble cuando la mujer
tiene parientes de primer grado con familiares afectados. Por otra parte, en
células germinales se han identificado algunas mutaciones genéticas que
predisponen a la enfermedad, estas son BRCA1, BRCA2, P53, PTEN y ATM

por lo que la deteccion de estas variantes aumentan de forma considerable el
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riesgo. Finalmente, en mujeres que han tenido cancer de mama el riesgo de

recurrencia o reaparicion del primer cancer es mayor 2% %0-3,

Con respecto a los habitos y costumbres que se asocian al riesgo de
padecer cancer de mama se encuentra el consumo de alcohol, el cual esta
asociado con un incremento moderado en el riesgo de padecer esta
enfermedad. Por otra parte, la relacidon entre tabaquismo y cancer de mama aun
no ha sido claramente establecida aunque también se analiza una probable
conexion. En cuestion de habitos alimenticios, existe la hipdtesis de que las
dietas altas en grasa incrementan el riesgo de padecer cancer de mama.
Ademas se ha estimado que un aumento en el indice de masa corporal
incrementa el riesgo de padecer cancer de mama. En mujeres
posmenopausicas, la obesidad eleva el riesgo de cancer de mama hasta en un
50% mas que en mujeres delgadas %34,

1.7. Tratamientos contra el cancer de mama.

Existe una gran variedad de tratamientos que dependen de la etapa en la
que se encuentre la enfermedad. La cirugia es la principal modalidad de
tratamiento local del cancer mamario y hay varios tipos de procedimientos

quirdrgicos, el mas drastico es la mastectomia radical modificada que retira toda

la glandula mamaria afectada, la mayoria de los ganglios linfaticos debajo del
brazo, el revestimiento de los mUsculos pectorales y en ocasiones parte de los

musculos de la pared del pecho. Sin embargo si la enfermedad es detectada

]
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en una etapa clinica temprana, se puede ofrecer un tratamiento conservador
(tumorectomia), en el que la paciente puede conservar su seno sin

comprometerse a recibir tratamiento oncolégico radical % 3%,

La radioterapia es otro tipo de tratamiento que emplea generalmente
rayos X de alta energia asi como otros tipos de radiacién con el fin de destruir
células cancerosas o evitar su crecimiento. Actualmente son usados dos clases
de tratamientos, estos dependen del tipo y el estadio del cancer que esta siendo
tratado. Estos se mencionan a continuacion: i) El tratamiento de radioterapia
externa, en la cual se envia radiacion al area donde se encuentra el cancer vy, ii)
la radioterapia interna, la cual consiste en administrar una sustancia radiactiva
contenida en agujas, alambres o catéteres que se colocan directamente dentro

del cancer o cerca del mismo 2 %,

La quimioterapia es otro tipo de tratamiento que consiste en administrar
medicamentos para interrumpir el crecimiento de las células cancerosas,
destruyéndolas o evitando su multiplicacion. Los medicamentos son
administrados via oral, intramuscular o intravenosa. Al ingresar al torrente
sanguineo las células cancerosas son erradicadas (quimioterapia sistémica).
Por otra parte, si la quimioterapia se coloca directamente o muy cercana al
tumor, los medicamentos afectan principalmente las células cancerosas de esa
area (quimioterapia regional). La forma en que se administre la quimioterapia

depende del tipo y el estadio del cancer que se esta tratando. En los Ultimos
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afios hemos visto aparecer una serie de anticuerpos monoclonales como el
bevacuzimab, lapatinib, gefitinib, etc., que se estan probando en cancer de
mama y que si demuestran ser Utiles se sumaran a todos los farmacos

antineoplasicos en uso % .

Asi mismo, impedir la acciéon de hormonas que favorecen el crecimiento
tumoral es importante para impedir el desarrollo del cancer. El estrégeno por
ejemplo, favorece el crecimiento de algunos canceres de mama vy es sintetizado
en su mayor parte por los ovarios. Para impedir que los ovarios elaboren
estrégeno se préctica la ablacion ovarica (remocion quirlrgica de los ovarios).
Finalmente, el ultimo tipo de terapia es la hormonal que bloquea la accién de
varias hormonas evitando el crecimiento de las células cancerosas. Un ejemplo
de la terapia hormonal es empleo del tamoxifeno, un quimico antagonista vde
los receptores de estrogeno (RE) que bloquea la sefal de crecimiento emitida
por estos receptores y que se suministra tanto a pacientes con estadios
tempranos de cancer de mama como a pacientes con cancer metastasico de
mama *. Otro tipo de terapia hormonal es aquella que se utiliza para inhibir la
formacion de estrégenos, esta se realiza con anastrozol y letrozol, inhibidores
de la aromatasa, los cuales disminuyen el estrégeno en el cuerpo al impedir que
la enzima aromatasa convierta el androgeno en estrogeno. Se administra a
mujeres posmenopausicas con cancer de mama hormona-dependiente, el cual

requiere estrégeno para crecer 30 %,

21

iy
| —



Antecedentes generales del tema

1.8. Estructura de la glandula mamaria.

Las glandulas mamarias son los 6rganos encargados de producir leche
en mamiferos. En el humano son dos glandulas de forma hemisférica situadas a
derecha e izquierda en la parte anterior y superior del torax, entre la segunda y
sexta costilla extendiéndose hasta la axila, por delante de los musculos
pectorales serrato mayor y latisimo del dorso. Existen en ambos sexos pero
sélo se desarrolla en el género femenino, su tamafo varia de acuerdo a la
abundancia de grasa, herencia, edad, paridad y costumbres de la mujer ¥ 38
Estan compuestas por un parénquima glandular de estructuras de origen
embrionario ectodérmico denominadas acinos glandulares. Los &cinos son un
conjunto de células alveolares secretoras que estan organizadas formando una
cavidad a la cual vierten la secrecion lactea. Cada célula alveolar de un acino
se comporta como una unidad de secrecidon, e importa desde el plasma
sanguineo las proteinas, grasas, hidratos de carbono, sales, minerales,
anticuerpos y agua; elementos fundamentales para el producto lacteo. Un
conjunto de 10 a cien acinos se encuentran unidos entre si por tejido conectivo
y vasos sanguineos en una estructura denominada lobulillo. El lobulillo y su
conducto terminal forman la Unidad Terminal Ductal Lobular (TDLU por sus
siglas en inglés). El conducto terminal se divide en dos regiones; intralobulillar y
extralobulillar. Las secreciones del lumen del acino son dirigidas a través del
conducto terminal intralobulillar hasta la porcién extralobulillar el cual se une
con sus similares para formar el conducto lobulillar, que recoge la secrecion

lactea de todos los acinos de un lobulillo mamario (figura 5).
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Lobulillo

intralobulillar

Conducto
extralobulillar

Conducto
lobulillar

Figura 5. Estructura de la TDLU. La figura muestra las estructura basica de la

TLDU, la unidad minima funcional productora de leche y que en conjunto
forman los lobulillos. Modificado de ucdavis.edu. %.
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Los conductos lobulillares se unen entre si para formar el conducto
interlobulillar, que al unirse con otros conductos de éste tipo, forma el conducto
intralobular, que toma su nombre de la estructura formada por el conjunto de
lobulillos conocida como I6bulo. Finalmente los conductos intralobulares se
unen para formér el ducto mamario, estructuras tubulares, huecas y ramificadas
que confluyen en los 15 a 24 conductos galactéforos (uno por cada I6bulo) que
de manera independiente desembocan directamente al pezon. Antes de llegar a
él, bajo el area de la areola mamaria, se dilata formando el seno lactifero, el que
se angosta nuevamente al desembocar en el pezon. Este Ultimo es elemento
que mas sobresale de la gldndula mamaria y esta rodeado de una zona
pigmentada y circular de la piel, llamada la areola, esta se hiperpigmenta con el
embarazo y posee unos salientes que corresponden a glandulas sebaceas con
un foliculo piloso que secretan un lubricante que protege la areola y el pezon,
ya que estos son muy sensibles al dolor y la irritacion durante la lactancia. Los
pezones estan formados por fibras de musculo liso dispuestos en circulo, que
comprimen los conductos galactéforos durante la lactancia y que hacen el
pezon sensible a estimulos fisicos. La piel que protege la estructura interna de
la glandula mamaria se divide en tres zonas, la que recubre el pezon (zona
mamilar), la que conforma a la areola (zona areolar) v el resto se denomina

zona periférica 3" 3 40 |os esquemas en la figura 6 representan la anatomia

mamaria anteriormente descrita.
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Anatomia de la glandula mamaria

Figura 6. Anatomia de la glandula mamaria. El esquema muestra la
organizacion basica de la mama. Se representan las conexiones con los vasos
linfaticos de la axila y la glandula mamaria, la ubicacién del pezon y la aréola.
La organizacion de los l6bulos y una ampliacion del lobulilo. Tomada vy
modificada del National Cancer Institute (http://www.cancer.gov/)'.
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Finalmente, por debajo de la epidermis y rodeandc a la glandula mamaria
se encuentra tejido de sostén o estroma, constituido por tejido conectivo fibroso
y tejido adiposo que constituye en un 90% a la glandula mamaria y que ocupa
los espacios interlobulares. El tejido celular subcutaneo rodea la glandula
mamaria sin que exista una capsula claramente definida, desde éste se dirigen
hacia el interior numerosos tabiques de tejido conectivo. Estos tabiques
constituyen los ligamentos suspensorios de la mama o ligamentos de Cooper.
Ademas del tejido de sostén, la glandula mamaria se encuentra irrigada por un
sistema venoso superficial y un sistema venoso interno. El sistema venoso
superficial desemboca en la vena toracica interna y en las venas superficiales
de la zona baja del cuello. El sistema venoso interno se conecta con la vena
axilar, el musculo pectoral y con los vasos vertebrales, la acigos y a través de
ellas con la cava superior. El sistema profundo tiene ademas comunicacion con
la red capilar pumonar y con las venas vertebrales, vias por la cuales algunos
tumores de mama pueden hacer metastasis pulmonares y d&seas
respectivamente. La glandula mamaria tiene ademas vasos y ganglios linfaticos,
destacando el de la axila que recibe aproximadamente un 75 o 97% de todo el
flujo linfatico mamario y el de la via toracica interna que recibe del 3 al 25%.
Estos ganglios linfaticos son importantes durante los procesos cancerigenos

pues en ellos se presenta de manera inicial la propagacién de la enfermedad ™
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1.9. Clasificacion del cancer de mama.

El cancer de mama ha sido ampliamente analizado y para facilitar su
estudio se han desarrollado distintas clasificaciones de la enfermedad las
cuales permiten entender las caracteristicas clinicas, histoldgicas y moleculares
del tumor de la paciente. Es importante mencionar que estas clasificaciones son
utilizadas en la clinica para determinar el tratamiento, el grado de avance y
hasta el pronéstico de respuesta a una terapia, por lo cual es de vital

importancia comprender las diferencias entre cada una de ellas.

1.9.1. Clasificacion del cancer de mama por etapas clinicas.

Para evaluar el estado de avance de alglin tumor se ha desarrollado la
clasificacion TNM. A excepcion de los tumores neuronales, esta tipificacion es
aplicada a la mayoria de los canceres y se basa en las caracteristicas clinicas
propias del tumor como el tamafio (T), el nimero de ganglios afectados (N), y la
presencia de metastasis (M). El conjunto de estos caracteres determina el
estadio en el cual se encuentra el tumor representado por un valor numérico y
sus correspondientes divisiones. La tabla dos sintetiza las caracteristicas

tumorales que consideran la clasificacion TNM en cancer de mama 2 " 18,

1.9.2. Clasificacion del cancer de mama en base a histopatologia.
En el caso del cancer de mama se emplean diversos tipos de
clasificacion. Estas se basan en diversos elementos que incluyen desde

caracteristicas celulares hasta moleculares. La clasificacién mas general divide
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todos los tipos de cancer de mama en dos categorias, in situ (no invasivos), e
infiltrantes (invasivos y agresivos), que a su vez son subclasificados en base al
origen histologico de los mismos. Estadisticamente se canoce que entre el 15 al
30% de las neoplasias malignas de mama corresponden a carcinomas in situ y
el resto a carcinomas infiltrantes. De estos Ultimos, aproximadamente el 80% de
los carcinomas son ductales y el resto se encuentran en los demas subtipos

histolégicos 2 ' 8, Esto se encuentra representado en la tabla tres.

1.9.3. Clasificacion del cancer de mama en base a marcadores
hormonales.

Oftra clasificacién tumoral se basa en la expresion del receptor de
estrogenos (RE), del receptor de progesterona (RP) y el receptor 2 del factor
de crecimiento epidermal humano (Her2). Dentro de esta clasificacion tenemos
3 grupos: i) Luminal, que a su vez se subdivide en dos grupos: Luminal A, que
carece de Her2, y Luminal B o triple positivo ii) Her2+, que se caracteriza por
sobreexpresar solo este tipo de receptor v iii) triple negativo debido a que no
presenta la expresiéon de ninguno de los 3 marcadores " '® 43, La tabla cuatro
muestra la clasificacion de los tumores de mama con base en la expresién de

los receptores RE, RP y Her2.
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Tabla 2. Caracteristicas de los tumores mamarios segun el estadio

tumoral.
Estadio Tamarfio Noédulos ganglios Metastasis

0 In situ Sin afectaciéon Sin evidencia
I £2cm Sin afectacion Sin evidencia
A £2cm Afectacion ganglionar axilar Sin evidencia
+2y5cm Sin afectacién Sin evidencia
1B +2 y5 om Afectacion ganglionar axilar Sin evidencia
>5cm Sin afectacion Sin evidencia
A Sin evidencia de tumor  Fusion ganglionar o fijacion a Sinevidencia

primario

planos profundos o afectacion de
la cadena mamaria

+2y5cm Fusion ganglionar o fijacién a Sinevidencia
planos profundos o afectacion de
la cadena mamaria
>5cm Afectacion ganglionar axilar Sin evidencia
>5cm Fusion ganglionar o fijacion a Sinevidencia
planos profundos o afectacion de
la cadena mamaria
B Cualquier tamafo, Sin afectacion o afectacion Sinevidencia
infiltra directamente la  ganglionar axilar o  Fusién
pared toracica, la piel, ganglionar o fijacién a planos
ambas o carcinoma profundos o afectacion de la
inflamatorio cadena mamaria
lnc Cualquier tamafo,  Afectacion simultanea axilar, o Sinevidencia
afectacion supraclavicular independiente de
infraclavicular, o de la la afectacion de la arteria
arteria mamaria  mamaria interna
interna
Y Cualquier tamafio Cualquier afectacién ganglionar Metastasis a

distancia

!
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Tabla 3. Clasificacion histopatologica del cancer de mama.

Carcinoma in situ (15-30% de los canceres mamarios)

Subtipos histolégicos
Carcinoma ductal in situ 80%

Carcinoma lobulillar in situ 20%

Carcinoma invasor (70-85% de los canceres mamarios)

Subtipos histolégicos
Carcinoma ductal infiltrante 79%
Carcinoma lobulillar infiltrante 10%
Carcinoma tubular / cribiforme infiltrante 6%
Carcinoma coloide (mucinoso) infiltrante 2%
Carcinoma medular infiltrante 2%

Carcinoma papilar infiltrante 1%

La tabla muestra los dos grandes grupos histoldgicos en los que se clasifica el

cancer de mama In situ e Invasor, asi como los porcentajes de incidencia
correspondientes a cada tipo % .
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Tabla 4. Clasificacion del cancer de mama por marcadores hormonales.

Tipo Luminal Basal Her2+

(triple negativo)

Receptores Altos niveles Negativo Negativo
Estréogeno
Her2 Negativo Negativo Positivo
o0 Baja
Supervivencia Mejor Peor prondstico Incierto
Tratamiento Hormonoterapia y No es susceptible a un Buena respuesta a
quimioterapia. tratamiento con blancos  quimioterapia, 50%
Bevacizumab (ab tradicionales pero es responde a
antiVEGF) + Paclitaxel. sensible a . trastuzumab.
quimioterapia. Quimioterapia

adyuvante con
antraciclinas y

taxanos

La tabla muestra los tres grupos en que se clasifica al cancer de mama, asi
como algunas de las caracteristicas conocidas sobre este tipo de tumores 8.
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1.9.4. Clasificacion molecular del cancer de mama.

La heterogeneidad molecular del CM puede ser clasificada con base a
sus perfiles de expresién gendmica. Los perfiles de expresién de DNA clasifican
el cancer de mama en dos grupos y cinco subtipos: i) RE+ (subtipos luminal A
y B) vy, ii) RE- (subtipos normal breast-like, Her2/neu+ y basal-like). Diversos
estudios han validado la utilidad clinica de la clasificacién molecular evaluando
la recurrencia y mortalidad distante, demostrando ser mas poderosa que la
histopatolégica como factor predictivo de los diferentes tratamientos, lo cual
resulta en un uso mas selectivo de la quimioterapia, y con ello la reduccion la
toxicidad y los costos. La tabla 5 ejemplifica la clasificacion molecular del CM y

algunas caracteristicas propias de cada subtipo .
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Tipo RE + RE —
Expresién de Alta expresién de: Alta expresion de:
algunas
proteinas GATA protein binding 3 keratina 5, keratina 6, metalotioneina1X
diferenciales X-box binding protein 1 SFRP1
trefoil factor 3
hepatocyte nuclear factorae LIV-13 Baja expresion de:
hepatocyte nuclear factorg LIV-1 fibronectina 1 y mucina 1

Subtipo Luminal A Luminal B Basal-like Her2* Normal breast
Expresion de Alta expresion: Basal-like Alta expresion: |Alta expresion:  |Alta expresion:
algunos genes Alta expresion:
diferenciales iC-Kit MetaloproteinasaHer2+ MDR1, [c-fos

ATF-3 Proteina tirosina fosfatasa [de matriz 7, Sintasa de c-jun

c-fos tipo IV [Topoisomerasa [acidos grasos, [fos B

iC-jun RAD21 ! RAL-B, Factor activante

fosB BAP1 MAD2L1 RABG6A, de la

jun-D CDC2 Fibronectina 1 [transcripcion 3

PCNA Caveolina 1
Caveolina 2,
TGFBRIL.

Baja expresion:  |Baja expresion: Baja expresion:

PCNA FGFR1 C-kit

CDC2 CXCR4 c-myc

BUB1 ATF-3 -like

MAD2L1

Tabla 5. Clasificacion molecular del cancer de mama. La tabla muestra la division principal y los subgrupos
mas reconocidos de acuerdo a los resultados de expresion gendomica utilizando microarreglos de DNA. Se

enlistan algunas proteinas y genes caracteristicos expresados en los tumores de cancer de mama.
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1.10. Los microRNAs son reguladores de la expresion genética.

Los miRNAs son una familia de pequefios RNAs monocatenarios no
codificantes de 21-25 nucledtidos, que se relacionan con los RNAs interferentes
(RNAIi) y regulan la expresién génica al inhibir la traduccion o inducir la
degradacion de los RNAs mensajeros (RNAm) blanco **. Fueron descubiertos
en 1993 por Victor Ambros en el organismo Caenorhabditis elegans *°. Son
productos de areas del genoma humano que previamente se consideraban sin
funcion y se cree que se originaron como una defensa del hospedero contra el
material genético extrafio, como los virus de RNA y elementos de transposicién;
ademas han sido identificados en vertebrados, artrépodos, plantas vy

4%, 47 | as diferencias con otras moléculas de

organismos unicelulares
silenciamiento como los RNAI, indican que mientras estas actlan como
elementos de defensa contra acidos nucleicos exdgenos, la principal funcién de
los miRNAs es la regulacion transcripcional. Ademas de que los miRNAs son
transcritos en horquillas, mientras que los RNAi son RNA duplex y solo son
capaces de silenciar el mismo transcrito del cual se generaron, mientras que los
miRNAs tienen capacidad de regular la expresién de un numero variable de
mensajeros que pueden ser distintos al mensajero del cual se originaron .
Estimaciones del nimero total de miRNAs humanos calculan mas de 1000
distintas moléculas y en el afio 2005 se consideré que un solo miRNA puede
influir en la produccion de al menos 200 proteinas distintas “®. Dado el nimero

actual caracterizado de miRNAs, la extrapolacién de estos datos indica que

cerca de una tercera parte de todas las proteinas humanas pueden estar

)
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reguladas por miRNAs “°. De acuerdo a la potencialidad de los miRNAs para
regular la expresién de multiples genes celulares, no es ninguna sorpresa que
los miRNAs desempefien un papel importante en diversos procesos bioldgicos
tales como el desarrollo, la diferenciacion, proliferacién, apoptosis, respuesta a

estrés, el metabolismo de acidos grasos y la secrecion de insulina *.

La importancia de la regulacion en la expresién de los miRNAs, ha
quedado evidenciada al encontrar que cambios en la modulacion de estos
genes se relacionan con el cancer y diversos padecimientos. Estas
alteraciones, encontradas a través de perfiles de expresion en biopsias y la
reciente descripcion de miRNAs en plasma y suero humanos, demuestran un
gran potencial para ser utilizados como una nueva clase de biomarcadores en

el diagnéstico de céancer y otras enfermedades 5" 52

. Por otra parte, Zhang L.
2012 3, ha descrito la presencia del miR-168a adquirido de forma exégena por
la dieta de arroz, en el suero de ratones. En ensayos in vitro con célu»las
humanas, este miRNA regula la expresién de la proteina LDLRAP1, la cual se
expresa fuertemente en higado y remueve los lipidos de baja densidad del
sistema circulatorio, esto sugiere que los miRNAs ingeridos en la dieta pueden
regular la expresion génica en células humanas. La alteracion de los miRNAs
en diversas enfermedades como el cancer y la posibilidad de su modulacion

exogena, recalcan la trascendencia de comprender los mecanismos que

regulan la expresion génica de los miRNAs.

35

Fo—
L —



Antecedentes generales del tema

1.11. Nomenclatura de los miRNAs.

El nombre de un miRNA suele estar compuesto de cuatro elementos
separados por un guion por ejemplo hsa-miR-130b-3p. Las primeras tres letras
hacen referencia a la especie de origen; hsa (Homa sapiens), mmu (Mus
musculus), eca (Equus caballus), etc. El subfijo “mir" con minusculas, se refiere
al gen o la forma precursora o de un miRNA, mientras "miR" con la consonante
R mayuscula se refiere a la forma madura. El nimero de un miRNA es asignado
de manera secuencial conforme los miRNAs son descritos. Los miRNAs con
secuencias casi idénticas exceptuando uno o dos nucleotidos, se nombran con
una letra minuscula adicional. Por ejemplo, el miR-130a localizado en el
cromosoma 11, esta estrechamente relacionado con el miR-130b, que se
encuentra en el cromosoma 22. En el caso de los pre-miRNAs que originan
miRNAs maduros 100% idénticos pero que estan situadcs en diferentes lugares
del genoma se indican con un nimero adicional. Por ejemplo, tenemos el caso
del hsa-mir-194-1 localizado en el cromosoma uno y el hsa-mir-194-2 que se

localiza en el cromosoma once.

Por ultimo, cuando un miRNA en el proceso final de su biogénesis es
separado de su cadena complementaria, esta Ultima se sefala con un asterisco
después del nombre, lo que indica que ese miRNA* se expresa en niveles bajos
en relacion con el miRNA del brazo opuesto de la horquilla. Esta Ultima
connotacion esta siendo modificada y actualmente cuando dos microRNAs

maduros se originan de los brazos opuestos del mismo pre-miRNA, se denotan

g
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con el subfijo 3p o 5p. Por ejemplo, hsa-miR-21 y hsa-miR-21* comparten la
misma horquilla del pre-miRNA vy son referidos como hsa-miR-21-5p (hsa-miR-
21) y hsa-miR-21-3p (hsa-miR-21*). Es importante sefialar que los miRNAs* no
siempre corresponden al brazo 3p, por ejemplo el hsa-miR-132* corresponde al
hsa-miR-132-5p. Esto se debe a que la adquisicién del simbolo * era
determinado por los niveles relativos de expresién, nombrando miRNA maduro
al miRNA con mayor abundancia independientemente de la posicion del brazo

en que fuera localizado.

1.12. Biogénesis de los miRNAs.

Para comprender como los miRNAs llevan a cabo su funcion de
reguladores de la expresién génica, es necesario conocer la biogénesis de
estas moleculas. Los genes que codifican a los miRNAs se localizan en
regiones diferentes del genoma y su transcripcion puede estar regulada
independientemente por promotores especificos como en el caso del clister
mir-23a-27a-24-2 > Sin embargo, la mayoria de los precursores de miRNAs
estan presentes en intrones y tienen la misma orientacion del gen hospedero,
por lo que son co-transcritos como parte del RNAm. En algunos casos, los
miRNAs se traslapan o estan integrados con exones de los transcritos, sin
embargo en estos casos, estdn siempre en la misma orientacion de
transcripcion y se pueden encontrar también en las regiones no-codificantes 5'-
0 3-UTRs. El resto de los miRNAs (una tercera parte de ellos) se encuentran

dentro de regiones intergénicas en clusters codificados como un transcrito

!
37}

—



Antecedentes generales del tema

policistronico, lo que hace suponer una accién coordinada en diversos procesos
% Los miRNAs son sintetizados por la RNA polimerasa Il en transcritos de
1000 nucledtidos hasta varias kilobases, ademas de poseer CAP 5' y ser
poliadenilados en su extremo 3’ ° Estos transcritos conocidos como pri-
miRNAs pueden ser policistronicos conteniendo dos ¢ mas miRNAs. El pri-
miRNA contiene regiones que tienen la capacidad de formar una estructura
bicatenaria de tallo burbuja de aproximadamente 80 pares de bases que dara
origen al miRNA. Esta estructura es reconocida y liberada por el complejo
microprocesador conformado por Drosha, una enzima RNasalll y la proteina
DGCR8 generando precursores de 70-100 pares de bases llamados pre-
miRNAs. La formacion de los pre-miRNAs ocurre después de que el intrén ha

sido separado del gen hospedero mediante el proceso de splicing.

El pre-miRNA es una secuencia conformada de una estructura tallo
burbuja con una prolongacién introducida por Drosha de dos nucleétidos en su
extremo 3', a la cual se le especulan las funciones de indicar cuél es la cadena
guia o de sefalar la presencia de un RNA de doble cadena como elemento
celular propio o bien servir como motivo de reconocimiento para la exportina 5.
Estos pre-miRNA son transportados al citoplasma, mediante la exportina 5 y el
cofactor Ran-GTP %, En el citoplasma el pre-miRNA es procesado por DICER,
otra enzima del tipo RNasalll, que en conjunto con la proteina TRBP
(Transactivating response RNA- Binding Protein) recorta por fuera de la

horquilla y genera un RNA de doble cadena imperfecto (miRNA/miRNA*).
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Posteriormente TRBP recluta la proteina argonauta 2 (AGO2) al complejo
miRNA/miRNA*-DICER, formando el complejo de silenciamiento inducido por
RNA (RISC, por sus siglas en inglés) *. La cadena complementaria o estrella
(*) del duplex miRNA/miRNA* es liberada por AGO2. La estabilidad
termodinamica en el extremo 5’ del miRNA determina que cadena es guia y
clal es la complementaria. Mientras la cadena pasajera es rica en C y U, la
cadena guia es abundante en A y G, lo que favorece la generacion de
estructuras secundarias que facilitan su incorporacién al complejo proteico
RISC %, el cual une el miRNA a su RNAm blanco, localizandolo por escaneo
del transcrito. La union del miRNA con su blanco depende de la hibridacién
exacta de la “region semilla” con el mensajero. Esta region comprende los
nucleodtidos 2-7 en la porcion 5 del miRNA. Una base no apareada de forma
correcta en la regiéon semilla impide la unién del miRNA con el RNAm. Si el
miRNA es unido al RNAm de forma correcta, la regulaciéon en la expresion se
propicia con base a la complementariedad del resto de la secuencia del mRNA.
Si ésta es complementaria al 100%, el RNAm blanco es degradado. Si no es
asi, se genera una estructura conformacional en forma de “A” que no permite
que AGO2 entre en contacto directo con el RNAm, por lo cual no se lleva a
cabo la degradacién del transcrito pero si la represion traduccional. Finalmente,
los miRNAs podrian silenciar los RNAm mediante un mecanismo ligado al
secuestro del mensajero hacia los complejos citoplasmicos denominados P-
bodies o cuerpos de procesamiento donde los transcritos pueden ser

degradados o almacenados °'.
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A

TGF-B
superfamily
ligand

miRNA:miRNA*
duplex selection

Figura 7. Biogénesis de miRNAs. (A) La transcripcion de los genes de
miRNA podria ser regulada por factores transcripcion, en respuesta a muiltiples
sefiales en este ejemplo por la citocina TGF-B. (B) Los microRNAS primarios
(pri-miRNAs) son transcritos por la RNA polimerasa Il. Estos pueden provenir
de regiones intergenicas, exonicas o intronicas a partir del proceso de
ensamble alternativo. Los pri-miRNAs pueden ser poliadenilados y poseer
CAP. (C) Los pri-miRNAs son procesados por Drosha, una enzima RNasa lll y
convertidos a pre-miRNAs de +70 nucleétidos, que se caracterizan por tener
una estructura duplex imperfecta. (D) Los pre-miRNAs son transportados del
nucleo al citoplasma por la exportina-5 y Ran-GTP. (E) En el citoplasma, los
pre-miRNAs son transformados por Dicer, otra enzima del tipo RNasa Il
generando la estructura hibrida miRNA/miRNA*. (F) La unién de las proteinas
AGO2 y TRBP2 al complejo DICER-miRNA/miRNA* forma el complejo RISC.
En este momento la proteina AGO2 libera el miRNA*. EI miRNA dirige la
asociacion de RISC a sitios especificos en la region 3° no traducida del RNAm
blanco. (G) Si el apareamiento de bases entre el miRNA y su RNAm blanco es
perfecto, la funcion endonucleolitica de la Argonauta 2 rompe el RNAm,
llevandolo a su rapida destruccion. La complementariedad imperfecta lleva a la
represion traduccional o causar inestabilidad del RNAm mediante un
mecanismo de deadenilacion. Los mensajeros pueden ser degradados o
almacenados en las estructuras denominadas P-bodies. (Modificada de Lopez
Camarillo C. et al. 2013) %2,
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1.13. Funciones de los miRNAs.

En general, la mayoria de los miRNAs actlian como reguladores
negativos de la expresion génica, mediante represion traduccional o la
degradacion del RNAm a través de su union con sus sitios blanco en la region
3" no codificante de los RNAm. De manera mas especifica, diversos estudios en
modelos animales han revelado funciones esenciales de los miRNAs en el
control del desarrollo. Algunos miRNAs exhiben un patron de expresion
temporal o tejido especifico, lo cual sugiere que desempefian un papel
fundamental en el desarrollo de los tejidos y érganos, asi como en su funcion y
mantenimiento 5. En Caenorhabditis elegans, los miRNAs lin-4 y let-7 controlan
el tiempo de desarrollo larvario, mientras que el miRNA Isy-6 es importante en
el desarrollo neuronal 5. En Drosophila melanogaster, el miRNA bantam regula
el desarrollo promoviendo la proliferacion celular y la inhibicién de la apoptosis a
través de la modulacion de la expresion del gen pro-apoptético hid ®°. En los
mamiferos, se ha demostrado que los miRNAs regulan la diferenciacion celular
en diversos tejidos. Por ejemplo, miR-181 modula la diferenciacion del linaje

66

hematopoyético *°. miR-223 regula la granulopoyesis en humanos mediante

una via que involucra los factores de transcripcion NFI-A y la proteina o de
unién al enhancer CCAAT €. Otros ejemplos son el miR-1 y miR-133 los cuales
promueven la miogénesis y la proliferacién de mioblastos . Los miR-124a y
miR-9 especificos de cerebro, participan en la diferenciacion neuronal en

células madre embrionarias ® y el miR-143, esta implicado en la diferenciacion

de adipocitos humanos 7°.
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Ademas, los miRNAs regulan el crecimiento celular, por ejemplo, los

miR-15a y miR-16 estan involucrados en apoptosis, asi como el cluster miR-17-
92 el cual participa en el control de la proliferacion celular y la angiogénesis en

cancer "2,

1.14. miRNAs y cancer.

Como se ha visto, la funcién de los miRNAs es fundamental en una
amplia gama de procesos celulares, por lo que alteraciones en la expresion de
los miRNAs pueden contribuir de manera significativa en diversos procesos
patolégicos tales como el desarrollo del cancer. La desregulacion de los
miRNAs puede ocurrir en varios niveles, por ejemplo, a nivel traduccional,
donde un aumento en la transcripcion de los genes de miRNA puede ser
ocasionado por un incremento en el numero de copias de estos genes, asi
como en el caso contrario, donde una expresion aberrante ocasionada por una
delecién puede influir en la sintesis de los genes de miRNAs 3. Asi mismo, el
estado de metilacion de los genes de miRNAs y cambics en la actividad de los
factores transcripcionales que regulan su transcripcion, pueden ser tan sélo
algunas causas por las cuales los niveles de expresion de los miRNAs pueden
verse afectados 7. Los miRNAs también pueden ser desregulados como
resultado de anomalias especificas o globales de su maduracién,

principalmente por alteraciones en las proteinas AGO2 y DICER °.
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La asociacion entre la expresion de miRNAs y el cancer fue mas evidente
al determinar que un gran numero de genes que codifican para miRNAs estan
en regiones que comunmente sufren alteraciones cromosémicas en un proceso
cancerigeno. Mas de 186 genes de miRNAs se encuentran en regiones del
genoma asociadas con cancer, por ejemplo las regiones minimas de pérdida
de heterocigosidad, las regiones minimas de amplificaciéon y con menos
frecuencia, las regiones cromosémicas de ruptura, lo que sugiere que las
alteraciones gendmicas, en particular la amplificacién génica o deleciones,
pueden ser un mecanismo importante que explica la desregulacién en la

expresion de miRNAs en esta patologia 7®.

1.15. Oncomirs; miRNAs como oncogenes y supresores de tumor.
Independientemente de la causa que origine la alteracién en la expresidn
de un miRNA, aquellos miRNAs asociados con el desarrollo tumoral son
conocidos como oncomirs. Estos pueden funcionar como oncogenes o bien
como supresores de tumor. En el caso de un miRNA funcionando como
oncogen podemos mencionar el caso del miR-21, el cual regula la expresion de
la proteina PDCD4 2%, cuya funcién es inducir la muerte celular programada. La
sobreexpresion del miR-21 por una ampliacién génica tiene como consecuencia
la disminucion de la proteina PDCD4 por lo que las células tumorales son

capaces de evitar el proceso de apoptosis y favorecer la oncogénesis.
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Por el contrario, la baja expresion de un miRNA que funciona como
supresor de tumor controlando la expresion de un proto-oncogen puede
conducir a la acumulacion excesiva de su blanco favoreciendo la oncogénesis.
Por ejemplo la represiéon del hsa-miR-17 en tumores pulmonares, tiene como

consecuencia el incremento en la expresion de la proteina RAS, lo que conlleva

a un incremento en la proliferacion celular 2%,

En resumen, los desequilibrios en los proto-oncogenes o supresores de

tumor causados por alteraciones en miRNAs, pueden promover la proliferacion

celular, disminuir la apoptosis y estimular la angiogénesis, procesos

7529 | o anterior ha sido

fundamentales en la formacién de tumores
demostrado en diversos trabajos que han reportado las alteraciones en los
perfiles de expresion de miRNAs de diversos tipos de céncer. En el afio 2003,

Michael et al., 7’

analizd muestras de tumores colorectales, encontrando
diferencias en la modulacion de miRNAs entre el tumor y el tejido normal,
mientras que Calin et al., en el 2004 ® y 2005 7° encontré que la expresién de
miR-15 y miR-16 se altera en leucemia, y se asocid la expresion de estos
miRNAs con la progresion de esta enfermedad. En otro reporte, Ciafre et al.,
2005 ® analizd la expresion de los miRNAs en glioblastoma encontrando
alteraciones en estos tumores. He et al., 2005 &' asoci¢ la alteracion de algunos
miRNAs con el carcinoma de papilar de tiroides; mientras que lorio et al., 2005
82

analizb y observd por primera vez las alteraciones en la expresion de

miRNAs en cancer mamario. Lu et al., 2005 ® evidencio que los perfiles de
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expresion genomica de miRNAs permiten clasificar los tumores segun el origen
celular; mientras que Calin en el 2006 ®, logré determinar diversas firmas
moleculares en distintos tipos de cancer humano. Por otra parte, Murakami et
al., en el 2006 ®°, analizé los perfiles de expresion de carcinomas hepaticos y
tejido hepatico no tumoral evidenciando claras diferencias de expresién de

miRNAs entre ellos. Pallante et al., %

en ese mismo ano, evidencid la
desregulaciéon de miRNAs en carcinomas de tiroides. También en el 2006 tres
andlisis mas fueron publicados, Roldo et al., ¥ correlaciona la expresién de
miRNAs de tumores pancreaticos y tumores acinares con los datos clinicos.
Volinia et al., %, analiza distintos tipos de tumores solidos como mama, pulmén,
estomago, prostata, colon y pancreas, encontrando que existen varios miRNAs
expresados de manera similar entre ellos, pero evidenciando también claras
diferencias caracteristicas de cada tumor. Asi mismo, Yanaihara et al., &
propone un perfil molecular Unico, que permite diagnosticar y predecir el
desarrollo del cancer de pulmén. En el afio 2007, Bloomston et al., * utilizo los
perfiles de expresion para diferenciar adenomas pancreaticos de la pancreatitis

cronica y del tejido normal.

Estos datos sefialan de manera contudente la alteracién de miRNAs en
el desarrollo tumoral y nos muestran claramente la importancia de conocer los
perfiles de expresion gendémica de los miRNAs en los tumores, lo cual nos

permite un mayor entendimiento de la biologia y heterogeneidad del cancer.
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2. Estado del Arte.

2.1. El cancer de mama en México.

A nivel mundial la edad promedio de las pacientes con cancer de mama
es alrededor de los 65 afios %°, esto contrasta de forma alarmante con los datos
reportados en nuestro pais, donde el promedio es de 55 afios, es decir una
década antes *°. Aunado es esto hay que tomar en cuenta dos aspectos
importantes que acentlan éste panorama; el primero es que la enfermedad
afecta mujeres en practicamente todas las edades y el segundo, es que la
poblacion no sélo en México, sino a nivel mundial, se vuelve mas vieja, lo que
quiere decir que en un periodo no muy lejano la poblacion femenina en edad de
riesgo sera alta. También es conveniente mencionar que los programas de
control poblacional y planificacién familiar actuales alientan la baja paridad y un
aplazamiento de los embarazos, que como se ha visto es un factor de riesgo

29-33

para el cancer de mama Esto tiene serias implicaciones en la

epidemiologia de la enfermedad en nuestro pais.

En adicion a esto, en el afio 2000 la Secretaria de Salud realizd la
Encuesta Nacional de Salud 2000 (ENSA-2000), la cual tuvo como objetivo
indagar las condiciones de salud y los patrones de uso de los servicios de salud
en la poblacion mexicana por edad y sexo. Acorde con los datos arrojados por
la encuesta, de los casi nueve millones de mujeres que representa la ENSA-
2000, las mujeres derechohabientes que acuden a la deteccion de cancer de

mama tienen algun grado de escolaridad, y solo el 4.6% de ellas son
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analfabetas, esto sugiere que el aspecto cultural es importante debido a que
existen muchas mujeres que no conocen como realizar una autoexploracién, o
desconocen la transcendencia real de esta. También se encontré que de la
totalidad de las pacientes atendidas, solo el 20% de las mujeres presentaron
algun tipo de molestia que las llevd a realizarse la prueba de detecciéon de
cancer de mama, mientras que el 80% restante realizd una revisién rutinaria. En
una muy baja proporciéon (4%) de estos casos fueron positivos y de esas
mujeres, el 75% recibi6 tratamiento. Este Ultimo punto es realmente interesante
pues se desconoce si el 25% restante recibié fratamiento privado o
simplemente no lo recibid. Esto también es reflejo del limitado alcance que
tienen los sistemas publicos de salud y cabe destacar que el estudio se limita

sblo a derechohabientes a los sistemas de salud 2.

Es por estas razones que el cancer de mama es un problema de saiud
en la mujer que requiere de esfuerzos mditiples por parte de los servicios de
salud publica. Estos resultados indican claramente que el programa de
deteccion temprana de cancer mamario en México es un programa con baja
cobertura e insuficiente que no alcanza a toda su poblacién blanco, ademas de
tener poca eficacia pues las mujeres se detectan en un estado avanzado de la

enfermedad por lo cual no ha sido posible reducir la mortalidad 25 25 28,

Por otra parte, el 46% de las mujeres mexicanas con cancer de mama

detectadas por el IMSS, lo presenta entre los 40-49 afios %, lo cual es contrario




Estado del Arte

con lo observado en Estados Unidos, donde la edad media de adquisicion de
cancer de mama es de 63 afios e igualmente dispar a lo reportado en paises

europeos, donde la mayor incidencia es en mujeres posmenopausicas .

En conclusién la elevada incidencia de este padecimiento en nuestro
pais se debe a la falta de una cultura de prevencion sobre esta enfermedad, asi
como a las limitaciones de los sistemas de salud para realizar un diagndstico
claro y oportuno, razén por la cual el cancer de mama es detectado en fases
avanzadas o criticas de la malignidad reduciendo e incluso eliminando cualquier
probabilidad de curacion. En caso de ser detectado oportunamente el cancer de
mama puede ser curado hasta en un 90% de los casos. Asimismo, aunque las
metodologias aplicadas en nuestro pais parecen ser eficaces en la deteccion
temprana del cancer, solamente se limitan a la autoexploracion mamaria
efectuada esporadicamente por la mujer y a la evaluacién clinica mediante una
mastografia la cual no estd disponible para su uso masivo. La problematica
social y cultural del pais, incluyendo la falta de sistemas de salud eficientes y
una cultura preventiva, asi como el aumento de la incidencia de esta
enfermedad, hacen necesario la creacion de métodos moleculares que permitan
identificar a las mujeres con predisposicién al cancer o el desarrollo de
herramientas que permitan la deteccion temprana de la enfermedad, lo cual, en
conjunto con estrategias de los gobiernos locales como serian i) aumentar el
acceso a la poblacion derechohabiente, ii) incrementar la capacidad de

diagnostico de la enfermedad dentro de los servicios de salud, iii) informar e
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instruir a la poblacion en general sobre la enfermedad, permitiria identificar a la
poblacion en riesgo de padecer esta enfermedad en etapas aun mas tempranas

aumentando su esperanza de vida .

Por ello las investigaciones realizadas en la busqueda de herramientas
moleculares que permitan combatir el cancer de mama han ido tomando fuerza
en nuestro pais. Sin embargo, han sido pocos los estudios realizados que tratan
de identificar mutaciones gendmicas especificas de nuestra poblacién, en el
2004 por ejemplo, se reportaron los cambios cromosomicos encontrados por
hibridacion genémica comparativa en cancer de mama, haciendo mencion de
algunas deleciones particulares en las muestras analizadas®’. Otros estudios
han encontrado diferencias en la expresion genémica de los tumores malignos
de mama respecto al tejido normal %, Ademas, se ha estudiado la relacién de
estos genes con deleciones o amplificaciones cromosomicas *. Estos datos

son aun escasos e incipientes lo que resalta la necesidad de continuar con este

tipo de estudios.

2.2. Laimportancia de la deteccion temprana del cdncer de mama.

El desarrollo de un tumor mamario es consecuencia de muiltiples
alteraciones genéticas acumuladas de manera progresiva, sin correccion, y que
se presentan en una sola célula que dara origen a todo un tumor el cual
ademas, logra evadir la respuesta inmune y superar procesos biolégicos que

evitan el desarrollo de un tumor como la apoptosis. En resumen el cancer no
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puede desarrollarse de un defecto genético individual, por lo que necesita de
diferentes etapas donde nuevas mutaciones emergen y se acumulan hasta

alterar los mecanismos de crecimiento y proliferacién celular .

Estas modificaciones genéticas pueden verse reflejadas en etapas muy
tempranas, aun antes de que una mujer pueda detectar un crecimiento anormal
en su seno (aproximadamente 0.5 mm), dichas alteraciones pueden ser la
sobreexpresion o incluso la disminucién o ausencia de expresién de proteinas
con funciones como receptores de hormonas o factores de crecimiento, y/o de
factores de transcripcion que estén implicados en la regulacién del ciclo celular
asi como en los procesos de diferenciacion celular. A nivel molecular, es posible
determinar las mutaciones y los cambios en la expresion de estos genes,
permitiendo establecer un prondstico del crecimiento del tumor, asi como la
posible resistencia al tratamiento ' 2% 103. 104,105, 106 " Aynado a esto, se ha

estimado que una neoplasia de mama de 1 cm realiza aproximadamente 30

duplicaciones antes de alcanzar ese tamafo, por lo cual se infiere que este
cancer tiene unos siete afos de evolucion. Esta estimacion sugiere la utilidad
de una detecciéon temprana con métodos capaces de visualizar alteraciones
subclinicas de tamafo inferior a 1 cm. o aun mejor, la deteccion de alteraciones

a nivel molecular, antes de que sea visible el tumor y aparezca la metastasis a

tejidos cercanos %°.
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Para poder disefiar un método mas eficiente de deteccién temprana del
cancer de mama, es necesario conocer la “biologia” del cancer que comprende
el analisis exhaustivo de la expresion genética de células cancerosas a nivel de
genes, RNAm, proteinas y su estado de fosforilacion, asi como miRNAs, lo que
permitira la busqueda y la deteccion de “marcadores tumorales” los cuales
tendrian la caracteristica de expresarse diferencialmente aun antes de que un
tumor pudiera ser detectable y tendrian mudiltiples aplicaciones como: clasificar
un cancer, evaluar el riesgo, la susceptibilidad, el prondstico, dirigir una terapia
personalizada y hacer un seguimiento clinico. Estos marcadores tumorales
podrian ser entonces una herramienta de vital importancia en la lucha contra el
cancer de mama ya que no solo se podria detectar el padecimiento aun en
etapas mas tempranas sino que tienen una gran implicacion médica en el
desarrollo de terapias personalizadas cuando el cancer ya se ha presentado
facilitando el tratamiento y favoreciendo la curacion del mismo. Asi mismo, los
marcadores tumorales podrian ser utilizados como una herramienta para
evaluar la predisposicion a padecer cancer. La identificacion de estos
marcadores tumorales en células cancerosas junto con ctros grandes proyectos
como la caracterizacion de SNPs asociados a céncer y la tipificacion
poblacional son estrategias complicadas y laboriosas pero que apoyarian
ampliamente al menos en el contexto metodoldgico, a los sistemas de salud
publica para efectuar una deteccion-prevencién de padecimientos que tienen

actualmente una granincidencia en nuestro pais como es el cancer de mama *®

101, 102, 103
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Un numero creciente de factores clinicos, histopatoldgicos y moleculares
son utilizados tradicionalmente como marcadores pronésticos y predictivos en
cancer de mama. Estos incluyen la edad de la paciente, el tamafio y grado del
tumor, el estado metastasico de los nddulos linfaticos auxiliares, el tipo
histologico, expresion de los receptores de estrogenos-progesterona, y de los
genes que codifica el receptor 2 del factor de crecimiento epidermal humano
(HER2) '°7. Otros genes que se utilizan rutinariamente para tomar decisiones en
el tratamiento de las pacientes con cancer de mama en etapa temprana
incluyen marcadores de proliferacion como Ki-67, las ciclinas D1 y E, el
inhibidor del activador de plasmindgeno similar a la uroquinasa y la catepsina D.
Otro grupo de genes afectado en carcinoma de mama hereditario, incluyen
mutaciones en los genes de reparacion del genoma, tales como BRCA1 y
BRCA2 en aproximadamente una de cada mil mujeres '°. Por otra parte,
mutaciones en el gen p53 se han reportado en mas de la mitad de todos los
canceres. En cancer de mama la presencia de mutaciones en p53 se ha
relacionado a le mal prondstico y resistencia a la quimicterapia y su frecuencia
de mutaciones es de 20-30%, ademas ha sido considerado un evento temprano
en el desarrollo de la neoplasia "% '° A |a fecha un nimero considerable de
nuevos marcadores moleculares han sido estudiados para determinar su valor
potencial predictivo de prondstico y respuesta a las terapias y sélo un nimero
pequeiio de ellos son utilizados en el analisis de rutina, es en este rubro donde

los perfiles de expresién gendmica, protedmica y de miRNAs han adquirido

52

——
| S—



Estado del Arte

relevancia como herramientas en la buUsqueda de nuevos marcadores

moleculares.

2.3. Diagnoéstico molecular del cancer de mama.

Durante la década pasada los principales elementos que se tomaban en
cuenta para detectar y clasificar los tumores eran los examenes fisicos, técnicas
radiograficas y el andlisis histopatologico, sin embargo mediante estrategias
que involucran las herramientas de gendmica y protedmica se han podido
identificar genés y proteinas que son alterados durante la enfermedad y que
pueden ser usados para realizar el diagndstico molecular del cancer. Estos
genes y proteinas caracteristicos de un estadio tumoral se definen como
‘marcadores moleculares”. Estos pueden ser usados de diversas maneras.
Algunos de ellos serviran para determinar la predisposicién de una persona al
cancer, otros como herramienta de deteccion temprana y objeto de estudio para
nuevas terapias oncoldgicas ®°. Por ello, el estudio de los marcadores
moleculares es necesario a diversos niveles, lo cual nos permitirda comprender y
caracterizar la expresion, interaccion y funcién de estos genes y proteinas en

una célula cancerosa o precancerosa.

A la fecha un nudmero considerable de nuevos marcadores moleculares
han sido estudiados para determinar su potencial valor predictivo en el
prondstico y respuesta a las terapias y sélo un nimero pequefio de ellos son

utilizados en el andlisis de rutina. El interés en encontrar nuevos marcadores se

]
53 |

——



Estado del Arte

basa en el hecho de que estas herramientas permitiran realizar tratamientos
personalizados que sean menos agresivos con las pacientes y que sean mas

eficientes reduciendo la mortalidad y la reincidencia.

En el cancer de mama por ejemplo, el riesgo de recurrencia de un
paciente con nddulos linfaticos negativos y un tumor de 1-2 cm es de 20 al 30%.
La mayoria de los pacientes en este grupo recibiran terapia sistémica, aunque
el 70% de los pacientes no la necesite lo cual tendra consecuencias para la
salud de la paciente. Desafortunadamente, la informacion histolégica no es
suficiente para definir de manera precisa el riesgo e impedir el uso de terapia
adyuvante sistémica de forma innecesaria. Un diagnostico adecuado que
combine un analisis histolégico preciso, combinado con la evaluacion de
marcadores moleculares pronésticos y un protocolo de terapia sistémica
adecuado a la clasificacion molecular del tumor, puede contribuir de manera

significativa en la sobrevida de la paciente %.

Por otra parte, el diagndstico molecular utiliza el conjunto de los patrones
de expresion de los marcadores moleculares, este grupo se conoce como “firma
molecular”. Un ejemplo del uso que podrian tener estas firmas moleculares es
la reciente creacion de la Firma Molecular de Invasividad en Cancer de mama.
Esta signatura se basada en la hipétesis de que el cancer se origina por células
denominadas “células madre cancerosas” y la firma genética de “invasividad”

consta de 186 genes que corresponden a la expresion de este tipo de células

!
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% De esta manera se ha demostrado que existen células luminales “normales”
que expresan citoqueratinas 5 y 6, las cuales actlan como células madre
causantes de la perpetuidad del tumor y que resisten el tratamiento sistémico al
tener una expresién génica distinta a la tumoral. Un ejemplo de un miembro de
esta firma genética es la proteina BRCA1, la cual bajo circunstancias normales
puede regular la proliferacién de estas “células madre cancerosas”, sin
embargo, la baja regulacion de BRCA1 podria estimular la expresion de p63,

llevando a un crecimiento anormal de estas células citoqueratinas 5/6 positivas

98

Otro ejemplo del uso de marcadores moleculares lo podemos ver en las
firmas genéticas comerciales Oncotype Dx % % Mammaprint '°', y Rotterdam
102 que miden la expresion de un gran nimero de marcadores moleculares que
predicen el resultado clinico, estiman la probabilidad de que el cancer mamario
recurra después de que ha sido quirirgicamente removido y son usados para
decidir qué tipo de terapia adyuvante debe aplicarse después de la cirugia para

eliminar células tumorales remanentes, reduciendo asi el riesgo de recaida.

Estas pruebas de expresion multigénica emplean distintas tecnologias
que incluyen microarreglos de cDNA y RT-PCR convencional y en tiempo real,
en distintos tipos de especimenes patoldgicos tales como tejidos en fresco,
fijados en parafina o congelados, etc. El Oncotype Dx es una prueba basada

en RT-PCR para canceres de mama con receptores hormonales positivos, que
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evalla 21 genes (16 relacionados con el cancer y cinco testigos); categoriza el
riesgo de recurrencia distante a 10 afios y de beneficio al tamoxifeno y a la
quimioterapia y se hace en bloques de parafina * '®°. E| Mammaprint evaltia 70
genes y el Rotterdam 76 genes en tejidos en fresco, el Ultimo de forma

independiente al estado de los receptores hormonales '°' 192,

Por otra parte aunque el perfil molecular es una herramienta poderosa y
determinante en la evaluacion de la progresion de la enfermedad y la respuesta
al tratamiento, deben considerarse otros factores de importancia. Por ejemplo,
la respuesta al tratamiento y la toxicidad pueden estar influidas por el
metabolismo del farmaco y por las vias de reparacion inherentes a la actividad
del DNA, bajo la influencia del perfil genético del paciente. Al evaluar estos
parametros se tiene el potencial para predecir las reacciones adversas a las
drogas y con mas acierto las respuestas a los tratamientos. De acuerdo a los
datos reportados durante el 2005 por el Early Breast Cancer Trialist's
Collaborative Group %, las mujeres premenopausicas con cancer de mama con
ganglios negativos (NO) reciben quimioterapia adyuvante con beneficio de
supervivencia de 3% a cinco afios, lo que implica que de cada 33 mujeres
tratadas con quimioterapia solo se salva una. El empleo de las firmas génicas

permitiria revertir este tipo de estadistica haciendo mas eficiente el empleo de

las terapias adyuvantes.
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2.4. Perfiles de expresion genémica y protedmica en cancer de mama.
Durante la década pasada, el uso de microarreglos de cDNA ha sido
aplicado exitosamente para definir perfiles de expresiéon gendmica de tumores
de cancer de mama, lo cual ha resultado en una mejor clasificacion a nivel
molecular de la neoplasia y en la identificacion de huellas génicas con potencial
valor pronostico. Los cambios en la expresion de los genes identificados han
sido aplicados en la prediccion en la respuesta al tratamiento y han permitido
mejorar los criterios clinicos para el manejo de las pacientes. Ademas, los
microarreglos de DNA permiten clasificar subtipos de cancer de mama, que
presentan perfiles de expresion génica especificos. Estos reportes muestran
que estos marcadores moleculares pueden ser de gran utilidad para mejorar la
deteccion, la clasificacion, el diagndstico temprano, y el prondstico del cancer
de mama y pueden ser utilizados como nuevos blancos terapéuticos
permitiendo mejorar el tratamiento y la sobrevida de las pacientes % ¥, Sin
embargo, una de las limitaciones del uso de microarreglos es que estos
estudios han sido realizados en fragmentos de tumores congelados, lo cual
implica que en un estudio “in vivo" se requeriria de un método invasivo para
acceder al tumor, por otra parte la escasa accesibilidad al “tejido mamario

normal” dificulta la realizacion de estudios de validacion a gran escala.

Por ofra parte, los estudios de perfiles de expresidn global de proteinas,
se estan usando cada vez mas para inferir las asociaciones moleculares entre

numerosos productos génicos implicados en crecimiento, sobrevivencia,

)
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progresion, capacidad de metastasis y resistencia terapéutica en el cancer. La
tecnologia de la protedmica ofrece la oportunidad de descubrir marcadores
moleculares asi como la caracterizaciéon de las modificaciones pos-

traduccionales que estos puedan tener '12.

2.5. Uso de los miRNAs para la clasificacion y prondstico del cancer

Diversos reportes muestran el potencial valor diagndstico y prondstico de
los perfiles de expresion de los miRNAs en distintos tipos de cancer. La
existencia de perfiles de expresién Unicos de miRNAs en distintos tipos de
tumores y sus subtipos histologicos, es fundamental debido en gran medida a la
especificidad tisular de los miRNAs, lo cual constituye un complemento util en la
clasificacion de los tumores apoyando a los métodos ya conocidos. Mediante

andlisis de la expresion de miRNAs, Lu J et al., &

, ha podido clasificar
correctamente 12 de 17 carcinomas pobremente diferenciados. En contraste, un
microarreglo basado en RNAm s6lo pudo clasificar correctamente uno de estos
carcinomas. Por otra parte, los miRNAs se pueden utilizar para el prondstico del
cancer, por ejemplo, la expresion reducida de /et-7 y la alta expresién de miR-
155 en cancer de pulmén humano se asociaron con la baja supervivencia de los

pacientes, por lo que estos miRNAs podrian utilizarse para identificar aquellos

pacientes que requieran un mayor seguimiento y terapia adyuvante 3.

Cabe sefialar que debido a que los miRNAs son expresados de manera

diferencial entre los tejidos normales y cancerosos, la caracterizacién de los




Estado del Arte

perfiles de expresion global de los miRNAs puede aplicarse para diferenciar
entre las lesiones pre-malignas y malignas en diversos tipos de céncer. Esto
pone en evidencia la utilidad de los miRNAs como marcadores tumorales,
pudiendo ser aplicados en la prediccion del comportamiento clinico del tumor, la

invasion hacia los ganglios linfaticos o la metéstasis a distancia asi como el

riesgo de recaida °. En conclusion, los miRNAs son una nueva herramienta
molecular que aunada a todas las existentes permitiran el desarrollo vy
mejoramiento de las nuevas estrategias de terapia molecular especifica y
personalizada, por ello el valor de realizar estudios en este tema que analicen la

expresion de miRNAs en nuestra poblacion.
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3. Antecedentes particulares del proyecto.
3.1. miRNAs en carcinomas de mama.

A la fecha, se han reportado diversos estudios que identifican miRNAs
regulados diferencialmente entre el tumor y el tejido mamario normal, que
sugieren su uso potencial como clasificadores de la enfermedad y herramientas
de pronostico en este campo. En su andlisis de 76 tumores de mama y 34

especimenes normales, lorio et al., %

identific6 29 miRNAs que fueron
expresados diferencialmente en el tejido del cancer de mama en comparacion
al normal, mas un conjunto de 15 miRNAs que podrian discriminar
correctamente entre el tumor y el tejido mamario normal. Ademas, reportd la
expresion de miRNAs correlacionados con caracteristicas patolégicas tales
como la expresién del receptor de estrogenos y progesterona (miR-30), el
estadio tumoral (miR-213 y miR-203), y la expresién diferencial de varias
isoformas de let-7, que asocié con la expresiéon del receptor de progesterona
(let-7c) y metastasis en los ganglios linfaticos (let-7f-1, let-7a-3, let-7a-2).
Posteriormente, Mattie et al. ''* identificd conjuntos de miRNAs asociados con
el status de expresion de RE, RP y Her2. De manera significa, se registro
coincidencia entre los miRNAs identificados en ambos estudios. En otros
estudios realizados por Lowery et al., ''°, se encontré que en cancer de mama
precoz los niveles de expresién de miR-195 y mir-154 correlacionan
negativamente con la presencia del RE. Blenkiron et al., en el 2007 '8, realizo
el analisis de la expresion de miRNA en 93 tumores primarios de mama

humanos, encontrando que existen miRNAs expresados diferencialmente entre
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tumores de distintos subtipos y miRNAs que individualmente estan relacionados
con factores clinico-patolégicos, ademas de encontrar que la expresién de
DICER1 y AGO2 se correlaciona con el subtipo de tumor y puede explicar
algunos de los cambios observados en la expresion de miRNAs. En otra
publicacién reciente Tavazoie et al., ' reporta miRNAs especificos que son
capaces de suprimir el crecimiento tumoral en cancer de mama, demostrando
en un modelo de ratdn que la restauracion de la expresién de miR-126 y miR-
335 reducen el crecimiento tumoral. Finalmente, Davoren et al., 2008 '8
propone controles endégenos fiables para el analisis de miRNAs por gqRT-PCR
en el tejido mamario humano, validandolos posteriormente en biopsias
mamarias. Sin lugar a duda estos antecedentes sefialan a los miRNAs como
una valiosa herramienta en la lucha contra el cancer de mama, no sélo por su
valor como marcadores moleculares sino por su importante participaciéon en los
eventos celulares como la migracion e invasion celular, procesos que llevan a la
metastasis tumoral; proceso final del cancer que lleva a las pacientes a

sucumbir ante la enfermedad.

3.2. Metastamirs: miRNAs asociados a migracion, invasion y metastasis.
La metastasis es el proceso celular por el cual las células cancerosas
migran del tumor primario hacia otras partes del cuerpo. Para que las células
tumorales puedan formar un tumor secundario, deben adquirir alteraciones
genéticas que favorezcan su diseminacion. La transformaciéon epitelial

mesenquimal (TEM), es un prerrequisito para la metastasis en el cancer y una

!
61 |

———



Antecedentes particulares del proyecto

de sus consecuencias es la pérdida de proteinas de adhesién celular que
funcionan como supresores de la migracion y la metastasis. Igualmente, las

células metastasicas deben cumplir tres requisitos, i) ser invasivas (romper la
lamina basal y la matriz extracelular), ii) poder intravasarse (atravesar los vasos
sanguineos) y iii) poder extravasarse (salir fuera de los vasos sanguineos),
ademas de poder sobrevivir en un nuevo ambiente ® . Estos cambios estan
regulados genéticamente y algunos miRNAs han sido relacionados con la
adquisicion de estas caracteristicas, de tal manera que los miRNAs que
participan en el proceso metastasico han sido denominados recientemente

como metastamirs 1'°.

El analisis de los miRNAs implicados en los procesos celulares que
llevan a la metastasis como la migracion, invasiéon y la transicion epitelial
mesenquimal apoyara el entendimiento de este proceso sirviendo ademas
como marcadores biolégicos de esta etapa y posiblemente blancos terapéuticos
especificos por lo que su estudio es fundamental. Entre estos miRNAs que han

sido relacionados al proceso metastasico destacan los siguientes:

3.2.1. EI miR-155 es sobreexpresado en cancer de mama.

La asociacion entre la expresion de los miRNAs y el cancer de mama fue
més que evidente a través de los estudios de lorio et al., 2005 2, quien como se
ha mencionado antes, empleando microarreglos identifico 29 miRNAs que

fueron expresados de manera diferencial en cancer de mama en comparacion

!
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con el tejido normal de mama. Entre estos 29 miRNAs, la diferencia mas
significativa se observd en miR-125b, miR-145, miR-21 y miR-155. Respecto a

éste Ultimo, el factor de crecimiento transformante beta (TGF-p) induce la

expresion del miR-155. El knockdown de miR-155 suprime la TEM inducida por

TGF-B, y la disolucién de las uniones estrechas celulares, asi como la migracion

y la invasion celular. Por el contrario, la expresion ectépica de miR-155 reduce
los niveles de la proteina RhoA y provoca la disrupcién de las uniones
estrechas celulares, lo que sefiala su importante participacion en el proceso

metastasico.

3.2.2. EI miR-21 es sobreexpresado en cancer.

El miR-21 se sobreexpresa en lineas celulares metastasicas, asi como
en cancer de_ mama, tumores de glioma y cancer colorectal, gastrico,
hepatocarcinoma, pancreas, pulmén, leucemia y prostata '?°. Mir-21 es
frecuentemente sobreexpresado en cancer de mama y promueve el crecimiento
celular mediante la inhibicién de los genes supresores de tumor tropomiosina -1
(TPM1) y el de muerte celular programada 4 (PDCD4) '?'. De manera
importante, la expresion de miR-21 correlaciona con el grado tumoral y la
capacidad invasiva hacia los nddulos linfaticos en cancer de mama, asi como
con el aumento en la expresién de proteinas como Her2 y metaloproteinasas de
matriz extracelular como MMP2 y MMP3 las cuales participan en el proceso

metastasico %2,
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3.2.3. EImiR-205 es comunmente reprimido en cancer.

El miR-205 ha adquirido recientemente gran relevancia clinica por su
participacion en los procesos de invasion celular. miR-205 se encuentra
expresado en tejidos mamarios normales y la linea celular no metastasica MCF-
10A. Por el contrario, miR-205 se expresa a muy bajos niveles o esta ausente
en diversos tumores. La expresion ectopica de este miRNA en las lineas
celulares MCF;7 y MDA-MB231 es capaz de reducir la proliferacion, suprimir la
invasion y la metastasis in vivo. miR-205 suprime la expresion de Erb3 (Her3)
123 altamente expresado en cancer de mama y también a la proteina VEGF-A
que participa en los procesos angiogénicos, lo que lo convierte a miR-205 en un
miRNA con un gran potencial terapéutico en el tratamiento de cancer de mama.
Como otros blancos putativos de este miRNA se encuentran E2F1, E2F5 y

ZEB2, aunque estos Ultimos no se han validado .

3.24. La familia de miR-200 se asocia a la transicion epitelial
mesenquimal.

La TEM es un prerrequisito para la metastasis en el cancer, y una de las
consecuencias de la TEM es la perdida de la E-caderina, una proteina de
adhesion celular que parece funcionar como supresor de la migraciéon y la
metastasis y que es regulada por el miR-200. Asi mismo, la familia de factores
de transcripcion ZEB funciona como un mediador del proceso TEM y se
encuentra altamente expresada en células mesenquimales invasivas, en este

contexto, miR-200 identificado en lineas celulares de pulmén y mama, inhibe la
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expresion de los factores ZEB, lo que hace a miR-200 y a sus blancos

atractivos para la terapia contra el cancer '%.

3.2.5. La familia de let-7 actua como supresor tumoral.

Algunos miRNAs han sido implicados como supresores de genes de
tumores. De forma general, la familia de miRNAs let-7 regula la muerte celular
en celulas humanas cancerosas. Por ejemplo, /et-7 reduce su expresion en los
carcinomas de pulmén. En tejidos pulmonares normales /let-7 regula
negativamente la expresion del proto-oncogen RAS '%. Otros blancos celulares

de let-7 son los reguladores del ciclo celular tales como CDC25A y CDK®, c-
myc y genes embriogénicos como HMGA2, Mlin-41 y IMP-1. La perdida de let-7
en cancer resulta en una desdiferenciacion celular y si esta se da durante el
desarrollo embriogénico resulta en una reversion del proceso. Asi mismo, se ha
demostrado que /et-7 mantiene el linaje de las células madre, existiendo una
progresion TEM cuando se pierde la expresion de let-7 . En cancer de mama
se ha demostrado que /et-7 regula la regeneracién y la proliferacién en los

tumores 37

3.2.6. EI miR-10b es un marcador de metastasis.

Poco tiempo después, la participacion de los miRNAs en la progresién a
metastasis fue reportada por Ma et al, 2007 "% en la revista Nature
demostrando que el miR-10b es requerido para la invasion y la metastasis del

cancer de mama, pero no para su viabilidad. Estudios in vivo indican que miR-

——
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10b no afecta el crecimiento primario del tumor pero las células que sobre-
expresan el miRNA presentan una elevada angiogénesis evidenciada al evaluar
la expresion del marcador de proliferacion Ki-67 y MECA-32 una proteina
marcadora de células endoteliales. El mecanismo propuesto para favorecer la
invasion y la metastasis es mediante la reduccién de su blanco, el factor de
transcripcion HOXD10, que promueve el mantenimiento del fenotipo
diferenciado en células epiteliales. Finalmente, se demostr6 que RhoC, una
proteina G involucrada en la metastasis es reprimida por HOXD10 y se expresa

de forma exacerbada en respuesta a la restauracion de miR-b10.

3.2.7. Los miR-126, miR-206 y miR-335 son supresores de tumor.

Tavazoie et al., 2008 """ revelaron que miR-335, miR-126 y miR-206 son
supresores de tumor al comparar la expresion de miRNAs en nédulos
metastasicos contra la expresion en células de mama cancerosas no
metastasicas. Estos miRNAs fueron expresados a la baja en los nodulos
metastasicos. En células metastasicas en las cuales se restaurd la expresion de
miR-335, se disminuyé la capacidad invasiva in vitro y el potencial metastasico
in vivo, ademas se encontré que la expresion de seis proteinas fue suprimida
por miR-335. Entre estas se encuentran los factores de transcripciéon SOX4 y
TNC (factor de transcripcion para tenascina C, un componente de la matriz
extracelular) lo que indica que estas proteinas son efectores criticos de la
metastasis y que son activados por la pérdida de miR-335. Por otra parte, los

autores encontraron que la restauracion de la expresion de miR-126 disminuye
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significativamente el nimero de nddulos metastasicos in vivo. Este mismo
miRNA, también regula la invasion, migracion y adhesion de células no

pequefias cancerigenas de pulmén 1%,

3.2.8. EI miR-373 es sobreexpresado en cancer.

Estudios posteriores demuestran que al igual que miR-10b, el miR-373
no afecta la proliferacién pero si la migracion y el fenotipo invasivo en la linea
celular MCF-7, llegando incluso a favorecer la formacion de noédulos. El
mecanismo propuesto es a través de CD44, el cual es blanco de este miRNA.
Esto se observé en 11 muestras de carcinoma mamario humano encontrandose
que el miR-373 se encuentra sobreexpresado en cancer, en particular en
tumores que presentan metastasis en los nédulos linfaticos, a la vez que existe

una correlacién inversa con la expresion de CD44 '3,

3.2.9. EI miR-31 es un miRNA anti-metastasico.

Otro miRNA que tiene una funcién pleiotrépica en cancer de mama es
miR-31. Este fue descubierto como un miRNA antimetastasico ausente en las
células tumorales de cancer de mama. En células no metastasicas como las
MCF-7, la expresion del miR-31 no tienen efecto en el crecimiento primario del
tumor ni sobre la proliferacién, pero en la linea celular MDA-MB231 el miR-31
reprime genes relacionados con metastasis. Estos datos reflejan que la funcién
de un miRNA puede ser dependiente del contexto celular o bien, que un miRNA

requiere de otros miRNAs actuando en conjunto para llevar a cabo su efecto,
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sin embargo este tipo de supuestos aun son apenas comprendidos. Entre los
genes blanco de este miRNA se encuentra la metalopeptidasa de matriz 16
(MMP16), la radixina (RDX), frizzled3 (Fzd3), integrina o5 (ITGA5) y RhoA,

genes que juegan un papel importante en la metastasis .

3.2.10 . El miR-146a/b como miRNA antimetastasico.
Se ha demostrado que miR-146 participa en el proceso inflamatorio a

través de la regulacion del factor nuclear NB«p '*2. A pesar de miR-146 a y b

estan codificados en diferentes cromosomas, su secuencia de difiere en sélo
dos nucledtidos en la regién 3. Asi se han predicho sus RNAm blanco y estos
se superponen de manera significativa. De hecho, tanto miR-146a y b inhiben la
invasion y la migracion de las células de cancer de mama in vivo, mostrando
que ambos miR-146 suprimen la metastasis '*°*. De manera notable, la

expresion de miR-146a inhibe la migracién y la invasion en glioma ** y células

pancreaticas 3.

Como se puede apreciar, diversos miRNAs han sido relacionados con la
invasion y metastasis de cancer mama ya que han sido encontrados alterados
en lineas celulares metastasicas y ademas presentan cambios notables en su
expresion en distintos tipos de cancer altamente invasivos. Asi mismo, sus
blancos potenciales y validados indican que participan en este proceso. Sin
embargo, hasta el momento no se ha realizado un estudio en cancer de mama

que evidencie la modulacién de estos miRNAs en diversas etapas de la
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progresién tumoral; a excepcion del miR-21 del cual ya han sido reportados los
cambios en su expresién en muestras tumores de mama en distintas etapas, los
cuales correlacionan con el grado de invasividad y sobrevivencia después de la
operacién de recision tumoral 22, La figura 8, ejemplifica algunos de los pasos

del proceso invasivo en los cuales los metastamirs podrian participar.

3.3 Los complejos de adhesion focal y su relaciéon con la migracion e

invasion.

La invaéién y migracion celular son procesos biolégicos clave en la
oncogeénesis ya que la metastasis del cancer depende de ellos. Los eventos
que participan en estos procesos, van desde la transcripcion de proteinas
metaloproteinasas hasta la formacién de estructuras moleculares como el caso
de los complejos de adhesion focal. Estos dltimos son conjuntos
macromoleculares compuestos por mas de 50 proteinas, a través de los cuales
se transmiten tanto la fuerza mecanica y sefiales reguladoras que se requieren
durante la migracion e invasion celular. Descrito de manera mas general, la
adhesion focal se puede considerar como el complejo de macromoléculas que
adhieren a la célula a la matriz extracelular ?". Estos complejos pueden estar
formados por mas de 50 proteinas distintas identificadas hasta el 2001. Entre
estas proteinas las integrinas y las proteinas adaptadoras tales como talina, a-
actinina, filamina, vinculina, paxilina y proteinas de sefializacion intracelular ,
tales como la cinasa de adhesion focal ( FAK ), son los componente basicos de

este complejo 272,
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Figura 8. Participacion de los miRNAs en el proceso de la metastasis. Se
sefiala la funcion que tiene cada miRNA (pro o anti-metastasis) en cada uno de
los pasos de la cascada metastasica. En rojo se indican los miRNAs que han
sido caracterizados funcionalmente in vivo. EMT (Transicién epitelial
mesenquimal). (Tomado de Hurst DR ''°).
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La conexion entre las adhesiones focales y las proteinas de la matriz
extracelular esta mediada a través de la proteina integrina. Estas Ultimas se
unen a proteinas extracelulares a través de secuencias cortas de aminoacidos,
tales como las secuencias motivo RGD, DGEA y GFOGER que se encuentran
en las proteinas de matriz extracelular como el colageno. Las integrinas forman
heterodimeros a partir de una subunidad beta y una alfa. Existen diversas
familias de estas proteinas las cuales difieren en su especificidad y afinidad
para las diferentes proteinas de la matriz extracelular. Dentro de la célula, el
dominio intracelular de la integrina se une al citoesqueleto a través de las

309, 310

proteinas adaptadoras Talina, Actinina, Filamina y Vinculina Las

adhesiones focales suelen variar en sus componentes de acuerdo al estado de
movilidad de la célula, si la célula esta en movimiento la mayor parte de la
adhesiones focales estan en recambio y son estructuras mas pequefas y con
menos proteinas asociadas llamadas “complejos focales”. La célula en reposo o
inmovil presenta un nimero amplio de adhesiones focales que no presentan
recambio y con una estructura compuesta de una mayar nimero de proteinas
(figura 9). Cabe sefalar que existen diversos tipos de union/comunicacién de la
célula con la matriz extracelular como los desmosomas y hemidesmosomas, asi
como las uniones estrechas, entre otras; que aunque no son descritas aqui, sus
componentes moleculares suelen ser similares sin embargo las estructuras
moleculares convencionalmente asociadas a la motilidad son las adhesiones

focales.
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Figura 9. Estructura basica de los complejos de adhesion celular. El
esquema muestra los componentes basicos de la estructura del complejo de
adhesion focal y las diferencias existente entre el complejo de adhesion,
presente en las células migratorias y el complejo de adhesion focal, que
funciona como molecula de anclaje en las células moviles y se encuentra
presente alrededor de toda la célula en aquellas en estado de reposo. (A)
Complejo de adhesion. (B) Complejo de adhesion focal.Modificada del Cell
Migration Lab 34,
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3.3.1. Dinamica de la adhesion focal en células migrantes.

Las proteinas que forman el complejo de adhesion focal estdn en un
estado de recambio constante; se asocian y disocian entre ellas de manera
continua a medida que se transmite la sefial que indica a la célula que debe
tener motilidad hacia algun punto especifico. Esta sefal puede estar siendo
transducida al interior de la célula gracias a proteinas como FAK, por lo cual,
ademas del anclaje de la célula, los complejos de adhesion focal informan a
ésta acerca de la condicion de nutrientes en la matriz extracelular y por lo tanto
son capaces de redirigir la motilidad hacia los microambientes mas favorables
para la célula. El ensamblado dinamico y desmontaje de las adhesiones focales
juega un papel central en la migracion celular. En las células inmoviles, las
adhesiones focales son bastante estables y no varian su composicién, mientras
que en células migrantes o invasivas disminuye su estabilidad. Esto se debe a
que en las céluas moviles, las adhesiones focales estan siendo
constantemente ensambladas y disociadas conforme la célula establece nuevos

contactos en el frente de avance del lamelipodio (figura 10A) 308: 309,310,

Sin embargo el cambio dinamico en los complejos de adhesion focal va
mas alla del simple ensamble/desensamble. D urante la migracién célular, tanto
la composicion como la morfologia de la adhesién focal varian drasticamente. Al

inicio de la migracion pequefias adhesiones focales llamadas “complejos

focales” se forman en el frente de avance de los lamelipodios celulares:

consisten de integrina, talina y paxilina. Algunos de estos complejos se
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desmontan conforme el lamelipodio se contrae. Sin embargo, otros maduran en
adhesiones focales mas grandes y estables, incrementando la cantidad de
vinculina y reclutando mas proteinas tales como Zyxin, una proteina adaptadora
relacionada a paxilina '°. Una vez consolidada esta estructura, la adhesion
focal permanece estacionaria con respecto a la matriz extracelular y la célula
utiliza esto como un ancla con la cual se empuja o tira de si misma a través de
la matriz extracelular. A medida que la célula avanza, la adhesién focal estable
es regelada a la parte posterior de la célula lo que se denomina “borde de

salida” 3"

. Llegando a este punto el complejo de adhesién focal debe ser
desensamblado por un mecanismo dependiente de Calpaina, una proteasa
dependiente de calcio que tiene como sustrato algunas proteinas de andamiaje
de la adhesion focal (figura 10B) *'2. La dinamica de recambio en las
adhesiones focales ha sido objeto de estudios donde se ha demostrado que la
inhibicion del recambio de sus componentes tiene como consecuencia la
inhibicion de la migracion. Esto fue demostrado con el inhibidor de la invasién
celular tumoral Strongylophorine-26 el cual, a través de un mecanismo Rho
dependiente reduce la formacion de lamelipodios, inmavilizando a las células
con la consecuente formacién de complejos de adhesién focal en la periferia de
la célula 3. Esto demuestra que las moléculas de los complejos de adhesion
focal son un candidato muy factible para utilizarse como blanco terapéutico en

el tratamiento contra el cancer ya que la movilidad y la migraciéon celular

dependen de la dinamica funcional de este complejo.
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Figura 10.- Dinamica de las moléculas de adhesion focal durante la
migracion. La figura muestra los cambios en la localizacion asi como el
ensamble/desensamble de las adhesiones focales. (A) Localizacion de los
complejos de adhesion focal en células en migracion (izquierda) e inmoviles
(derecha) Modificado de McHardy, 2005 *'*. (B) Dinamica del ensamble y
desensamble de los complejos de adhesién focal. Se muestra como al inicio del
lamelipodio se forman los complejos focales, estructuras mas pequefas en
comparacioén con los complejos de adhesion focal los cuales reclutan mas
proteinas y sirven de anclaje en células fijas y moviles, asi como su eventual
degradacion.




Introducdén Importancia de continuar el estudio del tema

4. Importancia de continuar el estudio del tema.

Los perfiles de expresion génica de miRNAs son elementos clave en el
entendimiento de la biologia tumoral y han demostrado un gran potencial clinico
y cientifico en la busqueda de marcadores moleculares. A través de ellos se ha
demostrado que las interacciones moleculares entre miRNAs y sus respectivos
blancos favorecen la naturaleza heterogénea del cancer de mama y como se ha
sefalado anteriormente, estas herramientas permiten realizar la distincion entre
un tejido normal y uno tumoral, ademas de poder subclasificar los distintos tipos
tumorales. Hasta el momento, la mayoria de los perfiles globales de miRNAs
que se han reportado en carcinomas de mama han sido evaluados en poblacion
caucasica, bajo distintas metodologias pero que han demostrado una
congruencia en los resultados obtenidos 8 "% 16 Es por esta razén, que el
analisis de los perfiles de expresién génica de miRNAs en biopsias de mama de
pacientes mexicanas, enriquecera el conocimiento que se tiene en este rubro y
podra proveer informacion de la posible variacion de expresién génica o

alteraciones particulares que afectan a las mujeres de nuestro pais.

En México, los estudios encaminados a definir los perfiles de expresion
de miRNAs y su posible aplicacién clinica en cancer de mama de mujeres
mexicanas son escasos. Los estudios pioneros en México han sido realizados
por el grupo del Dr. Alfredo Hidalgo y la bidloga Sandra Lorena Romero
Cordoba, en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica, los cuales analizaron

un grupo heterogéneo de tumores de mama encontrando que la expresion de
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122 miRNAs fue alterada en las muestras analizadas . Los datos aportados
por nuestro estudio se suman a este esfuerzo encaminado a comprender este

padecimiento y sus particularidades en nuestra poblacion.

Por otra parte, como se ha sefialado anteriormente, los miRNAs
representan una herramienta que permitira dirigir terapias de tratamiento,
deteccion, seguimiento y predisposicion. Ademas, en el sentido biolégico los
miRNAs son moléculas de facil deteccion y sumamente estables a comparacién
del RNAm vy las proteinas, pudiendo ser detectadocs incluso en tejidos
embebidos en parafina. La deteccion de estas moléculas en el plasma y suero

humano realzan su potencial valor como marcadores tumorales.

Cabe destacar que algunos de estos marcadores moleculares han sido
estudiados funcionalmente, demostrando su participacién en la oncogénesis y
progresion tumoral, donde regulan procesos como la transicion epitelial
mesenquimal, la migracion y la invasion de las células tumorales. Con la
finalidad de evidenciar la posible participacion de miRNAs especificos que aun
no han sido caracterizados funcionalmente y que podrian participar en el
proceso tumoral, determinamos los perfiles de expresién global de 667 miRNAs

en biopsias de tumores de mama en poblacién mexicana.
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Il. OBJETIVOS.

Objetivo general.
Determinar los perfiles de expresion de microRNAs en cancer de mama de
pacientes mexicanas y realizar el analisis funcional del miR-944 y miR-18b en la

adhesion focal y migracion celular.

Objetivos particulares.

1. Obtener los perfiles de expresién global de 667 miRNAs en biopsias de

tumores mamarios y de tejido mamario normal.

2. Validar los perfiles de expresién de los miRNAs mediante qRT-PCR en
tiempo real para ocho miRNAs expresados diferencialmente entre los

tumores y el tejido mamario normal.

3. Predecir los mRNAs blanco de los miRNA modulados y las rutas

bioldgicas en los cuales podrian participar las proteinas predichas.

4. Realizar el estudio funcional del miR-944 y miR-18b en la adhesion focal

y migracién celular.

]
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lll. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Estrategia experimental general.

El disefio del presente proyecto comenzd con la recoleccion de las
biopsias de tejido mamario normal y tumoral que conforman nuestro banco de
tejidos, asi como con la recolecciéon de datos clinicos de las pacientes.
Posteriormente las biopsias fueron estratificadas seleccionando las muestras
con histopatologia ductal invasora y con una celularidad adecuada para la
extraccion del RNA. Las muestras con mejor integridad fueron utilizadas en el
estudio. El perfil de expresién de miRNAs de muestras tumorales se obtuvo
mediante los arreglos TLDA que permiten cuantificar 667 miRNAs mediante el
uso de sondas TagMan. Los resultados fueron validados mediante sondas
especificas para ocho miRNAs vy los resultados del perfil comparados con lo
reportado en la bibliografia. Esto permitié determinar cuales miRNAs no han
sido reportados en cancer de mama y considerando las prediciciones de
blancos y rutas de sefalizacion moduladas se eligio el miR-944 (reprimido) y el
miR-18b (sobreexpresado) para su estudio funcional. Posterior a la transfeccién
del pre-miR-944 y del Inh-miR-18b en las células MDA-MB-231 y MCF-7, el
RNAm de las células fue evaluado mediante microarreglos de expresion génica
y los resultados analizados con el software DAVID Ontology para determinar los
procesos bioldgicos afectados por estos miRNAs. Posteriormente la viabilidad,
la migracion y la invasion célular de las células transfectadas fueron evaluadas
para determinar la participacion del miR-944 y miR-18b en estos procesos

(Figura 11).
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Figura 11. Estrategia expremiental. Diagrama de flujo que simplifica la
estrategia metodolégica que se llevo acabo durante el desarrollo del proyecto.
La ruta comienza con la obtencion de las biopsias de tejido mamario tumoral y
normal que fueron procesadas para la obtencién de los perfiles de expresion
como se muestra en el diagrama. Los analisis posteriores fueron considerados
para la eleccion de los miRNAs que fueron estudiados funcionalmente.
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IV. METODOLOGIA.

1. Obtencion de biopsias de tejido mamario tumoral y tejido mamario
normal.

Las biopsias de cancer de mama y de tejido mamario normal que han
sido usadas en este estudio, fueron donadas por el Instituto de Enfermedades
de la Mama - FUCAM, a través de un convenio de ccoperacion establecido
entre el FUCAM y la UACM. Las biopsias tumorales fueron obtenidas de
mujeres que llegaron voluntariamente a este centro y que de acuerdo a los
procedimientos de ética e higiene del FUCAM fueron sometidas a cirugia. Las
biopsias de tejido mamario normal fueron obtenidas de estas mismas mujeres
siguiendo el acuerdo de consentimiento por escrito y firmado por las pacientes.
Estas fueron tomadas a 5 cm del tumor lo cual garantiza que no hay

contaminacion de tejido maligno.

Por otra parte, las muestras tumorales se fragmentaron en porciones de
al menos 0.5 cm equivalentes a 2 mg de tejido. Este fragmento tumoral y el
tejido mamario normal fueron embebidos en un medio criosolidificable (Tissue-
Tek) en criotubos de plastico y congelados mediante inmersién en nitrégeno
liquido que permitidé su congelaciéon rapida. Finalmente, los criotubos fueron
almacenados a -80°C para su preservacion hasta el momento de su andlisis.
Las biopsias se etiquetaron con un nimero que garantiza la confidencialidad de
la paciente. Con este procedimiento se logré establecer un banco con 196

muestras.

!
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2. Estratificacion y seleccion de muestras.

Como criterios de exclusion el banco de muestras sélo se conforma con
pacientes que no tuvieron tratamiento previo a la operacién (quimioterapia,
radioterapia o tratamiento hormonal) que pudieran inducir cambios en la
expresion de miRNAs. De manera adicional, pacientes con alguna otra
enfermedad degenerativa o que pudiera alterar la expresion de miRNAs o que
pusiera en duda su historial clinico como en los casos de hipertensién arterial,
diabetes mellitus, cardiopatia isquémica, insuficiencia renal y trastornos
psiquiatricos al momento del diagnostico fueron excluidas. De igual manera,
pacientes con fuerte historia de cancer de mama familiar, con carcinoma ductal
invasivo bilateral, y con resultados anatomopatolégicos de cancer no
confirmados fueron también excluidas, esto con el fin de asegurar de que las
paciente solo presenten cancer esporadico y de que el diagnostico sea preciso.
Una vez realizada la operacion se tomé una impronta del tumor y el patélogo
evalud si la biopsia era adecuada para el estudio considerandose éptima si
presentaba al menos un 70% de células malignas. Solamente este tipo de

muestras fue considerado para proceder a la extraccion del RNA.

Ademas, para la realizacién de este estudio, se han recopilado los datos
clinicos y patologicos de las pacientes y han sido sintetizados en una base de
datos que incluye los siguientes parametros: Edad, etapa clinica, tamafio
tumoral, etapa patolégica, variedad histopatologica, SBR, expresion de los

receptores de estrogeno, progesterona y Her2, asi como la clasificacion acorde
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a la expresion de estos Ultimos. Se incluyen ademas los antecedentes

familiares y datos personales.

3. Lisis y extraccion de RNA total de biopsias mamarias.

Para obtener el RNA total que fue utilizado en este estudio las muestras
fueron lisadas con 1 ml de trizol por cada muestra de tejido, utilizando un
homogenizador de tejidos (TissueRuptor, Quigen). El procedimiento fue
realizado en hielo, con 3-5 impulsos de 10 seg a méxima velocidad y descansos
de 20 seg, evitando calentar la muestra. El lisado fue recuperado en un
microtubo e incubado durante 5 min a temperatura ambiente con el fin de
disociar los complejos de nucleoproteinas. Posteriormente, se afadieron 0.3 ml
de cloroformo por ml de trizol y se mezclaron los reactivos por inversién durante
15 seg. El microtubo se incub6é durante 3 min a temperatura ambiente y
centrifugd a 12,000 g por 15 min a 4°C. Después de la centrifugacidon, la mezcla
se separo en una fase inferior roja de fenol-cloroformo, una interfase y una fase

superior incolora. Se recuperaron 400 pl de la fase superior la cual contiene el

RNA y se afiadieron 200 pl de isopropanol para precipitar durante toda la noche
a -20°C. Al dia siguiente, se realiz6 una centrifugacion a 12,000 g durante 15
min a 4°C a 12,000 g durante 15 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante vy la
pastila fue lavada con etanol al 100%. Posteriormente, se realizd6 otra
centrifugacion a 12,000 g durante 15 min a 4°C. Se elimino el sobrenadante y la
pastila se dejo secar durante un lapso de 5 min. El RNA fue finalmente

resuspendido en un volumen de 20 ul de agua dpc o libre de nucleasas.
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4. Cuantificacion y evaluacion de la calidad del RNA tctal purificado.

La cuantificacion del RNA total fue realizada en un equipo nanodrop. Las
moléculas de RNA tienen una relacion de densidad optica 260/280 mayor de
1.8 lo cual indica que el RNA se encuentra limpio de proteinas que pudieran
interferir con nuestros analisis o afectar la estabilidad del RNA. Las muestras
seleccionadas cumplieron con este criterio. Asi mismo, la integridad del RNA
fue evaluada mediante el sistema de electroforesis capilar Bioanalizer de
Applied Biosystems, el cual asigna un nimero entre 1 y 10 denominado RIN
(RNA Integrity Number), este nimero se calcula con base a un algoritmo que
calcula la relacién entre la fraccion ribosomal 28S y 18S siendo 10 el valor de
mayor calidad asignado. Solamente las muestras con un RIN superior a 5.5

fueron seleccionadas para ser analizadas mediante TLDA.

5. Transcripcion reversa (RT) de miRNAs.

Para obténer los perfiles realizamos RT-PCRs de miRNAs de las
biopsias mamarias mediante el uso del pool de primers stem-loop RT Megaplex
(Applied Biosystems), que permiten la conversién a cDNA de cientos de
miRNAs maduros en una sola reaccion. De manera inicial, 3 pl (60-100 ng/ul)
de RNA total, son sumados a la mezcla que contiene: 0.80 pl de primers RT
Megaplex 10X; 0.20 ul de dNTPs con dTTP (100mM); 1.5 ul de la enzima
transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/pl); 0.80 pul de buffer RT 10X; 0.90 ul de

MgCI2 (25 mM); 0.10 ul de inhibidor de RNasa (20 U/ul) y 0.20 ul de H;O libre




Metodologia

de RNasa, que en total suman 7.5 ul por reaccion. La mezcla se agitd
suavemente y se incubd por 5 min en hielo. La reaccion de PCR se realizé en
un termociclador GeneAmp System 9700 (Applied biosystems), programando
40 ciclos de tres temperaturas a 16°C por 2 min; 42°C por 1 min; 50°C por 1 s;

seguido de un paso de 85°C por 5 min y un paso final a 4°C .

6. Preamplificacion del producto de RT.

Con el fin de detectar miRNAs que presenten un nivel muy bajo de
expresion, asi como de minimizar la cantidad de muestra requerida, se realizo
una preamplificacién previa a la deteccion por PCR en tiempo real. Esta
consiste en una mezcla de reaccién que contiene: 12.5 ul de la master mix
TagMan PreAmp (2X); 2.5 pl de los primers Megaplex PreAmp (10X); 7.5 pl de
H20O libre de nucleasas y 2.5 pul del producto de reaccion, dando un volumen
final de 25 ul por reacciéon. La mezcla se agitd suavemente y se incub6 por 5
min en hielo. La reaccion se realizd en un termociclador GeneAmp System
9700, programando tres pasos a 95°C por 10 min; 55°C por 2 min; 72°C por 2
min; seguido de 12 ciclos de dos temperaturas 95°C por 15 s y 60°C por 4 min,
posteriormente continua un paso de 99.9°C por 10 min y finalmente un paso de
4°C. El producto de la preamplificacién fue diluido con 75 pl de TE pH 8.0 y

almacenado a -20°C o analizado mediante PCR en tiempo real.
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7. Perfiles de expresion de miRNAs.

Se analizd la expresion de miRNAs mediante el arreglo TagMan
MicroRNA Array v2.0 A+B de baja densidad, (TLDA, TagMan Low Density
Array) el cual contiene dos placas con sondas TagMan conteniendo 667

miRNAs humanos mas ocho controles internos, lo que permitid evaluar de

manera confiable la expresion conjunta de los mMiRNAs en un solo experimento.
Las sondas corresponden a secuencias de los miRNAs reportados en la base

de datos mirBASE v10.0 de humano (http://microrna.sanger.ac.uk./sequences/).

Para esto, 9 pl del producto diluido de la preamplificacion son mezclados con

441 pl de agua libre de RNAsas mas 450 pl del master mix TagMan (Universal
PCR Master Mix, No AmpErase UNG, 2X). El analisis se realizd en un equipo
7900 FAST de Applied Biosystems, el cual posee un bloque especial de 386
pozos para PCR en tiempo real. La reaccién se llevo a cabo programando un
paso a 95°C por 10 min; seguido de 40 ciclos de dos temperaturas 95°C por 15
s y 60°C por 1 min. Con este procedimiento se analizaron un total de 29
muestras. 9 muestras de tejido tumoral que fueron comparadas con un set de
20 muestras de tejido normal organizadas en dos conjuntos equimolares (pool)
de 5 y 10 muestras mas 5 muestras independientes. La variabilidad,
confiabilidad y reproducibilidad de estos ensayos fue validada previamente en la
tesis de la Biol. Sandra Lorena Romero Cérdoba ¥, quien ademas verifico la
correlacion entre replicas técnicas y realizd un anélisis de componentes

principales comprobando que los perfiles obtenidos permiten diferenciar
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claramente la expresion de miRNAs entre una muestra tumoral y una de tejido

normal.

8. Analisis del perfil de expresion.

Los resultados de la reaccion de PCR fueron capturados con el software
S.D.S 24, lo que nos permitié tener los valores crudos de CT (Ciclo Treshold)
de cada detector contenido en el microarreglo, con el método de lectura RQ
(Relative Quantification), ajustando los parametros con una linea de corte
manual de 0.2 y una linea basal automatica, acorde a las instrucciones del
fabricante. Estos datos fueron procesados en los programas RQ Manager 1.2.1
(para realizar [a conversion de datos en un archivo de texto) y DataAssist 2.0
ambos de Applied Biosystems. Este ultimo nos permiti6 generar la lista de
miRNAs con expresién diferencial utilizando el método comparativo de ct (2724°!).
Se considerd como calibrador la expresion resultante de 20 tejidos mamarios
normales y como normalizador la expresion de los RNAs pequefios nucleolares
RNU44 y RNU48 como controles endégenos, los cuales fueron seleccionados
de acuerdo a su estabilidad entre diversos candidatos como se menciona en la
tesis de Romero-Cérdoba ¥, Los parametros del programa fueron ajustados a
una CT méaxima de 35 lo que nos permiti6 hacer méas astringentes los
resultados obtenidos, utilizando ademéas el método de normalizacién con la
media geométrica, que considera todos los valores de distribucion y es menos
sensible a valores extremos. La tasa de valor de cambio o Fold fue

representado mediante la expresion log2RQ lo que nos permite interpretar de

)
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forma mas clara la reduccion o aumento en la expresion de un miRNA. Se
consider6 como miRNAs con expresién diferencial aquellos que tuvieron una
tasa de valor de cambio de +2 con respecto al control (que expresado en log2,
equivale a log2RQ+1) y que poseyeran una confianza estadistica o valor de P

de 0.5

9. Analisis bioinformaticos.

La informacién obtenida de los miRNAs modulados diferencialmente fue
recopilada de diversas bases de datos. Para la prediccion de los blancos de los
miRNAs “estrella” se ocupo miRDataBase (http:/mirdb.org/miRDB/) y para el
resto de miRNAs se empleo TargetScan Version 9.2
(http://www targetscan.org), asi como la base de datos miRecords
(http://mirecords.biolead.org/), en ellos se utilizaron los parametros que los

programas generan por defecto.

La busqueda de las vias de sefializacion en las cuales participan los
blancos  predichos se realizd con el software Diana-mirPath
(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/pathways/), utiizando como parametros la base
de humanos, la predicciéon de TargetScan5 y realizando analisis individuales o

de multiples miRNAs segun se requirio.

Para el analisis de enriquecimiento y ontologia realizado con las listas de

blancos de miRNAs, asi como genes modulados en microarreglos de expresién,
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se utilizé la base DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Para ello las listas de
genes ingresadas a esta base de datos fueron transformadas al nombre oficial
del gen (Oficial Gene Symbol) con el software SOURCE
(http://puma.princeton.edu/cgi-bin/source/sourceResult). El analisis en DAVID
fue realizado con el identificador GENE SYMBOL, seleccionando el tipo de lista
‘Gene List". Los resultados fueron depurados a genes para la especie Homo
sapiens, y se utilizd la herramienta de anotacién funcional (Functional Anotation
Tool). En este apartado se seleccionaron 1) las categorias funcionales
SP_PIR_KEYWORDS, 2) la ontologia génica (Gene Ontology) categorias;
GOTERM_BP_FAT (Biological Process)), GOTERM_CC_FAT (Celular
Component) y GOTERM_MF_FAT (Molecular Function) y 3) Rutas de
sefalizacion BIOCARTA y KEGG PATHWAY. Los diversos datos obtenidos de
esta base de datos fueron resumidos en tablas o representados en graficos

segun el caso requerido.

En el caso de la recopilacion de los datos de localizacion genémica,
conversion de los nombre de miRNAs estrella a su nombre actual y la
secuencia del transcrito de miRNA, se utilizaron las bases de datos miRBase
(http://www.mirbase.org/) y microcosm (http://www.ebi.ac.uk/enright-

srv/microcosm/htdocs/targets/v5/).

El analisis de microarreglos de expresion génica se realizd con el

software ANAIS (http://anais.versailles.inra.fr/). Para ello los datos crudos del
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microarreglo fueron transformados a valores de lectura con el programa DEVA
de NimbleGen. Este listado fue ingresado a Anais utilizando los parametros
establecidos por defecto en este programa. Los resultados de cada sonda por
triplicado fueron separados mediante una macro disefada en Excel con el fin de
calcular la tasa de valor de cambio (Fold = Media problema/Media control)
expresada en log2, ademas de realizar un andlisis T-Student obteniendo de

esta manera el valor de P.

Finalmente, para el analisis de redes de interaccion de proteinas se
ocupo el software STRING (http://string-db.org/). La lista de proteinas
ingresadas correspondio a los blancos predichos del miR-944 por TargetScan
asi como a los genes modulados por efecto de la transfeccion del mismo
miRNA. Dichos listados fueron primero transformados al nombre oficial del gen
con el software SOURCE e ingresados bajo la ventana de muiltiples secuencias
para el Homo sapiens. Las redes obtenidas fueron depuradas eliminando las

proteinas sin y con bajas interacciones.

10. Analisis de la expresion de miRNAs con sondas individuales.

La validacién de los arreglos de expresion TLDA, asi como la evaluacion
de la expresion de los miRNAs miR-944 y miR-18b en un set independiente de
muestras y la verificacion de la correcta transfeccion/inhibicion de estos mismos
miRNAs en células MDA-MB-231 y MCF-7 requirié de la evaluacion de su

expresion con sondas TagMan (RT-PCR) especificas para cada miRNA
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analizado. El uso de los primers stem-loop RT MicroRNA (Applied Biosystems),
requirio de la conversion a cDNA del miRNA maduro analizado. Para ello, 5 ul

(60-100 ng/ul) de RNA total, son sumados a la mezcla que contiene: 3 pl de

primers RT MicroRNA; 0.15 ul de dNTPs con dTTP (100mM); 1.0 pl de la
enzima transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/pl); 1.5 pl de buffer RT 10X; 0.19
ul de inhibidor de RNasa (20 U/ul) y 4.16 pl de H20 libre de RNasa, que en total
suman 15 pl por reaccién. La mezcla se agité suavemente y se incub6 por 5
min en hielo. La reaccion de RT se realizd en un termociclador GeneAmp
System 9700 (Applied biosystems), programando tres temperaturas a 16°C por
30 min; 42°C por 30 min; y 85°C por 5 min, mas un paso final a 4°C«. La
reaccion de PCR en tiempo real requirié para cada miRNA; 1.33 ul del producto
de la reaccion de RT, son mezclados con 10 ul del master mix TagMan
(Universal PCR Master Mix, No 4 AmpErase UNG, 2X), mas 7.67 ul de agua
libre de RNAsas, y 1.0 pul de la sonda PCR (especifica para cada miRNA),

dando un total de 20 pl.

El analisis se realizd6 en un equipo 7500 de Applied Biosystems. La
reaccion se llevo a cabo programando un paso a 95°C por 10 min; seguido de
40 ciclos de dos temperaturas 95°C por 15 s y 60°C por 1 min. Los resultados
fueron analizados mediante un analisis Delta CT y la tasa de valor de cambio

expresada en log2.
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11. Cultivo de lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, ZR-75 y
T47-D.

Las células adherentes de carcinoma mamario humano T47-D, fueron
cultivadas en botellas de 25 cm? en 5 ml de medic de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle Médium/HamsF12 (DMEM/HamsF12) (Life Technologies)
suplementado con 10% de suero fetal bovino, penicilina/estreptomicina a 37°C
y 5% de CO,. El resto de las lineas celulares fueron cultivadas con medio
Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM) (Life Technclogies), suplementado

con 10% de suero fetal bovino, penicilina/estreptomicina a 37°C y 5% de CO..

Para el mantenimiento de los cultivos celulares se realizaron pases
cuando la confluencia alcanzo el 80%. Para esto, se desecho el medio de
cultivo, lavando con 2 ml de PBS pH 7.0 y se despegaron las células con 1.5 ml
de PBS pH 7.0 EDTA 0.2% estéril, a los cuales se agregaron 64 pl de tripsina al
0.25%. Se incubaron a 37°C por 3 min y se despegaron las células de la caja
con golpes suaves, para después disgregarse con la pipeta y cuantificar el
numero de células. Las células se centrifugaron a 1500 rom por 5 min a 4°C, se
desechd el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en medio de cultivo
DMEM complementado a 37°C inoculando nuevamente en botellas de cultivo
desechables de 25 cm2. Para los distintos ensayos realizados en este proyecto

las células fueron cultivadas hasta alcanzar una confluencia del 80%.
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12. Lisis y extraccion de RNA total de lineas celulares.

La extraccién de RNA total de las células MCF-7 y MDA-MB-231, fue
realizada con 1 ml de trizol por cada caja de 25 cm? golpeando y agitando
suavemente las células hasta que estas son despegadas de la caja. El lisado

fue recuperado en un microtubo e incubado durante 5 min a temperatura

ambiente con el fin de disociar los complejos de nucleoproteinas.

Posteriormente, se afadieron 0.3 ml de cloroformo y se mezclaron los
reactivos por inversién durante 15 seg. El microtubo se incub6 durante 3 min a

temperatura ambiente y centrifugd a 12,000 g por 15 min a 4°C. Después de la

centrifugacion, la mezcla se separé en una fase inferior roja de fenol-cloroformo,
una interfase y una fase superior incolora. Se recuperaron 400 pl de la fase
superior la cual contiene el RNA y se afiadieron 200 pl de isopropanol para
precipitar durante toda la noche a -20°C. Al dia siguiente, se realizd una
centrifugacion a 12,000 g durante 15 min a 4°C a 12,000 g durante 15 min a
4°C. Se elimind el sobrenadante y la pastilla fue lavada con etanol al 100%.
Posteriormente, se realizé otra centrifugacion a 12,000 g durante 15 min a 4°C.
Se elimind el sobrenadante y la pastila se dejo secar durante un lapso de 5
min. EI RNA fue finalmente resuspendido en un volumen de 20 pl de agua libre
de RNAsas, cuantificado por espectrofotometria con un equipo nanodrop y

visualizado mediante geles de agarosa/TAE al 1%.




Metodologia

13. Transfeccién de las moléculas precursoras e inhibidoras de miRNAs.
Las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 fueron

transfectadas con la molécula precursora del miR-944 y miR-139-5p, asi como

con las moléculas inhibidoras del miR-18b y miR-130b. Para esto, un dia antes

de la transfeccion, células MCF-7 y MDA-MB-231 fueron sembradas en placas

de 6 y 48 pozos como se describié anteriormente. Al dia siguiente, para el caso
de las cajas de 48 pozos se prepard un mezcla de 25 ul de medio Opti-Mem
con 1.5 pl del agente de transfeccién siPORT™ Amine (Applied Biosystems)
por cada pozo a transfectar y se incubé durante 10 min a T.A. Esta dltima se
combind las moléculas precursoras o inhibidoras previamente diluidos en 25 pl

de medio Opti-Mem en concentraciones de 25-200 nM. Esta mezcla se depositd

en cada pozo junto con medio DMEM debidamente complementado (450 pl de

medio y 50 pl de la mezcla de transfeccion). La expresion relativa de los
miRNAs expresados y reprimidos fue evaluada a las 48 hrs, mediante RT-PCR.

Cuando la transfeccion para los precursores e inhibidores fue realizada en cajas

de 6 pozos, las cantidades de las mezclas fueron escaladas 3X.

14. Hibridacion de microarreglos de expresion génica.

Se analiz6 la expresion génica de la linea celular MDA-MB-231 y MCF-7
sin transfectar y transfectada con las moléculas precursoras o inhibidoras de
miRNAs (50 nM-48 hrs) utilizando microarreglos de expresién génica con el
sistema Human Microarray V3 (Invitrogen). Este consta de laminillas de vidrio

recubiertas de ep6xido, prebloqueadas con cubreobjetos que permiten hibridar
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volimenes de 80 pl. Cada lamina contiene el genoma humano completo

dispuesto en bloques con tres sondas por gen, ademas de poseer controles
intra e interespecificos que permitan validar el resultado obtenido. Se utilizaron

2 ug de RNA total (control y sin transfectar) el cual fue marcado

diferenciaimente. Dicho marcaje, consiste en la adicién de un fluoréforo
(AlexaFluor3 o AlexaFluor5 en el 3') mediante un el tracto de poliA. Finalmente,
se hibridaron los microarreglos durante toda la noche a 42°C en camaras de
hibridacion hiumeda (Corning) para laminillas de 25x75 mm. Las laminillas se
lavaron con solucién de SDS-0.1%/SSC-0.1X y se analizaron en un scanner
Axon, GenPix4000A (Molecular Devices). Mediante el uso del software GenPix
Pro, se eliminé el ruido de fondo, se normalizaron los datos y se capturaron los

datos de intensidad de fluorescencia de cada spot.

15. Validacién de los microarreglos de expresion.

Con el fin validar los resultados obtenidos en el microarreglo de
expresion génica de células MDA-MB-231 transfectadas con el miR-944, se
realizaron ensayos RT-PCR con sondas especificas para ocho genes que
fueron reprimidos en dicho arreglo. Estos genes fueron seleccionados
considerando los blancos predichos como blanco del miR-944 acorde a la base
de datos TargetScan y la base de datos miRecords. Los genes que
concordaron entre ambas bases (un total de 56) y que poseen una funcién en
migracion fueron elegidos como genes para validacion. Para ello se disefaron

los oligos:
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PRKCa Forward 5'CGGGATAAACCTAATCACTGS,
PRKCa Reverse 5'GACAGTTATCAACCAAGGAGS’;
MCLA1 Forward 5'CTGTAAGTGCAATAGTTGACZ,
MCL1 Reverse STCTTGTTAGCCATAATCCTC3,
BRIP1 Forward 5'CACCTGAACTTTATGATCCTS,
BRIP1 Reverse 5'GTTAGCCAATCTATTTCCTCS';
MTDH Forward S'GTTGAAAGAGAATCACCCTGZ,
MTDH Reverse 5'GGTTAGAAATCATCGTCCTGZ,,
PAK2 Forward S'CTTTGATGCTGTTACTGGAGS',
PAK2 Reverse S'AGTTTGGTGATATTGGAGGTS',
PDPK1 Forward 5'GCAGAATGACTACGAATAGGY
PDPK1 Reverse 5'CCAACATCCAACTTACTTACAGZ';
SCD Forward S'TAGACAACCTTTCTGTAGCCZ',
SCD Reverse STTTATCTCTAGCTCAAGCCAZ,
SIAH1 Forward STTTCCTTTAACTGACAAGCCS,
SIAH1 Reverse 5'CAGCACTATGTATTGACTCACS'.

Con ellos se evaluo la expresion de dichos genes mediante PCR punto
final y tiempo real, comparando su expresion entre células transfectadas y no
transfectadas. Para la mezcla de reaccion para PCR punto final se utilizo PCR-

buffer 10x (2.5 ), MgCl, 2 mM (4.5 ul), dNTPs 2 mM 10x (25 )|, Oligo 100

uM (1 pl por oligos), Tag-polimerasa 5 U/ul (0.25 pl), HO libre de nucleasas
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(18.5 ul), cDNA (1 ul). El producto de la reaccion fue sometido a electroforesis

en geles de agarosa-TAE al 1.5% y visualizados en un equipo transiluminador.

16. Evaluacién de la viabilidad celular por ensayos MTT.

Con el fin de evaluar el efecto de la expresion del miR-944, miR-18b,
miR-130b y miR-139-5p en la viabilidad celular, células MCF-7 y MDA-MB-231,
transfectadas previamente con las moléculas precursoras o inhibidoras de
miRNAs (como se mencion6 anteriormente) fueron sometidas a un ensayo MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Invitrogen). Para
ello, 5mg de MTT fueron solubilizados en 1 ml de PBS. Posteriormente, a cada
pozo que fue evaluado (excepto el blanco) se agregaron 400 pl de medio
DMEM debidamente complementado mas 100 pul de MTT previamente
solubilizado. Después de una incubacion de 2 h, esta mezcla fue retirada y el
formazan es solubilizado con 500 pl de una solucién de Isopropanol, 4 mM HCI,
0.1% NP-40, durante 5 min en agitacion. La absorbancia es medida con un
lector de Elisa’a 570 nm con una lectura de referencia a 630 nm. El valor de
absorbancia de las células control fue tomado como el valor de viabilidad inicial

expresado en porcentaje.

17. Ensayo Wound-healing de migracion.
Con el fin de evaluar el efecto de las moléculas precursoras e inhibidoras
de miRNAs en la migracion celular, células MCF-7 y MDA-MB-231 fueron

transfectadas como se ha descrito previamente en cajas de seis pozos, las
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cuales contienen un cubreobjetos en su base sobre el cual se ha establecido la
monocapa. 24 horas posterior a la transfeccion, mediante una punta de plastico
de 10 pl se trazd una linea sobre la monocapa dispuesta en la superficie del
cubreobjetos. Las células fueron lavadas en dos ocasiones con 2 ml de PBS
inmediatamente después realizar la herida e incubadas en medio debidamente
complementado. La restauracién de la monocapa fue evaluada a las 4 y 24 h
posteriores a la herida, para lo cual las células sobre el cubreobjetos fueron
lavadas en dos ocasiones con 2 ml de PBS, fijadas con paraformaldehido al 4%
durante 20 min y montadas sobre portaobjetos. Las imagenes fueron
capturadas con un microscopio de epifluorescencia. El conteo de células que
migran al espacio abierto se realizo de forma manual y se expreso en
porcentaje, considerando a la totalidad de células migrantes en la condicién
control (células Unicamente con el reactivo de transfeccion sin

precursor/inhibidor) como un 100%.

18. Ensayo de migracion celular en camaras transwell.

La migracién celular fue evaluada mediante un segundo método que
consiste en el uso de camaras transwell (Corning, poro 0.8 micras). Células
MDA-MB-231 y MCF-7 previamente transfectadas (24 h, en placas de 6 pozos)
con las moléculas precursoras e inhibidoras de miRNAs (50 mM) fueron
resembradas en camaras transwell (aprox 100, 000 células por camara). En el
pozo superior el medio de cultivo carece de suero fetal bovino, mientras que el

de la camara inferior se encuentra debidamente complementado funcionando
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como quimioatrayente. Al dia siguiente de la resiembra, el nimero de células
que atravesaron la membrana y se establecieron en el fondo del pozo inferior
fueron contabilizadas. Se considero como referencia la cantidad de células que
migran en la condicion control (células Unicamente con el reactivo de
transfeccion sin precursor/inhibidor). Dicho conteo se realizo de forma manual y
se expreso en porcentaje, considerando a la totalidad de células migrantes en la
condicion control (células Unicamente con el reactiva de transfeccion sin

precursor/inhibidor) como un 100%.

19. Ensayo de invasion celular en camaras transwell.

La invasion celular fue evaluada mediante el uso de camaras transwell
(Corning, poro 0.8 micras) con una base de matrigel {Basement Membrane
Matrix - BD Biosciences) la cual solo es degradada por células invasivas
mediante la secrecién de proteasas. Céluas MDA-MB-231 y MCF-7
previamente transfectadas (24 h, en placas de 6 pozos) con las moléculas
precursoras e inhibidoras de miRNAs (50 mM) fueron resembradas en camaras
transwell con una base de matrigel (aprox 100, 000 células por camara). En el
pozo superior el medio de cultivo carece de suero fetal bovino, mientras que el
de la camara inferior se encuentra debidamente complementado funcionando

como quimioatrayente. Al dia siguiente de la resiembra, el nimero de células

que atravesaron la membrana y se establecieron en el fondo del pozo inferior
fueron contabilizadas. Dicho conteo se realizo de forma manual y se expreso en

porcentaje, considerando a la totalidad de células invasivas en la condicién
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control (células Unicamente con el reactivo de transfeccion sin

precursor/inhibidor) como un 100%.

20. Extraccion de proteinas de células transfectadas con el pre-miR-944.

Células transfectadas con el pre-miR-944, con la secuencia Scramble y

con el agente transfectante (controles), fueron lisadas en 500 pl de buffer TNTE

frio (Tris-HCI50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, Triton X-100 0.5%, EDTA 5mM)
junto con 20 ul del coctel de inhibidores de proteasas “Complete” (Roche)
adicionados al momento de la extraccién. La lisis se llevo a cabo dentro de las
cajas de cultivo puestas en agitacion a 4°C. La lisis se realizo durante un
periodo de 5 min. Posteriormente el lisado se recupero y se centrifugd a 14,000
rpm 5 min 4°C. El sobrenadante se recuperd y se cuantifico mediante el método

de Bradford (Bio-Rad) en un equipo ELISA.

21. Ensayos Western Blot.

Los cambios en la expresion de proteinas pertenecientes a los complejos
de adhesion focal fueron evaluados mediante ensayos Western Blot de
proteinas de células MDA-MB-231 transfectadas con 50 nM del pre-miR-944, 50
nM de Scramble y células con el agente transfectante. Para ello 50 g de estas
proteinas fueron cargados en geles de poliacrilamida al 10%. Las muestras
previamente calentadas a 100°C vy diluidas en buffer de carga 1X con
betamercaptoetanol, fueron sometidas a electroforesis a una velocidad inicial de

60 volts (hasta alcanzar el gel stacking) y posterior a 150 volts. Los geles
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fueron equilibrados por 10 min y transferidos en pares a membranas de
nitrocelulosa (Bio-rad), empleando la camara semiseca (Bio-rad) con voltaje de
18 volts durante 40 min. Las membranas fueron bloqueadas con PBS/Tween
0.5%-leche 5% durante 1 h. La membrana fue lavada en PBS y los anticuerpos
primarios fueron incubados con PBS/Tween 0.5% a 4°C durante toda la noche
y utilizados en las siguientes concentraciones B1-Integrina (sc-H120, conejo
1:750), Talina (sc-H300, conejo 1:750) p-Paxilina (sc-16668, raton, 1:750), p-
FAK (sc-81493, ratén, 1:750), Vinculina (sc-73614, ratén, 1:750), Actina (sc-
58679, raton, 1:750) de Santa Cruz Biotechnology, asi como GAPDH (D16H11,
Cell Signalling 1:2500). Posteriormente se realizan tres lavados con PBS/Tween
0.5%. Los anticuerpos secundarios fueron incubados en concentraciones de
1:10000 Anti-Ratéon (Santa Cruz) y, 1:15000 Anti-Ratéon (Santa Cruz) en
PBS/Tween 0.5% durante 2 h a temperatura ambiente en las diluciones. Se
realizaron tres lavados con PBS/Tween 0.5% y se realizo la deteccion de
proteinas con inmunofluorescencia (Kit ECL Promega). Las tomas fueron
realizadas en un equipo ChemiDoc ajustando la lectura para
quimioluminiscencia. El anexo A incluye tablas y formularios de las soluciones

empleadas en este estudio.

22. Ensayo de Inmunoflorescencia.

Para evaluar la posible alteracion de la adhesion focal por efecto de la
expresion del miR-944 se realizaron ensayos de inmunoflurorescencia contra

las proteinas de dicha estructura. Para ello, células MDA-MB-231 fueron
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transfectadas con el pre-miR-944 (50 nM) y Scramble (50 nM) en cajas de 6
pozos , las cuales contienen un cubreobjetos en su base sobre el cual se ha
establecido la monocapa. A las 48 horas postransfeccion las células sobre el
cubreobjetos fueron lavadas en dos ocasiones con 2 ml de PBS, fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 20 min, seguido de dos lavados con 2 ml de
PBS. En cada paso se elimina todo el liquido mediante succién evitando que la
muestra se seque. Las muestras fueron cubiertas con PBS/FBS 10% como
solucion de bloqueo durante 20 min, esto con el fin de suprimir la uniéon no
especifica de IgG. Se realizaron 2 lavados mas con PBS y se incubaron los
anticuerpos primarios toda la noche a 4°C. Los anticuerpos se utilizaron en las
concentraciones siguientes: p-Paxilina (sc-16668, raton, 1:50), Vinculina (sc-
73614, raton, 1:50), Actina (sc-58679, ratén, 1:50) de Santa Cruz
Biotechnology. Al dia siguiente se realizaron tres lavados con PBS de 5 min en
cada ocasion. Se incubo durante 1 h el anticuerpo secundario conjugado con
biotina (6 pg/ml en PBS). Ya que este anticuerpo secundario se encuentra
conjugado con fluorocrome la incubacién se realiz6 en una camara oscura.
Finalmente las células fueron lavadas con PBS y colocadas en portaobjetos con
medio de montaje cubiertas de la luz. Las laminillas fueron visualizadas en el
microscopio cénfocal de la Unidad de Microscopia del Instituto de Fisiologia

Celular de la UNAM.
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V.RESULTADOS.

1. Datos clinicos de las pacientes.

A partir de la informacién proporcionada por el personal del FUCAM, se
ha conformado una base de datos que comprende la informacion clinica de més
de 200 mujeres con diagndstico de cancer de mama. Con base en la
informacion contenida en ella se realizd la estratificacion de muestras,
considerando solo aquellas biopsias que presentaron un diagnostico
histopatoldgico ductal positivo y una celularidad tumoral del 70% o superior. La
edad de las pacientes registradas en la base de datos fue de 32 afios la mas
joven, hasta 92 afios la mujer de edad méas avanzada. La edad promedio fue de
55.49 afios y la mayor parte de las pacientes se distribuye de manera equitativa
entre los 40 y 70 afos. Esto concuerda con los datos estadisticos reportados
por el IMSS y Rodriguez-Cuevas, quienes mostraron previamente que en
nuestro pais la edad promedio de mujeres con cancer de mama es 10 afos

menos que en Europa.

En lo que respecta al estadio tumoral, el 41% se encontraron en el
estadio IIA, seguido del 21% que se encuentraron en el estadio |, 18% en el
estadio IIB y el resto repartida es diversos estadios. Estos datos muestran una
diferencia en la deteccion realizada por el FUCAM vy otras instituciones como el
IMSS, siendo la primera organizacion mas efectiva en la deteccion del cancer

temprano diagnosticando un 80% de sus casos en las etapas TNM | y II,
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mientras que en la segunda sélo un 20% de sus pacientes diagndsticadas se
encuentran en estas etapas. Esto se explica gracias a la estrategia de pesca
(campanias de mastografia gratuita y popular) impulsada por el FUCAM que
pretende captar mujeres en etapas mas tempranas de la enfermedad, llevando
los servicios de mastografia a diversas partes de la ciudad donde las mujeres

acceden a este beneficio sinimportar si son derechohabientes.

Por otra parte, la expresion de receptores fus evaluada mediante
inmunohistoquimica por el FUCAM, siendo el receptor de estrogenos el mas
expresado entre las muestras, estando presente en un 49% de ellas, seguido
del receptor de progesterona con 40% y Her2 con un 10%. En cuanto al
diagnostico histopatologico, el 89.46% se clasific6 como carcinoma ductal, de
estas el 79.3 % fue infiltrante y 10.3 % in situ; el resto de las pacientes se
clasificaron dentro de otros tipos histopatolégicos. Estos datos concuerdan de
manera estadistica con lo reportado a nivel mundial, lo que sugiere que en las
pacientes mexicanas no existen diferencias evidentes en cuanto a la expresion
de receptores y diagnostico histopatolégico. Estos datos son resumidos vy

expresados en las graficas de la figura 12.

Con base a la expresion de receptores y al subtipo histologico se
seleccionaron como muestras precandidatas al estudio, aquellas muestras con
diagnodstico histopatologico ductal infiltrante, lo que redujo el set de biopsias a

un aproximado de 160 muestras. De ellas se seleccionaron aquellas muestras
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que expresaron el receptor Her2+ por lo que se consideraron sélo 21 muestras
y de estas s6lo 13 mostraron una celularidad tumoral superior al 70%, por loo
que fueron seleccionadas y sometidas al proceso de extraccion de RNA.
Finalmente, 9 de estas muestras alcanzaron un RIN superior a 6, por lo que
fueron consideradas adecuadas para el estudio. Las 9 muestras seleccionadas
fueron utilizadas para evaluar la expresiéon de miRNAs mediante TLDA vy los

datos clinicos correspondientes se resumen en la tabla 6.

Para obtener el perfil de expresion de los miRNAs en los 9 tejidos

mamarios tumorales se realizo el andlisis (2"} de los datos de expresion

relativa de los miRNAs obtenidos mediante TLDA acorde a lo descrito en la
metodologia. Los resultados mostraron la presencia de 54 miRNAs con
expresion diferencial significativa considerando una tasa de cambio de £ 2.0 y
un valor de P de 0.05 (34 miRNAs reprimidos y 20 sobreexpresados). La firma
génica encontrada exhibe un traslape entre los miRNAs expresados entre el
tejido mamario normal y el tejido tumoral, indicando que las diferencias en
expresion no son simplemente debidas a la heterogeneidad celular o a la

variabilidad tumoral de las distintas biopsia.
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Figura 12. Caracteristicas clinicas de las biopsias que conforman el banco
de tumores y tejidos mamarios normales. Diagramas circulares que
muestran las caracteristicas clinicas de las pacientes expresadas en porcentaje
de acuerdo al (A) estadio tumoral, (B) edad de las pacientes y (C) diagnéstico
histopatolégico. (D) Diagrama de barras que muestra el nimero de muestras
que expresan alguno de los receptores hormonales. n= 196 biopsias.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicopatologicas de los tumores mamarios

analizados por TLDA.

Paciente Edad Estado Grado Clasificacién Tamafio Subtipo histolégico HER2 RE

clinico tumoral tumoral
(mm)
15 45 ND 2 Her2 35 Carcinoma ductal  + -
: infiltrante
30 41 0 2 Luminal B 20 Carcinoma ductal + +
In situ
75 50 1B 2 Her2 25 Carcinoma ductal + -
infiltrante
76 49 B 3 Her2 20 Carcinoma ductal  + -
infiltrante
78 81 1B 3 Her2 47 Carcinoma ductal  + -
infiltrante
85 47 IA 3 Her2 27 Carcinoma ductal  + -
infiltrante
88 63 | ND Luminal A 15 Carcinoma ductal + +
infiltrante
105 39 Inc 2 Her2 23 Carcinoma ductal ¥ -
infiltrante
191 55 1B ND Her2 39 Carcinoma ductal + -
infiltrante

RE, Receptor de estrégenos. RP, Receptor de progesterona. HER2, Receptor 2
del factor de crecimiento epidermal humano. ND, No determinada.
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2. Analisis de la expresion de miRNAs en tumores mamarios

Los 54 miRNAs que presentaron cambios significativos en su expresién

fueron visualiéados en un mapa de calor organizado mediante un analisis
jerarquico el cual nos permite discernir que existen diferencias de expresion
entre el tejido mamario normal y el tumoral. En la figura 13A, se aprecia en
color verde el grupo de miRNAs reprimidos y en rojo los miRNAs que se
encuentran sobre expresados en los tumores. Una segunda forma de visualizar
estos datos es a través de un grafico de volcan. Este es la representacion de la
tasa de valor de cambio expresada en (log2RQ) en relacion con el valor de P
(expresado en log10), lo que nos permite ver los miRNAs que modulan su
expresion por arriba de la linea de corte que en este caso fue de P=0.05. Con
este tipo grafico visualizamos la totalidad de los miRNAs que se modularon en
el perfil de expresion y los 54 miRNAs que superan la linea de corte con una

tasa de valor de cambio +2 y un valor p=0.05 (figura 13B).

Entre los miRNAs modulados significativamente figuran algunos
previamente reportados en cancer de mama tales como son el miR-7, miR-10b,
miR-21, miR-100, miR-155, miR-195, miR-204, miR-221 y miR-218. La lista de
los 54 miRNAs que modulados en las biopsias tumorales se aprecia en la tabla
7. En ésta se muestra el nombre del miRNA, su tasa de valor de cambio (Fold
change= log2 RQ), el valor de expresién relativa (RQ), el valor de P, el locus o
localizacion cromosomica y si el miRNA en cuestion se encuentra en regiones

de ganancia o perdida génica.
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Tabla 7. MicroRNAs modulados en los nueve tumores ductales invasores
analizados por TLDA

Reprimidos Tasa de valor RQ-value  P-value Locus Alteracion génica
de cambio reportada en cancer
(log2 RQ) de mama *

hsa-miR-204 -4.87 0.0342 0.003 9g21.12 No
hsa-miR-139-3p -3.86 0.0691 0.005 11q13.4 No
hsa-miR-125b-2* -3.54 0.0859 0.038 21921.1 No
hsa-miR-486-5p -3.53 0.0866 0.001 8p11.21 Ganancia
hsa-miR-541 -3.25 0.1054 0.032 14932.31  No
hsa-miR-216b -3.04 0.1213 0.018 2p16.1 No
hsa-miR-139-5p -2.76 0.1481 0.001 11913.4 No
hsa-miR-489 -2.60 0.1650 0.042 7921.3 No
hsa-miR-1 -2.08 0.2373 0.021 20913.33 No
hsa-miR-335 -2.04 0.2428 0.051 7g32.2 No
hsa-miR-376¢ -1.93 0.2623 0.009 14932.31  No
hsa-miR-132* -1.89 0.2697 0.021 17p13.3 No
hsa-miR-132 -1.75 0.2973 0.010 17p13.3 No
hsa-miR-369-3p -1.73 0.3009 0.006 14932.31  No
hsa-miR-944 -1.72 0.3028 0.025 3g28 No
hsa-miR-488 -1.66 0.3157 0.051 1g25.2 No
hsa-miR-433 -1.62 0.3247 0.006 14q32.2 No
hsa-miR-424* -1.60 0.3296 0.001 Xq26.3 No
hsa-miR-508-3p -1.49 0.3566 0.030 Xq27.3 No
hsa-miR-218 -1.49 0.3568 0.003 4p15.31 No
hsa-miR-337-3p -1.47 0.3612 0.044 14q32.2 No
hsa-miR-10b* -1.45 0.3648 0.001 2q31.1 Ganancia
hsa-let7c -1.42 0.3739 0.040 21921.1 Ganancia
hsa-let7b -1.34 0.3962 0.038 22q13.31  No
hsa-miR-3762 -1.32 0.4011 0.021 14q32.31 No
hsa-miR-26b* -1.29 0.4093 0.006 2q35 No
hsa-miR-656 -1.26 0.4161 0.018 14932.31  No
hsa-miR-95 -1.26 0.4165 0.038 4p16.1 No
hsa-miR-221* -1.24 0.4243 0.016 Xp11.3 No
hsa-miR-543 -1.20 0.4361 0.014 14932.31 No
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hsa-miR-10b -1.18 0.4420 0.015 2g31.1 No
hsa-miR-100 -1.18 0.4427 0.037 11q24.1 Pérdida
hsa-miR-432 -1.05 0.4816 0.035 14q32.2 No
hsa-miR-195 -1.03 0.4898 0.048 17p13.1 Ganancia
Sobreexpresados Tasa de valor RQ-value P-value Locus Ganancia/Perdida*

de cambio

(log2 RQ)
has-miR-155 11.91 3849.69 0.019 21g21.3 No
hsa-miR-592 4.43 21.4937 0.003 7931.33 No
hsa-miR-638 3.14 8.8009 0.035 19p13.2 No
hsa-miR-183* 3.08 8.4533 0.005 7932.2 No
hsa-miR-21 2.73 6.6543 0.029 17q23.1 Ganancia
hsa-miR-130b 2.37 5.1594 0.044 22q11.21  No
hsa-miR-142-3p 2.26 4.7981 0.019 17922 Ganancia
hsa-miR-708 2.22 4.6601 0.049 119141 No
hsa-miR-181a* 2.16 4.4810 0.044 1932.1 Ganancia
hsa-let7g* 2.10 4.2809 0.004 3p21.1 Pérdida
hsa-miR-148b* 2.10 4.2749 0.010 12q13.13  No
hsa-miR-18b 1.80 3.4850 0.035 Xq26.2 Ganancia
hsa-miR-454* 1.79 3.4608 0.007 17q923.2 Ganancia
hsa-miR-7 1.71 3.2647 0.031 9q21.32 No
hsa-miR-142-5p 1.68 3.2130 0.039 17q22 Ganancia
hsa-miR-431 1.60 3.0374 0.031 14q32.2 No
hsa-miR-3012 1.38 2.6071 0.024 17q22 Ganancia
hsa-miR-188-5p 1.32 2.5022 0.026 Xp11.23 No
hsa-miR-331-3p 1.19 2.2822 0.003 12q22 No
hsa-miR-425* 118 2.2718 0.041 3p21.31 Ganancia

* Acorde a los datos reportados por Selcuklu SD et al., 2009 ™. Los
microRNAs indicados se encuentran en regiones con ganancia o perdida

genética frecuente en diversos carcinomas.

Log2 RQ= Logaritmo en base dos de la cuantificacion relativa.

RQ-Value= Cuantificacion relativa

P-Value= Valor de P
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Posteriormente agrupamos los miRNAs de acuerdo a su localizacion
genica. Ello nos permitié encontrar que nueve miRNAs con expresidn reprimida
se localizan en el cromosoma 14, especificamente en la region 14q32.2. La
tabla 8 resume el nimero de miRNAs alterado en cada cromosoma vy el estatus

(reprimido, sobreexpresado) en que se encuentran.

Asi misho, encontramos que 24 de los 54 miRNAs que conforman el
perfil se expresan o reprimen como cluster, y que esta modulacion podria darse
en gran medida por la amplificacion o deleciéon de material genético en los
tumores mamarios. Como ejemplo tenemos el clister 14q32.31 en el cual se
localizan 9 miRNAs reprimidos y que es una regién cominmente deletada en
otros tipos de cancer como mieloma, melanoma y osteosarcoma 37 144 250. 270
mientras que en cancer de mama esta regién no se encuentra frecuentemente
deletada %,

Cabe mencionar que existen casos donde la expresion de los miRNAs no
correlaciona con la ganancia o pérdida de material genético, lo que sugiere que
su regulacion es mediante otros mecanismos aun no determinados. Tal es el
caso del cluster ubicado en la posicién 21q21.1 que contiene a Let-7c y miR-
125b-2, cuya expresion se reprime aunque no exista delecién del material
geneético. También es el caso de los miRNAs Let-7g y miR-425 ubicados en la

posicion 3p21 y que se sobreexpresan en cancer de mama sin que exista

amplificacion genética.
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Tabla 8. Localizacion cromosdomica de los miRNAs desregulados en
tumores mamarios.

Cromosoma miRNAs Expresion de los
modulados miRNAs

1 2 1] 17
2 4 4]

3 3 1) 21
4 2 2]

7 4 2] 21
8 1 1)

9 2 1] (b
11 4 Sl 13
12 2 21
14 10 9] 11
17 8 3] 51
19 1 11
20 1 1]

21 3 2] i
22 2 1] it
X 5 &l 20

La tabla muestra el nUmero de miRNAs modulados en nuestro perfil presente
en cada cromosoma. También se simboliza el estatus de expresion (t
sobreexpresado, |reprimido).
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Al graficar el porcentaje de miRNAs que se asocian a regiones deletadas
y amplificadas en diversos tumores y compararlo con el porcentaje de miRNAs
modulados, los resultados sugieren una correlacion en la tendencia entre el
numero de miRNAs que encontramos reprimidos/expresados y la cantidad de
miRNAs que han sido reportados en regiones delatadas y amplificadas en
diversos tipos de cancer. La figura 114muestra los 24 miRNAs que
encontramos en clister y su asociacién con regiones deletadas o amplificadas

endiversos tumores.

3.Los miRNAs del cluster 14q32 se reprimen en los tejidos tumorales.

Uno de los datos mas interesantes encontrados en nuestro andlisis es la
presencia de 9 miRNAs reprimidos en los tumores mamarios, los cuales se
ubican en el cluster 14q32 (Figura 15). Mas de 40 miRNAs se encuentran
presentes en esta region localizada entre los genes improntados DLK1 y DIO3.
Este cluster ha sido identificado como deletado en otro tipo de tumores como en
el osteosarcoma y melanoma en donde la baja expresion de los miRNAs de
este locus ha sido correlacionada con el desarrollo de metastasis *" . La
delecion de este cluster y su relacion con la metastasis se apoya en el hecho de
que los genes CDK5 y TWIST1 que favorecen dicho proceso son
significativamente enriquecidos en tumores con bajos niveles de miRNAs
pertenecientes al locus 14q32, mientras que los genes como IFNB1, TEK y
COL18A1, cuya funcién es reprimir la metastasis son reprimidos en estos

mismos tumores 44 150,298

!
114 |

r——



Resultados
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Figura 14. Expresion de miRNAs en diversos clisters y su relacion con la
amplificacion y delecion del material genético. (A) El grafico muestra los
miRNAs que encontramos modulados organizados por clister de expresion
(ubicados con llaves a la derecha de la tabla). Es posible observar como el
estatus de los miRNAs coincide en su gran mayoria con la
delecion/amplificacion del material genético en el cual se localizan dichos
miRNAs. (B) Porcentaje de miRNAs que han sido reportados en regiones
alteradas en distintos tipos de cancer. (C) miRNAs modulados expresados en
porcentajes.
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Figura 15. Expresion de los miRNAs localizados en el clister 14q32. (A)
Esquema de la localizacion de los 9 miRNAs ubicados en el locus 14g32. (B)
Expresion relativa entre la expresion del tejido mamario normal y la encontrada
para los miRNAs localizados en este cluster. Los diagramas de caja muestran la
distribuciéon de los datos de expresion relativa para los miRNAs del cluster
14932 encontrada en los tejidos mamarios normales y tumorales analizados por
TLDA. Los valores de Ct de cada miRNA fueron analizados mediante un
analisis Act y normalizados con los valores del RNU-44 y RNU-48 para
posteriormente ser graficados mediante cuadriles. En verde se muestran los
datos correspondientes al tejido normal y en roja al tejido tumoral.
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Otro ejemplo es TK1, un gen que correlaciona de manera negativa con
los miRNAs del /ocus 14q32. Su importancia radica en que este gen esta
expresado en células proliferativas correlacionando con un mal prondstico en

multiples canceres como pulmon, esfago y mama 3729297,

Un mecanismo que explica la supresion de este grupo de miRNAs en los
tumores analizados ademas de la delecién, puede ser un mecanismo de
regulacion epigenética, sin embargo para corroborar esta teoria es necesario
realizar experimentos adicionales. En conclusion, los genes y los miRNAs de
este cluster podrian ser blanco potencial de tratamiento en pacientes
metastasicos o ser utilizados como marcadores de prondstico tal como ha sido

propuesto por Sarver Al, 2013 2%,

4.Validacion de la expresion de miRNAs obtenido por TLDA.

El perfil de expresion global de miRNAs obtenido mediante los arreglos
TagMan de baja densidad (TLDA), mostré que es posible analizar de manera
sencilla la expresion de estas moléculas en una sélo reaccion de PCR. Por ello
es valido cuestionar si los resultados de expresion TLDA de un solo miRNA son

reproducibles al evaluarlo de manera individual. Para corroborar que la

expresion de los miRNAs analizados de manera conjunta mediante TLDAs es
reproducible en andlisis individuales, se seleccionaron ocho miRNAs modulados
(miR-10b, miR-21, miR-125b, miR-155, miR-335, miR944, miR-18b, miR-204)
los cuales fueron evaluados mediante PCR en tiempo real, con sondas

especificas y se compararon los resultados con los obtenidos con TLDA. Los
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resultados del promedio de Ct para estos miRNAs fueron comparados con los

Ct provenientes de los analisis TLDA mediante un analisis de RQ AAct. Los

ensayos fueron normalizados usando los controles internos RNU44 y RNU48.
Los resultados muestran que un miRNA evaluado mediante ambos métodos,
mantiene en todos los casos la misma tendencia de expresion, lo cual valida los

resultados obtenidos con TLDA (figura 16A).

Otra interrogante fue determinar si los 54 miRNAs modulados se
expresaron de manera similar en las muestras analizadas, para ello realizamos
una matriz con los valores de CT de estos miRNAs lo que nos permitio
encontrar que algunos miRNAs, por ejemplo el miR-155 y el miR-7 exhiben un
patrén irregular estando ausentes en al menos una de las nueve muestras
analizadas. Este analisis de variabilidad mostr6 que de los 54 miRNAs
modulados, un grupo de 19 miRNAs reprimidos y 4 sobreexpresados se
modulan de manera constante en el total de las muestras analizadas. La figura
16B es la representacién grafica del numero de miRNAs que se expresan de

manera constante en las nueve muestras tumorales.

5.- Blancos predichos y validados de los miRNAs del perfil de expresion.
Existen diversos programas que pueden predecir los blancos potenciales

de los miRNAs y cada una de ellas se basa en distintos algoritmos generando

blancos muy variables. Por ejemplo el programa TargetScan

(http://www targetscan.org/vert 50/) arroja 281 posibles blancos del mir-155,
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Figura 16. Validacion de la expresion de los miRNAs obtenida mediante
TLDA. (A) Tasa de valor de cambio de miRNA modulados analizados por TLDA
y sondas individuales. La figura muestra la tasa de valor de cambio obtenido por
TLDA (barra blanca) y su correspondiente valor obtenido por RT-PCR con
sondas TagMan especificas (barras grises). Se observa la expresién de ocho
miRNAs distintos evaluados por ambos métodos en la misma muestra. El
analisis de expresion relativa Act se hizo utilizando los RNU-44 y RNU-48 como
normalizadores. El valor de expresién es similar en ambos métodos lo cual
valida la expresion obtenida con TLDA. B) Numero de miRNAs con expresién
constante en las muestras tumorales. La figura muestra la proporcion de
miRNAs que se expresan de manera constante en las 9 muestras tumorales.
De los 20 miRNAs sobreexpresados soélo 4 se expresan en niveles similares en
los 9 tumores, mientras que 19 de los 34 miRNAs reprimidos de manera
constante en estas mismas muestras.
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mientras que miRanda (www.microrna.org) arroja 5,545. Esto se explica porque
el algoritmo de miRanda es mas flexible al simular el apareamiento de la region
semilla del miRNA sin considerar la conservacion de las regiones, mientras que
TargetScan considera el contenido de uracilos y adeninas en la secuencia, asi
como la proximidad de clusters y la conservacion de la secuencia en diversas
especies animales. En este estudio realizamos la prediccion de blancos con el
software TargetScan y miRDataBase, este Ultimo para los blancos de los

miRNAs “estrella”.

Los resultados muestran una gran variabilidad en el numero de blancos
predichos para cada miRNA, por ejemplo el miR-21 poseé 210 blancos
potenciales, mientras que para el miR-195 se estiman 968 blancos, en el caso
del miR-100 solo se predicen 40 blancos. La totalidad de los blancos predichos
para cada uno de los miRNAs fue registrada en una hoja de célculo obteniendo
un total de 6837 blancos potenciales que pueden ser regulados por uno o mas

de los 54 miRNAs modulados.

En el caso de los blancos validados estos fueron obtenidos con el
programa miRecords (http://mirecords.biolead.org/). Esta base de datos
considera como blancos validados solo aquellos genes que experimentalmente
han sido analizados mediante estudios de interaccion entre la region semilla y

su respectivo blanco. Los resultados arrojados por el programa miRecords

muestra que de los 54 miRNAs modulados solo cuatro poseén blancos
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validados. Estos son los miRNAs miR-21 con 42 blancos validados, miR-204

con 19, miR-155 con 26 y miR-10b con cuatro.

La tabla 9 es un ejemplo de algunos datos que fueron recopilados con
estos programas y que nos permitieron crear una matriz con la totalidad de
blancos predichos, misma que se tomo como base para realizar realizar los

analisis posteriores.

6. Vias de senalizacion afectadas por los miRNAs modulados en cancer de

mama.

Una parte importante de este proyecto fue conocer de que manera los
miRNAs pueden estar participando dentro de los procesos oncogénicos. Una
aproximacion a esto es realizando un analisis de las funciones que de manera
conjunta realizan la suma de los blancos predichos de todos los miRNAs
modulados en los tumores analizados. Para ello, los 6837 blancos potenciales
obtenidos anteriormente, fueron analizados mediante la base de datos David
Ontology como se describe en la metodologia. Los resultados sugieren que
existe una modulacién de importantes vias de sefalizacion en el desarrollo de
los procesos oncogénicos, regulados a través de los blancos potenciales de los

54 miRNAs.

—
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Tabla 9. Blancos predichos y validados de los miRNAs modulados en los
tumores de pacientes mexicanas.

RP2, KRIT1, SCML2, BRWD1, PIP5K3

microRNA Blancos tedricos Blancos validados

miR-944 7A5, ZBTB1, 2ZMYMS6, C6orf190, AP1S3, | __
PAP2D, HNF4G, PTPN20B, PTPN20A ,KCNT2

miR-18b NEDD9, GLRB, INADL, PHC3, ESR1, KCNA1, | __
TMEM170B, DICER1, HMGCS1, ATM

miR-204 SLC37A3, SH3TC2, RAB22A, LYRM2, AP1S2, | SPDEF, CTSC, MMP3,
PHOX2B, SAMD5, ACSL4, NR3C1, B3GNT5T MMP9, BMP1

miR-21 YOD1, GATAD2B, GPR64, BMPR2, PLAG1, | TPM1, NFIB, PDCD4,

SERPINB5, CDKN1A

miR-130b/301a

MIER1, SLAIN1, C10orf140, MYBLA1,
MTMRY, CLIP1, DDX6, TSC1, ENPP5

PANS,

BVES, MTMR10, OTUD4, ONECUT2, MKL2

miR-155 IKIP, GABRA1, BACH1, JARID2, 2ZNF652, | AGTR1, BACH1, LDOCH1,
ZBTB38, RBAK, RAB11FIP2, KIAA1715, | MATR3, TM6SF1
KIAA1333

miR-10b ARSJ, BDNF, SOBP, CRLF3, TFAP2C, FIGN, | HOXD10, KLF4, SFRS1,
ELOVL2, HCN1, NCOR2, WNK3 SFRS10

miR-142-3p WASL, RHOBTB3, C100rf18,  USP6NL,
C200rf194, SLC37A3, PRLR, FAM44B,
SLC35F5, ITGB8

miR-142-5p ITGAV, ZFPM2, FAM18B, FAM91A1, DIAPH2,

La tabla muestra los miRNAs que fueron modulados en los tumores mamarios,
asi como los primeros diez blancos predichos para cada miRNA (TargetScan) y
los primeros cinco blancos validados de cada uno de ellos (miRecords). El
anexo B incluye el listado completo de estos resultados para miR-944 y miR-

18b.
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Entre estas vias se encontraron MAPK con 114 blancos potenciales,

adhesion focal con 90, WNT con 75, TGF-B con 48 y Her2/ErbB con 47; esta

ultima via de sefalizacion es correspondiente al receptor hormonal presente en
los nueve tumores analizados en este proyecto. La tabla 10 resume los
resultados de este analisis. Considerando que la via de sefalizacion de MAPK
es la que tiene un mayor numero de genes potencialmente regulados por los
miRNAs que se modularon en nuestras muestras, se busco entre las proteinas
que participan en esta via, aquellas que pueden ser reguladas por mas de 5
miRNAs sobreexpresados en en los tumores. De manera interesante, 10
miRNAs modulan de manera coordinada a 13 proteinas que participan en la via
de MAPK, lo que supone que para efectuar la regulacion de esta via de

senalizacion, los miRNAs deben expresarse de manera conjunta (Fig. 14).
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Tabla 10. Vias de sefalizacion potencialmente afectadas por los miRNAs
desregulados en las biopsias analizadas.

Via de senalizacion (KEGG) Numero de genes -In (p-value)
MAPK 114 22.63
Adhesién focal 90 19.83
Whnt F: 2237
Orientacion del Axon 71 28.93
Protedlisis mediada por ubiquitinacién 63 15.39
Cancer colorectal 54 2ra7
Cancer de prostate 52 21.86
Uniones adherents 48 2157
TGF-beta 48 15.61
ErbB 47 15.38

o
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Figura 17. Regulacion coordinada de miRNAs sobre la via de MAPK. La
figura muestra proteinas de la via de sefalizacién MAPK reguladas por algunos
de los miRNAs modulados. Posterior al andlisis en el programa DAVID
Ontology, los resultados de las vias de sefalizacion moduladas mostraron la
ruta de MAPK cinasas como la principal via afectada por los miRNAs
modulados. Los genes de esta ruta fueron buscados en la matriz que contiene
la totalidad de los blancos encontrando que varios de ellos pueden ser
modulados por distintos miRNAs a la vez, lo que implicaria una regulacion
conjunta de estos mMiRNAs sobre la via. Los ovalos del lado izquierdo
representan proteinas pertenecientes a la via de sefalizacion MAPK, las lineas
unen a estas con miRNAs que regulan a su vez otras proteinas de la misma
ruta.
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7. Andlisis de enriquecimiento y ontogenia de los blancos predichos de

los miRNAs modulados en los tumores mamarios.

Otro método para determinar de forma aproximada las funciones de los
miRNAs en la biologia tumoral consiste en realizar un andlisis de
enriquecimiento y ontologia de los blancos predichos de los miRNAs
modulados. El enriquecimiento consiste en determinar el porcentaje de genes
que pertenecen a una categoria de ontologia. La ontologia de genes (GO) es la
anotacion de genes mas aceptada y utilizada alrededor del mundo. Consiste en
la generacion de vocabularios estructurados con fines de simplificaciéon y
estandarizacion de términos entre las distintas bases de datos. Este tipo de
analisis nos permite determinar los procesos bioldgicos, la funcion molecular y
la distribucién celular que poseen los blancos predichos de los miRNAs
modulados en nuestras muestras tumorales. El proceso biolégicoimplica genes
que generalmente participan en transformaciones quimicas o fisicas y pueden
pertenecer a un nivel de agrupamiento elevado y menos especifico con
procesos como el “crecimiento celular’ o la “transduccion de sefiales”, o de un
nivel menor o mas especifico como son el “metabolismo de pirimidinas” o la
“‘biosintesis de AMPc”. Por ofra parte la funcion molecular, se refiere actividades
sin especificar cuando, donde, o en qué contexto ocurren: “Factor de
transcripcién” y “Helicasa” son ejemplos. Para evitar confusiones entre los
nombres de los productos génicos y las funciones moleculares, muchos
términos incorporan la palabra “actividad”. El componente celular, se refiere al

espacio celular donde se encuentra el producto génico y puede ser una
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estructura anatémica, como el reticulo endoplasmatico, el nucleo celular, un

ribosoma o un dimero proteico.

El andlisis de enriquecimiento se realizb de igual manera que el anterior
con referencia‘en los 6837 blancos predichos obtenidos con la base de datos
Target Scan y miRDataBase. La lista fue ingresada a la base de datos DAVID y
se obtuvo el proceso biolégico, la funciéon celular, asi como la distribucién
celular asociada a cada blanco predicho. De manera sorprendente la mayoria
de los blancos predichos participan en el transporte de moléculas, seguido de la
traduccion (transporte membranal 28%, traduccion 22%) seguida del
metabolismo y biosintesis de glicanos (14%). El resto se distribuye en distintas
funciones moleculares destacando el crecimiento y la muerte celular (12%). En
cuanto a la distribucién celular la mayor parte de los blancos predichos se
encuentran (23%) o forman parte integral de la membrana plasmatica (13%),
contra un 8% que se localiza en el citosol, lo cual sugiere que los miRNAs
pueden regular los procescs en los que participan desde elementos celulares
situados en la membrana celular asi como las vias de sefializacién de MAPK. El
resto de blancos predichos se asocia de manera homogénea con diversas
estructuras celulares. Los resultados fueron resumidos graficamente vy

expresados en porcentaje en la figura 18. La tabla 1 incluye los datos ampliados

de este analisis.
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Figura 18. Analisis de enriquecimiento y ontologia de los blancos
predichos para los miRNAs modulados. A) El grafico muestra en porcentajes
la distribucién de las funciones celulares que se asocia a los blancos predichos
para los miRNAs modulados en nuestras muestras tumorales. B) El grafico
muestra en porcentajes, la distribucién celular de los blancos predichos para los
miRNAs modulados.
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Tabla 11. Analisis de enriquecimiento y ontologia de los blancos

potenciales de los miRNAs modulados en el perfil.

Procesos Biolégicos:

Proceso Biologico (GO:Clave)

GENES Porcentaje

p-value

G0:0045449~regulation of transcription 454 20.9796673 2.28E-19
G0:0045449~regulation of transcription 422 19.618782 8.20E-13
G0:0006350~transcription 377 17.4214418 9.53E-18
G0:0006350~transcription 324 15.0627615 2.69E-07
G0:0051252~regulation of RNA metabolic process 318 14.6950092 4.00E-13
G0O:0006355~regulation of transcription, DNA-dependent 311 14.3715342 8.02E-13
G0:0051252~regulation of RNA metabolic process 292 13.5750814 - 2.07E-08
G0:0006355~regulation of transcription, DNA-dependent 283 13.1566713 9.10E-08
G0:0007242~intracellular signaling cascade 208 9.66992097 4.95E-07
G0:0007242~intracellular signaling cascade 203 9.38077634 7.56E-06
G0:0010604~positive regulation of macromolecule metabolic process 181 8.36414048 1.66E-14
G0:0006357~regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter 162 7.48613678 3.91E-15
G0:0008104~protein localization 153 7.0702403 2.65E-06
G0:0009891~positive regulation of biosynthetic process 148 6.83918669 3.05E-12
G0:0031328~positive regulation of cellular biosynthetic process 147 6.79297597 1.97E-12
G0:0051173~positive regulation of nitrogen compound metabolic process 146 6.74676525 2.49E-14
G0:0045935~positive regulation of nucleobase, nuclecside, nucleotide and nucleic acid

metabolic process 145 6.70055453 3.77E-15
G0:0010557~positive regulation of macromolecule biosynthetic process 144 6.65434381 4.29E-13
G0:0010604~positive regulation of macromolecule metabolic process 143 6.64807067 2.71E-05
G0:0008104~protein localization 142 6.60158066 3.43E-05
Funcién Molecular:

Funcién Molecular (GO:Clave) GENES Porcentaje p-value
G0:0045449~regulation of transcription 422  19.618782 8.20E-13
G0:0006468~protein amino acid phosphorylation 136 6.32264063 2.99E-10
G0:0006796~phosphate metabolic process 180 8.36820084 1.11E-09
G0:0006793~phosphorus metabolic process 180 8.36820084 1.11E-09
G0:0016055~Wnt receptor signaling pathway 41 1.90609019 1.83E-08
G0:0051252~regulation of RNA metabolic process 292 13.5750814 2.07E-08
G0:0007167~enzyme linked receptor protein signaling pathway 78 3.62622036 2.29E-08
G0:0016310~phosphorylation 148 6.88052069  4.28E-08
G0O:0006355~regulation of transcription, DNA-dependent 283 13.1566713 9.10E-08
G0:0006350~transcription 324 15.0627615 2.69E-07
G0:0048598~embryonic morphogenesis 69 3.20781032 2.91E-07
G0:0007242~intracellular signaling cascade 208 9.66992097  4.95E-07
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G0:0042127~regulation of cell proliferation 141 6.55509066  6.50E-07
GO:0007169~transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway 54 251046025  7.08E-07
G0:0001944~vasculature development 58 2.69642027 1.14E-06
G0:0001568~blood vessel development 56 2.60344026  2.54E-06
G0:0051254~positive regulation of RNA metabolic process 92 4.27708043 5.19E-06
G0:0045859~regulation of protein kinase activity 71 3.30079033  5.64E-06
G0:0045893~positive regulation of transcription, DNA-dependent 91 4.23059042  6.56E-06

Componente Celular:

Componente Celular (GO:Clave) GENES Porcentaje p-value

G0:0044451~nucleoplasm part 108 4.99075786 2.64E-09
G0:0031981~nuclear lumen 226 10.4436229 1.22E-08
G0:0005654~nucleoplasm 142 6.56192237 1.73E-06
G0:0005794~Golgi apparatus 140 6.46950092 2.45E-06
G0:0016585~chromatin remodeling complex 23 1.06284658 4.04E-06
G0:0043005~neuron projection 66 3.04990758 6.12E-06
G0:0042995~cell projection 115 5.3142329 6.19E-06
G0:0031410~cytoplasmic vesicle 106 4.89833641 1.49E-05
G0:0043233~organelle lumen 252 11.6451017 3.13E-05
G0:0070013~intracellular organelle lumen 247 11.4140481 3.31E-05
G0:0031982~vesicle 108 4.99075786 3.45E-05
G0:0016023~cytoplasmic membrane-bounded vesicle 92 4.25138632 3.50E-05
G0:0045202~synapse 65 3.00369686 4.00E-05
G0:0044459~plasma membrane part 297 13.7245841 4.25E-05
G0:0031988~me mbrane-bounded vesicle 94 4.34380776 4.36E-05
G0:0031974~membrane-enclosed lumen 255 11.7837338 4.88E-05
G0:0030424~axon 35 1.61737523 9.64E-05
G0:0016607~nuclear speck 26 1.20147874 9.68E-05
G0:0016604~nuclear body 36 1.66358595 1.33E-04




Resultados

8. miRNAs con funciones no conocidas en cancer de mama.

Cabe destacar que de los 54 miRNAs modulados, 32 de ellos no han
sido reportados previamente dentro del cancer de mama aunque si en otros
tipos de cancer. Entre estos 32 miRNAs, 11 de ellos no han sido reportados en
ningun tipo de cancer. La relevancia de estos miRNAs radica en la

potencialidad de regular procesos fundamentales en la oncogénesis.

En la tabla 12 apreciamos los diversos miRNAs que han sido reportado o
validados en otro tipo de tumores asi como asi como aquellos que no tienen
algun blanco conocido. En el caso de los miRNAs miR-139-3p, miR-125b-2*,
miR-486-5p, miR-541, miR-1, miR-132* miR-944, miR-424* miR-508-3p, let7c,
miR-656, miR-543 y miR-181a* son genes que carecen de reportes previos en
algun tipo de cancer, por lo que ademas de ser novedosos es importante
elucidar que participacion tienen dentro del desarrollo del cancer. Para ello es
importante considerar que las herramientas de predicciéon de blancos
potenciales nos brindan datos importantes al sugerir la posible funcion de cada
uno de estos miRNAs. Basados en la herramienta TargetScan V 5.2 que busca
dentro de las secuencias 3'UTR de los genes humanos una posible interaccion
con la region semilla de los miRNAs, es posible obtener los blancos potenciales
de un miRNA, por ejemplo, el miR-944, no reportado previamente y que tiene la

potencialidad de regular 531 genes.

131

i
L —



Resultados

Tabla 12. miRNAs modulados en tumores mamarios con funciones no

descritas previamente en cancer de mama

Reprimidos Blancos Nombre (UniProtKB *® Referencia
validados en

otros cancer

hsa-mR-139-3p -
hsa-mR-125b-2* -
hsa-miR-486-5p -

hsa-miR-541 -
hsa-miR-216b KRAS V-Ki-ras2 Kirstenrat sarcoma viral oncogene honolog 140
CKlla Casein kinase Il subunit alpha 141
hsa-mR-489 PTPN11 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 142
DEK DEK oncogene 143
hsa-miR-1 -
hsa-miR-376¢ IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor 144
hsa-miR-132~ -
hsa-miR-132 FOXO03, Forkhead box O3 145
TLN2, Talin 2
HBEGF, Heparin-binding EGF-like grow th factor
RB1, Retinoblastoma 1 146
MECP2, Methyl CpG binding protein 2 (Rett syndrome) 147
JARID1A, Jumonji, AT rich interactive domain 1A
BTG2, BTG family, member 2
PAIP2a Poly(A) binding protein interacting protein 2
- EP300 E1A binding protein p300 148
hsa-miR-369-3p
hsa-miR-944 -
hsa-miR-424* -
hsa-mR-508-3p -
hsa-miR-337-3p STAT3 Signal transducer and activator of franscription 3 149
RAP1A RAP1A, member of RAS oncogene family
hsa-let7c -
hsa-miR-376a IGFR1 Insulin-like growth factor 1 receptor 150
PIK3R1 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 151
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2
AGO2 Argonaute 2 152
hsa-mR-656 -
hsa-mR-543 -
hsa-miR-95 SNX1 Sorting nexin 1 153
Sobreexpresados  Blancos Nombre (UniProtkKB * Referencia
validados en
otros cancer
hsa-miR-638 BRCA1 Breast cancer type 1 susceptibility protein 154
hsa-miR-130b TP53IN1 Tumor protein 53-induced nuclear protein 1 155
CSF1 Colony stimulating factor 1 (macrophage) 156
ZEB1 Zinc finger E-box binding homeobox 1 157
NR3C1 Nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1 158
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CCN3 CCN family member 3 159

hsa-miR-142-3p  RAC1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 160
CAMP/PKA 161
GRa 162
CCNT2 Cyclin T2
TAB2
IL6 Interleukin 6

hsa-miR-708 EYA3 Eyes absent homolog 3 (Drosophila) 163
CD44 CD44 molecule 164
AKT2 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2 165
ZEB2 Zinc finger E-box binding homeobox 2

hsa-mR-181a*

hsa-miR-18b ERa Estrogen receptor a 166
NOTCH2 Neurogenic locus notch homolog protein 2 167
NEDD9 Neural precursor cell expressed, developmentally down-
MEKK1 regulated 9

hsa-mR-142-5p -

hsa-miR-431 VCAN Versican 168

hsa-miR-301a BIM Bcl-2 interacting mediator of cell death 169
NKRF NF-KB repressing factor 170
PAI Plas minogen activator inhibitor 1
PIAS2 Protein inhibitor of activated STAT, 2

hsa-mR-188-5p -

hsa-miR-331-3p  DOHH Deoxyhypusine hydroxylase 171
KLK4 Kallikrein-related peptidase 172
ERRB2 Human epidermal grow th factor receptor 2 173
E2F1 Transcription factor E2F1 174

®Simbolo del gen. "Nombre recomendado de la proteina (UniProtKB)
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Al considerar todos los blancos predichos y realizando un andlisis de
enriquecimiento con la base de datos DAVID ontology, fue posible observar que
dentro de este listado de blancos potenciales algunos de ellos se agrupan

dentro de importantes vias de sefializacion tales como WTN, TGF-p y ErRb.

Incluso al analizar de manera individual la funcion de cada uno de estos
potenciales blancos encontramos que existe un grupo de genes que participan
en los procesos de migracion, invasion y metastasis como PRKCA, BRIP1,

PAK1, MTDH, etc.

Por otra parte, un grupo de miRNAs que encontramos modulados, no ha
sido caracterizado en cancer de mama pero si en otros tipos de cancer, ademas
de tener blancos validados. Esto nos permite suponer que en el contexto de
cancer de mama su funcion puede ser similar a la reportada en otros tipos de
cancer. Ejemplo de esto es el miR-376a, el cual ha sido descrito en hepatomas,
donde regula genes como IGFR1, PIK3R1, CDK2 y AGO2. En esta clase de
tumores este mMIRNA se encuentra apagado y su expresion inhibe la
proliferacion e induce apoptosis'®. Dado que la expresiéon de este miRNA, es
reprimida en nuestros analisis y en tumores hepaticos, es posible suponer que
la funciéon de este miRNA en el contexto del cancer de mama es similar a los

hepatomas.
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9. Seleccion de miRNAs para su estudio funcional.

Los resultados obtenidos previamente mostraron la existencia de 54
miRNAs modulados de manera diferencial en nuestras muestras. Para
determinar cuales de ellos podrian estudiarse funcionalmente se utilizaron tres
criterios de seleccion. El primero de ellos fue la expresién constante de los
miRNAs en las nueve muestras analizadas. Para ello se promedio el valor de Ct
de las nueve muestras y se obtuvo la desviacion estandar; por ejemplo; el
miRNA 155 (p-value <0.05 fold change >2) tiene un valor un valor de Ct
variable en las muestras (desviacion estandar = 7.53), mientras que el miR-944
presenta un valor de Ct mas constante en nuestras muestra (desviacién
estandar = 0.98), por lo que el primero ya no se consider6 para continuar con su
estudio. El segundo criteric fue la informacion existente de cada miRNA, por
ejemplo; en el caso del miR-21 ya ha sido ampliamente estudiado en cancer de
mama, mientras que del miR-188-5p no existe ningun reporte en la base de
datos del Pubmed por lo que seria importante estudiarlo para aportar nueva
informacion sobre este miRNA. Los miRNAs que seleccionamos no han sido
reportados previamente en algun tipo de céancer o se desconoce su funcién en
cancer de mama. El tercer criterio fue considerar las rutas de sefalizacion que
potencialmente puede regular cada microRNA, por ejemplo el miR-142-3p tuvo
una expresion relativamente constante en los tumores analizados y no ha sido
reportado previamente en cancer de mama. Sin embargo al considerar las
rutas de sefalizaciéon en las que estan implicados sus blancos celulares tales

como regulacion del citoesqueleto de actina, uniones estrechas, interaccion con
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la matriz extracelular y sefalizacion de la via del calcio, resultaria mas
interesante estudiar algunos MiRNAs como el miR-130b, el cual tiene las
mismas consideraciones que el miRNA anteriormente mencionado pero que
ademas puede modular vias tradicionalmente asociadas al desarrollo del cancer
tales como TGF-B, mTOR, uniones adherentes y cancer colorectal. Finalmente
considerando estos criterios, se seleccionaron los miRNAs miR-944 y miR-18b

para sus analisis funcionales.

Acorde al programa TargetScan V5.2, el miR-944 puede regular de
manera potencial la expresiéon de 531 genes, entre ellos destacan algunos
como PRKCa, COL4A4, FZD8, CTBP1, CDK6, APPL1, WNT1, IGF1R, CUL2,
MAPK1, CBLB, CDKN2B, SOS1, VEGFA, AXIN2, APC que acorde a KEGG son
genes que participan en el desarrollo del cancer (hsa05200: Vias en cancer).
Hasta el momento este miRNA no ha sido reportado en cancer de mama y en
los nueve tumores analizados por TLDA, este miRNA mostro una represién
constante con una Ct promedio de 12.9 y una desviacion estandar en sus
valores de Ct de 0.98. Entre las rutas que este miRNA puede regular
potencialmente se encuentran; Wnt, TGF-B, GnRH, calcio y MAPK, asi como
como proteinas asociada a glioma, cancer colorecial, renal, leucemia y

procesos como la protedlisis, el transporte vesicular y la adhesién focal.

El otro miRNA seleccionado fue el miR-18b, el cual se encontrd

sobreexpresado en los nueve tumores analizados con TLDA, mostrando una Ct
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promedio de 14.2 y una desviacion estandar de 1.22. Este miRNA tiene189
blancos potenciales entre los cuales destacan los genes relacionados con
cancer CDC42, HIF1A, PIAS3, IGF1, SMAD2, KIT, RUNX1, STK4, CDK2
(KEGG hsa05200: Vias en cancer). Las vias de sefializacion que este miRNA
puede regular potencialmente son; endocitosis, p53, uniones estrechas y la
protedlisis mediada por ubiquitinas. Este miRNA ya ha sido descrito en distintos
tipos de cancer incluido cancer de mama y ha sido asociado a los procesos de

migracién e invasion 67217,

A continuacion se enlistan los blancos predichos para el miR-944 asi

COMO SuU secuencia geénica.

Blancos predichos del miR-944 (TargetScan)

7A5 LRP2 SPAST DCX AKAP2 RAD23B CXorf1 HCN4
ZBTB1 Clorf21 PCLO MGA CHD9 STARD13 SLMAP HELZ
ZMY M6 ZDBF2 TMEM106E  SLC12A1 PALM2- MEX3A RGS14 Clorf146
C6orf190 AKAP11 LRRTM2 RALGPS1 AKAP2 NPEPPS DIS3 TLL2
AP1S3 MOBKL3 GPR88 SLC12A2 PPARGC1A  MIER3 OTOA BHLHB3
PAP2D C3orf15 TXNDC10 TBR1 SNX10 AEBP2 KIAA 1462 ZBTB38
HNF4G GABRB2 IGF1R CUL3 YAF2 PTPRB HNRNPA2B1 UPP2
PTPN20B ZDHHC17 APPL1 TRPS1 KTELC1 NKD1 KIAA0256 CDK6
PTPN20A SLC4A7 NEUROD1 ACTR1B APC TAF4B GAL3ST3 ELAVL1
KCNT2 VGLL3 SC5DL HMGB1 NUP153 TSC22D4 MED17 PRKCH
HRH4 TCHHL1 OTUDeB BRWD1 svaB LSM12 FBXO8 C11orf45
MRPL42 KAT2B DCUN1D4 ZNF507 SHANK3 HOXB5 GABARAPL2 BET1
CREBS TMEM26 GYPA SPIN1 Clorf173 CYBRD1 ERG C110rf58
DICER1 IKZF2 TSC22D2 DPYSL2 Cb5orf28 CPEB2 AKAPS MREG
EPC2 UBL3 ADAMTS5 SNX18 ADH5 GATA6 0ODzZ1 AADACL1
JRKL GPR155 CCDC15 BMPR2 MRPL45 SASH1 ENAH PRKCE
PAK2 GRM7 MY LK3 BTBD3 PTP4A1 AIDA RHOBTB3 BNIP3
PDLIM5 SGCB CREG1 HIGD1A EYA4 EXT1 DLGAP2 CXorf41
ZPLD1 STAM2 UBE2K LRCH2 RFX4 METTSC1 SS18L2 C9orf150
SOCs4 B3GNTS DIO2 PELI2 NF1 KLF12 SMC5 CHMP7
GLT8D3 CHM PRDM1 SCD BDNF ABCB10 PSCD1 ERMN
AHCTF1 SP5 IL22 ARHGAP20 WAPAL SEMA3A RAPGEF2 TSHZ1
AP4E1 CPEB4 KIAA2018 MBTD1 PDSS2 LINGO1 CISH BATS
SSPN EXOC5 CCDC58 ZNF536 FOXN3 KIAAQ247 SPOP SOS1
FBN1 TMEM65 CALML4 SR140 ZFYVE16 SEC24A VAMP4 PITPNB
ACVR2B PRRX1 GPAM PJA2 LOC153364 MEGF10 SLC35A5 SLC38A1
NIN ZDHHC21 TMEM182 NEXN MAPK1IPIL  PTPN9 SLC44A1 PRDM8
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BBS9
SAR1B
LPIN2
KIAA1549
LIG1
SNX14
SUSD5
PRKCA
UBR1
JARID1B
PTPN11
ALS2CR4
RAB22A
CTCFL
AXIN2
SORCS3
C170rf39
PNPLAS8
DCUN1D3
RP11-
68118.1
NCOA2
NEGR1
EDEM3
C18orf34
CNTD1
TMEM135
RERE
RSU1
VPS13C
ABCF2
ETV6
ORMDLA1
NEFM
PDPK1
RABGEF1
STEAP2
TACH
GUF1
ACSL4
CDC14B
GLO1
STX2
SIX4
XPO4
SATB1
ZNF236
UNC45B
TMEM32
TRIM32
USP34
ELAVL3
ATP2B1
BCL11B
C180orf62
FOXP1
MAP4K3
GOLGA2
HS3ST3B1
SNX9
BCL2L2

IFT80
AREG
PURB
PBX3
SETD5
CALB1
EPB41L1
CCL8
TPR2
DPPO
STK24
PRICKLE2
FLJ44838
CEP135
MME
PDS5A
SNX27
STXBP1
PAPPA
PDE7A
EPB41L4B
KHDRBS2
TLR4
GRM8
HNRPDL
OSBP
ZNF713
MTDH
COL1A1
UVRAG
FAT3
JAG1
LY75
USP6
REV1
ESRRG
EIF4G2
CAMK2G
SRrp35
JHDM1D
INPPSA
PPP3CA
BRIP1
PHF16
CuL2
SLC12A5
CYLD
LPHN2
tcag7.1228
POR
C4orf43
ADARB1
AMOT
GAS1
THBS1
GNAO1
TMEMS50B
LOC202459
INHBB
HMG2L1
ARL15

C3orf60
CBLB
SORBS1
DIP2B
SP8
FHDC1
GATA2
MID1
KIAA1543
ST18
LRP1
CDCP1
PTGER3
ZNF750
C2orf55
GPR180
NPAS3
SGCD
ING2
ATN1
MAPK1
SIAH1
VEZFA1
MTPN
DLG2
C6orf165
C180rf25
GAS6
PHACTR4
HIRA
ZDHHC5
DLL4
NHLH2
BCAT1
ADAMTSL1
FDX1
C14orf101
TCF3
FzZD8
CTBP1
GMPPB
TCHH
ZNF608
RMND5A
C9orf68
FANCE
ADCY1
C210rf91
BRCA1
MMP14
FRS3
PNRC1
ATP2B2
CCM2
PRELID2
LRIT3
METTL8
TLK2
ATXN7LA
MAFB
EN2

RICH2 KIF1A NECAB3
NLK ASPRV 1 PPP1CB
KRIT1 PLXNA4 BACH2
DCLK2 APAF1 KIAA 1486
KIAAOB44  LOC402176 NTRK2
DNAJC12  PRDM16 MBNL1
RBM27 D4S234E  UBTD2
SLCO4C1  RPGRIPIL  TFAP2B
SH3GLB1  NIPBL CNGB3
ATP1B1 ZBTB40 PPP1R16B
SAMD12  ZFHX4 EPHAS
KLF4 SPATS2 WAC
HECW2 DYRKIA  TAOK1
MCL1 DZIP3
SP7 NEO1
FEM1C DUSP5
CA7 FBXO4
MLL TFRC
OPCML CD83
ALS2CR13  SHANK2
ATP6VOA2  NCOAH1
ccDCA GJC1
RAPGEF5  ARHGAP26
CYYR1 CSMD1
CYR61 SEMA5A
NR3C2 GRIA4
ST3GAL2  CASK
GDF6 ARID4B
DCTD HIVEP1
WNT1 SCRT2
MEF2D COL4A4
PATZ1 GLIS3
ZNF276 PUMI
AKAPS PRRG3
HLTF RCOR1
TMEM63B  ZMYND11
INTS2 SEMAGA
TMEM184A  KIAA0564
TRPC1 MEGF9
GABARAPL1 GRAMD4
SLC4A2 cD72
RND2 ZNF385D
VTHA ST8SIA2
USP31 EHF
VEGFA RP5-
TOB2 1022P6.2
SMU1 DGKB
PHF19 Csorf13
MATN3 RAB6B
C200rf12  ADO
KIAA1853  MAF
FLJ35776  PUM2
PKN2 CDKN2B
ANTXR2 GRID1
KIAA1012  UBE2GT
KLF15 TBL1XR1
HOOK3 UBXD7
VAMP? VAMP2
PLEKHG3  ZNF516
SPTLC1 HIPK2
BCL11A HUNK
( ]
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Sin blancos vélidados (miRecords)
Secuencia del miR-944

>hsa-mir-944 MI0005769 (miRBase)

GUUCCAGACACAUCUCAUCUGAUAUACAAUAUUUUCUUAAAUUGUAUAAAGAGAAAUUAU
UGUACAUCGGAUGAGCUGUGUCUGGGAU

Stem-loop

u a u aaauu
guuccagacaca cucaucugau uacaaua uuucuu g

FErerrerr e rrerrr e reerrrr reirnd
uagggucugugu gaguaggcua auguuau aaagag u
(¢! c u aaaua

10. La expresion del miR-944 es suprimida en tumores y lineas celulares
de cancer de mama.

La expresion del miR-944 fue evaluada en las lineas celulares de cancer
de mama MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, ZR-75 y T47D mediante qRT-
PCR. Los resultados mostraron que los niveles de expresion del miR-944 en las
fueron disminuidos (9 a 15 veces) en células MCF-7, MDA-MBD-231, MDA-MB-
45, ZR-45 y T47-D en comparacion con la expresion observada en los tejidos
mamarios normales (Figura 19 A). Para determinar la relevancia clinica del miR-
944, evaluamos su expresion a través de RT-PCR en 40 pacientes con cancer
de mama vy seis tejidos normales. Los tumores fueron estratificados de acuerdo
a la expresion del receptor de estrégenos, progesterona, her2+ y triple negativo
(Figura 19B). Los resultadcs muestran que el miR-944 se encuentra reprimido

en los subtipos tumorales Her2, luminal, triple negativo y RE-, Her2-, RP+ en
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comparacion con los tejidos mamarios normales, confirmando asi los resultados
del TLDA. No se encontro relacion entre la expresion del miR-944 y alguna otra

caracteristica clinica como edad, subtipo histoldgico o grado tumoral.

11. La expresion del miR-944 no afecta la viabilidad celular.

Con el fin de establecer cual es la participacion del miR-944 en el cancer
de mama se realizarén diversos analisis funcionales, siendo el primero de ellos
la evaluacion del efecto de la expresion del miR-944 sobre la viabilidad celular.
Para ello el pre-miR-944 fue transfectado a una concentracion de 5- 200 nM en
las celulas MCF-7 y MDA-MB-231. Se utilizo6 como control la viabilidad de
células sin transfectar, ademas de evaluar la misma en células expuestas al
agente transfectante y con una molécula scramble. La viabilidad fue evaluada
mediante ensayos MTT acorde a lo descrito en metodologia. El valor de
absorbancia encontrado en el grupo control (células sin transfectar) fue
considerado como el 100% de viabilidad. Observamos que ninguno de los
controles internos (scramble y células con el agente transfectante) presento
cambios significativos en la viabilidad celular respecto al control. De la misma
manera los resultados indican que la expresién del miR-944 no tuvo efecto

sobre la viabilidad celular a ninguna de las concentraciones analizadas.
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12. Busqueda de transcritos regulados por el miR-944 mediante

microarreglos de expresion.

El gen del mir-944 se localiza en el locus 3q28, dentro del gen de la
proteina p63 la cual es miembro de la familia p53. De forma interesante, la
expresion del miR-944 ha sido reportada en otros tipos tumorales. En cancer de
vejiga el miR-944 se asocia a una mejor respuesta al tratamiento asi como a

303, 306

una mayor supervivencia , en cancer colorectal su expresion se asocio a

d 304

una menor recurrencia de la enfermeda , €n cancer pancreatico es descrito

como un miRNA capaz de predicir la superviviencia de los pacientes 3%,

mientras que en cancer cervical su expresion es elevada respecto al control %2,

Una herramienta que nos permite conceptualizar la funcién de los
miRNAs, son los arreglos de expresidon génica. A través de ellos es posible
visualizar los cambios en la expresién génica causados por la insercién o
inhibicién de un miRNA. Dichos cambios pueden ser diversos y reflejarse en un
grupo pequeino o amplio de genes, los cuales pueden a su vez estar regulados
por el miRNA en cuestion o bien regulados de manera indirecta por los
mecanismos celulares encendidos o apagados por los miRNAs. Para identificar
los genes modulados que pudieran representar los posibles blancos del miR-
944, analizamos los efectos de la restauracion de este miRNA en la expresion
genica. Para ello se realizd la hibridacion del RNA total proveniente de la linea
celular MDA-MB-231 transfectada con el precursor (50 nM) y sin transfectar en

microarreglos de expresion. Los resultados muestran que de las 50400 sondas

142
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contenidas en este microarreglo, 1342 genes mostraron una modulacion en su
expresion (1197 genes fueron reprimidos y 144 genes sobreexpresados) en
comparacion con las células sin transfectar (FC £2.0). La disminucién en un
numero importante de genes es acorde con la insercién de un regulador
negativo de la expresion génica. Al realizar un andlisis de enriquecimiento con
DAVID Ontology los resultados mostraron de manera interesante que 1342
genes modulados por el miR944 se agrupan en las categorias de vias
metabolicas (33%), genes en cancer (9%), regulacion del citoesqueleto (8%),
adhesion focal (8%), ciclo celular (5%), MAPK cinasas (6%), jak-stat (5%), p53
(3%), entre otras. Como podemos apreciar, el miR-944 impacta de manera
importante en.procesos que son clave en cancer. Estudios adicionales nos
permitiran definir si la regulacién en cada uno de estos procesos es un
mecanismo directo o indirecto regulado por este miRNA. La tabla 14 muestra

los genes modulados en las células MDA-MB-231 transfectadas con el pre-miR-

944.

En una aproximacién mas directa que nos permita elucidar cudles de
estos genes podrian ser regulados por el miR-944, se realizd una busqueda de
sus blancos predichos en el programa TargetScan. Los resultados muestran
531 posibles blancos para el miR-944 los cuales fueron contrastados con los
genes reprimidos en respuesta a la expresion de este mismo miRNA
encontrados en el microarreglo. De manera interesante, un grupo de blancos

reprimidos por el efecto de la insercion del pre-miR-944 llamaron nuestra

( 1
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atencion ya que poseen sitios potenciales de union al miR-944 y han sido
caracterizados dentro del cancer de mama asociados a la regulacion de
eventos tales como ciclo celular (E2F3, LATS2, MAD1L1, NEK2, NIPBL,
CCNE2, MAPk1, CHEK2, PTP4A1, RBL2), divisién celular (LATS2, MAD1LA1,
NEK2, CCNE2), supresion de tumores (BAX, LATS2, BRCA2, DLEC1, RBL2) y
crecimiento tumoral (MAPK1, CAMK2G, FGFR2, GREB1, PBX1) entre otras.
Sorpresivamente, 13 genes modulados tienen un papel clave en la invasién y
migracion celular. Estos genes son PAK1, PRKCA, CDCP1, NCOA4, ADAM28,
PTP4A1, MMP14, FGFR2, TRIM32, ANXA7, DEK, NEK2 y NOTCH2, proteinas

las cuales poseen sitios potenciales de union al miR-944 (tabla 14).
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Tabla 13. Genes modulados (FC % 1.5) en células MDA-MB-231

transfectadas con el pre-miR-944.

Simbolo Nombre Fold change
KRT4 keratin 4 -3.44
GABPA GA binding protein transcription factor, alpha subunit 60kDa -3.43
SH2D1B SH2 domain containing 1B -3.42
NEBL Nebulette -3.42
LOC440981 similar to hCG1794790 -3.42
DUSP4 dual specficity phosphatase 4 -3.42
OR8H3 olfactory receptor, family 8, subfamily H, member 3 -3.42
SCIN Scinderin -3.41
histone cluster 1, H2bi; histone cluster 1, H2bg; histone cluster 1, H2be; histone cluster
HIST1H2BC 1, H2bf; histone cluster 1, H2bc -3.41
NEK1 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 1 -3.41
IK similar to CG18005; IK cytokine, dow n-regulator of HLA i -3.41
SPAST Spastin -3.41
ADCY 1 adenylate cyclase 1 (brain) -3.40
SCGB1D2 secretoglobin, family 1D, member 2 -3.40
fem-1 homolog a (C. elegans); similar to fem-1 homolog a (C.elegans); similar to fem-1
FEM1A homolog a -3.40
MORF4L1 mortality factor 4; mortality factor 4 like 1 -3.40
IL6ST interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor) -3.39
BTN2A1 butyrophilin, subfamily 2, member A1 -3.39
MTL5 metallothionein-like 5, testis-specific (tesmin) -3.39
TAGAP T-cell activation RhoGTPase activating protein -3.38
C9orf102 chromosome 9 open reading frame 102 -3.38
DSCR4 Dow n syndrome critical region gene 4 -3.38
OR4C12 olfactory receptor, family 4, subfamily C, member 12 -3.37
DCHS1 dachsous 1 (Drosophila) -3.36
SLC16A10 solute carrier family 16, member 10 (aromatic amino acid transparter) -3.36
C18orf26 chromosome 18 open reading frame 26 -3.36
INVS Inversién -3.36
TBP TATA box binding protein -3.35
DIO3 deiodinase, iodothyronine, type lIl -3.35
TFCP2 transcription factor CP2 -3.35
C170rf69 chromosome 17 open reading frame 69 -3.35
TMEM71 transmembrane protein 71 -3.35
CNOT8 CCR4-NOT transcription complex, subunit 8 -3.35
CLCN7 chloride channel 7 -3.35
KIAA1429 KIAA1429 -3.35
EMR2 egf-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like 2 -3.35
DHX9 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 9 -3.35
RN7SK RNA, 7SK small nuclear -3.35
TTN titin -3.35
SGPP2 sphingosine-1-phosphate phosphotase 2 -3.34
CHKB choline kinase beta; carnitine palmitoyltransferase 1B (muscle) -3.34
DCLRE1B DNA cross-link repair 1B (PSO2 homolog, S. cerevisiae) -3.34
STK16 serine/threonine kinase 16 -3.34
OTOA otoancorin -3.34
HBB hemoglobin, beta -3.34
SFTPA1 sﬁrfactant protein A1B; sufactant protein A1 -3.33
ANP32F acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member F -3.33
SLC45A4 solute carrier family 45, member 4 -3.33
HAS1 hyaluronan synthase 1 -3.32
HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase -3.32
TRY6 protease, serine, 1 (frypsin 1); trypsinogen C -3.32
SRL sarcalumenin -3.31
TPM3 tropomyosin 3 -3.30
GNL3L guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)-like -3.30
EFCAB2 EF-hand calcium binding domain 2 -3.30
CRKL v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (avian)-like -3.30
ILF3 interleukin enhancer binding factor 3, 90kDa -3.29
proline-rich protein BstNI subfamily 1; proline-rich protein BstNI subfamily 2; proline-rich
PRB1 protein BstNI subfamily 4 -3.29
PHC2 polyhomeotic homolog 2 (Drosophila) -3.29
FSHB follicle stimulating hormone, beta polypeptide -3.28
BICD1 bicaudal D homolog 1 (Drosophila) -3.28
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NPHP1
FBX022

SLC1A1
KLHDC5
C8orf17
VD

PRPS2
SDHA
SYT7
PCDHGA1
CLPS
RNF139
AMDHD2
GRLF1
LOC219688
DGCR6L
TRIOBP
GRID2
SH3PXD2A

ANKRD20A1
OR7E47P
DHX37
HOXD8
ARIDSA
OR10J5
CARD14
GUCA2A
GOT1
LOC340239

GALNT3
TDRD1
WDR17
UST
DSG3
LRRC28
LIN7B
NKRF
OR4C6
KRT6B
LOC203510
ATXN2L
H2AFB3
CDH23
HPRT1
TRND
CAMSAP1
SLCO6A1
ZNF490
FAM92B
RAB5C
AlP
MGC4473
UBAP2
MAML2
OCRL
CCT6B
PBX1
ITSN2
LAT

PGC
ST8SIAS
FLJ42291
LOC147646
C1orf113
ZNF516
PEX1

nephronophthisis 1 (juvenile)
FBX022 opposite strand (non-protein coding); F-box protein 22

solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity glutamate transporter, system

Xag), member 1

kelch domain containing 5

chromosome 8 open reading frame 17
isovaleryl Coenzyme A dehydrogenase
phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 2
succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp)
synaptotagmin XV I, synaptotagmin VI
protocadherin gamma subfamily A, 1
colipase, pancreatic

ring finger protein 139

amidohydrolase domain containing 2
glucocorticoid receptor DNA binding factor 1
hypothetical protein LOC219688

DiGeorge syndrome critical region gene 6-like
TRIO and F-actin binding protein

glutamate receptor, ionotropic, delta 2

SH3 and PX domains 2A

hCG2042718; chromosome 21 open reading frame 81; ankyrin repeat domain 20 family,
member A1; ankyrin repeat domain 20 family, member A3; ankyrin repeat domain 20

family, member A2

olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 47 pseudogene
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 37

homeobox D8

AT rich interactive domain 5A (MRF1-like)

olfactory receptor, family 10, subfamily J, member 5

caspase recruitment domain family, member 14

guanylate cyclase activator 2A (guanylin)

glutamic-oxaloacetic transaminase 1, soluble (aspartate aminotransferase 1)

hypothetical LOC340239

UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:poly peptide N-acetylgalactosaminyltransferase 3

(GalNACc-T3)

tudor domain containing 1

WD repeat domain 17

uronyl-2-sulfotransferase

desmoglein 3 (pemphigus vulgaris antigen)
leucine rich repeat containing 28

lin-7 homolog B (C. elegans)

NFKB repressing factor

olfactory receptor, family 4, subfamily C, member 6
keratin 6B

similar to hCG1644442

ataxin 2-like

H2A histone family, me mber B2; H2A histone family, me mber B3
cadherin-like 23

hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

TRND; MTTD

calmodulin regulated spectrin-associated protein 1
solute carrier organic anion transporter family, member 6A1
zinc finger protein 490

family with sequence similarity 92, member B
RABS5C, member RAS oncogene family

aryl hydrocarbon receptor interacting protein
hypothetical LOC79100

ubiquitin associated protein 2

mastermind-like 2 (Drosophila)

oculocerebrorenal syndrome of Lowe

chaperonin containing TCP1, subunit 6B (zeta 2)
pre-B-cell leukemia homeobox 1

intersectin 2

linker for activation of T cells

progastricsin (pepsinogen C)

ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 5
hypothetical LOC346547

hypothetical protein LOC147646

chromosome 1 open reading frame 113

zinc finger protein 516

peroxisomal biogenesis factor 1

-3.28
-3.28

-3.28
-3.27
-3.27
-3.27
-3.27
-3.26
-3.26
-3.26
-3.256
-3.25
-3.26
-3.256
-3.256
-3.25
-3.25
-3.25
-3.25

-3.24
-3.24
-3.23
-3.23
-3.23
-3.23
-3.23
-3.23
-3.23
-3.23

-3.23
-3.23
-3.22
-3.22
-3.22
-3.22
-3.22
-3.22
-3.22
-3.22
-3.21
-3.21
-3.21
-3.21
-3.21
-3.21
-3.21
-3.20
-3.19
-3.19
-3.19
-3.18
-3.18
-3.18
-3.18
-3.18
-3.18
-3.17
-3.17
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GAS2L3
PTCD2
LGALS8
TAGLN

TNFRSF6B
C6orf176
C140rf138

HIST2H3C
NAGA
DMRTC1
PGCP
CLYBL
EDN1
CSE1L
PTPRCAP
ODF2
PPP1R7
KIF25
BPNT1
ETV4
C1orf91
NEK2
HSDL2
GLT8D1
DHX57
B4GALT6
FER1L4
EPHAGB
FLRT3
wiz
ZNF230
PTPRC
RBBP4

HADHA
TSC22D1
GLRB

SMARCET1
IL21
PCDHGB6
LOC389246
ADAM28
PELO
EPB41L4B
PPAPDC2
ANAPC2
SSX4
PTPRN
ERCC8
AOX1
PAK2
NCF4
RHBDF1
RBM19
PVRL3
KCNC2
TIGD6

XKRY

ITGAL
SLC25A30
FGFR2
ZNF566
ITPR1

growth arrest-specific 2 like 3

pentatricopeptide repeat domain 2

lectin, galactoside-binding, soluble, 8

transgelin

tumor necrosis factor receptor superfamily, me mber 6b, decoy; regulator of telomere
elongation helicase 1

chromosome 6 open reading frame 176

chromosome 14 open reading frame 138

histone cluster 1, H3j; histone cluster 1, H3i; histone cluster 1, H3h; histone cluster 1,
H3g; histone cluster 1, H3f; histone cluster 1, H3e; histone cluster 1, H3d; histone
cluster 1, H3c; histone cluster 1, H3b; histone cluster 1, H3a; histcne cluster 1, H2ad;
histone cluster 2, H3a; histone cluster 2, H3c; histone cluster 2, H3d
N-acetylgalactosaminidase, alpha-

DMRT-like family C1B; DMRT-like family C1

plasma glutamate carboxypeptidase

citrate lyase beta like

endothelin 1

CSE1 chromosome segregation 1-like (yeast)

protein tyrosine phosphatase, receptor type, C-associated protein

outer dense fiber of sperm tails 2

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 7

kinesin family member 25

3'(2"), 5'-bisphosphate nucleotidase 1

ets variant 4

chromosome 1 open reading frame 91

NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 2

hydroxysteroid dehydrogenase like 2

glycosyltransferase 8 domain containing 1

DEAH (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 57

UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 6

fer-1-like 4 (C. elegans)

EPH receptor A6

fibronectin leucine rich transmembrane protein 3

widely interspaced zinc finger motifs

zinc finger protein 230

protein tyrosine phosphatase, receptor type, C

hypothetical LOC642954; retinoblastoma binding protein 4

hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A thiolase/enoy!-
Coenzyme A hydratase (trifunctional protein), alpha subunit

TSC22 domain family, member 1

glycine receptor, beta

SWUSNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily
e, member 1

interleukin 21

protocadherin gamma subfamily B, 6

VTIB pseudogene

ADAM metallopeptidase domain 28

pelota homolog (Drosophila)

erythrocyte membrane protein band 4.1 like 4B

phosphatidic acid phosphatase type 2 domain containing 2

anaphase promoting complex subunit 2

synovial sarcoma, X breakpoint 4; synovial sarcoma, X breakpoint 4B

protein tyrosine phosphatase, receptor type, N

excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 8
aldehyde oxidase 1

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 2

neutrophil cytosolic factor 4, 40kDa

rhomboid 5 homolog 1 (Drosophila)

RNA binding motif protein 19

poliovirus receptor-related 3

potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 2

tigger transposable element derived 6

XK, Kell blood group complex subunit-related, Y-linked; XK, Kell blood group complex
subunit-related, Y-linked 2

integrin, alpha L (antigen CD11A (p180), lymphocyte function-associated antigen 1;
alpha polypeptide)

solute carrier family 25, member 30

fibroblast growth factor receptor 2

zinc finger protein 566

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1

-3.16
-3.14
-3.14
-3.14

-3.13
-3.13
-3.13

-3.13
-3.13
-3.13
-3.13
-3.12
-3.11
-3.1
-3.11
-3.11
-3.10
-3.10
-3.10
-3.10
-3.10
-3.09
-3.09
-3.09
-3.09
-3.08
-3.08
-3.08
-3.08
-3.08
-3.07
-3.07
-3.07

-3.06
-3.06
-3.06

-3.05
-3.05
-3.05
-3.05
-3.05
-3.04
-3.04
-3.04
-3.04
-3.04
-3.04
-3.04
-3.04
-3.03
-3.03
-3.03
-3.02
-3.02
-3.02
-3.02
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-3.01
-3.01
-3.01
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Resultados

NR6A1
HAPLN3
KIAA1683
EFNA4
CYP51A1
POLD3
KIAA1967
GGA1
TRIM15
LCE2D

MS4A2
ATF6
ITPKC
PNKD
LZTR1
ADCK2
FAMOBA
YIPF4
ZC3HAV1
WDR7
QDPR
NCK1
LOC283567
IL16
SLMAP
IMP4
RPN2
SPHAR

PDGFB
IFT81
ADPRHL1
STRN4
ZNF25
LOC387647

KIR2DS1
SIP1
RNF138
ZFP1
SUSD3

CTAGES
COL17A1
COL18A1
ITGA2B
PPP1R3C
TMTCH
KBTBD6
LOC153684
PTPRK
HMBS
SPTBN1
NR2F1
PTPN6
B3GNTS
UBOXS
LUM
SYNCRIP
SIPA1L3
SLC2A8
ZNF275
PELI
CD59
FDXR
DND1
PAH
C1orf135

nuclear receptor subfamily 6, group A, member 1

hyaluronan and proteoglycan link protein 3

KIAA1683

ephrin-A4

cytochrome P450, family 51, subfamily A, polypeptide 1

polymerase (DNA-directed), delta 3, accessory subunit

KIAA1967

golgi associated, gamma adaptin ear containing, ARF binding protein 1
tripartite motif-containing 15

late cornfied envelope 2D

me mbrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2 (Fc fragment of igE, high
affinity |, receptor for; beta polypeptide)

activating transcription factor 6

inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase C

paroxysmal nonkinesigenic dyskinesia

leucine-zipper-like transcription regulator 1

aarF domain containing kinase 2

family with sequence similarity 98, member A

Yip1 domain family, member 4

zinc finger CCCH-type, antiviral 1

WD repeat domain 7

quinoid dihydropteridine reductase

NCK adaptor protein 1

hypothetical protein LOC283567

interleukin 16 (lymphocyte chemoattractant factor)

sarcolemma associated protein

IMP4, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)
ribophorin Il

S-phase response (cyclin related)

platelet-derived growth factor beta polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis) oncogene
homolog)

intraflagellar transport 81 homolog (Chlamydomonas)
ADP-ribosylhydrolase like 1

striatin, calmodulin binding protein 4

zinc finger protein 25

patched domain containing 3 pseudogene

killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 1; killer cell
immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 3; killer cell
immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 5
survival of motor neuron protein interacting protein 1

ring finger protein 138

zinc finger protein 1 homolog (mouse)

sushi domain containing 3

CTAGE family, member 5 pseudogene; CTAGE family member; CTAGE family, me mber
4; CTAGE family, member 5

collagen, type XV, alpha 1

collagen, type XVIlII, alpha 1

integrin, alpha 2b (platelet glycoprotein Ilb of Ilb/Illa complex, antigen CD41)
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3C
transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 1

kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 6

hypothetical LOC153684

protein tyrosine phosphatase, receptor type, K

hydroxymethylbilane synthase

spectrin, beta, non-erythrocytic 1

nuclear receptor subfamily 2, group F, member 1

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6
UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5
U-box domain containing 5

lumican

synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein
signal-induced proliferation-associated 1 like 3

solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 8

zinc finger protein 275

pellino homolog 1 (Drosophila)

CD59 molecule, comple ment regulatory protein

ferredoxin reductase

dead end homolog 1 (zebrafish); similar to dead end homolog 1
phenylalanine hydroxylase

chromosome 1 open reading frame 135

148

-3.01
-3.01
-3.00
-3.00
-3.00
-3.00
-3.00
-3.00
-3.00
-2.99

-2.99
-2.99
-2.99
-2.98
-2.98
-2.98
-2.97
-2.97
-2.97
-2.97
-2.97
-2.96
-2.96
-2.96
-2.96
-2.95
-2.95
-2.95

-2.95
-2.95
-2.95
-2.95
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-2.94
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-2.93
-2.93
-2.93
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Resultados

ENC1
RTN1
DEFB103A
QTRTD?
PRIMA
APP

PPY2
GIT2
SYT11
TCP11L1
TM2D3
KIF11
KIAA0232
GP5

B2M
RECQL
LOCA442389
OXA1L
SORL1
SLC22A12
C1dorf104
PBX3
EFEMP1
NT5C3
P2RX4
IFNAR1
KIAA0913
ALDH7A1
0SBP2
TLN1
KCMF1
MRPS31
ST3GALT
ULBP1
PCSK5
C200rf194
C220rf9
NUDT12
RPE
CTAG2
DHX30
PPP2R2C
CAMSAPIL1
TEP1
MEIS3
UBE2L3
SELT
LOC152905

RPS16
JAZF1
ZNF81

TREML2
RAD51C
DGCR2
PXK
NIPBL
DUSP18
ZNF155
NDUFB3
WDFY 3

ANKHD1
PSD4
IFT122
POLR3D
B4GALTS5
MPV17
HSPA4

ectodermal-neural cortex (w ith BTB-like domain)
reticulon 1

defensin, beta 103B; defensin, beta 103A

queuine tRNA-ribosyltransferase domain containing 1
proline rich membrane anchor 1

amyloid beta (A4) precursor protein

pancreatic polypeptide 2

G protein-coupled receptor kinase interacting AfGAP 2
synaptotagmin XI

t-complex 11 (mouse)-like 1

TM2 domain containing 3

kinesin family member 11

KIAA0232

glycoprotein V (platelet)

beta-2-microglobulin

RecQ protein-like (DNA helicase Q1-like)

interferon induced transmembrane protein pseudogene
oxidase (cytochrome c) assembly 1-like

sortilin-related receptor, L(DLR class) A repeats-containing
solute carrier family 22 (organic anion/urate transporter), member 12
chromosome 14 open reading frame 104

pre-B-cell leukemia homeobox 3

EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1
5'-nucleotidase, cytosolic Il

purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 4
interferon (alpha, beta and omega) receptor 1
KIAA0913

aldehyde dehydrogenase 7 famiy, member A1
oxysterol binding protein 2

talin 1

potassium channel modulatory factor 1

mitochondrial ribosomal protein S31

ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1
UL16 binding protein 1

proprotein convertase subtilisin/kexin type 5
chromosome 20 open reading frame 194

chromosome 22 open reading frame 9

nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 12
rcRPE; ribulose-5-phosphate-3-epimerase
cancer/testis antigen 2

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 30

protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B, gamma isoform

calmodulin regulated spectrin-associated protein 1-like 1
telomerase-associated protein 1

Meis homeobox 3; Meis homeobox 3 pseudogene 2
ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3

selenoprotein T; similar to Selenoprotein T

reticulon protein 3 pseudogene

ribosomal protein S16 pseudogene 1; ribosomal protein S16 pseudogene 10; ribosomal

protein S16
JAZF zinc finger 1
zinc finger protein 81

triggering receptor expressed on myeloid cells-like 2 pseudogene; triggering receptor

expressed on myeloid cells-like 2

RAD51 homolog C (S. cereviiae)

DiGeorge syndrome critical region gene 2

PX domain containing serine/threonine kinase

Nipped-B homolog (Drosophila)

dual specficity phosphatase 18

zinc finger protein 155

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 3, 12kDa
WD repeat and FYVE domain containing 3

ankyrin repeat and KH domain containing 1; ANKHD1-EIF4 EBP3 readthrough transcript;

eukaryotic franslation initiation factor 4E binding protein 3

pleckstrin and Sec7 domain containing 4

intraflagellar transport 122 homolog (Chlamydomonas)

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide D, 44kDa
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 5
MpV 17 mitochondrial inner me mbrane protein

heat shock 70kDa protein 4

-2.88
-2.88
-2.88
-2.88
-2.88
-2.88
-2.88
-2.88
-2.88
-2.88
-2.87
-2.87
-2.87
-2.86
-2.86
-2.86
-2.86
-2.86
-2.86
-2.86
-2.86
-2.85
-2.85
-2.85
-2.85
-2.85
-2.84
-2.84
-2.84
-2.84
-2.83
-2.83
-2.83
-2.83
-2.83
-2.83
-2.82
-2.81
-2.81
-2.81
-2.81
-2.80
-2.80
-2.79
-2.79
-2.79
-2.79
-2.79

-2.79
-2.79
-2.78

-2.78
-2.78
-2.78
-2.78
-2.77
-2.77
-2.77
-2.77
-2.77

-2.77
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-2.76
-2.76
-2.76
-2.76
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Resultados

ZNF689
STK32B
BCAM
DLG4
MOSPD2
LIMKA
KIF15
EIF4E2
LRRC23
IL32
PTPN12
GSN
ZNF630
My O1D
CYP4Z1
oTUD4
VWCE
ARHGAP21
GCN1L1
PDLIM2
CD244
ANAPC7
CCRMN4L
TRNT1
UTS2R
SHC3
KCND3
RBL2
SGCA
KIF9
FEZ1
ANP32C
IDH2
MYL9
INPP5B
LAP3
PRKAG1
CDCA7
ZFP64
CD79A
PPP1R1B
PRPF19
USP24
CTBP2
ZNF430

NDUFS2
STAT1
F2RL3

TSPY1
KIFC2
CAP2
C9orf24
PNCK
SCAMP1
RER1
HEBP1
CLCNé6
MFI2
ANXA7
KTI12
CTSL2
WHSC1
OMA1
KIF13A
CCNE2
RNF126
MMP23B
RAD23A

zinc finger protein 689

serine/threonine kinase 32B

basal cell adhesion molecule (Lutheran blood group)

discs, large homolog 4 (Drosophila)

motile sperm domain containing 2

LIM domain kinase 1

kinesin family member 15

eukaryotic translation initiation factor 4E family member 2

leucine rich repeat containing 23

interleukin 32

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 12

gelsolin (amyloidosis, Finnish type)

zinc finger protein 630

myosin ID

cytochrome P450, family 4, subfamily Z, polypeptide 1

OTU domain containing 4

von Willebrand factor C and EGF domains

Rho GTPase activating protein 21

GCN1 general control of amino-acid synthesis 1-like 1 (yeast)

PDZ and LIM domain 2 (mystique)

CD244 molecule, natural killer cell receptor 2B4

anaphase promoting complex subunit 7

CCR4 carbon catabolite repression 4-like (S. cerevisiae)

tRNA nucleotidy! transferase, CCA-adding, 1

urotensin 2 receptor

SHC (Src homology 2 domain containing) transforming protein 3
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3
retinoblastoma-like 2 (p130)

sarcoglycan, alpha (50kDa dystrophin-associated glycoprotein)
kinesin family member 9

fasciculation and elongation protein zeta 1 (zygin I)

acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member C
isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial

myosin, light chain 9, regulatory

inositol polyphosphate-5-phosphatase, 75kDa

leucine aminopeptidase 3

protein kinase, AMP-activated, gamma 1 non-catalytic subunit

cell division cycle associated 7

zinc finger protein 64 homolog (mouse)

CD79a molecule, immunoglobulin-associated alpha

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 1B
PRP19/PSO4 pre-mRNA processing factor 19 homolog (S. cerevisiae)
ubiquitin specific peptidase 24

C-terminal binding protein 2

zinc finger protein 430

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 2, 49kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)

signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa
coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 3

testis specific protein, Y -linked 3; testis specffic protein, Y-linked 2; testis specific
protein, Y-linked 1; testis specific protein, Y-linked pseudogene 7
kinesin family member C2

CAP, adenylate cyclase-asscciated protein, 2 (yeast)

chromosome 9 open reading frame 24

pregnancy up-regulated non-ubiquitously expressed CaM kinase
secretory carmrier membrane protein 1

RERT1 retention in endoplasmic reticulum 1 homolog (S. cerevisiae)
heme binding protein 1

chloride channel 6

antigen p97 (melanoma associated) identffied by monoclonal antibodies 133.2 and 96.5
annexin A7

KTI12 homolog, chromatin associated (S. cerevisiae)

cathepsin L2

Wolf-Hirschhom syndrome candidate 1

OMA1 homolog, zinc metallopeptidase (S. cerevisiae)

kinesin family member 13A

cyclin E2

ring finger protein 126

matrix metallopeptidase 23A (pseudogene); matrix metallopeptidase 238
RAD23 homolog A (S. cerevisiae)
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-2.75
-2.75
-2.74
-2.74
-2.74
-2.74
-2.74
-2.73
-2.73
-2.73
-2.73
-2.73
-2.73
-2.73
-2.72
-2.72
-2.72
-2.72
-2.72
-2.72
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-2.72
-2.71
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-2.71
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-2.70
-2.70
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-2.70
-2.70
-2.70
-2.69
-2.69
-2.69
-2.69
-2.69
-2.69
-2.69

-2.69
-2.69
-2.68

-2.68
-2.68
-2.68
-2.68
-2.68
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-2.67
-2.67
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-2.66
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-2.66
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ORMDL1
TRIM23

SLC25A25

OPN1MW
LOC90499
HCFCA1
GNE
KIAA2026
LONRF1
MFN2
DCTN4
IL28RA
PAQRG
WWTR1
TPD52
TMBIM4
SETD1B
CHKA
RDM1
LUC7L
CNTNAP4
TMPO
ZNF443
RCOR3
SPTB
CAMK2G
ZNF440
PALM2
SLC25A3
TRIM29
PCBP3
TPSG1
EXTL3
CNTFR
ZHX1

GGT1
GRM5
DDX58
DNAJC5
CCDC40

KRTA P4-11
ZNF284
C7orf29
SIPA1L2
SERAC1

IGKC

ALG2
COL12A1
LCE5A
FAM102B
CCDC15
BPGM
CTSO
GALNS
SMU1
C9orf78
CCL5
DKFZp434E1119
PAQRS8
KEAP1
MAP3K5

ORMt1-like 1 (S. cerevisiae)

tripartite motif-containing 23

FYN oncogene related to SRC, FGR, YES

WD repeat domain 48

malic enzyme 2, NAD(+)-dependent, mitochondrial

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate carrier), member 25
opsin 1 (cone pigments), medium-w ave-sensitive 2; opsin 1 (cone pigments), medium-
wave-sensitive

hypothetical protein LOC90499

host cell factor C1 (VP16-accessory protein)

glucosamine (UDP-N-acetyl)-2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase
KIAA2026

LON peptidase N-terminal domain and ring finger 1

mitofusin 2

dynactin 4 (p62)

interleukin 28 receptor, alpha (interferon, lambda receptor)

progestin and adipoQ receptor family member V|

WW domain containing transcription regulator 1

tumor protein D52

transmembrane BAX inhibitor motif containing 4

SET domain containing 1B

choline kinase alpha

RAD52 motif 1

LUC7-like (S. cerevisiae)

contactin associated protein-like 4

thymopoietin

zinc finger protein 443

REST corepressor 3

spectrin, beta, erythrocytic

calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il gamma

zinc finger protein 440

A kinase (PRKA) anchor protein 2; paralemmin 2; PALM2-AKAP2 readthrough transcript
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate carrier), member 3
tripartite motif-containing 29

poly(rC) binding protein 3

tryptase gamma 1

exostoses (multiple)-like 3

ciliary neurotrophic factor receptor

zinc fingers and homeoboxes 1

gamma-glutamyltransferase light chain 3; gamma-glutamyltransferase 4 pseudogene;
gamma-glutamyltransferase 2; gamma-glutamyltransferase 1; gamma-
glutamyltransferase light chain 5 pseudogene

glutamate receptor, metabotropic 5

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 5

coiled-coil domain containing 40

keratin associated protein 4-6; keratin associated protein 4-7; keratin associated protein
4-8; keratin associated protein 4-11

zinc finger protein 284

chromosome 7 open reading frame 29

signal-induced proliferation-associated 1 like 2

serine active site containing 1

similar to hCG26659; immunoglobulin kappa constant; similar to Ig kappa chain V-
region HK102 precursor

asparagine-linked glycosylation 2, alpha-1,3-mannosyltransferase homolog (S.
cerevisiae)

collagen, type Xll, alpha 1

late cornffied envelope 5A

family with sequence similarity 102, member B

coiled-coil domain containing 15

2,3-bisphosphoglycerate mutase

cathepsin O

galactosamine (N-acetyl)-6-sulfate sufatase

smu-1 suppressor of mec-8 and unc-52 homolog (C. elegans)

chromosome 9 open reading frame 78

chemokine (C-C motif) ligand 5

hypothetical protein DKFZp434E1119

progestin and adipoQ receptor family me mber VI

kelch-like ECH-associated protein 1

mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5

-2.65
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-2.64
-2.64
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-2.63
-2.63
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-2.63
-2.63
-2.62
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-2.62
-2.62
-2.62
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-2.61
-2.61
-2.61
-2.61
-2.61
-2.61
-2.60
-2.60
-2.60
-2.60
-2.60
-2.59
-2.59
-2.59
-2.59
-2.58

-2.58
-2.58
-2.57
-2.57
-2.57

-2.57
-2.57
-2.56
-2.56
-2.56

-2.56
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-2.55
-2.55
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-2.54
-2.54

!
151§

—



Resultados

ITPK1
TAC4
ZNF721
CCRL2
ADAMTSL4
MLF2
ALDHBA1
PCBP2
OSBPL7
FAM30A
ANGPTL4
NOS1AP
RNF185
DNAJC6
ETV5
KNDC1
KLHL20
C6orf136
TMEM33
FUT6
CNGA2
PPP1R3G
RADS50

CDC26
RUFY3
ETFDH
VPS16
MBD1
KCNK17
LAMAS
TPSAB1
GPR161
C13orf1
TPM1
Clorf77
MICAL3
TIAF1
GGCX
PFDN1
SARS2

GPR89A
PRSS23
RASSF7
DERL1
BACE2
BCAP29
EGLN2
PLA2R1
CcDhC27
AMN
C1orf103
C100rf111
ZNF264
LOC253039
ODF2L
CCL26
FIGNL1
SEC24A
C1orf38
SLC39A14
GPR116
C11orf1

BZWA1
CCNG1
PSIP1
USP36
PDEBA

inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase

tachykinin 4 (hemokinin)

zinc finger protein 721

chemokine (C-C motif ) receptor-like 2

ADAMTS-like 4

myeloid leukemia factor 2

aldehyde dehydrogenase 6 famiy, member A1
poly(rC) binding protein 2

oxysterol binding protein-like 7

family with sequence similarity 30, member A
angiopoietin-like 4

nitric oxide synthase 1 (neuronal) adaptor protein

ring finger protein 185

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 6

ets variant 5

kinase non-catalytic C-lobe domain (KIND) containing 1
kelch-like 20 (Drosophila)

chromosome 6 open reading frame 136
transmembrane protein 33

fucosyltransferase 6 (alpha (1,3) fucosyltransferase)
cyclic nucleotide gated channel alpha 2

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3G
RADS50 homolog (S. cerevisiae)

cell division cycle 26 homolog (S. cerevisiae); cell division cycle 26 homolog (S.
cerevisiae) pseudogene

RUN and FYVE domain containing 3
electron-transferring-flavoprotein dehydrogenase
vacuwlar protein sorting 16 homolog A (S. cerevisiae)
methyl-CpG binding domain protein 1

potassium channel, subfamily K, member 17

laminin, alpha 5

tryptase alpha/beta 1; fryptase beta 2

G protein-coupled receptor 161

chromosome 13 open reading frame 1

tropomyosin 1 (alpha)

chromosome 1 open reading frame 77

microtubule associated monoxygenase, calponin and LIM domain containing 3
TGFB1-induced anti-apoptotic factor 1
gamma-glutamy| carboxylase

prefoldin subunit 1

seryl-tRNA synthetase 2, mitochondrial

G protein-coupled receptor 89C; G protein-coupled receptor 89B; G protein-coupled
receptor 89A

protease, serine, 23

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family (N-terminal) member 7
Der1-like domain family, member 1

beta-site APP-cleaving enzyme 2

B-cell receptor-associated protein 29

egl nine homolog 2 (C. elegans)

phospholipase A2 receptor 1, 180kDa

cell division cycle 27 homolog (S. cerevisiae)
amnionless homolog (mouse)

chromosome 1 open reading frame 103

chromosome 10 open reading frame 111

zinc finger protein 264

hypothetical LOC253039

outer dense fiber of sperm tails 2-like

chemokine (C-C motif) ligand 26

fidgetin-like 1

SEC24 family, member A (S. cerevisiae)

chromosome 1 open reading frame 38

solute carrier family 39 (zinc transporter), member 14
G protein-coupled receptor 116

chromosome 11 open reading frame 1

basic leucine zipper and W2 domains 1 pseudogene 1; basic leucine zipper and W2
domains 1 like 1; basic leucine zipper and W2 domains 1
cyclin G1

PC4 and SFRS1 interacting protein 1

ubiquitin specific peptidase 36

phosphodiesterase 8A

-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.52
-2.52
-2.52

-2.52
-2.52
-2.52
-2.52
-2.52
-2.52
-2.52
-2.51
-2.51
-2.51
-2.51
-2.51
-2.51
-2.51
-2.50
-2.50
-2.50

-2.50
-2.50
-2.50
-2.50
-2.50
-2.49
-2.49
-2.49
-2.49
-2.49
-2.49
-2.49
-2.49
-2.48
-2.48
-2.48
-2.48
-2.47
-2.47
-2.47
-2.47
-2.47

-2.46
-2.46
-2.46
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Resultados

KCTD13
ZNF175
USP30
CA2
EIF2B4
MEIS3P1
NACA
TRNK
HIC2
C200rf29
TMEM39B
LOC339984
TOPBP1
C9orf85
LPPR2
PCDHGB4
ALOX5

EIF4B
TFPI
DSCR3
COPE

RBMX
WFDCT
MYBL2
FNDC3B
TPP1
GSTMt
NUCB2
FHOD3
LANCL1
SGCD
CSTF2T
TGB3BP
POMZP3
CDH11

RTEL1
GLB1
FAM55C
AK2
RASD1
YLPMH
TSPYL4
MiS12
ZNF554
OTUD6B
T™TC3
HOOK2
DHRS3
CSAG1
PCDHGB3
TOP1P1
PACS1
ANTXR1
NHSL1
PLCB2
ZFAND1
LAMCT
ORC3L
TMEM68
ATG?
TIMM17B
TRNP
LOC392787
TRAPPC6A
DDX3X
STMN1
PCDHGB2

potassium channel tetramerisation domain containing 13
zinc finger protein 175

ubiquitin specific peptidase 30

carbonic anhydrase i

eukaryotic translation initiation factor 2B, subunit 4 delta, 67kDa
Meis homeobox 3 pseudogene 1

nascent polypeptide-associated complex alpha subunit
trnK

hypermethylated in cancer 2

chromosome 20 open reading frame 29

transmembrane protein 39B

hypothetical protein LOC339984

topoisomerase (DNA) Il binding protein 1

chromosome 9 open reading frame 85

lipid phosphate phosphatase-related protein type 2
protocadherin gamma subfamily B, 4

arachidonate 5-lipoxygenase

similar to eukaryotic translation initiation factor 4H; eukaryotic translation initiation factor
4B

tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated coagulation inhibitor)
Dow n syndrome critical region gene 3

coatomer protein complex, subunit epsilon

similar to RNA binding motif protein, X-linked; similar to hCG2011544; RNA binding
motif protein, X-linked

WAP four-disufide core domain 1

v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like 2
fibronectin type Il domain containing 3B

tripeptidy| peptidase |

glutathione S-transferase mu 1

nucleobindin 2

formin homology 2 domain containing 3

LanC lantibiotic synthetase component C-like 1 (bacterial)
sarcoglycan, delta (35kDa dystrophin-associated glycoprotein)
cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA, subunit 2, 64kDa, tau variant
integrin beta 3 binding protein (beta3-endonexin)

POM (POM121 homolog, rat) and ZP3 fusion

cadherin 11, type 2, OB-cadherin (osteoblast)

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6b, decoy; regulator of telomere
elongation helicase 1

galactosidase, beta 1

family with sequence similarity 55, member C

adenylate kinase 2

RAS, dexamethasone-induced 1

Y,LP motif containing 1

TSPY-like 4

MIS12, MIND kinetochore complex component, homolog (S. pombe)
zinc finger protein 554

OTU domain containing 6B

transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 3

hook homolog 2 (Drosophila)

dehydrogenasefreductase (SDR family) member 3
chondrosarcoma asscciated gene 1

protocadherin gamma subfamily B, 3

topoisomerase (DNA) | pseudogene 1

phosphofurin acidic cluster sorting protein 1

anthrax toxin receptor 1

NHS-like 1

phospholipase C, beta 2

zinc finger, AN1-type domain 1

laminin, gamma 1 (formerly LAMB2)

origin recognition complex, subunit 3-like (yeast)

transmembrane protein 68

ATG7 autophagy related 7 homolog (S. cerevisiae)

translocase of inner mtochondrial membrane 17 homolog B (yeast)
TRNP; MTTP

similar to tripartite motif protein 2

trafficking protein particle complex 6A

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked

stathmin 1

protocadherin gamma subfamily B, 2

-2.46
-2.45
-2.45
-2.45
-2.45
-2.45
-2.45
-2.45
-2.45
-2.45
-2.44
-2.44
-2.44
-2.44
-2.44
-2.44
-2.44

-2.44
-2.43
-2.43
-2.43

-2.43
-2.43
-2.42
-2.42
-2.42
-2.42
-2.42
-2.42
-2.41
-2.41
-2.41
-2.41
-2.41
-2.41

-2.41
-2.40
-2.40
-2.40
-2.40
-2.40
-2.40
-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.38
-2.38
-2.38
-2.38
-2.38
-2.38
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-2.37
-2.37
-2.37
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RENTIE

EVC
CGB2
RNF146
RHOBTB2
FASTK
ACTL6B
C11orf48
ATPOA
FADS1
TMPRSS3
FGFR4
SETD4
DUSP11
KIF20A
TREX2
VCPIP1
GRHPR
CuL2
HGS
NCOA4
PTPN22
NEDD4
GNPTAB
TTLL12
RPA4
CASP4
C140rf26
ASPM
TAF9B
ALKBH3
MRPS28
BLMH
CEBPG

SLC29A4
DNM1L
HAGHL
NR1D2
SLC26A9
TAF6
C9orf109
BTN3A2
KIAA0196
MKL1
TINF2
TPW4

ATRX
LOC285141
NUP37
MMP14
MTMR2
LOC284233
DHX32
EPS15
ST8SIA4
CCDC28B
CLCN2
OBP2A
MEP1A
PHF20L1
STYX
PPAP2A

CNTF
SPATA21
PTPN2
ITGA3
LOC389599
ZNF292

Blis van Creveld syndrome

chorionic gonadotropin, beta polypeptide 2

ring finger protein 146

Rho-related BTB domain containing 2

Fas-activated serine/threonine kinase

actin-like 6B

chromosome 11 open reading frame 48

ATPase, class I, type 9A

fatty acid desaturase 1

transmembrane protease, serine 3

fibroblast growth factor receptor 4

SET domain containing 4

dual specficity phosphatase 11 (RNA/RNP complex 1-interacting)
kinesin family me mber 20A

three prime repair excnuclease 2; HAUS augmin-like complex, subunit 7
valosin containing protein (p97)/p47 complex interacting protein 1
glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase

cullin 2

hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate

nuclear receptor coactivator 4

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (lymphoid)

neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4
N-acetylglucosamine-1-phosphate transferase, alpha and beta subunits
tubulin tyrosine ligase-like family, member 12

replication protein A4, 34kDa

caspase 4, apoptosi-related cysteine peptidase

chromosome 14 open reading frame 26

asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated (Drosophila)
TAF9B RNA polymerase I, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 31kDa
alkB, alkylation repair homolog 3 ( E. coli)

mitochondrial ribosomal protein S28

bleomycin hydrolase

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), gamma

solute carrier family 29 (nucleoside fransporters), member 4; similar to solute carrier
family 29 (nucleoside transporters), member 4

dynamin 1-like

hydroxyacylglutathione hydrolase-like

nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2

solute carrier family 26, member 9

TAF6 RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 80kDa
chromosome 9 open reading frame 109

butyrophilin, subfamily 3, member A2

KIAA0196

megakaryoblastic leukemia (translocation) 1

TERF1 (TRF1)-interacting nuclear factor 2

tropomyosin 4

alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked (RAD54 homolog, S.
cerevisiae)

similar to CG14853-PB

nucleoporin 37kDa

matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted)

myotubularin related protein 2

hypothetical LOC284233

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 32

epidermal grow th factor receptor pathway substrate 15

ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 4
coiled-coil domain containing 288

chloride channel 2

odorant binding protein 2A

meprin A, alpha (PABA peptide hydrolase)

PHD finger protein 20-like 1

serine/threonine/tyrosine interacting protein

phosphatidic acid phosphatase type 2A

zinc finger protein 91 homolog (mouse); ZFP91-CNTF readthrough transcript; ciliary
neurotrophic factor

spermatogenesis associated 21

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2

integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor)
amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile) chromosome region, candidate 2 pseudogene
zinc finger protein 292

-2.37
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-2.36
-2.36
-2.36
-2.35
-2.35
-2.35
-2.35
-2.35
-2.35
-2.35
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-2.34
-2.34
-2.34
-2.34
-2.34
-2.34
-2.34
-2.33
-2.33
-2.33
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-2.33
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.31

-2.31
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-2.31
-2.31
-2.31
-2.31
-2.30
-2.30
-2.30
-2.30
-2.30
-2.30

-2.30
-2.30
-2.30
-2.30
-2.30
-2.30
-2.30
-2.30
-2.30
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-2.28
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Resultados

TAPBP
MAP3K10
CLOCK
CD36
LDLR
NRD1
LOC286178
CASP2
AKAP12
E2F3
EBI3
WBP11
FHL1
SIRPB1
C160rf53
UBL5
NLGN2
CD109
LTBP3
SCYL3
SUPV3L1
UBP1
PRODH2
SH3BP4
DDX27
BRD4
PRSS8
CBWD1
MSRA

RGPD4
RBBP8
HTR3E
DCTN6
GSTA1
TICAM1
GRK4
C210rf33
IMPA2
My O9B
CTNS
PLRG1
CBWD2
ZNF197
USPGNL
SLC41A1
GSTA4
Clorf123
CCDC66
OGDH
LOC389831
DGCR14
SPATS2
KRT18
CD82
LATS2
TUSC2
CD274
SNRPB2
LYN
FAM76B
RHCE
THOC3
STXBP1
TMEM42
RAP1B

PLEKHA4

TAP binding protein (tapasin)

mitogen-activated protein kinase kinase kinase 10

clock homolog (mouse)

CD36 molecule (thrombospondin receptor)

low density lipoprotein receptor

nardilysin (N-arginine dibasic convertase)

hypothetical protein LOC286178

caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase

A kinase (PRKA) anchor protein 12

E2F transcription factor 3

Epstein-Barr virus induced 3

WW domain binding protein 11

four and a haf LIM domains 1

signal-regulatory protein beta 1

chromosome 16 open reading frame 53

ubiquitin-like 5

neuroligin 2

CD109 molecule

latent transforming growth factor beta binding protein 3

SCY 1-like 3 (S. cerevisiae)

suppressor of var1, 3-like 1 (S. cerevisiae)

upstream binding protein 1 (LBP-1a)

proline dehydrogenase (oxidase) 2

SH3-domain binding protein 4

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 27

bromodomain containing 4

protease, serine, 8

COBW domain containing 6; COBW domain containing 1
methionine sulfoxide reductase A

RANBP2-like and GRIP domain containing 5; RANBP2-like and GRIP domain
containing 4, RANBP2-like and GRIP domain containing 3; RANBP2-like and GRIP
domain containing 8; RANBP2-like and GRIP domain containing 7; RANBP2-like and
GRIP domain containing 6

retinoblastoma binding protein 8

5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3, family member E
dynactin 6

glutathione S-transferase alpha 1

toll-like receptor adaptor molecule 1

G protein-coupled receptor kinase 4

chromosome 21 open reading frame 33

inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2

myosin [XB

cystinosis, nephropathic

pleiotropic regulator 1 (PRL1 homolog, Arabidopsis)

COBW domain containing 2

zinc finger protein 197

USP6 N-terminal like

solute carrier family 41, member 1

glutathione S-transferase alpha 4

chromosome 1 open reading frame 123

coiled-coil domain containing 66

oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (lipoamide)
hypothetical gene supported by AL713796

DiGeorge syndrome critical region gene 14
spermatogenesis associated, serine-rich 2

keratin 18; keratin 18 pseudogene 26; keratin 18 pseudogene 19
CD82 molecule

LATS, large tumor suppressor, homolog 2 (Drosophila)
tumor suppressor candidate 2

CD274 molecule

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide B"
v-yes-1Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog
family with sequence similarity 76, member B

Rh blood group, CcEe antigens

similar to THO complex 3; THO complex 3

syntaxin binding protein 1

transmembrane protein 42

RAP1B, member of RAS oncogene family

pleckstrin homology domain containing, family A (phosphoinositide binding specific)
member 4

-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.26
-2.26
-2.26
-2.26
-2.26
-2.26
-2.26
-2.26
-2.26
-2.26
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
-2.24
-2.24

-2.24
-2.24
-2.24
-2.24
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.21
-2.21
-2.21
-2.20
-2.20
-2.20
-2.20
-2.20
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.18
-2.18
-2.18

-2.18
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Resultados

ALCAM
RACA1
FAMB3A
PARPG
ASB16
EDIL3
LOC349114
RAPH1
ZC3H7A

C3

DPP3
ZNF226

PC
LOC134505
BDNF
RDH13
MDCH1

ERCC1
DDO

ARIH2
Clorf156
CNTNAP3B
RCHY1
POLK
ATP5G2
CEP55
LOC253842
MRPL27
TANK
SCAMP3
P4HA2

DYNC112
TIGD4
BTBD1
PLEKHG4
PHF1
T™C2
ATP8A1
CA13
GAD1
GEMINS
KIAA0355
USP40
DMTF1
RAB36
TBC1D12
CAPN1
KLHL24
POT1
ARHGEF4
PCDHGB1

FAMG60A
SPATA13
KIAA1430
NR1H2
C9orf91
FOXRED1
CLMN
C140rf70
C120rf29
PILRB
C6orf52
TBC1D10C
LOC401400
TLK1
SPIRE1

hypothetical protein LOC100133690; activated leukocyte cell adhesion molecule
ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP binding protein Rac1)
family with sequence similarity 83, member A

poly (ADP-ribose) polymerase family, me mber 6

ankyrin repeat and SOCS box-containing 16

EGF-like repeats and discoidin I-ike domains 3

hypothetical LOC349114

Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology domains 1

zinc finger CCCH-type containing 7A

similar to Complement C3 precursor; complement component 3; hypothetical protein
LOC100133511

dipeptidyl-peptidase 3

zinc finger protein 226

pyruvate carboxylase

similar to hCG39609

brain-derived neurotrophic factor

retinol dehydrogenase 13 (all-trans/9-cis)

mediator of DNA-damage checkpoint 1

exciion repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 1
(includes overlapping antisense sequence)

D-aspartate oxidase

ariadne homolog 2 (Drosophila)

chromosome 1 open reading frame 156

contactin associated protein-like 3; contactin associated protein-like 3B

ring finger and CHY zinc finger domain containing 1

polymerase (DNA directed) kappa

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit C2 (subunit 9)
centrosomal protein 55kDa

hypothetical protein LOC253842

mitochondrial ribosomal protein L27

TRAF family member-associated NFKB activator

secretory carrier membrane protein 3

prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide Il

similar to dynein cytoplasmic 1 intermediate chain 2; dynein, cytoplasmic 1, intermediate
chain 2

tigger transposable element derived 4

BTB (POZ) domain containing 1

pleckstrin homology domain containing, family G (w ith RhoGef domain) member 4
PHD finger protein 1

transmembrane channel-like 2

ATPase, aminophospholipid transporter (APLT), class |, type 8A, member 1
carbonic anhydrase XiIl|

glutamate decarboxylase 1 (brain, 67kDa)

gem (nuclear organelle) associated protein 5

KIAA0355

ubiquitin specific peptidase 40

cyclin D binding myb-like transcription factor 1

RAB36, member RAS oncogene family

TBC1 domain family, member 12

calpain 1, (mu/l) large subunit

kelch-like 24 (Drosophila)

POT1 protection of telomeres 1 homolog (S. pombe)

Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4

protocadherin gamma subfamily B, 1

similar to hCG2020539; family w ith sequence similarity 60, member A; similar to family
with sequence similarity 60, member A

spermatogenesis asscociated 13

KIAA1430

nuclear receptor subfamily 1, group H, member 2

chromosome 9 open reading frame 91

FAD-dependent oxidoreductase domain containing 1

calmin (calponin-like, transmembrane)

chromosome 14 open reading frame 70

chromosome 12 open reading frame 29

paired immunoglobin-like type 2 receptor beta

chromosome 6 open reading frame 52

TBC1 domain family, member 10C

hypothetical LOC401400

tousled-like kinase 1

spire homolog 1 (Drosophila)

-2.18
-2.18
-2.18
-2.17
=217
=217
=217
-2.17
-2.17

-2.17
-2.17
-2.17
=217
-2.17
-2.16
-2.16
-2.16

-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.14

-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.12
-2.12

-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
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Resultados

PARVA
MGEAS5
RBM22
OBFC1
SIAH2
CARHSP1
TGB5
DNAJB2
VARS
ECT2
TENC1
PKN2
PRPF4B
FAM103A1
HBZ
CYP2C19
ZNF217
REEP4
SPG21
DGAT2
Céorf89
DOCK4
ZFYVE9
CDYL
SERPINA1
SPATASL1
WDR37
TTC1

ADH5
C4BPB
MAD1L1
LOC200609
COTLA1
TLR5
El24
NANOS1
CHURC1
RNF103
VNN1

CTDSPL2
YTHDF3
GAST
ERF
PSMD5
KHK
ANKDD1A
NUP160
UHRF1
HPCAL1
SLC25A24
NOMO1
DHX8
SRP19
ADRA1B
KLK1

DNAJC19
LSM6
MEF2B
POGZ
RDH14
TOP1
WWC1
POLR3GL
CTDSP1
USP7
C200rf152
C30rf33

parvin, alpha

meningioma expressed antigen 5 (hyaluronidase)

RNA binding motif protein 22

oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold containing 1

seven in absentia homolog 2 (Drosophila)

calciumregulated heat stable protein 1, 24kDa

integrin, beta 5

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2

valyl-tRNA synthetase

epithelial cell transforming sequence 2 oncogene

tensin like C1 domain containing phosphatase (tensin 2)

protein kinase N2

similar to hCG1820375; PRP4 pre-mRNA processing factor 4 hormolog B (yeast)
family with sequence similarity 103, member A1

hemoglobin, zeta

cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 19

zinc finger protein 217

receptor accessory protein 4

spastic paraplegia 21 (autosomal recessive, Mast syndrome)

diacylglycerol O-acyltransferase homolog 2 (mouse)

chromosome 6 open reading frame 89

dedicator of cytokinesis 4

zinc finger, FYVE domain containing 9

chromodomain protein, Y-like

serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1
spermatogenesis associated 5-like 1

WD repeat domain 37

tetratricopeptide repeat domain 1

alcohol dehydrogenase 5 (class lll), chi polypeptide, pseudogene 4; alcohol
dehydrogenase 5 (class lll), chi polypeptide

complement component 4 binding protein, beta

MAD1 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)

hypothetical protein LOC200609

coactosin-like 1 (Dictyostelium)

toll-like receptor 5

etoposide induced 2.4 mRNA

nanos homolog 1 (Drosophila)

churchill domain containing 1

vacuwolar protein sorting 24 homolog (S. cerevisiae); ring finger protein 103
vanin 1

CTD (carboxy-terminal domain, RNA polymerase |, polypeptide A) small phosphatase
like 2

Y TH domain family, member 3

gastrin

Ets2 repressor factor

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 5
ketohexokinase (fructokinase)

ankyrin repeat and death domain containing 1A

nucleoporin 160kDa

ubiquitin-like w ith PHD and ring finger domains 1

hippocalcin-like 1

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate carrier), member 24
NODAL modulator 3; NODAL modulator 1; NODAL modulator 2

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 8

signal recognition particle 19kDa

adrenergic, alpha-1B-, receptor

kallikrein 1

similar to translocase of the inner mitochondrial me mbrane 14; DnaJ (Hsp40) homolog,
subfamily C, member 19

LSM6 homolog, U6 s mall nuclear RNA associated (S. cerevisiae)
LOC729991-MEF2B readthrough transcript; myocyte enhancer factor 2B
pogo transposable elementw ith ZNF domain

retinol dehydrogenase 14 (all-trans/9-cis/11<is); 5'-nucleotidase, cytosolic IB
topoisomerase (DNA) |

WW and C2 domain containing 1

polymerase (RNA) Ill (DNA directed) polypeptide G (32kD)-like

CTD (carboxy-terminal domain, RNA polymerase I, polypeptide A) small phosphatase 1
ubiquitin specific peptidase 7 (herpes virus-associated)

chromosome 20 open reading frame 152

chromosome 3 open reading frame 33

-2.10
-2.10
-2.10
-2.10
-2.10
-2.10
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.08
-2.08
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Resultados

SGTA
C210rf58
NUAK1

ANP32A
BIVM
HSA251708
ZNF248
CRY2
DNAJC16

ANAPC10
C3orf38
C6orf129

CHEK2
LOC441050
IL1RN
VDR
MAPKAP1
LETMD1
MAP3K7
ARL16
TSC22D4
NEK6
PHACTR4
ANKRD12
IKBKE
ZNF331
MAPK14
DENND4A
KIAA1143
XRCC2
SCYL2
ZFYVE26
CECRS5
LOC402778
CCNT2
MRPL11

RPL7L1
GABPB2
MPDZ
PLCXD1
TPS3INP1
MGC16121
HEG1
C4A
UMPS
FAM58B
DPP7
ATXN7L2
LRRC47

ANP32B
DIAPH1
RBMBA
HDHD2
ST5
C100rf118
PRKCA
SMURF2
LHX6
CRAMP1L
CRYZL1
SGK3
ZNF622
LOC202781

small glutamine-rich tetratricopeptide repeat (TPR)-containing, alpha

chromosome 21 open reading frame 58

NUAK family, SNF1-like kinase, 1

hepatopoietin PCn127; acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member
A

basic, immunoglobulin-like variable motif containing

microtubule-binding protein-like

zinc finger protein 248

cryptochrome 2 (photolyase-like)

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 16

anaphase promoting complex subunit 10; anaphase promoting complex subunit 10
pseudogene

chromosome 3 open reading frame 38

chromosome 6 open reading frame 129

protein kinase CHK2-like; CHK2 checkpoint homolog (S. pombe); similar to
hCG1983233

hCG2026038

interleukin 1 receptor antagonist

vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor

mitogen-activated protein kinase associated protein 1

LETM1 domain containing 1

mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7

ADP-ribosylation factor-like 16

TSC22 domain family, member 4

NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 6

phosphatase and actin regulator 4

ankyrin repeat domain 12

inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase epsilon
zinc finger protein 331

mitogen-activated protein kinase 14

DENNMADD domain containing 4A

KIAA1143

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 2
SCY 1-like 2 (S. cerevisiae)

zinc finger, FYVE domain containing 26

cat eye syndrome chromosome region, candidate 5

similar to RIKEN cDNA 6330512M04 gene (mouse)

cyclin T2

mitochondrial ribosomal protein L11

ribosomal protein L7-like 1; ribosomal protein L7 pseudogene 14; ribocsomal protein L7
pseudogene 21; ribosomal protein L7 pseudogene 22; ribosomal protein L7 pseudogene
46

GA binding protein transcription factor, beta subunit 2

multiple PDZ domain protein

phosphatidylinositol-specific phospholipase C, X domain containing 1
tumor protein p53 inducible nuclear protein 1

hypothetical protein MGC16121

HEG homolog 1 (zebrafish)

complement component 4A (Rodgers blood group)

uridine monophosphate synthetase

family with sequence similarity 58, member B

dipeptidyl-peptidase 7

ataxin 7-like 2

leucine rich repeat containing 47

similar to Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B (PHA P2
protein) (Silver-stainable protein SSP29) (Acidic protein rich in leucines); acidic (leucine-
rich) nuclear phosphoprotein 32 family, me mber B

diaphanous homolog 1 (Drosophila)

RNA binding motif protein 8A

haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 2
suppression of tumorigenicity 5

chromosome 10 open reading frame 118

protein kinase C, alpha

SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2

LIM homeobox 6

Crm, cramped-like (Drosophila)

crystallin, zeta (quinone reductase)-like 1

serum/glucocorticoid regulated kinase family, me mber 3

zinc finger protein 622

hypothetical protein LOC202781
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-2.02

-2.02
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-2.02
-2.01
-2.01

-2.01
-2.01
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-2.00
-2.00
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FNBP1L
C170rf39
PPP3CB
TRND
CNN2
FBXO8
PLEKHH2
SNX1
C200rf12
ZFP36L2
VPS26B
DNTTIP1
ARNTL2
BRE
DDAH2
FANCA
KIAA1586
MPP5
BLM

PSMBS
POPDC3
ARID3B
CCDC33
PREB
RNF13
GTPBP2
PMS1
ICK

IGHV 1-69
CLDN11
PKNOX1
IRF5
SMG6
SNX27
C9orf114
BIRCS
PHB
SSRH
ADCY7
STAU1

GALNT7
C3orf34
F12

NNT
ZNF83
ZNF207
LOC389834
CSF2RA
GMDS
NFYB
ZC3HC1
CKAP5
MTMR12
LEPR
PUM2
Céorf167
APRT
PCMTD1
RFK

ND2
TM7SF2
MLH1

PDEA4DIP
TCEB3
RFC4
MED25

formin binding protein 1-like

chromosome 17 open reading frame 39

protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit, beta soform

trnD

calponin 2

F-box protein 8

pleckstrin homology domain containing, family H (with My TH4 domain) member 2
sorting nexin 1

chromosome 20 open reading frame 12

zinc finger protein 36, C3H type-like 2

vacuwolar protein sorting 26 homolog B (S. pombe)
deoxynucleotidylransferase, terminal, interacting protein 1

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 2

brain and reproductive organ-expressed (TNFRSF1A modulator)
dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2

Fanconi anemia, comple mentation group A

KIAA1586

membrane protein, palmitoylated 5 (MAGUK p55 subfamily member 5)
Bloom syndrome, RecQ helicase-like

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 (large multifunctional peptidase
7)

popeye domain containing 3

AT rich interactive domain 3B (BRIGHT-like)

coiled-coil domain containing 33

prolactin regulatory element binding

ring finger protein 13

GTP binding protein 2

PMS1 postmeiotic segregation increased 1(S. cerevisiae)

intestinal cell (MAK-like) kinase

immunoglobulin heavy variable 1-69; similar to hCG1773549

claudin 11

PBX/knotted 1 homeobox 1

interferon regulatory factor 5

Smg-6 homolog, nonsense mediated MRNA decay factor (C. elegans)
sorting nexin family member 27

chromosome 9 open reading frame 114

baculoviral IAP repeat-containing 6

prohibitin

signal sequence receptor, alpha

adenylate cyclase 7

staufen, RNA binding protein, homolog 1 (Drosophila)
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 7
(GalNAc-T7)

chromosome 3 open reading frame 34

coagulation factor XIl (Hage man factor)

nicotinamide nucleotide transhydrogenase

zinc finger protein 83

zinc finger protein 207

ankyrin repeat domain 57 pseudogene

colony stimulating factor 2 receptor, alpha, low-affinity (granulocyte-macrophage)
GDP-mannose 4,6-dehydratase

nuclear transcription factor Y, beta

zinc finger, C3HC-type containing 1

cytoskeleton associated protein 5

myotubularin related protein 12

leptin receptor

pumilio homolog 2 (Drosophila)

chromosome 6 open reading frame 167

adenine phosphoribosyltransferase

protein-L-soaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase domain containing 1
riboflavin kinase

NA DH-ubiquinone oxidoreductase chain 2

transmembrane 7 superfamily me mber 2

mutL. homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli)

hypothetical protein LOC100134230; similar to KIAA0454 protein; similar to
phosphodiesterase 4D interacting protein isoform 2; phosphodiesterase 4D interacting
protein

transcription elongation factor B (Slil), polypeptide 3 (110kDa, elongin A)
replication factor C (activator 1) 4, 37kDa

mediator complex subunit 25
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HS3ST1
PCGF5
FZD6

XRCC5
EEFSEC
SHFM1
MAD2L1
TNPO1
SKP2
MKLN1
PTGIR
IRF2
NFE2L3
AKAP8
SUDS3
UNC50
FES
FSTLA
CAMK1D

DLST
PPM1A
LYST
MFNG
MRPL10
EXTL2
NOSIP
GOLGAS8B
C9orf25
PAN3
PECR
CTSF
KLHL15
SSR3
MCM6
LRRC20
CYP3A7
CoQ2
ATIC
VPS18

HIST4H4
Céorf47
PTBP1
POLB

DUSP22
PPP4C
NOC3L
FAM111A
SPOCD1
KIAA0649
CYP2A7
CCL20
TRIM44
MTMR6
F2RL1
TOMM22
ZNF529
SLC37A4
MIPEP
VEZT
ATPAF1
MRPL35
EIF2AK4
CYP2U1

heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sufotransferase 1

polycomb group ring finger 5

frizzled homolog 6 (Drosophila)

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5 (double-strand-
break rejoining)

eukaryotic elongation factor, selenocysteine-tRNA-specific

split hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1

MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)

transportin 1

S-phase kinase-associated protein 2 (p45)

muskelin 1, intracellular mediator containing kelch motifs

prostaglandin 2 (prostacyclin) receptor (IP)

interferon regulatory factor 2

nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 3

A kinase (PRKA) anchor protein 8

suppressor of defective silencing 3 homolog (S. cerevisiae)

unc-50 homolog (C. elegans)

feline sarcoma oncogene

follistatin-like 1

calciunycalmodulin-dependent protein kinase ID

dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2 component of 2-oxo-glutarate complex);
dihydrolipoamide S-succinyltransferase pseudogene (E2 component of 2-oxo-glutarate
complex)

protein phosphatase 1A (formerly 2C), magnesium-dependent, alpha isoform
lysosomal trafficking regulator

MFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase

mitochondrial ribosomal protein L10

exostoses (multiple)-like 2

nitric oxide synthase interacting protein

golgi autoantigen, golgin subfamily a, 8B; golgi autoantigen, golgin subfamily a, 8A
chromosome 9 open reading frame 25

PAN3 poly(A) specffic ribonuclease subunit homolog (S. cerevisiae)

peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase

cathepsin F

kelch-like 15 (Drosophila)

signal sequence receptor, gamma (translocon-associated protein gamma)
minichromosome maintenance complex component 6

leucine rich repeat containing 20

cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 7

coerzyme Q2 homolog, prenyltransferase (yeast)

5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase
vacuwolar protein sorting 18 homolog (S. cerevisiae)

histone cluster 1, H4l; histone cluster 1, H4k; histone cluster 4, H4; histone cluster 1,
H4h; histone cluster 1, H4j; histone cluster 1, H4i; histone cluster 1, H4d; histone cluster
1, H4c; histone cluster 1, H4f; histone cluster 1, H4e; histone cluster 1, H4b; histone
cluster 1, H4a; histone cluster 2, H4a; histone cluster 2, H4b

chromosome 6 open reading frame 47

polypyrimidine tract binding protein 1

polymerase (DNA directed), beta

similar to mitogen-activated protein kinase phosphatase x; dual specificity phosphatase
22

protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic subunit

nucleolar complex associated 3 homolog (S. cerevisiae)

family with sequence similarity 111, member A

SPOC domain containing 1

KIAA0649

cytochrome P450, family 2, subfamily A, polypeptide 7

chemokine (C-C motif) ligand 20

tripartite motif-containing 44

myotubularin related protein 6

coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1

translocase of outer mitochondrial me mbrane 22 homolog (yeast)

zinc finger protein 529

solute carrier family 37 (glucose-6-phosphate transporter), member 4

mitochondrial intermediate peptidase

vezatin, adherens junctions transmembrane protein

ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly factor 1

mitochondrial ribosomal protein L35

eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 4

cytochrome P450, family 2, subfamily U, polypeptide 1

-1.88
-1.88
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EVISL
PLS1
KRTAP10-8

SEMA3C
SHARPIN
CANT1
TFRC
TFF2
TRNS2
DOCK11
MICAL1
LOC389053
SMAD3
GUSB
EPB41
PURA
TRNW
SLTM
ARPC1A
TMEM48
NARG2
PTP4A1
MTF2
FJX1
GRB10
RAP2A
REEP3
MYLK

LOC151162
OSBPLY
PRR11
BCL10
MAMDC2
cuL4B
IMPA1
PARP12
PSMC6
2273
HIPK1
TMCC1
MXRA8
RHOU
ITCH
ACTR8
MXD3
ZNF268
CCDC14
WARS
RAG1AP1
REXO1
PCGF6
C9orf5
TSSC1
CORO2A
ZAPT70
FRYL
CNOT2
TMEM19
C100rf18
BAX
NAB1
TRNF
POU1F1
PHKB
KIF3B
MAT2A
ATG4B
RNASEN

ecotropic viral integration site 5-like
plastin 1 (lisoform)
keratin associated protein 10-8

sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin)

3C

SHANK-associated RH domain interactor

calcium activated nucleotidase 1

transferrin receptor (p90, CD71)

trefoil factor 2

TRNS2; MTTS2

dedicator of cytokinesis 11

microtubule associated monoxygenase, calponin and LIM domain containing 1
similar to heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
SMAD family member 3

glucuronidase, beta

erythrocyte membrane protein band 4.1 (elliptocytosis 1, RH-linked)
purine-rich element binding protein A

trnW

SAFB-like, transcription modulator

actin related protein 2/3 complex, subunit 1A, 41kDa
transmembrane protein 48

NMDA receptor regulated 2

protein tyrosine phosphatase type VA, member 1
metal response element binding transcription factor 2
four jointed box 1 (Drosophila)

growth factor receptor-bound protein 10

RAP2A, member of RAS oncogene family

receptor accessory protein 3

myosin light chain kinase

mannosyl (alpha-1,6-)-glycoprotein beta-1,6-N-acetyl-glucosaminyltransferase;

hypothetical LOC151162

oxysterol binding protein-like 9

proline rich 11

B-cell CLL/lymphoma 10; hypothetical LOC646626
MAM domain containing 2

cullin 4B

inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 1

poly (ADP-ribose) polymerase family, member 12
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 6
zinc finger, ZZ-type containing 3

homeodomain interacting protein kinase 1
transmembrane and coiled-coil domain family 1
matrix-remodelling associated 8

ras homolog gene family, member U

itchy E3 ubiquitin protein ligase homolog (mouse)
ARP8 actin-related protein 8 homolog (yeast)

MAX dimerization protein 3

zinc finger protein 268

coiled-coil domain containing 14
tryptophany|-tRNA synthetase

recombination activating gene 1 activating protein 1
REX1, RNA exonuclease 1 homolog (S. cerevisiae)
polycomb group ring finger 6

chromosome 9 open reading frame 5

tumor suppressing subfransferable candidate 1
coronin, actin binding protein, 2A

zetachain (TCR) associated protein kinase 70kDa
FRY -like

CCR4-NOT transcription complex, subunit 2
transmembrane protein 19

chromosome 10 open reading frame 18
BCL2-associated X protein

NGFI-A binding protein 1 (EGR1 binding protein 1)
trnF

POU class 1 homeobox 1

phosphorylase kinase, beta

kinesin family me mber 3B

methionine adenosyltransferase I, alpha

ATG4 autophagy related 4 homolog B (S. cerevisiae)
ribonuclease type lll, nuclear
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-1.81
-1.81
-1.81
-1.80
-1.80
-1.80
-1.80
-1.80
-1.80
-1.80
-1.80
-1.80
-1.80
-1.80
-1.79
-1.79
-1.79
-1.79
-1.79

-1.79
-1.78
-1.78
-1.78
-1.78
-1.78
-1.78
-1.78
-1.78
-1.77
-1.77
-1.77
-1.77
-1.77
S
AT
-1.77
1l
-1.77
-1.77
-1.77
-1.76
-1.76
-1.76
-1.76
-1.76
-1.76
-1.76
-1.76
-1.76
-1.76
-1.75
-1.756
-1.75
-1.75
-1.75
-1.756
-1.75
-1.76
-1.75

)|
161 |

——



Resultados

PCDHGB7
LOC348162

SNRPD1
BRPF3
DDX23
TRIM11
FBX02
DHTKD1
BRCA2
MY H9
TMEM65
SAPS3
TMCO3
CHCHD!1
PDAP1
PRDV4
SCAND1
PIK3R4
RARG
GMEB2
GTF3C3
PYCRL
MUCs
RNU8B6
HDAC2
ZFP90
CFC1
MARCKS
PPAP2B
SEPHS1
ZCCHC9
KLHL23
ZBTB10
PRMTS5
TSPANS

MTHFD2
RDX
C8orf40
CCDC77
CTSD
EXOC7
DKFZ P564 M1416
TBC1D22A
TPX2
P2RX7
PLSCR4
ATPGV 1E1
STS
PKD2
CYBRD1
SNX7
C220rf25
GUSBL2
NUP205
TRBV21-1
CRTC1
CCL3
OSBPL8
ANP32E
GPR110
IFT172
SYNJ1
SMURF1
NEDD4L
GOLT1B
UHRF2
ADIPOR1
IMMT

protocadherin gamma subfamily B, 7
hypothetical protein 348162

small nuclear ribonucleoprotein D1 polypeptide 16kDa; hypothetical protein

LOC100129492

bromodomain and PHD finger containing, 3

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 23

tripartite motif-containing 11

F-box protein 2

dehydrogenase E1 and transketolase domain containing 1
breast cancer 2, early onset

myosin, heavy chain 9, non-muscle

transmembrane protein 65

SAPS domain family, member 3

transmembrane and coiled-coil domains 3
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 1
PDGFA associated protein 1; similar to PDGFA associated protein 1
PR domain containing 4

SCAN domain containing 1

phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 4

retinoic acid receptor, gamma

glucocorticoid modulatory element binding protein 2
general transcription factor IlIC, polypeptide 3, 102kDa
pymoline-5-carboxylate reductase-like

mucin 6, oligomeric mucus/gel-forming

RNA, U86 small nucleolar

histone deacetylase 2

zinc finger protein 90 homolog (mouse)

cripto, FRL-1, cryptic family 1

myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate
phosphatidic acid phosphatase type 2B

selenophosphate synthetase 1; similar to selenophosphate synthetase 1
zinc finger, CCHC domain containing 9

kelch-like 23 (Drosophila)

zinc finger and BTB domain containing 10

protein arginine methyltransferase 5

tetraspanin 5

methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 2,
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase

radixin

chromosome 8 open reading frame 40

coiled-coil domain containing 77

cathepsin D

exocyst complex component 7

DKFZ P564 M1416 protein

TBC1 domain family, member 22A

TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis)
purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 7
phospholipid scramblase 4

ATPase, H+ transporting, lysosomal 31kDa, V1 subunit E1
steroid sulfatase (microsomal), isozyme S

polycystic kidney disease 2 (autosomal dominant)
cytochrome b reductase 1

sorting nexin 7

chromosome 22 open reading frame 25

glucuronidase, beta-like 2; glucuronidase, beta pseudogene
nucleoporin 205kDa

T cell receptor beta variable 21-1 pseudogene

CREB regulated transcription coactivator 1

chemokine (C-C motif) ligand 3

oxysterol binding protein-like 8

acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member E
G protein-coupled receptor 110

intraflagellar transport 172 homolog (Chlamydomonas)
synaptojanin 1

SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1

neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4-like
golgi transport 1 homolog B (S. cerevisiae)

ubiquitin-like w ith PHD and ring finger domains 2
adiponectin receptor 1

inner membrane protein, mitochondrial (mitofilin)

162
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AlM1
BIN3
C160rf48
FBXL13
TBL1X
C1GALT1
XPO4
BARD1
RABGAP1
BFAR
TIMM9
ERP29
PRKD2
ZMPSTE24
KCTD11
NTS5DC2
TOR1A
PET112L
STAMBPL1
AQP12A
ARMCX1
CHM
STX7
EXOC8
KIAA1731
GFM1
SPTLC2
LARP4
VWA1
PTPRE
MRPS15
USP1
IL24
SNAR2

GART
RP9
LOC286059
RPS6KB1
MBTPS1
KIAA1033
MPHOSPH6
MB

GLUL
LHFPL2
PSMD13
HSPO0AA3P
ZNF184
C3orf31
DIP2A
PPM1B
CUL4A
ZNF714
PSME3
MYH10
CYP1B1
TRAPPC3
MATN2
COG6
JAGN1
PRRX2
CDK5
PPHLN1
EFCAB1
VPS13B
DNAJB6
GALC
MAPK1
C21orf122
TBC1D7

absent in melanoma 1

bridging integrator 3

chromosome 16 open reading frame 48

F-box and leucine-rich repeat protein 13

transducin (beta)-like 1X-linked

core 1synthase, glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase, 1
exportin 4

BRCA1 associated RING domain 1

RAB GTPase activating protein 1

bifunctional apoptosis regulator

translocase of inner mitochondrial membrane 9 homolog (yeast)
endoplasmic reticulum protein 29

protein kinase D2

zinc metallopeptidase (STE24 homolog, S. cerevisiae)
potassium channel tetramerisation domain containing 11
5'-nucleotidase domain containing 2

torsin family 1, member A (torsin A)

PET112-like (yeast)

STAMbinding protein-like 1

aquaporin 12A

armadillo repeat containing, X-linked 1

choroideremia (Rab escort protein 1)

syntaxin 7

exocyst complex component 8

KIAA1731

G elongation factor, mitochondrial 1

serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 2

La ribonucleoprotein domain family, member 4

von Willebrand factor A domain containing 1

protein tyrosine phosphatase, receptor type, E

mitochondrial ribosomal protein $S15

ubiquitin specific peptidase 1

interleukin 24

snail homolog 2 (Drosophila)

phosphoribosylglycinamide formyltransferase, phosphoribosylglycinamide synthetase,
phosphoribosylaminoimidazole synthetase

retinitis pigmentosa 9 (autosomal dominant)

hypothetical protein LOC286059

ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1
membrane-bound transcription factor peptidase, site 1
KIAA1033

M-phase phosphopratein 6

myoglobin

glutamate-ammonia ligase (glutamine synthetase)

lipoma HMGIC fusion partner-like 2

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 13
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 3 (pseudogene)
zinc finger protein 184

chromosome 3 open reading frame 31

DIP2 disco-interacting protein 2 homolog A (Drosophila)

protein phosphatase 1B (formerly 2C), magnesium-dependent, beta soform
cullin 4A

zinc finger protein 714

proteasome (prosome, macropain) activator subunit 3 (PA28 gamma; Ki)
myosin, heavy chain 10, non-muscle

cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1
trafficking protein partccle complex 3

matrilin 2

component of oligomeric golgi complex 6

jagunal homolog 1 (Drosophila)

paired related homeobox 2

cyclin-dependent kinase 5

periphilin 1

EF-hand calcium binding domain 1

vacuwolar protein sorting 13 homolog B (yeast)

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 6
galactosylceramidase

mitogen-activated protein kinase 1

chromosome 21 open reading frame 122

TBC1 domain family, member 7

-1.67
-1.67
-1.67
-1.67
-1.67
-1.67
-1.67
-1.67
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.66
-1.65
-1.65
-1.65
-1.65
-1.65
-1.65
-1.65
-1.65
-1.65
-1.65
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64

-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.64
-1.63
-1.63
-1.63
-1.63
-1.63
-1.63
-1.63
-1.63
-1.62
-1.62
-1.62
-1.62
-1.62
-1.62
-1.62
-1.62
-1.61
-1.61
-1.61
-1.61
-1.61
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Resultados

RBM17
MRPL37
BAHD1
SLC35B1
GOLGA2
CHRAC1
HBA1
BSDC1
GMFB
LRRC56
KIAA0368
PLAC8
LYPLALA1
C18orf21
SUFU
SDCBP2
RAMP2
ITK
NFAM1
CHMPS
ENPP1
ADD3
DYRK1A

TRIM6
IGFBP6
ILTR1

GCNT1
CACNG6
C7orf23
GNAI3
PHF17
NOTCH2
CDH1
FZD1
EIF1AX

GOLGA8G
KIAA1958
NUBP2
GREB1
BSG
UBE2F
B3GNT7
ZBTB33
DEK

CHUK
ZNF697
FBXO41
KIAA0664
LOC347549
SPCS3
RIN3
GCC2
NUP88
ANLN
VPS54

SMARCD2
TBC1D17
RB1
HSD17B4
SON
YPELS
C120rf48
LOC90110
PRMT3
FANCL

RNA binding motif protein 17

mitochondrial ribosomal protein L37

bromo adjacent homology domain containing 1

solute carrier family 35, member B1

golgi autoantigen, golgin subfamily a, 2

chromatin accessibility complex 1

hemoglobin, alpha 2; he moglobin, alpha 1

BSD domain containing 1

glia maturation factor, beta

leucine rich repeat containing 56

KIAA0368

placenta-specific 8

lysophospholipase-like 1

chromosome 18 open reading frame 21

suppressor of fused homolog (Drosophila)

syndecan binding protein (syntenin) 2

receptor (G protein-coupled) activity modifying protein 2
IL2-inducible T-cell kinase

NFAT activating protein w ith [TAM motif 1

chromatin modifying protein 5

ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1

adducin 3 (gamma)

dual-specificity tyrosine{Y)-phosphorylation regulated kinase 1A
TRIMB-TRIM34 readthrough transcript; tripartite motif-containing 6; tripartite motif-
containing 34

insulin-like grow th factor binding protein 6

interleukin 1 receptor, type |

glucosaminyl (N-acetyl) transferase 1, core 2 (beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase)

calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6
chromosome 7 open reading frame 23

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 3
PHD finger protein 17

Notch homolog 2 (Drosophila)

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

frizzled homolog 1 (Drosophila)

eukaryotic translation initiation factor 1A, X-linked

golgi autoantigen, golgin subfamily a, 8D; golgi autoantigen, golgin subfamily a, 8C;
similar to Golgin subfamily A member 8-like protein 1; golgi autoantigen, golgin
subfamily a, 8F; golgi autoantigen, golgin subfamily a, 8G
KIAA1958

nucleotide binding protein 2 (MinD homolog, E. coli)

GREB1 protein

basigin (Ok blood group)

ubiquitin-conjugating enzyme E2F (putative)
UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 7
zinc finger and BTB domain containing 33

DEK oncogene

conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase

hypothetical LOC100130667; zinc finger protein 697

F-box protein 41

KIAA0664

hypothetical LOC347549

signal peptidase complex subunit 3 homolog (S. cereviiae)

Ras and Rab interactor 3

GRIP and coiled-coil domain containing 2

nucleoporin 88kDa

anillin, actin binding protein

vacuwolar protein sorting 54 homolog (S. cerevisiae)

SWUSNF related, matrix associated, actin dependentregulator of chromatin, subfamily

d, member 2

TBC1 domain family, member 17
retinoblastoma 1

hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4
SON DNA binding protein

yippee-like 5 (Drosophila)

chromosome 12 open reading frame 48
hypothetical protein LOC90110

protein arginine methyltransferase 3
Fanconi anemia, comple mentation group L

-1.61
-1.61
-1.61
-1.61
-1.61
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.59
-1.59
-1.59

-1.59
-1.59
-1.59

-1.59
-1.59
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58

-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.58
-1.57
-1.57
-1.57
-1.57
-1.57
-1.57
-1.57
-1.56
-1.56

-1.56
-1.56
-1.56
-1.56
-1.56
-1.56
-1.55
-1.55
-1.55
-1.55
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Resultados

GAA
ME3
C170rf70
Clorf96
TGFBR2

CHORDCH
AK3L1
TRNM
BTBD10
FADS2
TRIM32
MKI67
BCKDHB
NOL8
TRIB2
LAMC2
CENPF
USP33
FAM54B
MYBL1
CD302
PSEN2
SLC37A3
SLK
HAX1

DDX11
FAM10A3
SAAL1
CTAGE3
CENPE
DEPDC1
ARTN
STEAP3
LOC388237
CPT1B
ORC2L
SCP2
RECK
GPBP1
CNIH3
C3orf23
HIVEP1
LBR

LOC440926
MT1X
ATF3

NDUFS5
CLTA
RPS26 P10

H3F3A

GAPDH
B2M
NDUFC2
SQSTM1

RPS29
VDAC2
C210rf58
CNIH4
DTX1
ANXA2P2
CLIC1

glucosidase, alpha; acid

malic enzyme 3, NADR(+)-dependent, mitochondrial

chromosome 17 open reading frame 70

chromosome 1 open reading frame 96

transforming growth factor, beta receptor Il (70/80kDa)

cysteine and histidine-rich domain (CHORD)-containing 1; cysteine and histidine-rich
domain (CHORD)-containing 1 pseudogene

adenylate kinase 3-like 2; adenylate kinase 3-like 1

TRNM; MTTM

BTB (POZ) domain containing 10

fatty acid desaturase 2

tripartite motif-containing 32

antigen identified by monoclonal antibody Ki-67

branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide

nucleolar protein 8

tribbles homolog 2 (Drosophila)

laminin, gamma 2

centromere protein F, 350/400ka (mitosin)

ubiquitin specific peptidase 33

family with sequence similarity 54, me mber B

v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like 1

CD302 molecule; lymphocyte antigen 75

presenilin 2 (Alzheimer disease 4)

solute carrier family 37 (glycerol-3-phosphate transporter), member 3

STE20-like kinase (yeast)

HCLS1 associated protein X-1

DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 11 (CHL1-like helicase homolog, S.
cerevisiae)

family with sequence similarity 10, member A3

serum amyloid A-like 1

CTAGE family, member 3

centromere protein E, 312kDa

DEP domain containing 1

artemin

STEAP family member 3

hypothetical LOC388237

choline kinase beta; carnitine palmitoyltransferase 1B (muscle)

origin recognition complex, subunit 2-like (yeast)

sterol carrier protein 2

reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs

GC-rich promoter binding protein 1

cornichon homolog 3 (Drosophila)

chromosome 3 open reading frame 23

human immunodeficiency virus type | enhancer binding protein 1

lamin B receptor

H3 histone, family 3B (H3.3B); H3 histone, family 3A pseudogene; H3 histone, family
3A; similar to H3 histone, family 3B; similar to histone H3.3B

metallothionein 1X

activating transcription factor 3

similar to NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 5, 15kDa (NADH-coenzyme
Q reductase); NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 5, 15kDa (NADH-
coerzyme Q reductase)

clathrin, light chain (Lca)

ribosomal protein S26 pseudogene 10

H3 histone, family 3B (H3.3B); H3 histone, family 3A pseudogene; H3 histone, family
3A; similar to H3 histone, family 3B; similar to histone H3.3B
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-like 6; hypothetical protein
LOC100133042; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
beta-2-microglobulin

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknow n, 2, 14.5kDa
sequestosome 1

ribosomal protein S29 pseudogene 11; ribosomal protein S29 pseudogene 16;
ribosomal protein S29 pseudogene 17; ribosomal protein S29 pseudogene 3; ribosomal
protein S29 pseudogene 9; ribosomal protein S29

voltage-dependent anion channel 2

chromosome 21 open reading frame 58

cornichon homolog 4 (Drosophila)

deltex homolog 1 (Drosophila)

annexin A2 pseudogene 2

chloride intracellular channel 1

-1.55
-1.55
-1.54
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1.52
1.53
1.53
1.53
1.58
1.55
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Resultados

TMSLA1
RPL37A
SYT8
CSTB
LOC342541
MGC2752
DYNLT1
IL1A

HMGN2
SEC61G

ATF4
MAGEB6B
DUPD1
ATG16L1
FBXO32
DUSP15
RPL3

RPL39
AlF1
VIM
BRP44
SF3B14
NPC2
TMTC1

LOC440577
RPLP2
ENO1
ANXA2P1
LOC134997
KIAA1609
FTHL2
TMEM14C
PTMAP7

RPS26

FTH1
CD63
IF127
LOC391532

RPS8

HSPO0AA2
OCIAD2
PSMB1
NPW

BRI3
ANAPC11
TXNIP
COX2

PTMA

TP
SIGLEC9

UQCRH
S100A10
RPLP1

thymosin-like 2 (pseudogene); thymosin-like 1 (pseudogene); thymosin beta 4, X-linked
ribosomal protein L37a

synaptotagmin VIII

cystatin B (stefin B)

similar to TRIMCyp

hypothetical LOC65996

dynein, light chain, Tctex-type 1

interleukin 1, alpha

hypothetical LOC729505; similar to hCG2040565; high-mobility group nuclecsomal
binding domain 2; similar to high-mobility group nucleosomal binding domain 2

Sec61 gamma subunit

activating transcription factor 4 (tax-responsive enhancer element B67); activating
transcription factor 4C

melanoma antigen family B, 6B pseudogene

dual specfficity phosphatase and pro isomerase domain containing 1

ATG16 autophagy related 16-like 1 (S. cerevisiae)

F-box protein 32

dual specficity phosphatase 15; chromosome 20 open reading frame 57

ribosomal protein L3; similar to 60S ribosomal protein L3 (L4)

ribosomal protein L39 pseudogene 10; ribosomal protein L39 pseudogenre 20; ribosomal
protein L39 pseudogene 27; ribosomal protein L39; ribosomal protein L39 pseudogene
13; ribosomal protein L39 pseudogene 32

allograft inflammatory factor 1

vimentin

brain protein 44

splicing factor 3B, 14 kDa subunit

Niemann-Pick disease, type C2

transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 1

nucleophosmin 1 (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) pseudogene 21;
hypothetical LOC100131044; similar to nucleophosmin 1; nucleophosmin (nucleolar
phosphoprotein B23, numatrin)

ribosomal protein, large, P2 pseudogene 3; ribosomal protein, large, P2

enolase 1, (alpha)

annexin A2 pseudogene 3; annexin A2; annexin A2 pseudogene 1

peptidylprolyl isomerase A processed pseudogene

KIAA1609

ferritin, heavy polypeptide-like 2

transmembrane protein 14C

prothymosin, alpha pseudogene 7

ribosomal protein S26 pseudogene 38; ribosomal protein S26 pseudogene 39;
ribosomal protein S26 pseudogene 35; ribosomal protein S26 pseudogene 31;
ribosomal protein S26 pseudogene 20; ribosomal protein S26 pseudogene 54;
ribosomal protein S26 pseudogene 2; ribosomal protein S26 pseudogene 53; ribosomal
protein S26 pseudogene 25; ribosomal protein S26 pseudogene 50; ribosomal protein
$26 pseudogene 6; ribosomal protein S26 pseudogene 8; ribosomal protein S26
ferritin, heavy polypeptide 1; ferritin, heavy polypeptide-like 16; similar to ferritin, heavy
polypeptide 1; femitin, heavy polypeptide-like 3 pseudogene

CD63 molecule

interferon, alpha-inducible protein 27

similar to peptidylprolyl isomerase A

ribosomal protein S8; ribosomal protein S8 pseudogene 8; ribosomal protein S8
pseudogene 10

heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 2; heat shock protein
90kDa alpha (cytosolic), class A member 1

OCIA domain containing 2

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 1

neuropeptide W

brain protein I3; brain protein I3 pseudogene 1

anaphase promoting complex subunit 11

thioredoxin interacting protein

Cytochrome ¢ oxidase subunit 2

hypothetical LOC728026; prothymosin, alpha; hypothetical gene supported by
BC013859; prothymosin, alpha pseudogene 4 (gene sequence 112)

similar to tumor protein, translationally-controlled 1; tumor protein, translationally-
controlled 1

sialic acid binding Ig-like lectin 9

ubiquinol-cytochrome ¢ reductase hinge protein-like; ubiquinol-cytochrome ¢ reductase
hinge protein

$100 calcium binding protein A10

ribosomal protein, large, P1

1.55
1.56
1.57
1.57
1.57
1.58
1.58
1.59

1.59
1.59

1.59
1.59
1.59
1.59
1.60
1.60
1.60

1.61
1.61
1.62
1.62
1.62
1.62
1.63

1.63
1.63
1.65
1.65
1.66
1.67
1.67
1.68
1.68

1.68

1.68
1.68
1.68
1.69

1.69

1.70
1.70
1.71
1.71
1.72
1.42
1.72
1.74

1.75

1.75
1.76

1.76
1.76
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Resultados

RPSA
KIFC3
OR7E24
C150rf48
RPS11
PGAM4
RPL24
MT2A
EEF1G
TBCA
MGST1
USP11

RPL15
GRAMD1A

RPS27A
RPL37
TMSL4
RPL18
ANK3

CALM2
SAA1
Céorf48
KIRREL2
TMSB10
METTL1
IL6

MT1E
HIF3A
PTTG1

NPM1
ARL4C

PPIAL3
DTNB
MACF1
NGEF
OR5BS1P
RPS9

RPS13

RPS18
C18orf12

RPL32

MT1JP
MYCBP
TSC22D1
OAZ1
RPL19
SUOX
RPLY

RPL23A
NPHS2
IL24

ribosomal protein SA pseudogene 9; ribosomal protein SA pseudogene 8; ribosomal
protein SA pseudogene 58; ribosomal protein SA pseudogene 19; ribosomal protein SA
pseudogene 18; ribosomal protein SA; ribosomal protein SA pseudogene 15; ribosomal
protein SA pseudogene 61; ribosomal protein SA pseudogene 29; ribosomal protein SA
pseudogene 12

kinesin family member C3

olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 24

chromosome 15 open reading frame 48

ribosomal protein S11 pseudogene 5; ribosomal protein S11

phosphoglycerate mutase family member 4

ribosomal protein L24; ribosomal protein L24 pseudogene 6

metallothionein 2A )

eukaryotic franslation elongation factor 1 gamma

tubulin folding cofactor A

microsomal glutathione S-transferase 1

ubiquitin specific peptidase 11

ribosomal protein L15 pseudogene 22; ribosomal protein L15 pseudogene 18; ribosomal
protein L15 pseudogene 17; ribosomal protein L15 pseudogene 3; ribosomal protein L15
pseudogene 7; ribosomal protein L15

GRAM domain containing 1A

ribosomal protein S27a pseudogene 12; ribosomal protein S27a; ribosomal protein S27a
pseudogene 11; ribosomal protein S27a pseudogene 16

ribosomal protein L37

thymosin-like 4 (pseudogene)

ribosomal protein L18

ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G)

calmodulin 3 (phosphorylase kinase, delta); calmodulin 2 (phosphorylase kinase, delta);
calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta)

serum amyloid A1

chromosome 6 open reading frame 48; small nucleolar RNA, C/D box 52

kin of IRRE like 2 (Drosophila)

thymosin beta 10

methyltransferase like 1

interleukin 6 (interferon, beta 2)

metallothionein 1L (gene/pseudogene); metallothionein 1E; metallothionein 1
pseudogene 3; metallothionein 1J (pseudogene)

hypoxia inducible factor 3, alpha subunit

pituitary tumor-transforming 1; pituitary tumor-transforming 2

nucleophosmin 1 (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) pseudogene 21;
hypothetical LOC100131044; similar to nucleophosmin 1; nucleophosmin (nucleolar
phosphoprotein B23, numatrin)

ADP-ribosylation factor-like 4C

similar to TRIMCyp; peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A); peptidylproly| isomerase
A (cyclophilin A)-like 3

dystrobrevin, beta

microtubule-actin crosslinking factor 1

neuronal guanine nucleotide exchange factor

olfactory receptor, family 5, subfamily BS, member 1 pseudogene

ribosomal protein S9; ribosomal protein S9 pseudogene 4

ribosomal protein S13 pseudogene 8; ribosomal protein S13; ribesomal protein S13
pseudogene 2

ribosomal protein S18 pseudogene 12; ribosomal protein S18 pseudogene 5; ribosomal
protein S18

chromosome 18 open reading frame 12

small nucleolar RNA, H/ACA box 7A; small nucleolar RNA, H/ACA box 7B; ribosomal
protein L32

metallothionein 1L (gene/pseudogene); metallothionein 1E; metallothionein 1
pseudogene 3; metallothionein 1J (pseudogene)

c-myc binding protein

TSC22 domain family, member 1

ornithine decarboxylase antzyme 1

ribosomal protein L19; ribosomal protein L19 pseudogene 12

sulfite oxidase

ribosomal protein L9; ribosomal protein L9 pseudogene 25

ribosomal protein L23a pseudogene 63; ribosomal protein L23a pseudogene 75;
ribosomal protein L23a pseudogene 37; ribosomal protein L23a pseudogene 65;
ribosomal protein L23a pseudogene 43; ribosomal protein L23a pseudogene 44;
ribosomal protein L23a

nephrosk 2, idiopathic, steroid-resistant (podocin)

interleukin 24

177
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Resultados

SETD5
TXN

RPL4
BMP4

LOC439953
LOC401679
RPS19
TMSB4X
SCAND1
LYPD1
MT1M
PSTPIP1
LOC284688
SEZ6L2
RALGPS2

RPS3AP6
RPL27
LARP4

RPS12

RPL13A
RPL27A
RPS25

RPL35
RPL18A
GLA
CDCP1

RPS3A

PPIA
UBC
HSPH1

RPS10
PDLIM7
DLEC1
RPS17

RPS6

RPL36A

EEF1A1
LOC283050
IER3

DUX1
UGT2A1
TMSL6
S100A6
COX3
VANGLA1
DPP9

RPL6
ALOX15B
FTHL11

SET domain containing 5

thioredoxin

ribosomal protein L4; ribosomal protein L4 pseudogene 5; ribosomal protein L4
pseudogene 4

bone morphogenetic protein 4

similar to TRIMCyp; peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A); peptidylprolyl isomerase
A (cyclophilin A)-like 3

similar to filamin-binding LIM protein-1

ribosomal protein S19 pseudogene 3; ribosomal protein S19

thymosin-like 2 (pseudogene); thymosin-like 1 (pseudogene); thymosin beta 4, X-linked
SCAN domain containing 1

LY6/PLAUR domain containing 1

metallothionein 1M

proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 1

hypothetical LOC284688

seizure related 6 homolog (mouse)-like 2

Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 2

ribosomal protein S3a pseudogene 39; ribosomal protein S3A pseudogene 6; ribosomal
protein S3a pseudogene 43; ribosomal protein S3a pseudogens 16; similar to 40S
ribosomal protein S3a (V-fos transformation effector protein); ribcsomal protein S3a
pseudogene 14; ribosomal protein S3a pseudogene 15; ribosomal protein S3a
pseudogene 29

ribosomal protein L27

La ribonucleoprotein domain family, member 4

ribosomal protein S12; ribosomal protein S12 pseudogene 4; ribosomal protein S12
pseudogene 11; ribosomal protein S12 pseudogene 9

ribosomal protein L13a pseudogene 7; ribosomal protein L13a pseudogene 5; ribosomal
protein L13a pseudogene 16; ribosomal protein L13a; ribosomal protein L13a
pseudogene 18

ribosomal protein L27a

ribosomal protein S25 pseudogene 8; ribocsomal protein S25

ribosomal protein L35; ribosomal protein L35 pseudogene 1; ribosomal protein L35
pseudogene 2

ribosomal protein L18a pseudogene 6; ribosomal protein L18a

galactosidase, alpha

CUB domain containing protein 1

ribosomal protein S3A pseudogene 5; ribosomal protein S3a pseudogene 47; ribosomal
protein S3a pseudogene 49; ribosomal protein S3A; hypothetical LOC100131699;
hypothetical LOC100130107

similar to TRIMCyp; peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A); peptidylprolyl isomerase
A (cyclophilin A)-like 3

ubiquitin C

heat shock 105kDa/110kDa protein 1

ribosomal protein S10; ribosomal protein S10 pseudogene 4; ribesomal protein S10
pseudogene 11; ribosomal protein S10 pseudogene 22; ribosamal protein S10
pseudogene 7; ribosomal protein S10 pseudogene 13

PDZ and LIM domain 7 (enigma)

deleted in lung and esophageal cancer 1

ribosomal protein S17

ribosomal protein S6 pseudogene 25; ribosomal protein S6; ribosomal protein S6
pseudogene 1

ribosomal protein L36a pseudogene 51; ribosomal protein L36a pseudogene 37;
ribosomal protein L36a pseudogene 49; heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2
(H'"); ribosomal protein L36a

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha-like 7; eukaryatic translation elongation
factor 1 alpha-like 3; similar to eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1;
eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1

hypothetical LOC283050

immediate early response 3

double homeobox, 1

UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide A1

thymosin-like 6 (pseudogene)

$100 calcium binding protein A6

Cytochrome ¢ oxidase subunit 3; ATP synthase subunit a; ATP synthase protein 8
vang-like 1 (van gogh, Drosophila)

dipeptidyl-peptidase 9

ribosomal protein L6 pseudogene 27; ribosomal protein L6 pseudogene 19; ribasomal
protein L6; ribosomal protein L6 pseudogene 10

arachidonate 15-lipoxygenase, type B

ferritin, heavy polypeptide-like 11

2.14
2.14

2.15
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2.26

2.28
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2.30

2.31
2.32
235

2.38
2.38
2.39
2.39

2.39
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2.44
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2.49
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2.95
2.95

o

)|
168 |



Resultados

LOC284260 hypothetical gene supported by BC011527; BC021928; BC011527; BC021928 2.98
SNX6 sorting nexin 6 3.00
AKAP12 A kinase (PRKA) anchor protein 12 3.00
FTHL12 ferritin, heavy polypeptide-like 12 3.02
FTL similar to ferritin, light polypeptide; fermitin, light polypeptide 3.03
LIG1 ligase |, DNA, ATP-dependent 3.06
ARMC2 armadillo repeat containing 2 3.13
RPL41 ribosomal protein L41 3.14
C9orf3 chromosome 9 open reading frame 3 3.27

ribosomal protein L7a pseudogene 70; ribosomal protein L7a; ribosomal protein L7a

pseudogene 30; ribosomal protein L7a pseudogene 66; ribosomal protein L7a

pseudogene 27; ribosomal protein L7a pseudogene 11; ribosomal protein L7a
RPL7A pseudogene 62 3.32
OPTC Opticin 3.34

La tabla 13 muestra los genes modulados en las células MDA-MB-231 por

efecto de la transfeccién del miR-944, se aprecia el simbolo del gen, seguido

del nombre del geny la tasa de valor de cambio (FC).
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Tabla 14. Genes modulados por miR944 en células MDA-MB-231 que
participan en migracion e invasion.

Simbolo del  Nombre Valorde Funcion del gen relacionada a cancer Referencia  Sitios de
gen® cambio union al
miR-944°
PAK1 p21 protein -3.03 Pak1 interactua y fosforila Ia histona H3 lo 175 1
(Cdc42/Rac)- cual influye en los eventos mitoticos en
activated cancer de mama.
kinase 2
PRKCA Protein kinase -1.96 PKCalfa puede regular la actividad de Ets1 176 1
C, alpha en células de cancer de mama invasivas
MAPK1 Mitogen- -1.61 Via de sefalizacion crucial para el 177 1
activated creimiento de los tumors estrogeno
protein kinase dependientes promoviendo su crecimiento
1 en los estados tempranos de la progresion
tumoral.
CAMK2G Calcium/calmo -2.60 CAMK2G juega un papel critic en el 178 1
dulin- crecimiento del osteosarcoma. Su inhibicién
dependent puede ser una estrategia terapéutica
protein kinase atractiva para combater el osteosarcoma de
I gamma alto grado en nifios.
NIPBL Nipped-B -2.77 La supresion de sus homologos resulta en 179 1
homolog inestabilidad chromosomal y defectos en la
(Drosophila) cohesién de cromatidas en células de
cancer colorectal.
PTP4A1 Protein -1.80 Células de adenocarcinoma de colon tienen 180 1
tyrosine la habilidad de producir las proteinas
phosphatase PTP4'A1, PTP4A2 y PTE4A3, las f:uales se
t VA relacionan con metastasis a los nodul os
ype ) e
linfaticos.
member 1
CDCP1 CUB domain 2.39 CDCP1 promueve la invasion y la 181 1
containing diseminacion peritoneal de las células del
protein 1 cancer a traves de la regulacion de la
migracién y el anclaje independiente.
MMP14 Matrix -2,30 MMP14 es una enzima proteolitica 182 1
metallopeptida fundamental en el control de la invasividad
se 14 de las células de cancer de mama. Es
altamente expresada en tumores mamarios
agresivos y se asocia con un mal
pronostico.
TFRC Transferrin -1,81 La expresion deTFRC es atenuada es 183 1
receptor (p90, atenuada en las células pulmonares
CD71) asociadose a la agresividad.
TRIM32 Tripartite motif- -1,53 TRIM32 es un nuevo oncogen que 184 1

containing 32

promueve el crecimiento tumoral, la
metastasis y la resistencia a las terapias
anticancerigenas.
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ADAM28

ANXA7

BARD1

BAX

BRCA2

CCNE2

CHEK2

CRTC1

CTSD

DEK

DLEC1

ADAM
metallopeptida
se domain 28

Annexin A7

BRCA1
associated
RING domain
1

BCL2-
associated X
protein

Breast cancer
2, early onset

Cyclin E2

Protein kinase
CHK2-like

CREB
regulated
transcription
coactivator 1

Cathepsin D

DEK oncogene

Deleted in lung
and

-3,05

-2,67

-1,67

-1,75

1,74

-2,66

-2,01

-1,68

-1,70

-1,58

2,49

ADAM28 es sobreexpresado en una forma
activa en células de carcinoma mamario y
es implicado en la proliferacion a través de
del IGF-I.

La disminucién en la expresion de ANXA7
fue asociada con el potencial invasivo en
tumores de alto grado de multiples tumores.
Las metastasis a los nodulos linfaticos
provenientes de otros sitios como mama y
prostata tienen una expresion deficiente de
ANXA7.

BARD1 actua en la apoptosis de modo p53-
dependiente. Mutaciones de BARD 1 en
células germinales has sido detectadas en
cancer de mama y ovario hereditario
negativo para alteraciones enBRCA1y
BRCA2.

Defectos en BAX han sido encontrados en
células T de leucemia linfoblastica aguda,
linfoma de burkitt y plasmacitoma. La
apoptosis inducida por el antagonista del
receptor de prolactina humana es mediada
a través de la regulacién de la expresién de
Bax y Bcl-2.

Los defectos en BRCA2 son causa de la
suceptibilidad genética a cancer de mama.

Estudios muestran que CCNE1y CCNE2
son marcadores de prondstico
independientes para los pacientes con
nodos linfaticos negativos, y CCNE 1permite
subclasificar a los pacientes.

La mutaciéon es asociada con cancer
hereditario.

El transcrito de CRTC1 es detectado en
conjunto con MAML2. CRTC1 es detectado
en baja concentracién, mientras que
MAML2 es detectado como sobreexpresado
en carcinomas mucoepidermales de alto
grado. La deteccion de estos genes en ese
equilibrio corres ponde a carcinomas
agresivos.

La Catepsina D es crucial para el
crecimiento de fibroblastos invasivos y
puede actuar como interlocutor entre las
celulas canceriogenas and estrcmales
independientemente de su actividad
catalitica.

DEK juega un papel importante en la
carcinogenesis cervical y tiene un potencial
para ser herramientas de diagnostico y
terapia.

Los defectso en DLEC1 estan relacionados
con el desarrollo del cancer de mama.
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E2F3

ENO1

FGFR2

FES

GREBH1

LATS?2

LEPR

MAD1L1

NCOA4

NEDD4

NEK2

NOTCH2

esophageal
cancer 1
E2F
transcription
factor 3

Enolase 1,
(alpha)

Fibroblast
growth factor
receptor 2

Feline sarcoma
oncogene

GREB1 protein

LATS, large
tumor
suppressor,
homolog 2
(Drosophila)

Leptin receptor

MAD1 mitotic
arrest
deficient-like 1
(yeast)

Nuclear
receptor
coactivator 4

Neural
precursor cell
expressed,
developmentall
y down-
regulated 4
NIMA (never in
mitosis gene
a)-related
kinase 2

Notch

-2,27

1,65

-3,01

-1,86

-1,58

-2,19

-1,89

-2,07

-2,34

-2,33

-3,09

-1,58

Puede actuar como supresor de tumor al
inhibir la proliferacion.

Los niveles de E2F 3 tienen un rol critico en
la modulacion de la tasa de proliferacion en
cancer de rifion y préstata.

ENO1, juntoconIL8 y DES son genes
clave en la suceptibilidad en cancery
modulan la biosintesis de proteinas en la
tumorogénesis de cancer de colon.

FGFR2 es un oncogen en células mamarias
epiteliales humanas. En las células de
cancer de mama puede haber amplificacion
del gen FGFR2.

FES ha sido encontrado reprimido por un
mecanismo de metilacion en el promotor en
células de cancer colorectal.

GREB 1 es involucrado en el crecimiento de
células humanas mamarias inducido por
estrogenos. Es un marcador potencial de
respuesta y un potencial blanco terapéutico.
Los tumores mamarios con una expression
baja de LATS1y LATS2 tienen un fenétipo
agresivo causado por hipermetilacién de los
promotores de esos genes.

Leptin estimula de manera significativa la
proliferacién de la linea de células
mamarias tumorales T47-D.

MAD1 es un gen que puede funcionar con
un supresor de tumory la represién de este
gen contribuye a la tumorogénesis en
cancer de estomago.

NCOA4 promueve el crecimiento y la
invasion celulary su expression es
incrementada en cancer de prostata.

NEDD4-1 ha sido encontrado como
sobreexpresado en células malignas
gastricas y colorectales y se ha sugerido
que la expresién de NEDD4-1 se asocia con
el desarrollo de cancer gastrico y colorectal.

Nek2 es sobreexpresada de modo
significativo en carcinomas preinvasivos y
carcinomas ductales in situ de mama. Es un
blanco potencial de tratamiento en cancer

de mama.

Akt-1 ha sido encontrado en tumores
receptor de estrogenos positivo bien
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homolog2 diferenciados y sin invasion a nodulos
linfaticos, pero su expresion se pierde en
tumores con invasién a nédulos linfaticos.
Lo que sugiere la participacion de Notch en
la progresion del cancer de mama.

PBX1 Pre-B-cell -3,17 El complejo PBX1-HOXC8 se asocia al 208
leukemia crecimiento independiente de andrégenos
homeobox 1 en cancer de prostata. La pérdida del gen

PLZF, resulta en la sobreexpresion de
PBX1y HOXCS.
RBL2 Retinoblastom -2,71 RBL2 (p130) tiene un rol compensatorio a la 209
a-like 2 (p130) pérdida del gen RB. Participa en la
senescencia por arresto celular en lineas de
cancer de mama en res puesta aldafo al
DNA.

La tabla muestra los genes modulados en las células MDA-MB-231 por efecto
de la transfeccion del miR-944, que estan implicados en los procesos de
migracion e invasion, se aprecia el simbolo del gen, seguido del nombre del
gen, la funcién del gen en el cancer y la cantidad de los sitios de unién del miR-
944.
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13. El miR-944 modula la migracion en lineas celulares mamarias.

Dado el potencial papel del miR-944 en la regulacion de la migracion e
invasion celular tanto por sus blancos predichos, asi como por los genes
modulados en el microarreglo, es consecuente analizar el efecto del miR-944 en

la migracién celular.

Para ello evaluamos el efecto de la expresion del miR-944 en la
migracion celular a través del ensayo Wound-healing. Este ensayo consiste en
evaluar la restauracion de la monocapa celular cuando esta es parcialmente
destruida mediante un trazo fino. Si el miR-944 tiene efecto en la migracion, la

restauracion de la monocapa sera nula o mas lenta respecto al control.

De manera inicial, células MCF-7 y MDA-MB231 transfectadas con 50
nM del precursor miR-944, células tratadas con el agente transfectante y células
sin transfectar fueron analizadas en este ensayo. Los resultados muestran una
clara recuperacién de la monocapa en la condicion normal la cual fue
considerada como el 100%. En contraste dicha migraciéon fue reducida por .
efecto de la transfeccion del miR-944 en un 90% para el caso de las células
MDA-MB-231 y en un 80% en el caso de las células MCF-7. De manera
importante el efecto inhibitorio de la migracion no fue dependiente de la
concentracion del precursor (Fig. 17 B). La representacion grafica de estos

porcentajes se encuentra en la figura 19 C.
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Con el objeto de corroborar estos resultados, la migracion fue evaluada
con camaras transwell acorde a lo descrito en metodologia. EI nimero de
células que migraron a la parte inferior de la cdmara en la condicién control fue
considerado como el 100%. Las células transfectadas con el scramble y en
presencia del agente transfectante no muestran diferencias estadisticas
significativas en la migracion respecto del control en ninguna de las lineas
celulares. En contraste, las células transfectadas con el precursor del miR-944 a
50 nM y 200 nM mostraron una reduccion en la migracion entre un 70-75% y un
80-85% en células MDA-MB-231 y MCF-7 respectivamente. Considerando de

manera conjunta estos datos concluimos que el miR-844 modula la migracion

celular in vitro..

14. La expresion del miR-944 en células MDA-MB-231 inhibe la invasién
celular.

La serie de experimentos realizados anteriormente demostraron la
participacion del miR-944 en la migracion celular y dado que la invasién es otro
proceso posiblemente afectado por el miR-944, evaluamos el efecto de la
transfeccion del miR-944 en la invasion celular. Para ello la linea celular MDA-
MB-231 fue transfectada con 50 nM del pre-miR-944 y sometida al analisis de

migracion en camaras transwell acorde a lo descrito en metodologia. Este

ensayo se basa en el principio de que las células con capacidad invasiva como
la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231, secretan proteasas que les

permiten degradar la matriz extracelular y atravesar la lamina basal. En este
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caso, las camaras transwell son preparadas con una capa de matrigel (matriz
proteica) que simula la matriz extracelular y que sera degrada por proteasas
excretadas por las células con capacidad invasiva. Si el miR-944 tiene un efecto
negativo en la invasion, las células MDA-MB-231 transfectadas seran incapaces
de degradar la matriz y migrar al pozo inferior. Como se aprecia en la figura 20,
la invasion celular en las células transfectadas con el pre-miR-944 fue reducida
en un 60% en comparacion con las células MDA-MB-231 sin transfectar. Este
analisis demuestré que el miR-944 no sélo suprime la migracion sino también la

invasion celular.
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Figura 20. El miR-944 modula la migracién celular in vitro. La figura muestra el efecto de la
transfeccion del miR-944 en la migracion celular de las células MCF7 y MDA-MB-231, evaluada
con ensayos wound healt y transwell. Paneles superiores células MCF7, inferiores MDA-MB-
231. (A) y (C) Ensayo wound healt. Las células MCF7 y MDA-MB-231 fueron transfectadas con
el pre-miR-944 (50 nM). 48 horas pos-transfeccion la monocapa fue rasgada y evaluada a las 4
y 24 horas para estimar la restauracion. (B) y (D) Ensayo de migracion en camaras transwell.
Las células MCF7 y MDA-MB-231 fueron transfectadas con el pre-miR-944 (50 nM). 48 horas
pos-transfeccion las células fueron sembradas en camaras transwell y 24 horas después las
células que migraron al pozo inferior fueron contabilizadas. El nimero de células que llegaron al
pozo inferior en el control (sin transfectar) corresponde al 100% de migracion celular.
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Figura 21. El miR-944 reprime la invasion celular in vitro. La figura muestra
la disminucién en la invasién celular de la linea celular MDA-MB-231 por efecto
de la expresion del miR-944. Las células MDA-MB-231 fueron transfectadas con
el pre-miR-944 (50 nM). 48 horas pos-transfeccion las células fueron
sembradas en camaras transwell con una base de matrigel. 24 horas después
las células que lograron atravesar la matriz de gel y llegaron al pozo inferior
fueron cuantificadas. El numero de células que migro en la condicion control
(transfectadas con moléculas scramble) fue considerado como el 100%. (A)
Representacion grafica del proceso de invasion evaluado en camara transwell.
(B) Inhibicién de la invasion celular por efecto de la transfeccion del miR-944 en
células MDA-MB-231.
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15.- La expresion del miR-944 induce cambios en la expresion de las

proteinas de adhesioén focal.

Los experimentos realizados con anterioridad evidencian la inhibicion de
la migracion e invasion mediada por miR-944 en las células MDA-MB-231 por
un mecanismo aun desconocido. Las distintas aproximaciones de genes
modulados por el miR-944 (blancos predichos y genes modulados en el
microarreglo) muestran diversas proteinas con participacion en la regulacion de
la formacion de filopodios, lamelipodios y adhesién focal (complejos proteicos
asociados a la migracion e invasion), necesarios en la metastasis. Tomando
como referencia estos eventos se utilizd un panel de anticuerpos contra las
proteinas que participan en la adhesion focal tales como B1-integrina, talina, p-
paxilina, p-fak, vinculina y a-actinina 1, asi como el factor de transcripcién JNK
que induce la produccién de proteinasas de matriz celuar. A través de ensayos
Western blot encontramos que la expresién del miR-944 aumenta hasta cuatro

veces la expresion de las proteinas B1-integrina, paxilina, talina y o-actina 1

(figura 22).

Esto sugiere que los complejos de adhesion focal pierden la dinamica de
ensamble/desemsamble y son estabilizados inhibiendo asi el proceso de
migracion. Para probar esta hipdtesis se realizd un ensayo de
inmunofluorescencia en células MDA-MB-231 transfectadas con el precursor del
miR-944 dirigido contra las proteinas a-actinina 1, vinculina y paxilina. Estas

Ultimas son las principales proteinas del complejo de adhesion focal, ademas de

F——
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ser las mas abundantes en el mismo. Los resultados de la inmunofluorescencia
mostraron que las células MDA-MB-231 transfectadas con el pre-miR-944,
muestran una distribucion a-actinina 1 uniforme en todo el cuerpo celular, con
multiples puntos de contacto con el citoesqueleto de actina lo que conlleva a un
fortalecimiento de la adhesion focal (figura 23C). Asi mismo, las células MDA-
MB-231 transfectadas con el miR-944 perdieron la forma alargada asociada con
la movilidad en células mesenquimales y adoptaron una forma concéntrica y
despolarizada (figura 23A). Es importante destacar que la adquisicién de esta
forma concéntrica fue acompafada de la pérdida de las estructuras de actina y
la presencia de fibras de estrés irregulares. La disposicion del citoesqueleto de
actina también cambié drasticamente, pasando de una organizacion axial en las
células MDA-MB-231 control (figura 20A) a una distribucion radial en células
MDA-MB-231 transfectadas con el pre-miR-944 (figura 23A ). En resumen, los
resultados de la inmunofluorescencia mostraron la estabilizaciéon de los
complejos de adhesion focal que fueron evidenciados mediante la localizaciéon

de la proteina a-actina 1. Esta proteina es clave en el complejo de adhesion

focal sirviendo como puente entre la talina y vinculina.
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Figura 22. El miR-944 modula la expresion de proteinas de adhesion focal.
La figura muestra el efecto de la expresion del miR-944 en la expresion de las
protéinas b1-integrina, talina, p-paxilina, p-fak, vinculina, actinina y JNK. Células
MDA-MB-231 control y tranfectadas con 50 nM del pre-miR-944 fueron lisadas a
las 48 horas post-transfeccion. 50 microgramos de las proteinas fueron
sometidas a electroforesis y transferidas a membranas de nitrocelulosa para
realizar los ensayos Western blot acorde a lo descrito en metodologia. Los
resultados de estos ensayos fueron analizados mediante densitometria y
normalizados con base en la expresién del control de carga GAPDH. (A)
Ensayos western blot contra las proteinas del complejo de adhesion focal. (B)
Valores normalizados de densitometria correspondiente a los resultados en el
panel A.
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Figura 23. El miR-944 reduce la migracion e invasiéon a través de la
estabilizacion de las adhesiones focales. Las células MDA-MB-231 control y
transfectadas con el miR-944 fueron incubadas con faloidina rodamina para la
visualizacion de la F-actina (rojo), anticuerpos a-actinina1 (verde) y la
contratincion con DAPI (azul). (A) Organizacion del esqueleto de actina en
células MDA-MB-231 transfectadas con el pre-miR-944. Las imagenes de
contraste de fases y de inmunofluorescencia, revelan en las células MDA-MB-
231 control una morfologia alargada y la organizacion del citoesqueleto axial
mientras que las células que expresan el miR-944 adoptan una morfologia
radial mostrando una difusién en la distribucion de la actina cercana a la
periferia de la célula. (B) Visualizacién de las estructuras relacionadas con la
adhesion celular. Las imagenes muestran en las células MDA-MB-231 control,
la organizacion de la actina que muestra ondulaciones de la membrana (MR),
principalmente filopodios ramificados y salientes (F). Las células MDA-MB-231
que expresan el miR-944 presentan la aparicion abrupta de las fibras de estrés
(SF) y en color amarillo los puntos focales maduros entre a-actininal y el
citoesqueleto de actina. (C) Distribucién celular de a-actinina1. Las imagenes
confocales X-Z de a-actinina1l (verde) en células MDA-MB-231 control,
muestran una sefal difusa y baja sin colocalizacion con el esqueleto de actina a
pesar de observar los invadopodios incipientes. Mientras que en las células
transfectadas con el pre-miR-miR944 se aprecia una fuerte sefial puntiforme de
a-actinina1 con la presencia de multiples adherencias focales a toda la periferia
de la célula. Las flechas sefialan los invadopodios y las puntas de flecha indican
las adhesiones focales. Bara=10 micras. '
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16. El miR-18b se sobreexpresa en tumores mamarios y lineas celulares

de cancer de mama.

Acorde a los resultados de prediccion de blancos predichos y rutas de
senalizacion potencialmente afectadas, el miR-18b es otro miRNA que tiene la
capacidad de modular genes importantes en migracién y metastasis. Este
miRNA se localiza en el cromosoma X dentro del clister miR-106a-363
constituido por los miRNAs miR-106a, miR-18b, miR-20b, miR-19b-2, miR-92a-
2 y miR-363 (miRbase). Diversos reportes asocian la expresion aberrante del
miR-18b a diversas patologias humanas incluyendo hipertropia cardiaca,
esclerosis multiple e infeccion cronica del virus de la hepatitis B 2'%2'2. El miR-
18b es sobreexpresado en cancer gastrico, epitelial, colon y tumores benignos
de ovario 2'*%'®_ Algunos genes como NOTCH2, NEDD9 and MEKK1 han sido
identificados como blancos del miRNA-18b 2" En cancer de mama miR-18b
regula negativamente la sefial del receptor o de estrogenos 2'®. En otros
estudios, la baja expresion del miR-18b fue asociada con una baja
supervivencia en tumores Her2 negativos, aunque esto no correlaciona con los
niveles del receptor o de estrogenos 2'°. Recientements, los altos niveles del
miR-18b circulante fueron propuestos como un potencial marcador de cancer de
mama ?°. Aunque el conocimiento sobre el miR-18b ha ido aumentando, las
funciones fisioldgicas del miR-18b aun no han sido claramente establecidas y el

numero de blancos validados de este miRNA es escaso.
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Blancos predichos del miR-18b (TargetScan)

NEDD9
GLRB
INADL
PHC3
ESR1
KCNA1
TMEM170B
DICERT
HMGCS1
ATM
FAM3C
THEX1
HEATR5A
FBXL3
EPB41L1
ZNF367
CREBL2
TMEM2
MAP3K1
CDC2L6
ATXN1
LOC203547
PDE4D
RAB11FIF2
PARDGB
KIAA1012
SH3BP4
ESCO2
LRRFIP1
CCND2
MAP7D1
TTPAL
HMBOX1
STAM2
ZCCHC3
GOLC
NCOA1
MAPK4
MYLK
GIGYF1
DAAMZ
KCNH7
DIRAS2
XYLT2
THBD
NEDD4
PTGFRN
KCMF1
PHF19
CNTNAP1
IRF2
PDZD2
sime
cLeet
KPNAG
ANKRD13C

ADD3
KCNJ2
UQCRB
RUNX1
HIF1A
ENC1
ZFP62
SORBS2
XYLT1
TNRC6B
PTP4A3
KIAA0999
KLHL20
SLC12A6
SMAP2
UBTD2
ETV6
TBPLA1
MDGA1
CTGF
RNF4
CRIM1
RABGAP1
TNFAIP3
FAM73A
FRYL
ORAI3
CADM2
MBOAT2
KIAA1553
ABTB2
MARCHS5
SMAD2
FNBP1
BRWD3
PCMTD2
NOTCH2
IGF1
PSD3
C5orf30
ASXL2
Céorf225
BTG3
GIT2
OLFML2B
RAB22A
AEBP2
JARID1B
NUFIP2
ZBTB4
FNDC3B
CDC42
PHF2
ATXN7L1
FRS2
MBNL1

HEG1
NXT2
LSM14B
PAPPA
FAM130A2
0oDz3
NR3C1
SATB1
ZBTB47
TRIOBP
LMO4
RAB5C
DIP2C
FLJ20309
BHLHBS
TRIM2
Ctorf9
SLC6A6
CAMKK2
CTDSPL
BTBD14B
USP24
C7orf42
ANK3
Clorf21
SLC35E1
FCHSD2
NIP30
RGS4
CLCN4
NR1H2
ZCCHC4
ALCAM
TEX2
ANKRD50
LIN54
MEF2D
ATP13A1
ZNF704
CCDC88A
STK4
KCTD16
TRIB2
CDK2
NFATS
UBE2Z
ADAT2
ATXN2L
IGF2BP2
ATP8A1
FAMSOA
ZAK
C50rf13
ROBO2
RCOR1
KIT

C130rf30
PIAS3
FOSL2
LAT
LIN28
MyO1C
EHMT1
ZC3H12C
HMG20B
ZBTB44
UBE2G1
NKTR
GIGYF2
MTF1
ANKRD52
IGSF3
CANX
DUSP16
ZNF618
DSC3
NAV1

——
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Blancos validados

Simbolo Nombre Referencia

NOTCH2  Notch Homolog 2 2b17

NEDD9 Neural Precursor Cell Expressed 217
Developmentally Down-Regulated Protein 9

MEKK1 (MAP3K1) Mitogen-Activated Protein 21T

Kinase Kinase Kinase 1, E3 Ubiquitin Protein
Secuencia del miR-18b

>hsa-mir-18b M10001518

UGUGUUAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUAGUGAAGCAGCUUAGAAUCUACUGCCCUAAAUG
CCCCUUCUGGCA

Stem-loop

ug - u [ u ua --g
uguua agg gcau uag gcagu gu aagc
PEEEE rer e e reeer [l a
acggu ucc cgua auc cguca ua uucg
-- cu o a o uc aga

Con base en estos antecedentes y los resultados de las predicciones
bioinformaticas, se evalud la expresion relativa del miR-18b en las lineas
celulares MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453, ZR-75 y T47D, asi como en

tejidos mamarios normales y tumorales mediante qRT-PCR.

Los resultados muestran que en los tumores analizados el miR-18b se

sobreexpresa (fold change 2-18) en comparacion con el tejido mamario normal

y que entre los distintos subtipos clinicos analizados, el triple negativo mostro la
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mayor expresion del miR-18b (figura 24A). En el caso de las lineas celulares la
mayoria de ellas sobreexpresa el miR-18b (entre 2-9 veces) en comparacion
con el tejido mamario normal, siendo la linea celular MDA-MB-231 la de mayor
expresion (fold change 9). En contraste, la linea celular MCF-7 mantiene una
expresion similar a la encontrada a la de los tejidos mamarios normales (figura

24C).

Para evaluar el efecto celular de la represion del miR-18b, se eligio como
modelo celular la linea MDA-MB-231. Esto se hizo considerando que la linea
celular MDA-MB-231 mostro la mayor expresion del miR-18b entre todas las
lineas celulares (figura 24A), lo que sugiere que una reduccion en su expresion
podria tener un efecto celular evidente que permita inferir la funcion del miRNA.
En adiciéon a esto, miR-18b ya ha sido previamente asociado a la migracién e
invasion celular en glioblastoma'” 2" o que implica que en cancer de mama el
miR-18b podria modular estos eventos de manera similar. Esta hipotesis se
sustenta al considerar los resultados de prediccion de blancos y rutas afectadas

por el miR-18b, los cuales muestran la posible regulaciéon de proteinas que
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regulan el proceso de migracion e invasién celular, tales como CDC42, HIF1A,
PIAS3, IGF1, SMAD2, KIT, RUNX1, STK4 y CDK2. Finalmente, una de las
caracteristicas. mas reconocidas de la linea celular MDA-MB-231 es su alta
capacidad invasiva, lo cual correlaciona con la alta expresion encontrada del
miR-18b, por lo cual decidimos evaluar el efecto de la represion de este miRNA

en estos procesos celulares.

17. La represion del miR-18b no afecta la viabilidad celular.

Con la finalidad de determinar la participacion del miR-18b en la
viabilidad celular se realizaron transfecciones en células MCF-7 y MDA-MB-231
con el inhibidor de este miRNA, en concentraciones de 25-200 nM. La viabilidad
celular fue evaluada mediante ensayos MTT. El valor cbtenido de las células
control (sin transfectar) fue considerada como el 100%. Los resultados indican
que la transfeccion de la molécula scramble y la inhibicion del miR-18b no
tienen efecto estadisticamente significativo sobre la viabilidad celular en
comparacién con las células control. Esta misma ausencia de efecto sobre la
viabilidad celular es apreciable atin en concentraciones crecientes del inhibidor

del miR18b.

18. Busqueda de genes modulados por el miR-18b mediante microarreglos

de expresion.

Con el fin de evaluar los cambios en la expresion génica en la linea

celular MDA-MB-231, causados por la inhibicion del miR-18b, se realizd la

( )
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hibridacion en microarreglos del RNA total proveniente de celulas transfectadas
con 50 nM del inhibidor y células sin transfectar. Los resultados mostraron la
regulacion de 263 genes (43 genes reprimidos y 220 sobreexpresados). Al
considerar los genes modulados por el miR-18b y realizar un analisis de
enriquecimiento con el programa DAVID, encontramos que los genes se
agrupan en procesos biolégicos tales como la transduccion de sefales por
proteinas acopladas a proteinas G (35%), procescs neurologicos (30%),
percepcion y cognicion (30%), respuesta inmune y procesos metabdlicos (5%).
La tabla 15 muestra los genes sobreexpresados y reprimidos por efecto de la
transfeccion del inhibidor del miR-18b. Inesperadamente, evidenciamos la
sobreexpresion de 55 genes de receptores olfatorics (RO) en las células
transfectadas con el Inh-miR-18b. Las proteinas RO son miembros de una larga
familia de proteinas acopladas a proteinas G que son expresados no solo en las
neuronas sensoriales del epitelio olfatorio, sino también en otros tejidos no
quimiosensitivos y tejidos tumorales como el cancer de prostata, donde su
activacion inhibe la proliferacion celular. Sin embargo la relevancia y funcion de
los genes RO es aun desconocida en cancer de mama. De los 55 genes RO
encontrados, 10 se encuentran ubicados como cluster en el cromosoma
11912.1 y 6 en otro cluster en el locus 11q24.2. Para entender como estos
genes pueden estar regulados por el miR-18b, buscamos sitios de unién para
este miRNA en la region 3'UTR de los genes RO utilizando el software
TargetScan v 5.2. De manera importante, ninguno de los RO modulados poseé

sitios potenciales de union para el miR-18b. Esto suguiere que los genes RO
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pudieran estar regulados por un mecanismo indirecto del miR18b. Para probar
esta hipétesis, buscamos sitios de union para el miR-18b en las regiones 3'UTR
de los factores de transcripcion que regulan la expresion de los genes RO.
Entre ellos encontramos la proteina PDX1 que posee sitios potenciales de union
para el miR-18b. En concordancia con esto, los resultados del microarreglo de
células MDA-MB-231 transfectadas con el inhibidor del miR-18b muestran la
sobreexpresion de este factor de transcripcién. Esto sugiere que la
sobreexpresion de RO esta siendo regulada de forma indirecta por el miR-18b a
traves de la regulacion de PDX1. Sin embargo, para comprobar esta hipbtesis

es necesario realizar experimentos adicionales.

Por ofra parte, dentro de los datos del microarreglo se encuentran
diversos genes modulados implicados en cancer. Algunos ejemplos son las
proteinas de crecimiento tumoral (CHRM2, POSTN), proliferacion celular
(NLRP7, CHMR2), apoptosis (REG1B, SCN3B, POSTN) y angiogénesis (KLK3,
CHRM2, POSTN). Ademas encontramos ocho genes (KIR3DL3, NLRP7, KLK3,
OLFM3, SEMG1, CRX, POSTN, y CEACAMS5) que han sido involucrados en la
invasion y la metastasis de células tumorales (tabla 16). Las funciones de
algunos de estos genes ya han sido claramente establecidas, por ejemplo el
gen KLK3 codifica para el antigeno especifico prostatico (PSA), una proteasa
de serina que ha sido establecida como un marcador tumoral de
adenocarcinoma prostatico. Esta proteina se encuentra elevada en mujeres con
carcinoma renal y ha sido demostrado que ejerce propiedades anti-oncogénicas

y presenta mutaciones en cancer de mama. Otro gen sobreexpresado, POSTN,
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codifica la periostina, una proteina secretoria que se sugiere participa como una
molécula de adhesion en osteoblastos. POSTN también ha sido reportada como
sobreexpresada en varios tipos de cancer con elevada invasividad vy
correlaciona con la metastasis en cancer colorectal y de higado, asi como en

lineas celulares de cancer orales.

Para evidenciar la correlacion entre la sobreexpresion de estos genes en

el microarreglo con la reduccion de la expresidon del miR-18b, se buscaron sitios

de union a este miRNAs en las regiones 3'UTR de las proteinas. Once de estos
genes poseen sitios de unidon a este miRNA, nueve de ellos con mas de un sitio

potencial (tabla 16).

Finalmente, los resultados del microarreglo de céluas MDA-MB-231
transfectadas con el inhibidor del miR-18b y los antecedentes respecto a las

funciones ya conocidas de este miRNA en glioblastoma'®” 2"

, Sugieren la
participacion del miR-18b en la migracion celular, por lo que decidimos evaluar

el efecto de la inhibicién del miRNA en dicho proceso.
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Tabla 15. Genes modulados (FC * 1.5) en células MDA-MB-231
transfectadas con el Inh-miR-18b

Simbolo Nombre Fold
change
OR8DZ2 olfactory receptor, family 8, subfamily D, member 2 7.10
OR8G2 olfactory receptor, family 8, subfamily G, member 2; olfactory receptor, family 2, subfamily W, 6.44
member 3
OR8D1 olfactory receptor, family 8, subfamily D, member 1 6.36
REXO1L1 REX1, RNA exonuclease 1 homolog (S. cerevisiae)-like 3 (pseudogene); REX1, RNA 5.94
exonuclease 1 homolog (S. cerevisiae)-like 2 (pseudogene);
KRTAP13-1 keratin associated protein 13-1 5.87
ERC2 ELKS/RAB6-interacting/CAST family me mber 2 5.77
OR11H1 olfactory receptor, family 11, subfamily H, member 2; olfactory receptor, famiy 11, subfamily H, 5.65
member 1; olfactory receptor, famiy 11, subfamily H, member 13 pseudogene; olfactory
receptor, family 11, subfamily H, member 12
OR9G1 olfactory receptor, family 9, subfamily G, member 9; olfactory receptor, family 9, subfamily G, 5.63
member 1
KIR3DL3 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 3 5.46
OR52E2 olfactory receptor, family 52, subfamily E, member 2 5.46
NLRP7 NLR family, pyrin domain containing 7 5.33
OR52J3 olfactory receptor, family 52, subfamily J, member 3 5.33
KCND2 potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, me mber 2 5.33
PRAMEF5 PRAME family member 5 5.32
REG1B _regenerating islet-derived 1 beta 5.26
OR4A47 olfactory receptor, family 4, subfamily A, member 4 pseudogene; ofactory receptor, famiy 4, 5.19
subfamily A, member 47
OR8H3 olfactory receptor, family 8, subfamily H, member 3 5.18
LOC391747 similar to hCG1807616; similar to TBP-associated factor 11; TBP-associated factor 11 5.04
pseudogene; similar to TAF11 RNA polymerase I, TATA box binding protein (TBP)-associated
factor; similar to hCG1809904
OR4A15 olfactory receptor, family 4, subfamily A, member 15 5.00
OR10G8 olfactory receptor, family 10, subfamily G, member 8 4.98
OR2T8 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 8; olfactory receptor, family 2, subfamily W, 4.97
member 3
OR4K2 olfactory receptor, family 4, subfamily K, member 2 4.92
KIR2DS2 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 2; killer cell 4.85
immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 4
KIR2DS2 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 2; killer cell 4.83
immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 4
LGALS14 lectin, galactoside-binding, soluble, 14 4.75
OR1C1 olfactory receptor, family 1, subfamily C, member 1 4.71
OR5J2 olfactory receptor, family 5, subfamily J, me mber 2 4.56
KLK3 kallikrein-related peptidase 3 4.52
PRAMEF4 PRAME family member; PRAME family member 4 4.49
OR1S81 olfactory receptor, family 1, subfamily S, member 1 4.49
CHRM2 cholinergic receptor, muscarinic 2 4.47
OR4Q3 olfactory receptor, family 4, subfamily Q, member 3 4.44
OLFM3 olfactomedin 3 4.44
OR10H4 olfactory receptor, family 10, subfamily H, member 4 4.36

)
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WFDC9
GOLGAG6L6

PRR20A
OR10H3
OR5D16
OR8H2
C12orf27
SLA
OR6K2
OR6N1
OR7C2
PCDH15
TRIM49

SCN3B

OR10K2
OR4C13
OR56A4
OR2T127

BTNL8
SEMG1
OR52K2
CRX
KLK15
POSTN
OR1E1
DEFB125
LRFN5
KLK6
OR2J3
OR6N2
OR8H1
IQSEC3

ORS8B3
KIF2B
PTGER3
KRTAP9-2
ZNF705A
FKSG74
OR4F17
OR10Q1
BCAS1

WAP four-disufide core domain 9

hypothetical LOC645202; Putative golgin subfamily A member 6-like protein 6; hypothetical
LOC100132202; golgi autoantigen, golgin subfamily a-like
FLJ40296 protein family member; proline rich 20

olfactory receptor, famiy 10, subfamily H, member 3
olfactory receptor, family 5, subfamily D, member 16
olfactory receptor, family 8, subfamily H, member 2
chromosome 12 open reading frame 27

Src-like-adaptor

, olfactory receptor, family 6, subfamily K, member 2

olfactory receptor, family 6, subfamily N, member 1
olfactory receptor, family 7, subfamily C, member 2
protocadherin 15

tripartite motif-containing 53; similar to Tripartite motif protein 49 (RING finger protein 18)
(Testis-specffic ringfinger protein); similar to ring finger protein 18; similar to hCG1988749;
tripartite motif-containing 49; tripartite motif-containing 48; hypothetlcal protein LOC100131392
sodium channel, voltage-gated, type lll, beta

olfactory receptor, family 10, subfamily K, member 2
olfactory receptor, family 4, subfamily C, member 13
olfactory receptor, family 56, subfamily A, member 4

olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 7; olfactory receptor, family 2, subfamily T,
member 27
butyrophilin-like 8

semenogelin |

olfactory receptor, family 52, subfamily K, member 2
cone-od homeobox

kallikrein-related peptidase 15

periostin, osteoblast specific factor

olfactory receptor, famiy 1, subfamiy E, member 1
defensin, beta 125

leucine rich repeat and fibronectin type lll domain containing 5
kallikrein-related peptidase 6

olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 3
olfactory receptor, family 6, subfamily N, member 2
olfactory receptor, family 8, subfamily H, member 1

IQ motif and Sec7 domain 3; similar to IQ motif and Sec7 domain-containing protein 3; similar
to IQ motif and SEC7 domain-containing protein 3; similar to IQ motif and Sec7 domain 3
olfactory receptor, family 8, subfamily B, member 3

keratin associated protein 9-9; keratin associated protein 9-2
prostaglandin E receptor 3 (subtype EP3)

keratin associated protein 9-9; keratin associated protein 9-2
zinc finger protein 7052

ARP3 actin-related protein 3 homolog B pseudogene
olfactory receptor, family 4, subfamily F, member 17
olfactory receptor, famiy 10, subfamily Q, member 1

breast carcinoma amplified sequence 1
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4.32
4.28

4.28
4.24
4.23
4.20
4.19
4.19
417
4.15
4.12
4.12
3.96

3.96
3.95
3.95
3.93
3.89

3.88
3.86
3.84
3.82
3.78
3.77
3.77
3.75
3.72
3.72
3.69
3.66
3.49
3.46

3.45
3.43
3.43
3.42
3.41
3.40
3.36
3.35
3.35
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C8orf54
SIRPB1
KLK2
OR5M8
LGALS14
OR1411
SLITRK3
Ccdc141
COL2A1
OR1J4
NRAP
KIk9
OR5AU1
Taar5
IL1F8
LY9
FLJ34690
GOLGA6L1

OR2T29
KIR2DS2

CSHL1
RBM11
SEMG1
CLEC5A
DSPP
KIR2DS4

SLC2A7
DCN
OR5AR1
LOC100130256
GRM7
GBA3
MYBPC2
OR5M11
SSX7
PPP1R3A
KRTAP10-9
XAGE5
SLC22A8
KLK4
FAM75A2
FAMSO0A12

chromosome 8 open reading frame 54
signal-regulatory protein beta 1

kallikrein-related peptidase 2

olfactory receptor, family 5, subfamily M, member 8
lectin, galactoside-binding, soluble, 14

olfactory receptor, family 14, subfamily |, me mber 1
SLIT and NTRK-like family, member 3

coiled-coil domain containing 141

collagen, type I, alpha 1

olfactory receptor, family 1, subfamily J, member 4
nebulin-related anchoring protein

kallikrein-related peptidase 9

olfactory receptor, family 5, subfamily AU, member 1
trace amine associated receptor 5

interleukin 1 family, member 8 (eta)

lymphocyte antigen 9

hypothetical protein FLJ34690

hypothetical LOC645202; Putative golgin subfamily A member 6-like protein 6; hypothetical

LOC100132202; golgi autoantigen, golgin subfamily a-like
olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 29

killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 2; killer cell
immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 4

chorionic somatomammotropin hormone-like 1
RNA binding motif protein 11

semenogelin |

C-type lectin domain family 5, me mber A

dentin sialophosphoprotein

killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 2; killer cell
immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 4
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 7

Decorin

olfactory receptor, family 5, subfamily AR, member 1
hypothetical LOC100130256

glutamate receptor, metabotropic 7

glucosidase, beta, acid 3 (cytosolic)

myosin binding protein C, fast type

olfactory receptor, family 5, subfamily M, me mber 11
synovial sarcoma, X breakpoint 7

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3A
keratin associated protein 10-9

X antigen family, member 5

solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 8
kallikrein-related peptidase 4

family with sequence similarity 75, member A2

family with sequence similarity 90, me mber A12
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3.34
3.33
3.32
3.31
3.31
3.31
3.28
3.27
3.24
3.23
3.19
3.15
3.1
3.09
3.08
3.08
3.07
3.07

3.00
2.99

2.96
2.95
2.90
2.90
2.86
2.83

2.80
2,77
2.74
2.73
2.7
2.7
2.70
2.69
2.69
2.64
2.64
2.64
2.63
2.62
2.58
2.57
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BHMT2
NPY6R
WISP1
KRTAP19-1
SLC35D3
KIR2DL4
GSTA3
OCA2
OR8B8
PCDHB2
RFPL2
Céorf15
KRTAP19-1
KRTAP6-3
SPATA22
DUX4

KRTAP21-2
ASCL1
KCNAG6
DSC3
KRTA P20-2
PAX9
OR4C46
GAGE2A
GPR32
OR6K3
C1QTNF4
CCDC36
DEFB124
FAM129C
KRTA P6-1
ADORA3
LOC100129240
CLEC4G
OR2T5
LSP1
OR1081
GAGE8
DEFB126
CSN3
Kenk10
CXorf59

betaine-homocysteine methyltransferase 2
neuropeptide Y receptor Y6 (pseudogene)

WNT1 inducible signaling pathw ay protein 1
keratin associated protein 19-1

solute carrier family 35, member D3

killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 4
glutathione S-transferase alpha 3

oculocutaneous albinism Il

olfactory receptor, famiy 8, subfamily B, member 8
protocadherin beta 2

retfinger protein-like 2; ret finger protein-like 3
chromosome 6 open reading frame 15

keratin associated protein 19-1

keratin associated protein 6-3

spermatogenesis associated 22

double homeobox, 4-like; similar to double homeobox 4c; similar to double homeobox, 4;
double homeobox, 4
keratin associated protein 21-2

achaete-scute complex homolog 1 (Drosophila)

potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 6
desmocollin 3

keratin associated protein 20-2

paired box 9

olfactory receptor, family 4, subfamily C, member 46

G antigen 2A; G antigen 2B; G antigen 12I; G antigen 12F; G antigen 2E; G antigen 12G.

G protein-coupled receptor 32

olfactory receptor, family 6, subfamily K, member 3
C1q and tumor necrosks factor related protein 4
hypothetical LOC100131840

defensin, beta 124

family with sequence similarity 129, member C
keratin associated protein 6-1

adenosine A3 receptor

hypothetical protein LOC100129240

C-type lectin domain family 4, member G

olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 5
lymphocyte-specffic protein 1

olfactory receptor, family 10, subfamily S, member 1

G antigen 2A; G antigen 2B; G antigen 12l; G antigen 12F; G antigen 2E; G antigen 12G.

defensin, beta 126
casein kappa
potassium channel, subfamily K, member 10

chromosome X open reading frame 59
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2.56
2.53
2.53
2.52
2.52
248
2.47
2.46
2.40
2.39
2.39
2.37
2.36
2.33
2.30
2:28

2.28
2.26
2.26
2.23
222
2.20
2.20
2.19
2.19
2.16
2.16
2.16
215
213
213
21
2.1
2.10
2.10
2.10
2.09
2.09
2.08
2.07
2.04
2.03
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PDE1C
OR3A2
MRGPRX2
pdx1
OR2J2
NLRP7
CD300LF
KRTAP19-7
FOXD4L4
SV2B
SPATS1
LCE3E
SPIC
Xer1
OR2AK2
GAGE7
ADORA3
LCE3C
KCNQ2
OR5D14
GLIS1
MYOC
GAGE1
OR1L6
IGHG1
GAGE12|
CEACAM5
GPR37
CLEC7A
CALMLS
AQP10
MAS1L
PRKAG3
VCX3A
LILRA4
FCAR
RGS16
CELA3B
UGT3A2
PRSS33
DEFA1
POTEB

phosphodiesterase 1C, calmodulin-dependent 70kDa

olfactory receptor, family 3, subfamily A, member 2

MAS-related GPR, member X2

pancreatic and duodenal homeobox 1

olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 2

NLR family, pyrin domain containing 7

CD300 molecule-like family member f

keratin associated protein 19-7

forkhead box D4-like 2; forkhead box D4-like 4

synaptic vesicle glycoprotein 2B; hypothetical protein LOC100128403
spermatogenesis associated, serine-rich 1

late cornffied envelope 3E

Spi-C transcription factor (Spi-1/PU.1 related)

chemokine (C motif) receptor 1

olfactory receptor, family 2, subfamily AK, member 2

G antigen 2A; G antigen 2B; G antigen 12I; G antigen 12F; G antigen 2E; G antigen 12G.
adenosine A3 receptor

late cornffied envelope 3C

potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 2

olfactory receptor, family 5, subfamily D, member 14

GLIS family zinc finger 1

myocilin, trabecular meshwork inducible glucocorticoid response

G antigen 2A; G antigen 2B; G antigen 12I; G antigen 12F; G antigen 2E; G antigen 12G.
olfactory receptor, famiy 1, subfamily L, member 6

immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker).

G antigen 2A; G antigen 2B; G antigen 12I; G antigen 12F; G antigen 2E; G antigen 12G.
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5

G protein-coupled receptor 37 (endothelin receptor type B-like)

C-type lectin domain family 7, member A

calmodulin-like 5

aquaporin 10

MAS1 oncogene-like

protein kinase, AMP-activated, gamma 3 non-catalytic subunit

variable charge, X-linked 3A

leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (with TM domain), member 4
Fc fragment of IgA, receptor for

regulator of G-protein signaling 16

chymotrypsin-like elastase family, member 3B

_UDPglycosyltransferase 3 family, polypeptide A2

protease, serine, 33
defensin, alpha 1

POTE ankyrin domain family, member D; POTE ankyrin domain family, member C; POTE
ankyrin domain family, member B
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2.02
2.02
1.99
1.98
1.98
1.97
1.97
1.95
1.95
1.94
1.92
1.91
1.91
1.90
1.88
1.88
1.84
1.84
1.83
1.82
1.82
1.81
1.80
1.79
1.79
1.79
1.78
1.78
1.77
1.77
1.76
1.74
1.72
1.70
1.69
1.68
1.65
1.63
1.63
1.63
1.61
1.61



OR13C5
KRTAP20-1
MC4R
CLEC1B
FERD3L
Agap2
WFDC10A
MS4A4A
KRT42P
LILRAG
PDE4C
RSPO1
Lst1
FAM75D5
FOXN4
OPRD1
OR6Y 1
MRGPRE
KCNG1
PELP1
FBXW4
LOC400655
MR1
MARCH1
MAK
MAGED4B
EXOC6
PLEKHH2
FAM113B
BAIAP2L2
MSTP152
THAP9
KCNK7
C17orf57
BEND2
TMEM27
SOX4
BCAT1
TMEM19
ADPGK
SPN
SERPINC1
LAMC1

olfactory receptor, family 13, subfamily C, member 5

keratin associated protein 20-1

melanocortin 4 receptor

C-type lectin domain family 1, member B

Fer3-like (Drosophila)

ArfGAPw ith GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 2
WAP four-disufide core domain 10A

membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4
keratin 42 pseudogene

leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (with TM domain), me mber 6

phosphodiesterase 4C, cAMP-specific (phosphodiesterase E1 dunce homolog, Drosophila)

R-spondin homolog (Xenopus laevis)

leukocyte specffic transcript 1

FAM75-like protein FLJ46321 pseudogene

forkhead box N4

opioid receptor, delta 1

olfactory receptor, family 6, subfamily Y, member 1
MAS-related GPR, member E

potassium voltage-gated channel, subfamily G, member 1
proline, glutamate and leucine rich protein 1

F-box and WD repeat domain containing 4
hypothetical gene supported by BC013370; BC034583
major histocompatibility complex, class I-related
membrane-associated ring finger (C3HC4) 1

male germ cell-associated kinase

melanoma antigen family D, 4B; melanoma antigen family D, 4

"exocyst complex component 6

pleckstrin homology domain containing, family H (with MyTH4 domain) member 2
family with sequence similarity 113, member B
BAl1-associated protein 2-like 2

MSTP152

THAP9

potassium channel, subfamily K, member 7

chromosome 17 open reading frame 57

BEN domain containing 2

transmembrane protein 27

SRY (sex determining region Y')-box 4

branched chain aminotransferase 1, cytosolic
transmembrane protein 19

ADP-dependent glucokinase

Sialophorin

serpin peptidase inhibitor, clade C (antithrombin), member 1

laminin, gamma 1 (formerly LAMB2)
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1.60
1.59
1.59
1.57
1.56
1.56
1.56
1.56
1.55
1.55
1.55
1.55
1.54
1.54
1.54
1.53
1.52
1.52
1.50
-8.66
-5.56
-4.93
-4.16
-4.07
-4.01
-3.45
-3.09
-2.92
-2.78
-2.63
-2.61
-2.55
-2.43
-2.32
-2.30
-2.28
-2.28
-2.20
-2.15
-2.12
-2.07
-2.07
-2.05
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MMP2
FAM113B
PRO1768
RBM6
GPR82
SSBP2
DUSP21
SRSF12
OGN
PCDHB9
TRIM36
INPPSB
RORB
ASIP
TRPM8
KIAA1211
LOC100128562
ZNF674
KCNC3

matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV collagenase)
family with sequence similarity 113, member B
PRO1768

RNA binding motif protein 6

G protein-coupled receptor 82
single-stranded DNA binding protein 2

dual specfficity phosphatase 21
serine-arginine repressor protein (35 kDa)
Osteoglycin

protocadherin beta 10; protocadherin beta 9
tripartite motif-containing 36

inositol polyphosphate-5-phosphatase, 75kDa
RAR:-related orphanreceptor B

* agouti signaling protein, nonagouti homolog (mouse)

transient receptor potential cation channel, subfamily M, me mber 8
KIAA1211

hypothetical protein LOC100128562

zinc finger family member 674

potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 3

-1.87
-1.82
-1.81
-1.79
-1.77
-1.71
-1.69
-1.69
-1.62
-1.61
-1.60
-1.60
-1.59
-1.58
-1.56
-1.83
-1.52
-1.51
-1.50

199

—
| S—



REHTIE o

Tabla 16. Genes con funcién implicada en cancer modulados por efecto de
la inhibicion del miR-18b.

Simbolo Fold Nombre  Descripcion Funcion en cancer Referencias
change
ERC2 8.77 0.044 ELKS/RABG6- Promueve la oncogénesis en 221
interacting/CAST  carcinoma papilar de tiroides por
family member 2 fusion ELKS a RET activando su
capacidad tirosina cinasa.
KIR3DL3 5.46 0.047 Killer cell Interaccion de KIR3DL3 con MHC-| 222,223
immunoglobulin- en céluas de tumor de melanoma
like receptor inhibiendo la lisis cellular mediada
por células NK y linfocitos T.
NLRP7 5.33 0.018 NLR family, pyrin  Regula la proliferacidn cellulary la 224,225
domain containing tumorogénesis en células germinales
7 testiculares. Promueve la invasion
tumoral en cancer endometrial.
KCND2 5.33 0.040 Potassium Participa en el cancer cerebral 226
voltage-gated inducido por el sindrome de
channel subfamily ~ desgaste cerebral.
D2
REG1B 5.26 0.014 Regenerating Regula la produccién de IL-6, e 227,228
islet-derived 1 incrementa la quimio y radio
beta sensibildad es células escamosas de
cancer esofagico.
KIR2DS2  4.85 0.020 Killer cell Asociada con la respuesta favorable 229, 230
immunoglobulin-  al tratamiento y la sobrevivencia
like receptor prolongada en cancer de células no
pequefas de pulmén.Activa los
genes KIR asociados con el riesgo
de desarrollar leucemia aguda de
células pre-B.
KLK3 4.52 0.013 Prostate-specific Contribuy a a la metastasis y la 231, 232,
antigen (PSA). invasion celular hacia hueso en 233, 234,
Kallikrein-related cancer de prostata. Los altos niveles 235
peptidase 3 de PSA en tumors prostaticos
pueden desacelarar la progresion
tumoral al inhibir la angiogénesis.
Regula la expresidndel receptor de
andrégenos en cancer de préstata.
Indicador de prégnosis favorable en
cancer de mama.
PRAMEF4 4.49 0.012 PRAME family Correlaciona con los marcadores de 236
member 4 mal pronostico en cancer de cabeza
y cuello.
CHRM2 4.47 0.005 Muscarinic Involucrado en la proliferaciéon de 237, 238,
acetylcholine células de adenocarcinoma murino. 239, 240
receptor M2 Involucrado en la proliferacion y 241

angiogenesis en las células de
cancer de mama. El receptor de M2
esta inwlucrado en la inhibicion en la
proliferacion de células de
glioma.Involucrado en la proliferacion
de células de leucemia mielégena
cronica.




Resultados

OLFM3

PCDH15

SCN3B

SEMG1

CRX

KLK15

POSTN

PCDHB2

C1QTNF4

FOXD4L4

CEACAMS

MAGED4B

4.44

4.12

3.96

3.86

3.82

3.78

3.77

2.39

2.16

1.95

1.78

-3.45

0.037

0.014

0.029

0.005

0.012

0.003

0.043

0.019

0.010

0.010

0.034

0.043

Olfactomedin
3/noelin-3

Protocadherin 15

Sodium channel
subunit beta-3

Semenogelin |

Cone-rod
homeobox protein

Kallikrein-related
peptidase 15

Periostin

Protocadherin
beta 2

C1q and tumor
necrosis factor
related protein 4
Forkhead box D4-
like 4

Carcinoembryonic
antigen-related
cell adhesion
molecule 5
Melanoma-
associated
antigen 4B

Contribuye a la resistencia a la
muerte celular en células escamosas
de pulmén. OLFM3 es
proangiogenico.

Marcador potencial de linfomas de
células NKy T.

Media la apoptosis dependiente de
p53 en la linea celiular de cancer
colorectal HCT116.

Sobreexpresada en la linea cellular
de pulmén OH-1 SCLC y se asocial
con los complejos de adhesion de la
superficie celular. Sobreexpresado
en células de myelomas. Mutado en
cancer colorectal. Sobreexpresién de
SEMGH1 inhibe el crecimiento de los
tumors prostaticos.

Sobreexpresao en meduloblastoma
y retinoblastoma.Marcador
metastasico de retinoblastoma.
Sobreexpresado por esteroides en la
linea cellular prostatica LNCaP.
Asociada con las formas agresivas
de cancer de prostate. Marcador de
mal pronostico en cancer ovarico.
Marcador pronéstico favorable para
cancer de mama.

Incrementa la invasion, la
angiogenesis y la metastasis en
cancer oral, de cabeza y cuello.
Promueve el crecimiento metastasico
del cancer de colon. Inhibe la
progresion en cancer y la metastasis
inhibiendo la periostina en modelos
murinos.

Presenta mutaciones de PCDHB2 en
pancreatico cancer.

Estimula las vias STAT3 y NF-kB
promoviendo la sobrevivencia celular
en distintos tumores humanos.

Se encuentra hipermetilado en
tumors de ovario asi como en el
cancer pulmonar de células no
pequefas

Su expression se asocial a mal
prondstico en adenocarcinomas. Se
asocia a la metastasis cerebral.

Su sobreexpresion incrementa la
migracion celular y el crecimiento en
células escamosas de cancer oral y
es asociada con un mal prondstico
de la enfermedad.

242, 243

244,
245
246, 247,

248, 249
250

251, 252,
253.

254, 255,
256

257

258, 259
260, 261

262

263

264, 265
266, 267.
268, 269

270
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19. El miR-18b inhibe la migracion celular in vitro.

Considerando que el miR-18b modifica los niveles de expresion de genes
asociados a la migracion celular como KLK15, PCDHB2, POSTN, MAGED4B,
KLK3 entre otros (tabla 16), evaluamos el efecto de la represion del miR-18b en
la migracion celular a través del ensayo de Wound-healing. Para ello células
MDA-MB-231 y MCF-7 fueron transfectadas con 50 nM del inhibidor miR-18b
acorde a lo descrito en metodologia. Los resultados muestran que las células
control (sin transfectar) restablecieron el espacio vacic en la monocapa (el
numero de ceélulas migrantes fue considerado como el 100%) y que dicha
migracion fue reducida por el efecto de la transfeccién en un 60% en células

MDA-MB-231y en un 30% en células MCF-7 (Fig. 20).

Estos datos fueron corroborados mediante el ensayo de migracion en
camaras transwell. Los resultados muestran la misma tendencia de los ensayos
anteriores en ambas lineas celulares (Fig. 20 D, H). registrando una reduccion
en la migracion del 70% en las células MDA-MB-231 y del 40% en las células
MCF-7, en comparacion con sus respectivos controles. Las células tratadas con
el agente transfectante y con el scramble no muestran diferencias
estadisticamente significativas respecto al control. Estos datos nos permiten
concluir que la inhibicion del miR-18b modula la migracion celular en las lineas

celulares MDA-MB-231 y MCF-7.
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Los resultados El analisis de los genes reprimidos y expresados por la inhibicion
del miR18b nos lleva a concluir que los efectos en la reduccion de la migraciéon
e invasion es a través de un mecanismo que puede implicar a los genes con
funciones conocidas en dicho evento. Quedan aun estudios por desarrollar que
permitan explicar cual es el mecanismo exacto que modula la migracién, asi
como cual es la importancia y participaciéon de los genes Ros en el contexto del

cancer de mama, por lo que una perspectiva de este trabajo es desarrollar a

futuro investigaciones que den respuesta a estas cuestiones.
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Figura 25. El miR-18b modula la migracion celular. Paneles superiores
células MDA-MB-231 A) Viabilidad celular B) Ensayo de migracién C)
Representacion grafica de B. D) Migracion en camaras transwell. Paneles
inferiores células MCF-7, E) Viabilidad celular D) Ensayo de migracion G)
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Discusion

VII. DISCUSION

El cancer de mama es la neoplasia que ocupa el primer lugar de incidencia y
mortalidad entre las mujeres en el mundo. Aunque es una enfermedad
ampliamente estudiada, hasta el momento los métodos y estrategias de
deteccion temprana son insuficientes, por lo que, aunado a un incremento en la
incidencia de la enfermedad, hacen que el cancer de mama se haya convertido
en un problema de salud publica. Asi mismo, los tratamientos que existen
contra este tipo de cancer son pocos en comparacidén con la amplia
heterogeneidad molecular de la enfermedad. Por ello el entendimiento bioldgico
del cancer de mama es fundamental para el desarrollo de nuevos métodos de

deteccion y terapias de tratamiento.

Algunas moléculas biolégicas como proteinas y DNA, han sido
analizadas en la busqueda de marcadores moleculares que puedan ser
utiizados en la deteccion y terapia del cancer de mama. En la Ultima década,
otras moléculas como los miRNAs han tomado gran importancia en el contexto
bioldgico del cancer, pues de manera general, se ha descrito su participacion y
funcidén en los procesos oncolégicos, por lo que son excelentes candidatos para
ser utilizados como marcadores moleculares. Por ello el animo de este trabajo
fue determinar los perfiles de expresion de miRNAs en tumores de mama de

pacientes mexicanas.




Discusion

El analisis de miRNAs mediante TLDA nos permitido obtener un perfil de
expresion de miRNAs en tumores de mama de mujeres mexicanas. Hasta el
momento el unico reporte de la expresion de miRNAs en pacientes mexicanas
corresponde al trabajo realizado por Romero-Coérdoba et al. La importancia de
realizar este tipo de estudios en la poblacion endémica de nuestro pais radica
en que pueden existir variables a nivel poblacional en la expresién de miRNAs y
que estas variables podrian asociarse al desarrollo del cancer de mama. Esto
podria explicar, al menos en parte, las diferencias en la incidencia del cancer de
mama en paises como Japoén, donde las mujeres no alcanzan los niveles de
mortalidad e incidencia que se presenta en los paises mas desarrollados de
Europa. Aunque estas diferencias pueden explicarse por otras razones que van
desde los habitos alimenticios hasta la variabilidad génica, es probable que
estén involucradas moléculas como los miRNAs por lo que futuros analisis
comparativos de la expresion de miRNAs en pacientes mexicanas y otro tipo de

poblaciones brindaran estas respuestas.

Los resultados obtenidos del analisis AACT de las placas TLDA
mostraron la modulacion de 54 miRNAs con un FC=+2 y un valor de P=0.05. De
estos, 30 se encontraron reprimidos y 24 sobreexpresados. Al revisar los datos

bibliograficos encontramos que 40 de estos miRNAs ya han sido reportados en

algun tipo de cancer incluyendo el de mama. Estos miRNAs pueden ser
importantes en estudios que puedan realizarse postericres a este, un analisis

prospectivo de estas mismas pacientes podria brindarnos informacion relevante
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sobre la dinamica de la expresién de miRNAs o bien la sobrevida de los
pacientes después de la remocién del tumor.

Un ejemplo es el casc del miR-21, que encontramos sobreexpresado en
las muestras analizadas. Diversos estudios demuestran que la sobreexpresiéon
de este miR-21, correlaciona con un mayor estadio tumcral y que se asocia a
una baja sobrevida de las pacientes después de la reseccién del tumor, las
cuales presentan un mayor indice metastasico hacia los nddulos linfaticos y
promueve el crecimiento celular mediante la inhibicion de los genes supresores
de tumor tropomiosina-1 (TPM1) y de muerte celular prégramada 4 (PDCD4).

Estudios posteriores a este podrian evaluar la sobrevida de las pacientes

mexicanas que mostraron una sobreexpresion de este miR.

Otro ejemplo corresponde al caso del miR-10b, el cual se encontré6 como
suprimido en los tumores mamarios analizados. En otros estudios se ha

demostrando que la expresion del miR-10b es requerida para la invasién y la

metastasis en el cancer de mama, pero no para su viabilidad. Ademas, estudios
in vivo indican que células con sobreexpresion de este miRNA presentan una
elevada angiogénesis, favoreciendo la invasién y la metastasis al reducir el
RNAm del factor de transcripcién HOXD10, un supresor de tumor que es blando
del miR-10b. 7. En adicién a esto, los tumores donde este miRNA se expresa
adquieren capacidades metastasicas. Lo anterior es consistente con nuestros
datos ya que ninguna de las pacientes analizadas por TLDA presenta

metastasis, por lo que es de esperar la expresiéon disminuida de este miRNA.

i
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Un estudio posterior que realice el seguimiento de las pacientes analizadas, nos
permitira definir si en los casos de recaida este miRNA incrementa su
expresion.

Por otra parte, existen algunos miRNAs que han sido reportados en otros
tipos de cancer pero no en el de mama. Ejemplo de esto es miR-301a, el cual
ha sido reportado previamente en cancer pancreatico como un regulador de NF -
KB favoreciendo la metastasis, o el miR-337-3p, encontrado en cancer de
células no pequefas de pulmoén, actuando como un modulador positivo al
paclitaxel, sensibilizando las células a este quimiotratamiento. Aunque es
factible extrapolar las funciones de un miRNA, se requieren estudios adicionales
para corroborar las implicaciones de estos miRNAs en los carcinomas

mamarios.

Los resultados del perfil de expresion también muestran miRNAs que no
han sido descritos en ningun tipo de cancer, por lo que este estudio suma estos
miRNAs a los previamente ya descritos. Es aqui donde cabe destacar la
importancia de los programas de prediccion de blancos de miRNAs, ya que
estos nos permiten elucidar los genes que se estén regulando. La base de
datos TargetScan nos permitié obtener una lista de mensajeros objetivo para
cada uno de estos miRNAs. Es posible encontrar mensajeros de proteinas
relevantes en cancer, por ejemplo dentro de los blancos potenciales del miR-
656 esta SMADZ2, JunB, MPK3, entre otras, que sin duda alguna hacen que

este mMiRNA sea interesante como objeto de estudio. Sin embargo es importante
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analizar la totalidad de los resultados y considerar que existen miRNAs que
pueden regular un nimero importante de genes implicados en una sola via o
proceso. Desde el punto de vista biolédgico, un miRNA que funcione de esta
manera y que regule procesos oncogénicos canonicos tiene el potencial de ser

un blanco con un gran valor terapéutico.

Por otra parte, estas mismas herramientas bioinformaticas nos permiten
elaborar un mapa de las diversas alteraciones que poseen las células
cancerigenas. Existe un numero importante de blancos para cada uno de los 54
miRNA modulados en cancer de mama, sin embargo una lectura fundamental,
es determinar que procesos celulares o vias de sefalizacién se regulan por el
conjunto de miRNAs alterados. El analisis de enriquecimiento, nos permitio
senalar que un gran numero de blancos predichos se agrupan en la via de
sefalizacion de MAPK, la adhesion focal, las vias WNT, TGF-B, ErBb y genes
que han sido descritos en padecimientos como cancer colorectal y de prostata.
Esto sugiere que los mecanismos de regulacién sobre estas vias y procesos,
implica a varios miembros de los miRNAs modulados en cancer de mama y
dichas alteraciones en la expresién de miRNAs no son azarosas, sino que estan
dirigidas o seleccionadas para regular a las vias mencionadas. Es notable que
estas vias de 'seﬁalizacién 0 sus elementos participen en diversos procesos
como la division celular, apoptosis, migracién e invasion, mientras que no se
encontré enriquecimiento en procesos asociados al metabolismo de glucosa o

lipidos, procesos que también son alterados en cancer.
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Estas observaciones se refuerzan al esquematizar la posible regulacion
coordinada de varios miRNAs sobre una misma via de sefalizacién. Por
ejemplo, la figura 2, sefiala como un grupo de miRNAs convergen en blancos
potenciales de la ruta MAPK, donde un mismo miRNA regula mas de un
elemento de la via y que a su vez, otros miRNAs actian de manera similar
sobre los mismos blancos u otros blancos, lo cual sugiere un mecanismo fino de
regulaciéon de la expresion mediada por los miRNAs, a fravés de la expresion

coordinada de estos.

Un dato relevante de nuestro trabajo es la identificacién de la represion
coordinada de un grupo de 9 miRNAs localizados en el cluster 14932. Este
locus tiene una gran importancia clinica. Mas de 40 miRNAs son presentes en
esta region, localizada entre los genes improntados DLK1 y DIO3. El cluster
14932 ha sido encontrado deletado en otro tipo de tumores como el
osteosarcoma en donde la baja expresion de los miRNAs de este locus ha sido
correlacionada con el desarrollo de metastasis. La delecion de este cluster y su
relacion en la metastasis se apoya en el hecho de que los transcritos de genes
involucrados en dicho proceso son significativamente enriquecidos como CDK5
y TWIST1 en tumores con bajos niveles de miRNAs del locus 14q32. En
contraste, otros genes como IFNB1, TEK y COL18A1 son genes que reprimen
la metastasis y su expresién es disminuida en pacientes con bajos niveles de

los miRNAs 14q32. Otro ejemplo es TK1, un gen que correlaciona inversamente
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con los genes de este locus. Su importancia radica en que este gen esta
altamente expresado en células sumamente proliferativas correlacionando con
un alto riesgo en muiltiples canceres. Estos datos sugieren que los genes y los
miRNAs de este cluster pueden ser blanco potencial de tratamiento en
pacientes metastasicos o ser utilizados como marcadores de pronéstico. Sin
embargo, en contraste de lo que ocurre en el osteosarcoma, en el cancer de
mama este locus no es deletado, por lo que es posible suponer que la represion
de los miRNAs de este locus debe ser regulada mediante un mecanismo como
la modulacién en la expresion génica por cambios asociados a la epigenética
tumoral 144 150:2%8 para corroborar esta teoria es necesario realizar otro tipo de

experimentos que nos ayuden a corroborar esta teoria.

Muchos de los miRNAs aqui reportados merecen ser objetos de estudio
funcionales. A este respecto un par de miRNAs llamaran fuertemente nuestra
atencion. Al considerar todos los blancos predichos y realizando un analisis de
enriquecimiento, notamos que los miR-944 (reprimido) y miR-18b
(sobreexpresado) pueden modular vias de sefalizacién tradicionalmente
asociadas desarrollo del cancer (TGF-B, mTOR, uniones adherentes, cancer
colorectal). Ademas de esto, notamos que los valores de expresion relativa de
estos miRNAs eran similares entre las distintas muestras analizadas, lo cual
sugiere una implicacién directa y constante en el proceso cancerigeno y no una
alteracion secundaria o pasajera. Finalmente, considerando estos criterios,

estos miRNAs fueron seleccionados para su estudio funcional. En el caso del
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miR-944, este no habia sido descrito antes en algun tipo de cancer, lo que lo
convierte en un nuevo y potencial blanco de terapia, y esta localizado dentro de
la region 3g28 en un intrén del oncogén p63, lo que sugiere una regulacion

coordinada entre esta proteina y su miRNA.

En contraste el miR-18b ya ha sido mas estudiado. Se localizado en el
cromosoma X dentro del clister miR-106a-363 constituido por 6 miRNAs.
Diversos reportes asocian la expresion aberrante del miR-18b a diversas
patologias humanas incluyendo hipertropia cardiaca, esclerosis mditiple e
infeccion cronica del virus de la hepatitis B. EIl miR-18b es sobreexpresado en
cancer gastrico y tumores benignos de ovario. Algunos genes como NOTCH?2,
NEDD9 and MEKK1 han sido identificados como blancos del miRNA-18b. En
cancer de mama miR-18b regula negativamente la sefal del receptor de
estrogenosa. En otros estudios, la baja expresion del miR-18b fue ascciada con
una baja supervivencia en tumores Her2 negativos, aunque esto no
correlaciona con los niveles del receptor de estrogenos -o.. Recientemente, los
altos niveles del miR-18b circulante, fueron propuestos como un potencial
marcador de cancer de mama. Aunque el conocimiento sobre el miR-18b ha ido
aumentando, las funciones fisiologicas del miR-18b aun no han sido claramente
establecidas y el niumero de blancos de este miRNA es escaso. Los datos
previamente reportados junto con la expresion encontrada en este estudio,

hacen del miR-18b un claro objeto de estudio.
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Por ello, el primer paso para evaluar funcionalmente a estos miRNAs, fue
validar su expresion, tanto en un set mas amplio de muestras tumorales
(agrupadas por su clasificacion con base a receptores) como en diversas lineas
celulares de mama. Como puede apreciarse en los resultados, el miR-944
mostré una represién constante en todos los tejidos tumorales analizados
respecto al tejido mamario normal. Esto indica una participacion importante
dentro del proceso tumoral. Ademas la falta de correlacion con alguna
caracteristica histopatolégica sugiere que los mecanismos que modula o
participa este miRNA debe ser ubicuo en el contexto celular y no depender de
alguna caracteristica como es estatus de receptores o el grado tumoral. De
manera sorprendente, la expresion del miR-944 también se encontrd reprimida
en todas las lineas celulares mamarias analizadas. De igual manera no existe
correlacion alguna con el estatus hormonal de las células. Una incognita que
surge es, si la expresién de este miRNA es categorica para los tejidos
mamarios, o si existen variaciones importantes con respecto a otros tipos

tumorales.

En el caso del miR-18b, su expresién fue alta en todos los tejidos
tumorales respecto al normal, destacando el aumento considerable en las
muestras triple negativo. Esto sugiere la posibilidad de que exista una
correlacion entre el estatus hormonal y la expresién de este miRNA, sin
embargo es necesario aumentar el numero de tumores analizados para

corroborar esto. La idea de la asociacion del estatus hormonal y la expresiéon
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del miR-18b es reforzada con los resultados de expresiéon de este miRNA en
lineas celulares, donde fue posible apreciar que la linea MDA-MB-231 es la que
posee una expresion mas alta de este miRNA, dicho cultivo es considerado un

triple negativo.

Una vez que se valido la transfeccion de las moléculas precursoras del
miR-944 e inhibidoras del miR-18b, se analizo el efecto de estas transfecciones
en la viabilidad celular. Los resultados demostraron que ninguno de estos
miRNAs tiene efecto sobre la viabilidad celular aun en dosis altas del
precursor/inhibidor (datos no mostrados). Esto sugiere que estos miRNAs no
participan en procesos como la apoptosis o division celular. Para determinar
cuales pueden ser las funciones en las que participan estos miRNAs,
analizamos el transcriptoma de las lineas celulares transfectadas. Los datos
muestran que al insertar una molécula supresora de la transcripcion como el
miR-944, de los 1342 genes modulados 1197 genes son reprimidos con una
tasa de valor inferior a -2.0, aunque este resultado es esperado para un
represor traduccional. Posteriormente al contrastar los 531 blancos predichos
por la base de datos TargetScan contra los genes modulados en el
microarreglo, encontramos 66 genes como posibles blancos directos de miR-
944. Entre estos genes cabe destacar la presencia de genes que modulan la
migracion e invasion. Estos datos sugieren que la mayor parte de los genes que
se modularon por presencia del miR-944 son blancos indirectos de este miRNA.

Por ende, al considerar los resultados del transcriptoma y someterlos a un
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analisis de enriquecimiento es posible correlacionar el papel del miR-944 en
procesos el metabolismo celular, genes en cancer, regulacion del citoesqueleto
de actina y adhesion focal, como procesos regulados por el miR-944 de forma
indirecta. En el caso de los 66 blancos directos del miR-944, encontramos que
36 de ellos pueden estar asociados en procesos de migracion entre ellos Existe
un grupo de genes que participan en los procesos de migracién, invasion y
metastasis como PRKCA, BRIP1, PAK1 y MTDH entre otros por lo que
considerando los blancos directos y predichos para el miR-944 que fueron
encontrados en el microarreglo de expresion se analizo la invasion y la

migracion en las células mamarias.

En el caso del miR-18b, a través de los microarreglos realizados en
células transfectadas con el inhibidor, encontramos la regulaciéon de 263 genes
(43 genes reprimidos y 220 sobreexpresados) algc que es presumible
considerando que se inhibe la expresién de un regulador negativo de la
expresion génica, por lo tanto un nimero mayor de genes deben incrementar su
expresion. Al considerar los genes modulados por este miRNA y realizar un
analisis de enriquecimiento con el programa DAVID, encontramos las proteinas
RO que elevan de manera importante su expresion. Las proteinas RO son
miembros de una larga familia de proteinas acopladas a proteinas G que son
expresados no solo en las neuronas sensoriales del epitelio olfatorio, sino
también en otros tejidos no quimiosensitivos y tejidos tumorales como el cancer

de prostata, donde su activacion inhibe la proliferacion celular. Sin embargo la
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relevancia y funcion de los genes RO es aun desconocida en cancer de mama.
De los 55 genes RO encontrados, 10 se encuentran como cluster en el
cromosoma 11912.1 y 6 fueron agrupados en el clisier 11q24.2 locus. Para
entender como los genes de estos genes pueden estar regulados por el miR-
18b, buscamos sitios de union para el miR-18b en la region 3'UTR de los genes
RO utilizando el software TargetScan v 5.2. De manera importante, ninguno de
los RO modulados posees sitios potenciales de uniéon para el miR-18b. Esto
siembre la posibilidad que los genes RO pudieran estar regulados por un
mecanismo indirecto del miR18b. Para probar esta hipétesis, buscamos sitios
de union para el miR-18b en las regiones 3'UTR de los factores de transcripcion
que se sabe regulan la expresién de los genes RO. De manera interesante,
encontramos el factor de PDX1, el cual actia como un factor de transcripcién
para las proteinas RO, tiene sitios potenciales de unién para el miR-18b. El gen
de PDX1 se encontré sobreexpresado en los genes que encontramos en
nuestro microarreglo. Estos datos sugieren que la expresion de RO esta siendo
regulada por un mecanismo indirecto que depende de la activacion de los
factores de transcripcion que regulan su expresion. Para comprobar estas

hipotesis es necesario realizar experimentos adicionales.

Por otra parte los datos del microarreglo de células MDA-MB-231
transfectadas con el Inh-miR-18b, nos permitieron identificar diversos genes
involucrados en cancer. En la tabla 16 se muestra un resumen de ellos, los

cuales han sido implicados en diversos procesos oncoldgicos. Por ejemplo

o
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crecimiento tumoral (CHRM2 y POSTN), proliferacion celular (NLRP7 and
CHMR?2), apoptosis (REG1B, SCN3B, POSTN), y angiogénesis (KLK3, CHRMZ2,
and POSTN). Ademas encontramos ocho genes (KIR3DL3, NLRP7, KLKS3,
OLFM3, SEMG1, CRX, POSTN, y CEACAMS5) que han sido involucrados en la
invasiéon y la metastasis de células tumorales. El gen KLK3 gene codifica para el
antigeno especifico prostatico (PSA), una proteasa de serina que ha sido
establecida como un marcador tumoral de adenocarcinéma prostatico. Esta
proteina se encuentra elevada en mujeres con carcinoma renal y ha sido
demostrado que ejerce propiedades anti-oncogénicas y presenta mutaciones en
cancer de mama. Otro gen sobreexpresado, POSTN, codifica la periostina, una
proteina secretoria que se sugiere participa como una molécula de adhesion en
osteoblastos. POSTN también ha sido reportada como sobreexpresada en
varios tipos de cancer con elevada invasividad y correlaciona con la metastasis
en cancer colorectal y de higado, asi como en lineas celulares de cancer orales.
Para determinar si la sobreexpresion de estos genes en nuestro microarreglo es
relacionada con la reduccion de la expresion del miR-18b, se buscaron sitios de
unién al miR-18b en sus regiones 3'UTR. Once de estos genes poseen sitios de
unién a este miRNA, nueve de ellos con mas de un sitic potencial. Entre estos
genes se encuentran KIR3DL3, KLK3, CRX y POSTN) que han sido implicados

en la invasion y metastasis de células cancerigenas.

Como puede apreciarse tanto el miR-944 y el miR-18b parecen tener

implicaciones en los procesos de migracion, por lo que los experimentos
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funcionales fueron dirigidos & evaluar dicha propiedad. Para evaluar el efecto de
la expresion del miR-944 en la migracidn celular se realizd el ensayo Wound-
healing. Este ensayo consiste en evaluar la restauracién de la monocapa
cuando este es parcialmente destruida mediante un trazo fino, si existe un
efecto del miRNA analizado en la migracién celular las células transfectadas
presentaran una disminucién en la migracion respecto al control. Dado el
potencial papel del miR-944 y del miR-18b en la regulacién de la migracion e
invasion celular debido a sus blancos predichos es consecuente analizar el
efecto del miR-944 en la migracion celular. Como pudo apreciarse en los
resultados, en ambos casos la migracién es reducida por efecto de la
expresion/inhibicion del mir-944/miR-18b respectivamente. Los primeros
experimentos realizados con ensayos Wound-hegling mostraron una
disminucion promedio en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 del 80-
90% con el pre-miR-944 y del 40-70% con el Inh-miR-18b. Estos resultados
muestran que estos miRNAs estan implicados en la migracidn celular y que este
efecto no fue dosis dependiente. Asi mismo, estos ensayos pueden verse
afectados por el mismo crecimiento celular, por lo cual fue necesario evaluar
este mismo efecto a través de otra metodologia como las camaras transwell. La
diferencia entre este ensayo y el primero es que la migracion va a estar
determinada por el niumero de células que logren migrar al espacio inferior de la
camara, mientras que en el primero, la cicatrizacion de la herida puede deberse
a un efecto del crecimiento celular mas que un proceso migratorio. Con base

en los resultados obtenidos con esta metodologia, comprobamos los resultados

e
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anteriores, encontrando una disminucion del 40-70% con el inhibidor del miR-
18b y del 70-85% con el pre-miR-944. Estos resultados muestran de manera
contundente la participacion de estos miRNAs en la migracion celular.

Asi mismo, se considero la posibilidad de evaluar el proceso de invasién celular,
el cual a diferencia de la migracion es favorecido en células invasivas y
metastasicas gracias a la secrecién continua de proteasas. Al realizar el analisis
de invasion en camaras transwell con matrigel, los resultados indicaron que el
miR-944 esta involucrado en los procesos de invasion celular. Estos resultados
hacen que los miRNAs que analizamos funcionalmente adquieran relevancia y
la potencialidad de convertirse en blancos, ya que se determind que su
presencia u ausencia no es relevante para la viabilidad celular pero si para la
migracion en células tumorales, por lo cual pueden ser blanco de estudio para
el desarrollo de una terapia de apoyo evitando la propagacién del tumor en

pacientes que padecen esta enfermedad.

Por otra parte, nuestro esfuerzo por comprender el mecanismo en el cual
el miR-944 modula la migraciéon y la invasion celular en células MDA-MB-231
nos llevo a reanalizar nuestros datos con mayor interés. De manera interesante,
el analisis de enriquecimiento y ontologia de los datos del microarreglo en
células transfectadas, muestra algunos procesos bioldgicos regulados por miR -
944 incluyendo la regulacion de la longitud de los filamentos de actina y su
polimerizacion o despolimerizacién, asi como la regulacion del citoesqueleto de

actina entre otros. Estos procesos bioldgicos estan asociados con la motilidad
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celular, la formacién de filopodios, lamelipodios y adhesiéon focal (Vias
hsa04510 : KEGG). Segun nuestros datos experimentales, la reducciéon de la
migracion y la invasion de miR - 944, mediada por la adhesion focal (AF); un
importante proceso biolégico implicado en este tipo de eventos celulares, es un
potencial proceso biolégico afectado por este miRNA . Con el fin de probar esta
hipdtesis se evaluaron los cambios en la expresion de los principales
componentes de las proteina de AF por Western blot y posteriormente a través
de ensayos de inmunofluorescencia. Los resultados mostraron de manera
contundente la estabilizacion de los complejos de AF que en consecuencia
tienen un importante efecto en la disminucién de la migracion y la invasion
celular en células MDA-MB-231. La AF son complejos de proteinas presentadas
en la superficie basal de las células, que conectan la matriz extracelular con el
citoesqueleto y son estructuras muy dindmicas (ensamblaje/desmontaje) con
diversas implicaciones sobre la motilidad celular, la migracion y la invasién de

las células cancerosas 2

" Estos complejos estan formados por mas de 50
proteinas identificadas hasta el 2001. Entre estas proteinas las integrinas y las
proteinas adaptadoras tales como talina, a-actinina, filamina, vinculina, paxilina
y proteinas de.seﬁalizacién intracelular , tales como la cinasa de adhesion focal
( FAK ), son componente basicos de este complejo 22 . En nuestros andlisis
evidenciamos la modulacién de la expresion de estas proteinas, la transfeccion
del pre-miR-944 aumenta considerablemente la expresion de las proteinas

integrina B1, Actinina, Talina , P-Paxilina y P-FAK, y reduce las proteinas JNK

en contraste con la expresion de las células control. Sélo proteina Vinculina no
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muestran ningun cambio en las células transfectadas. Los cambios en estas
proteinas que forman parte del complejo AF sugieren que la expresion forzada
del miR-944 en una linea celular metastasica de cancer de mama como MDA-
MB- 231, reduce la migracién y la invasion a través del incremento en la

expresion de los componentes de la AF .

Esto sugiere que el miR-944 se transcribe de manera conjunta con la
proteina p63, la cual a su vez tiene dos isoformas por dos promotores
alternativos. La isoforma ANp63 esta relacionada con el desarrollo de la piel **,
mientras TAp63 se asocia a funciones apoptéticas *°. En el tejido prostatico

tumoral, la exbresién de p63 se pierde, mientras que en el tejido prostatico

normal se conserva %',

El aumento en estas proteinas nos llevd a suponer que la reduccion en la
migracion celular es a través de la estabilizacion de las estructuras de la AF.
Esto estd apoyado por otros reportes, por ejemplo Liante M, 2005 273, muestra
que en las ceélulas MDA-MB-231, la sobreactivacion de Rho conduce a la
inhibicién de la migracion celular a través de la formacion de la AF altamente
estable, acompanada de estabilizacién de las fibras de actina y vinculina. En
efecto, la proteina de andamiaje talina es un componente y regulador
importante de la AF, mas aun, la talina activa las integrinas e inicia la formacion
de la AF 74275278 mjentras que la degradacion de Talina por calpaina conduce

al desmontaje de la AF y en consiguiente promueve la migracion %, en
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contraste, la inhibicion de calpaina estabiliza especificamente las adhesiones
focales perifericas, aumenta la adhesividad y disminuye la tasa de
desprendimiento de las células ?’®, destacando la importancia y la contribucion
de la estabilizacion de la AF en la inhibicion de la migracién. Otros estudios
muestran que la cinasa de fosfato fosfatidilinositol tipo | ¢ ( PIPKI % ) media la
formaciéon de complejos de AF en las células de cancer de colon a través de la
produccion de PI(4,5)P2 que promueve la union de la vinculina y talina a la
actina del complejo , mientras que los mutantes de quinasa de PIPKI yK188 y
200R o la represion de PIPKIly no lograron promover la formacion de AF, con lo
cual se inhibe drasticamente la capacidad invasora de la linea celular de cancer
de colon HCT116 ?7°. Otros experimentos muestran de la Filamina A suprime la
invasién de células de cancer de mama mediante la inhibicion del desmontaje
de la AF. En el estudio de Xu Yu, et al., 2010 ?®°, é| encuentra mediante andlisis
de arreglos de tejido mamario de pacientes con CaMa, una correlacion entre los
bajos niveles de Filamina A y la progresién del:CaMa y encuentra una
correlaciéon inversa con el aumento de esta proteina y la reduccion de la
migracién y la invasién a través de ensayos en lineas celulares de cancer de
mama, asi como en modelos de raton xendgrafos de cancer de mama en el que
la disminucion de Filamina A, favorece la invasion de células de cancer y la
formacion de metastasis . Aunado a esto, otros estudios demuestran la
importancia de la estabilidad de la AF en la migracién. Por ejemplo, el EGF
induce el desmontaje de la AF en los fibroblastos, en consecuencia una

disminucién en la fuerza de adherencia y por lo tanto un aumento en la
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migracion celular 2%

. La proteina DRR de carcinomas de células renales,
promueve la invasion en glioma a través del desmontaje de la AF %2, FAK
también promueve el desmontaje de la AF, la invasion de células cancerigenas
y se considera una molécula central que participa en la motilidad celular por la
sefalizacion mediada a través de integrinas. La activacién por fosforilacion de
esta proteina es marcador desmontaje de la AF, aunque no es la unica
implicacion, la activacion de FAK es la proteccion contra la apoptosis 2%. Por
ejemplo , asociacion de las integrinas o5, p1, o 5a, B3 a las proteinas PI3K o
FAK, llevan a la supervivencia de células CHO en condiciones libres de suero,
mientras que la expresion de FAK constitutivamente activada es suficiente para
las células sobrevivan independiente del anclaje %4, Ademas, varias proteinas
de senfalizacién, incluyendo cinasas y fosfatasas, también son reclutadas a la
AF, desde ahi transmiten sefiales a la matriz extracelular provenientes de las
vias de senalizacion que controlan la proliferacién, la supervivencia y la
migracion %°. Esto demuestra que FAK tiene un papel primordial en la
supervivencia ademas de su funcion en la regulacion de la AF. La activacion de
FAK en las células transfectadas con miR-944 puede ser una senalizacion de
supervivencia independiente a su funciéon en la AF; experimentos adicionales
podran soportar esta observacion. En este contexto, Takino, et.al, 2006 2%,
muestra que la inhibicion endégena de MT1-MMP por BB94 (un inhibidor
sintético de MMP) dio lugar a la supresion de la migracién celular. El tratamiento

con BB94 promueve la formacion estable de la AF incluyendo un aumento en la

fosforilacion de la tirosina 397 de FAK y la reduccién de la activacion de ERK
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.Este resultado es similares se al encontrado en nuestros estudios, incluyendo

la activacion de FAK y la estabilizacion del complejo de AF.

De forma interesante, estudios anteriores muestran que la activacion de
FAK induce las via de sefalizacién invasivas que implican a RAC1 y Jun N-
cinasa terminal (JNK) que a su vez promueven la sintesis de metaloproteinasas
de matriz (MMPs) y la invasién célular 27 2% Nosotros encontramos que la
expresion de miR -944 reduce la expresion de JNK, independiente de la
activacion de FAK. Esto sugiere que la reduccion en la invasion por este miRNA
no sélo se debe la estabilizacion de AF, también puede explicarse por la
reduccion en la JNK y en consecuencia, una reduccion en la secrecion de las
MMP. Esto es apoyado por otros estudios que demostraron que la inhibicién de
JNK por compuestos como el acido galico 2°, y moléculas de shRNA y siRNA
290. 291 disminuyen la migracion y la invasion en las células de humano y de
ratén. Curiosamente, MT1-MMP (MMP14) una proteina importante rio abajo de
sefalizacion de JNK y elemento fundamental en la degradacion de MEC en la
invasion celular es reprimida en presencia de miR -944 (ver resultados del

arreglo), lo cual refuerza esta teoria.

En resumen, el aumento de la expresion de la integrina, Talin, Paxillin y
la reduccion de JNK indican que la AF es proceso biolégico que puede ser
regulado de manera indirecta por el miR -944. La estabilizacién de los

complejos de AF evidenciada mediante inmunofluorescencia, muestra que este
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es el mecanismo por el cual el miR-944 reduce la migracion celular y la invasién
en células MDA-MB-231 transfectadas con el precursor. La estabilizacién de los
complejos AF impide su rotacién y desmontaje, procesos mecanicos necesarios
para la motilidad celular. Finalmente, sera necesario realizar experimentos
adicionales que permitan encontrar cuales son las proteinas blancos del miR-
944 que modulan las proteinas de la AF y encontrar el mecanismo molecular

que llevan al efecto final de la reduccién en la migracion e invasion celular.
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VIIl. CONCLUSIONES

1) Se identificaron 54 miRNAs (FC = 2.0 P= 0.05) modulados diferencialmente
entre el tejido mamario normal y tumoral. 34 de ellos reprimidos y 20

sobreexpresados.

2) Los 54 miRNAs modulados en los tumores pueden regulan procesos y vias

de senalizacién involucradas en cancer

3) Se encontr6 reprimida la expresion de 9 miRNAs del cluster 14932 en los

tumores analizados.

4) La expresion del miR-944 se encontré reprimida en las lineas celulares y en

los tumores de mama respecto al tejido mamario normal.

5) La transfeccion del miR944 no afecta la viabilidad celular en las lineas

celulares MCF-7 y MDA-MB-231

6) La expresion ectopica del miR-944 modula la expresion de 1342 genes (1197
genes reprimidos, 144 genes sobreexpresados) entre ellos genes que

participan en la regulacion de la migracién e invasion celular.

7) EI miR-944 suprime la migracion y la invasion celular in vitro.

8) EI miR-18b se encontré sobreexpresado en las lineas celulares y tumores

mamarios respecto al tejido mamario normal.

]
26 |

—



Conclusiones

9) La transfeccion del miR-18b no afecta la viabilidad celular en las lineas

celulares MCF-7 y MDA-MB-231

10) La expresion ectopica del miR-18b modula la expresion de 263 genes (43
genes reprimidos, 220 genes sobreexpresados) entre ellos genes que participan

en la regulacion de la migracion e invasion celular.

11) El mir-18b puede estar regulando a las proteinas ORF de forma indirecta

mediante la expresion de la proteina PDX1.

12) El miR-18b suprime la migracion celular.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO A. Soluciones y reactivos

Preparacion de geles de poliacrilamida (sds-page)

Para 4 mini geles:

Gel Separador

Soluciones 7.5% 10% 12%
Acrilamida/Bis (30%:0.8%) 11.25 ml 15 ml 18 ml
1.5M Tris pH 8.8 11.25 ml 11.25 ml 11.25 ml
dH20 21.7 ml 18 mi 15 ml
SDS 10% 0.45 ml 0.45 ml 045 ml
APS 10% 0.35ml 0.35ml 0.35 ml
Temed 25 ul 25 1l 254l
Volumen final 45 ml 45 ml 45 ml

Gel Concentrador

Soluciones 3%
Acrilamida/Bis (30%:0.8%) 22 ml
0.5M Tris pH 6.8 4.9 ml
dH20 125 ml
SDS 10% 0.2ml
APS 10% 0.25 ml
Temed 15 ul
Volumen final 20 ml

Solucion de Acrilamida/Bisacrilamida (30 % : 0.8 %):

Acrilamida 292¢g
Bisacrilamida 08g

Disolver en 40 ml de agua destilada. Una vez disuelto aforar hasta 100 ml.
Filtrar a través de papel filtro “Whatman” No. 1.

Almacenar a 4°C hasta un mes, previamente protegido de la luz.
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Soluciones y reactivos para geles de Acrilamida (SDS-PAGE):

1.5 M de Tris-HCI pH 8.8: 18.15 g de Tris base/100 m| de agua desionizada.
0.5 M de Tris-HCI pH 6.8: 6 g de Tris base/ 100 ml de agua desionizada.

10 % de SDS: 100 g de SDS en 1 litro de agua.

APS 10 %: 1 g de Persulfato de Amonio en 10 ml de agua. Alicuotar y congelar
a -20°C. Alicuota en uso almacenar a 4°C.

Buffer de electroforesis SDS PAGE (corrida- running buffer) 10 X ph 8.3:

Tris base 30.2¢g
Glicina 144 g
SDS 10 % 100 ml

Aforar a un litro de agua desionizada, almacenar a Temperatura ambiente. No
ajustar pH. Diluir a 1 X antes de usar.

Nota: Correra 60 volt, hasta que el Azul de bromofenol (frente de corrida) pase
al gel de separacion. Aumentar a 120 volt para la separacion de las proteinas.

TEMED (Tetrametiletilendiamina): Almacenar a 4°C

Buffer de carga para proteinas:

Tris-Cl 0.125 M pH 6.8
SDS 4%

Glicerol 20%

Azul de bromofenol 0.02%

Solucién de tinciéon de geles de proteinas:

Azul de Coomasie R-250 0.025%,
Ac. Acético 7%
Metanol 40%
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Solucion de destenido |

Ac. Acético 7%
Metanol 40%

Solucion de destenido

Ac. Acético 7%
Metanol 5%

Buffer de transferencia para Western Blot

Trizma- base 25mM 3039
Glicina 190mM 14259
Metanol 20% 200 ml

Disolver primero el Trizma y Glicina. Una vez disuelto agregar el metanol y
aforar a 1 litro con agua destilada. Enfriar a 4°C hasta su uso.

PBS 1x

NaCl (MERCK) 89
KCl 89
NazHPO4 0.65g
KH,POy4 0.2g

Se ajusto el pHa 7.4 con NaOH o HCl se afora a 1 litro con agua destilada y se
esteriliza por autoclave.

PBS - EDTA 0.2%

PBS 1Xp 7.0 500 ml
EDTA 1g

Se disuelve el EDTA y se esteriliza por autoclave 121°C/ 20 min

TBE 1X

Tris base 54 g
Acido borico - 2759
EDTA 0.5M (pH 8.0) 20ml
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Se ajusto elpHa 7.4 con NaOH o HCI se afora a 1 litro con agua destilada y se
esteriliza por autoclave.

Extraccion de RNA de lineas celulares con Trizol

Resuspender pastilla en 500 ul de trizol. Pipetear y colocar en microtubo de 1.5
ml. Incubar durante 5 min a temperatura ambiente. Anadir 300 ml de cloroformo,

mezclar por inmersion suave 2-3 veces. Incubar durante 3 min a temperatura
ambiente. Centrifugar durante 3 min a 4C 12,000 rpm.

Separacion de fases. Acuosa (superior): RNA
Interfase (media): DNA
Organica (fondo): Trizol, lipidos, proteinas, etc

Recuperar la fase acuosa sin contaminarla (aprox 300 pi), colocarla en
microtubo de 1.5 ml nuevo. Adicionar 800 pl de isopropanol, mezclar por
inversion 3-4 veces Incubar 10 min a temp ambiente. Centrifugar 10 min a 4C
12,000 rpm. Decantar el sobrenadante y secar la pastilla durante 5 min a temp
ambiente. Resuspender la pastilla en 100 ul de TE, agua de ampolleta o agua
DEPC. Correr en agarosa para evaluar RNA total

Buffer para extraccion de proteinas TNTE (Tris-NaCl-Triton-EDTA)

Tris 50 mM (pH 7.4)
NaCl 150 mM

Triton 0.1% al 0.5%
EDTA 1mM

Almacenar 4°C

Lavar las células 3 veces con 5 ml de PBS frié en agitacion durante 5 min cada
ocasion. Aspirar el buffer y agregar un ml de TNTE frio mas inhibidores Dejar en
agitacion 15 mina 4°C. Recuperar sobrenadante a un tubo nuevo.

Alicuotar y congelar en el revco a — 70°C.
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PCR a partir de DNA genémico

PCR-mix (x1)

Reactivos Stock Congcentracién final
PCR-buffer 10x 2.5 ul 1x (2 mM MgCly)
dNTPs 10x (2 mM ) 2.5l 0.2 mM

Oligo 1100 uM 0.125 ul 0.5 uM (=0.5 pmol/ul)
Oligo 2100 uM 0.125 ul 0.5 pM (=0.5 pmol/ul)
Tag-polimerasa (3-5 U/ul) 0.25 pl 0.75-1.25 Ulreaccion
H20 libre de nucleasas Aforara 24 yl

Total= 24yl

Afadir +1 ul DNA (200 ng)

Volumen final = 25 pl

Controles : Negativo 1 ul H20

Positivo 1 ul Plasmido (2-5 pg/ul)
Programa de amplificacion

(Para tubos de PCR de 0.2 ml en Termociclador con tapa calefactora y sin
aceite)

NOTA: para oligonucleétidos con Tm 2 65 °C, de 25 a 30 nucledtidos, y banda
de PCR<2kb

2 94°C
30" 94°C
35x{ 30" 65°C
{ 2 72°C
100 72°C
©  4°C

Geles de agarosa para acidos nucleicos

Gel de electroforesis de agarosa/TAE al 1-2% (segun tamario del fragmento de
PCR). Afadir 5 ulde SBx6 (Sample Buffer x6) a los 25 pl de volumen final y
cargar en el gel 10-20 pl.
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