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RESUMEN

RESUMEN

Né-metiladenosina (m°A) es una de las modificaciones mas abundante del ARNm en los
organismos eucariotas. Distintos estudios han revelado que la modificacion m°A esta
involucrada en la regulacion de la mayoria de los procesos del metabolismo del ARN. Sin
embargo, ain no existe mucho conocimiento acerca del impacto que esta modificacion tiene
sobre la regulacién de la expresion génica, su funcidn en los procesos celulares y el efecto que
puede ejercer en el desarrollo y progresion de ciertas enfermedades, como, por ejemplo, el
cancer de mama. En este estudio, exploramos la presencia de la modificacién m®A en el cancer
de mama, especificamente en los subtipos moleculares luminal A, luminal B HER2-, luminal B
HER2+, HER2+ y triple negativo, con el fin de determinar el estado de la metilacién y de su

posible relacién con futuras dianas terapéuticas.

Para ello, en primer lugar, hemos determinado el porcentaje de la metilacion m®A global
presente en las muestras de tejido de pacientes con cancer de mama y evaluado la expresion
génica de las metiltransferasas y desmetilasas. Los resultados de este estudio revelan que el
porcentaje de metilacion m®A global es significativamente menor en las muestras de tejido
tumoral en comparacién con sus correspondientes tejidos sanos. El analisis de la expresion de
los principales genes modificadores de m®A analizados, es decir, METTL3, METTL14, WTAP, FTO
y ALKBH5, ha mostrado que estos genes presentan una expresion reducida en muestras
tumorales con respecto a sus correspondientes tejidos sanos. Ademas, el perfil de expresion
génica de metiltransferasa y desmetilasas es caracteristico de cada subtipo molecular de cancer
de mama aqui estudiado, asi como las correlaciones entre dichos perfiles, lo que podria ser util

para la clasificacién molecular de estos tumores.

Por otro lado, se realizé una buisqueda in silico para identificar los m®A-SNPs asociados al cancer
de mama y evaluar sus posibles efectos sobre la expresion génica. Se identificaron 981 me°A-
SNPs después de comparar 69.713 SNPs relacionados con el cancer de mama con 301.875 m®A-
SNPs. De estos, solo cuatro m®A-SNPs presentaron un efecto cis-eQTL: rs1801270 en CDKN1A,
rs76563149 en ZNF354A, rs9379084 en REEB1 y rs11614913 en MIR196A2, y todos ellos,
excepto rs9379084, mostraron una expresion génica alterada en el tejido mamario. Para validar
los resultados obtenidos, se evalud in vitro la expresion de los genes donde se encontraban los
tres m®A-SNPs que presentaron diferencias significativas en el andlisis in silico, utilizando

muestras de tejido de pacientes con cancer de mama. Nuestro analisis mostré que solo el méA-
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SNP rs76563149, ubicado en el gen ZNF3544, presenta diferencias en las frecuencias alélicas y
una baja expresion génica en las muestras tumorales en comparacion las muestras de tejido

Sano.

Finalmente, mediante el uso de la técnica MeRIP-seq, se ha determinado el perfil de metilacion
moA presente en todo el transcriptoma de cada uno de los cinco subtipos moleculares de cancer
de mama estudiados. Ello ha permitido poner de manifiesto 1.703 picos m°A metilados y
determinar tanto los picos m°A especificos de cada subtipo molecular como los compartidos, el
numero de picos por transcriptos, la distribucién de los picos m®A en todo el transcriptoma y
en los cromosomas. Ademas, hemos realizado un andlisis de ontologia genética (GO) y de las
rutas metabélicas de KEGG para revelar las funciones potenciales de los primeros 20 genes que
presentaban una puntuaciéon de deteccién mas elevada en cada subtipo molecular y hemos

evaluado la expresidn génica in silico de los primeros cinco genes.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que describe el perfil de metilacion m°®A
presente en los distintos subtipos moleculares del cancer de mama. Los resultados obtenidos
muestran la presencia de metilacion méA en numerosos ARNms de genes altamente
relacionados con el inicio y desarrollo tumorales lo que genera nuevas vias de estudio en esta

enfermedad.
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INTRODUCCION

1.1. CANCER DE MAMA

1.1.1. Estructura de la mama

La mama es un érgano glandular especializado en la secreciéon de leche y representa una
caracteristica sexual secundaria del sexo femenino (1). Es un 6rgano constituido por piel, tejido
adiposo y conectivo subcutaneo que envuelve a la glandula mamaria. Cada glandula mamaria
estd formada por 15 a 20 lébulos que se dividen a su vez en lobulillos mas pequefios en donde
se encuentran los alveolos, o acinos, formados por células epiteliales capaces de secretar leche
(Figura 1.1.1A). Estas estructuras estan conectadas por tubos denominados ductos o conductos
galactoforos, que iran confluyendo en otros de mayor tamano hasta desembocar en el pezoén. El

pez6n esta rodeado por un area de piel pigmentada denominada areola (1-3).

Todo el tejido mamario estd vascularizado principalmente por tres sistemas: las ramas
perforantes de la arteria toracica interna que irriga la porcién medial de la mama, la rama de la
arteria axilar que irriga la porcidn lateral y 1a rama de las arterias intercostales que contribuyen
a la irrigacion de toda la mama (1). Las venas siguen el mismo camino que las arterias
mencionadas para drenar en las venas axilares, toracica interna e intercostales. Por otra parte,
el sistema linfatico de la mama parte de la piel, la glandula y los conductos galacto6foros y se
dirige hacia la areola formando una red subareolar. Desde este plexo subareolar emergen los
linfaticos eferentes, que van a drenar a los ganglios linfaticos situados principalmente en la
axila, aunque también en los ganglios paraesternales y supraclaviculares (1). Este drenaje
linfatico tiene suma importancia, especialmente en el aspecto patoldgico debido a que los

carcinomas de mama tienen a expandirse a través de los vasos linfaticos.

Las mamas son érganos estructuralmente dindmicos, que varian segun la edad, el ciclo
menstrual y el estado reproductivo de la mujer. Comienzan a formarse durante el desarrollo
fetal, con un engrosamiento en el area del pecho que se denomina cresta mamaria o lineas
lacteas. Cuando un bebe nace, ya se ha formado el pezon y la parte inicial del conducto
galactoforo. Al empezar la pubertad, comienzan a desarrollarse las mamas de las mujeres por
accion de las hormonas estrogénicas y progesterona (2). La gldndula mamaria aumenta de
tamafo, sobre todo, por una mayor deposicién de tejido adiposo en el interior de la glandula.
También, los conductos se extienden y se ramifican en conductos secundarios, en cuyos
terminales se formaran los lobulillos. Este desarrollo continda gradualmente hasta la edad

adulta (aproximadamente los 35 afios). Aunque con cada ciclo menstrual se produce una
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pequefia remodelacion de la mama, no es hasta el embarazo y la lactancia cuando se produce
una remodelacion completa, transformandose en un érgano maduro y completamente
funcional. Esto ocurre en respuesta a las hormonas, estrégenos, progesterona y prolactina, que
producen la sintesis de novo de nuevos conductos, el alargamiento de los conductos existentes,
la morfogénesis alveolar, la diferenciaciéon secretora, y el aumento de la vascularizacion (4).
Una vez producido el parto, los niveles de progesterona caen abruptamente y, por otro lado,

aumentan los de prolactina, insulina, corticoides y hormona de crecimiento, permitiendo la

A
Lobulo normal con glandulas
)
Conducto
_ — normal con
Conducto \¢ ~i/ estroma
N /
Fibroblastos
B
Conductos anormales
Conducto normal Carcinoma ductal in situ Carcinoma invasivo

MY PAPo4Y REPOLT CA

Figura 1.1.1. A- Anatomia de la mama femenina. B- Anatomia de un conducto normal y de conductos
anormales. Figuras modificadas de My Pathology Report (https://www.mypathologyreport.ca/es/).
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secrecion lactea. El mantenimiento de la lactancia se debe a un mecanismo mediado por la
oxitocina. Finalmente, en la menopausia con el cambio del entorno hormonal, el componente

glandular de la mama involuciona y es reemplazado por tejido conjuntivo y adiposo.

1.1.2. Cancer de mama

El cdncer de mama es una enfermedad heterogénea, tanto bioldgica como clinicamente. El
cancer de mama es el cAncer mas cominmente diagnosticado en las mujeres en el todo mundo
(5). Su incidencia, mortalidad y tasas de supervivencia varian considerablemente entre
diferentes areas geograficas, lo que podria deberse a muchos factores como la estructura de la

poblacion, el estilo de vida, los factores genéticos y el medio ambiente (6).

Segun los datos recogidos por el Sistema Europeo de Informacién del Cancer, en Espafia se
diagnosticaron un total de 34.088 nuevos casos de cancer de mama en el afio 2.020, siendo el
tumor mas frecuente entre las mujeres. La probabilidad estimada de desarrollar cancer de
mama es 1 de cada 8 mujeres, apareciendo generalmente entre los 35 - 80 afios. En la
Comunidad Auténoma Vasca, el cancer de mama presenta una de tasa de incidencia de 130
casos por cada 100.000 habitantes, siendo la franja de los 35-65 afios la de mayor incidencia,
debido a que en esas edades es cuando se producen los cambios hormonales de los periodos de
peri y post menopausia (datos obtenidos de Plan oncolégico de Euskadi 2.018-2.023,

https://www.euskadi.eus/inicio/).

El cancer de mama se origina en las células epiteliales de los conductos en un 85% de los casos
y en los 16bulos en un 15% de los casos. Al comienzo, el tumor se encuentra confinado en el
conducto o lébulo (cancer de mama in situ) (Figura 1.1.1B). Sin embargo, con el paso del tiempo,
este tumor in situ puede progresar e invadir el tejido mamario circundante (cancer de mama
invasivo) (Figura 1.1.1B), y a continuaciéon propagarse a los ganglios linfaticos cercanos
(metastasis regional) u a otros 6rganos del organismo (metastasis distante). Por tal motivo, la
deteccion temprana y la selecciéon del tratamiento adecuado es de suma importancia para
aumentar la supervivencia de las pacientes que padecen esta enfermedad. En este sentido, la
seleccion del tratamiento presenta ciertas dificultades debido a la heterogeneidad bioldgica,
histologica y clinica del cancer de mama, por lo que, se estan llevando a cabo diversos estudios

con el fin de poder caracterizarlo aun mas e identificar nuevas dianas terapéuticas (7-9). A
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continuacidn, realizaremos una breve descripcion de los factores prondsticos y predictivos

utilizados en el cAncer de mama.

1.1.2.1.  Clasificacidn histolégica

La clasificacién histoldgica del cancer de mama se basa en una amplia gama de criterios, como
por ejemplo tipo de célula tumoral, secrecion extracelular, caracteristicas arquitectdnicas, etc.
(10). Hay mas de 20 tipos histoldgicos diferentes de cAnceres de mama invasivos. El mas comuin
es el carcinoma invasivo de ningin tipo especial (IBC-NST, por sus siglas en inglés Invasive
Breast Cancer No Special Type), anteriormente conocido como carcinoma ductal invasivo, que
representa el 70 - 80% de todos los canceres invasivos. El carcinoma lobulillar invasivo es el
segundo mas frecuente y comprende aproximadamente el 10% de los casos. El resto son tipos
histolégicos menos comunes, como carcinoma mucinoso, cribiforme, micropapilar, papilar,
tubular, medular, metaplasico, apocrino, neuroendécrino y quistico adenoide. La clasificacion
histologica del cancer de mama tiene relevancia prondstica y en algunos casos, permite

reconocer si el tumor es primario, es decir, si el tumor se ha originado en la mama (11).

1.1.2.2.  Grado histoldgico

El sistema de gradacion histolégica de Bloom-Richardson (Nottingham) para el cAncer de mama
es hoy dia el sistema mas ampliamente utilizado en todo el mundo. Este sistema de gradacion
histolégica se basa en el grado de diferenciacién del tejido tumoral (12). Para ello, se tienen en
cuenta tres caracteristicas morfologicas: grado de formacién de tibulos o gldndulas (parecido
del tumor a la estructura celular normal), pleomorfismo nuclear (diferencias entre los ntcleos
de las células tumorales y las células normales), y recuento mitético (incremento en la tasa de
division celular). Este sistema evalia cada caracteristica con un sistema de puntuacion
numérica de 1 a 3, que posteriormente se suman para tener la clasificacién Nottingham, que va
del I al III. En este sentido, el grado I (bien diferenciado) se corresponde con una puntuacion de
3 a5, el grado Il (moderadamente diferenciado) con una puntuacion de 6-7 y el grado III
(pobremente diferenciado) con una puntuacion de 8-9. Los canceres de grado I tienden a ser
menos agresivos, mientras que los de grado Il tienden a ser mas agresivos. El grado histologico

es un poderoso factor de prondstico (10).

28



INTRODUCCION

1.1.2.3.  Estratificacién tumoral TNM

La estratificacion TNM, ampliamente utilizada en el cancer de mama, utiliza informacién tanto
clinica como patoldgica del tamafio del tumor (T), el estado de los ganglios linfaticos regionales
(N) y la presencia o ausencia de metastasis (M) para determinar la extension anatémica del
cancer, el prondstico y el tratamiento mas adecuado (13). En este sistema se asigna un valor
para T, N y M, que posteriormente se combina para estratificar la enfermedad en una de las
etapas generales. Estas etapas van desde I hasta IV, donde la etapa IV es la mas alta y significa

que el cancer estd mas avanzado que en las etapas mas bajas.

1.1.2.4.  Invasion de vasos sanguineos y linfdticos

La invasidn del sistema vascular y del sistema linfatico se produce cuando las células del cancer
de mama irrumpen en los vasos sanguineos y en los vasos linfaticos (14). También se conoce
como invasion linfovascular o vascular-linfatica. La invasion de las células tumorales al sistema

vascular y linfatico aumenta el riesgo de que el cancer se disemine a otras partes del cuerpo.

1.1.2.5.  Multicentricidad del tumor y necrosis tumoral

La mama puede dividirse en cuadrantes si se trazan dos rectas, una vertical y otra horizontal,
que se intersectan perpendicularmente a nivel del pezdén. De esta manera, se pueden identificar
cuatro cuadrantes: el cuadrante superior externo (CSE), el cuadrante superior interno (CSI), el
cuadrante inferior interno (CII) y el cuadrante inferior externo (CIE) (15). Teniendo esto en
cuenta, la multicentricidad del tumor se define como la presencia de 2 o mas focos tumorales
en distintos cuadrantes de la misma mama o a mas de 5 centimetros del foco primario (16,17).

Esta caracteristica se ha asociado con un peor pronostico de la enfermedad.

La necrosis es una forma de muerte celular causada por factores externos a la célula, como la
hipoxia. Se identifica en biopsias tumorales al observar células del ciAncer de mama muertas
que, a menudo, se limitan a una pequefia area de la muestra. La presencia de necrosis
generalmente se asocia con formas agresivas de cancer de mama. Por lo que, su identificacion
puede proporcionar informacion del prondstico y se tiene en cuenta para la eleccién del

tratamiento (18).
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1.1.2.6.  Clasificacion subrogada

La clasificacién subrogada del cancer de mama se usa generalmente en la clinica para clasificar
a los tumores en subtipos intrinsecos subrogados y se basan en la expresion histolédgica e
inmunohistoquimica de las siguientes proteinas: receptor de estrégeno (ER), receptor de
progesterona (PR), receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) y el
marcador de proliferacion Ki-67 (19). Los ER y PR son receptores hormonales. Son marcadores
de pronodstico y predictivos de la repuesta a la terapia hormonal y se expresan
aproximadamente en un 75% de todos los canceres de mama. La mayoria de los canceres ER+
también son PR+. Sin embargo, un pequefio porcentaje de canceres de mama muestran
positividad para un solo receptor hormonal. En estos casos, los tumores parecen ser mas
agresivos y menos sensibles a la terapia hormonal en comparacién con los canceres positivos
para ER/PR (10). En cuanto al marcador HERZ2, aproximadamente el 15 % de los canceres de
mama lo sobreexpresan. El estado de HER2 se analiza mediante la combinacién de las técnicas
de inmunohistoquimica e hibridacién del ADN in situ (FISH). La sobreexpresién de HER2 se
asocia con un curso clinico agresivo y mal prondstico, pero también predice la respuesta a los
tratamientos dirigidos anti-HER2 (Trastuzumab o Herceptin, Pertuzumab) (10). El 10%
restante de los canceres de mama no expresan ninguno de estos tres marcadores y se
denominan canceres de mama triple negativos. Este tipo de cancer es, en general de alto grado
y se asocia con un mal prondstico. Por otra parte, el marcador de proliferaciéon Ki-67 sirve para
evaluar la actividad proliferativa de un tumor. Si los valores de Ki-67 son altos, es probable que

el tumor crezca y se propague mas rapido.

1.1.2.7.  Clasificacion molecular

En las ultimas décadas, se han concentrado muchos esfuerzos para complementar la
clasificacion morfologica del carcinoma de mama con parametros moleculares que pueden
proporcionar una apreciacion mas clara de la heterogeneidad del cancer de mama y una mejor
prediccidon del comportamiento del tumor para mejorar las estrategias terapéuticas. En este
sentido, Perou et al. (2.000) clasificaron al cancer de mama molecularmente en distintos
subgrupos basandose en similitudes de los perfiles de expresiéon génica obtenidos mediante la
técnica de microarrays (20). Los principales genes responsables de esta clasificacion son los
relacionados con la expresion de ER, PR, HER2 y el regulador de la proliferacién celular Ki-67

(Tabla 1.1.1). Actualmente, el cancer de mama se clasifica en los siguientes cinco subtipos
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tumorales: luminal A, luminal B HER2-, luminal B HER2+, HER2+ y triple negativo
(10,19,21,22):

Subtipo luminal A: este subtipo representa el 50% de todos los canceres de mama. Es el subtipo
mas comun y menos agresivo, de muy buen prondstico y con muy baja expresion de genes
proliferativos. Se caracteriza por ser ER+, PR+, HER2- y tener una baja expresién de Ki-67. Al
expresar ER, generalmente son susceptibles a tratamientos con hormonoterapia (tamoxifeno o
inhibidores de la aromatasa), afiadido al tratamiento quirdrgico o radio/quimioterapico que

pueda requerir.

Subtipo luminal B HER2-: se caracteriza por ser ER+, PR+ o PR-, HER2- y tienen una expresion

de Ki-67 intermedia. El aumento de expresion de Ki-67 hacer que sean de crecimiento mas
rapido que los luminal A y que sean de peor pronoéstico. Generalmente, son tratados con

hormonoterapia junto con tratamiento quirirgico y quimioterapia.

Subtipo luminal B HER2+: a diferencia del subtipo luminal B HER2-, este subtipo se caracteriza
por ser ER+, PR+ o PR- y positivo para HER2. Tiene una expresién de Ki-67 intermedia-alta, lo
cual hace que sea de crecimiento rapido y de peor prondstico. Al ser HER2+ puede ser tratado
con farmacos especificos de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina HER2/neu
(Trastuzumab o Herceptin, Pertuzumab), ademas de con hormonoterapia, cirugia y tratamiento

con quimioterapia.

Subtipo HERZ2+: este grupo representa el 15% de todos los canceres de mama. Este subtipo se
caracteriza por ser ER- y PR-, es positivo para HER2 y la expresién de Ki-67. Generalmente,
suelen presentar una alta proporcién de mutaciones en p53. Al no presentar receptores
hormonales, no es susceptible al tratamiento hormonal, por lo que suele ser tratado con agentes
especificos anti-HER2. La elevada expresion de HERZ y Ki-67, hace que sea un cancer de

crecimiento rapido. Es un subtipo de cancer agresivo y de mal prondstico.

Triple negativo: este subtipo comprende aproximadamente el 15% de todos los canceres de

mama. Se caracteriza por ser ER-, PR- y HER2-. Ademas, presentan una alta expresion Ki-67,
mutaciones en p53 y son CK5/6 y EGFR positivos. Dado a que no expresa ER ni HERZ, no
responde al tratamiento hormonal ni a los agentes especificos anti-HER2, pero parece ser
sensible a la quimioterapia a base de platino y a los inhibidores de la poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP). Es el subtipo mas agresivo y, por lo general, tiene un prondstico

desfavorable.
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Tabla 1.1.1. Caracteristicas generales de los subtipos moleculares de cAncer de mama.

Expresion génica
Subtipo Rece,tor de Receptor de Rec_ep_tor del f'flctlor (.ie Marcador de
tumoral estréogeno progesterona crecimiento epidérmico proliferacién Ki-67
(ER) (PR) humano 2 (HER2)

Luminal A + + - Baja
Luminal B HER- + +/- - Intermedia
Luminal B HER+ + +/- + Intermedia-alta

HER2+ - - + Alta
Triple negativo - - - Alta

1.2. MODIFICACIONES EN EL ARN

Durante décadas, el dogma central de la biologia ha sido que la informacioén fluia del ADN a las
proteinas a través de la traduccion. En este proceso, se considerd que el ARN era un participante
intermedio que enviaba el c6digo genético del cromosoma al ribosoma. Sin embargo, estudios
emergentes han descubierto una gran cantidad de procesos biolégicos en los que el ARN juega
un papel regulador activo. En este sentido, se ha observado que el ARN puede sufrir
modificaciones quimicas. Este proceso, llamado epitranscriptomica, en analogia con la
modificacion postraduccional de proteinas y las modificaciones del ADN conocidas como

epigenética, altera el comportamiento funcional de los ARN modificados.

Hasta la fecha, se han identificado 163 modificaciones postranscripcionales en el ARN (23).
Estas modificaciones pueden influir directamente en la estructura del ARN, promoviendo o
interrumpiendo ciertas interacciones intramoleculares, haciendo que la molécula de ARN sea
mas rigida o mas flexible, y también, pueden influir en las interacciones del ARN con otras
moléculas, en particular con proteinas. En general, contribuyen fuertemente a la diversidad de
funciones que cumplen las moléculas de ARN, donde pequefios cambios estructurales sutiles

pueden provocar cambios significativos en el metabolismo celular (23,24).

1.2.1. Modificacion m°A

La Né-metiladenosina (m®A) es una de las modificaciones mas abundante en el ARN mensajero
(ARNm) eucariota. Esta modificacion fue descubierta en la década de 1.970 (25-30), sin
embargo, su interés resurgio en el 2.011 con el descubrimiento de que la proteina asociada a la
masa grasa y la obesidad (FTO) actia como desmetilasa del ARN (31), lo que convierte a la

modificacion m°A en un proceso dinamico y reversible (32).
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El principal desafio para el analisis de las modificaciones m°A ha sido, durante mucho tiempo,
la falta de una tecnologia capaz de revelar las posiciones metiladas a lo largo del transcriptoma.
Esto se debe a que el patréon de metilacion mfA es eliminado durante la acciéon de la
transcriptasa inversa en la reaccién de PCR, y a que tampoco existe un tratamiento quimico
analogo a la conversidon de bisulfito disponible para convertir el m®A en un nucleétido diferente
y detectable. Sin embargo, en 2.012, Meyer et al. (33) y Dominissini et al. (34) desarrollaron de

forma independiente una tecnologia que combinaba la inmunoprecipitacion del ARN,
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Figura 1.2.1. A- Proceso de metilacién y desmetilacién. B- Proteinas involucradas en la metilacién m®A: writers,
erasersy readers.
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utilizando anticuerpos anti-m®4A, seguida por la secuenciacion masiva de alto rendimiento
(MeRIP-seq), y que permitia mapear los sitios m°A en el transcriptoma de mamiferos. De estos
estudios se concluy6 que la modificacién m®A ocurre con una frecuencia estimada de 3 a 5 sitios
por transcripto en mamiferos, en regiones altamente conservadas con un motivo consenso
identificado como RRA*CH (R = G o0 A; A*: adenina metilable; H = A, C o U), donde la adenina es
un nucleétido que se metila en la posicion Né (Figura 1.2.1A). Posteriormente, el motivo
consenso se redefini6 como DRACH (D = G, A o U), basandose en el estudio de Linder et al.
(2.015) (35) donde informaron que el nucleétido en la posicion -2 en relacién con la posicién A
metilable también podria ser un uracilo. Ademas, se observé que las modificaciones m°A se
encontraban enriquecidas en ciertas regiones del ARNm, como en la regién 5’ no traducida
(UTR), en los exones largos, alrededor del codén de terminacién y en la regién 3'-UTR
(33,34,36-38). También se ha observado que los motivos DRACH pueden estar presentes en el
ARN no codificante (ARNnc) (37), microARNs (miARNs) (39), ARN ribosémico (ARNr) (34),
ARN pequefio nuclear (ARNpn) (35) y ARN circular (40), aunque en menor proporciéon que en
el ARNm.

1.2.2. Enzimas involucradas en el proceso de metilaciéon/desmetilacién

El proceso de metilacion se encuentra regulado de forma dinamica y reversible por proteinas
denominadas metiltransferasas o “writers”, desmetilasas o “erasers” y proteinas de unién a m°A
o “readers” (Figura 1.2.1B). Las metiltransferasas son responsables de la metilacion m°A en la
posicién N° de la adenina, mientras que las desmetilasas eliminan la metilacion méA. Por otra
parte, las proteinas de union a méA determinan el destino de los ARNm modificados al unirse
al m®A. La expresion aberrante de estos componentes reguladores da como resultado la
desregulacion de m®A, lo cual se ha visto implicado en el inicio y la progresiéon de diversas

enfermedades, incluido el cancer (41).

1.2.2.1.  Proteinas metiltransferasas o “writers”

Este grupo de proteinas metiltransferasas o “escritoras” esta formado por el complejo de
metiltransferasas (METTL3, METTL14 y WTAP) y varios cofactores (VIRMA, HAKAI,
RBM15/RBM15B y ZC3H13) (42-44).
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La proteina metiltransferasa 3 (METTL3) fue la primera subunidad del complejo de
metiltransferasas identificada, en 1.977, y es la tinica que presenta actividad catalitica (45).
METTL3 contiene un dominio de union a S-adenosilmetionina (SAM) y un motivo DPPW (Asn-
Pro-Pro-Trp) que transfiere el grupo metilo desde SAM a la posiciéon N° de la adenina. Aunque
METTL3 es la Unica subunidad catalitica del complejo de metiltransferasas, se encuentra
inactiva sin la subunidad formada por la proteina metiltransferasa 14 (METTL14). Los estudios
bioquimicos mostraron que ambas subunidades forman un heterodimero, en donde METTL14
reconoce los sustratos de ARN, sirve como plataforma de unién al ARN, facilita la activacion
alostérica y promueve la actividad catalitica de METTL3, quien es la responsable de generar la
metilacion m®A como tal (46-48). La tercera subunidad del complejo de metiltransferasas es la
proteina asociada al tumor 1 de Wilms (WTAP). Esta proteina interactia con METTL3-
METTL14 promoviendo la localizacion de este heterodimero en las motas nucleares, es decir,

sitios de empalme y almacenamiento de ARNm y facilitando la metilaciéon de los ARNm (49).

De igual modo, diversos cofactores se unen al complejo de metiltransferasas, guidndolos a sitios
especificos en el ARN y regulando el proceso de metilacion. En este sentido, el homoélogo del
virilizador de proteinas (VIRMA, también conocido como KIAA1429) media la metilacién
preferencial del ARNm en la region 3'-UTR y cerca del codén de parada (50). La proteina de
unioén al ARN 15 (RBM15) y su paraloga (RBM15B) reconocen secuencias ricas de uracilos en
el ARNm y guian al complejo de metiltransferasas a zonas adyacentes a estos sitios (51). La
proteina E3 ubiquitina ligasa Hakai (HAKAI) estabiliza a los componentes centrales de la
maquinaria de metilacion m°A (52), mientras que la proteina de dedo de zinc ZC3H13 regula la

metilacion meA.

1.2.2.2. Proteinas desmetilasas o “erasers”

Aunque METTL3 fue descubierta como una proteina “writer” varias décadas atras, la identidad
de las proteinas desmetilasas o “erasers” sigui6 siendo un misterio hasta 2.011, cuando Jia et al.
(31) revelaron que la proteina FTO exhibia una actividad desmetilasa de m°A. La demostracion
de su actividad desmetilasa proporciond la primera evidencia de que la metilacién m®A era una
modificacion reversible. FTO también muestra actividad desmetilasa hacia Neé-
dimetiladenosina (m®Am) que se encuentra exclusivamente en el primer nucleétido codificado
después de la estructura de cap-7-metilguanosina de un gran nimero de ARNm, por lo que su

actividad desmetilasa no es especifica para m®A (53). En este sentido, se ha observado que FTO
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presenta una baja tasa de desmetilacion para el méA en comparaciéon con el méAm (54) y que
en el nucleo celular FTO media principalmente la desmetilacion de méA, mientras que en el

citoplasma puede mediar la desmetilacion de m°A asi como la de m®Am (55).

En el 2.013, se descubri6 una segunda proteina desmetilasa de m®A, el homoélogo 5 de AlkB
(ALKBHS5) (56) que pertenece a la familia AlkB de dioxigenasas dependientes de Fe (II)/a-
cetoglutarato, al igual que FTO. Sin embargo, aunque ambas desmetilasas pertenecen a la
misma familia, presentan diferencias en cuanto a la desmetilacion: FTO desmetila m®A a través
de tres rondas de oxidacién para producir dos productos intermedios (Ne-
hidroximetiladenosina y Né-formiladenosina), mientras que ALKBH5 convierte directamente el
moéA en adenosina sin productos intermedios observados (57). Ademas, ALKBH5 no tiene

actividad hacia m®Am, por lo que es especifica para méA (53).

1.2.2.3. Proteinas de union o “readers”

Las proteinas de unién también llamadas “readers”, reconocen y se unen preferentemente al
ARN que contiene la modificaciéon m®A. Este grupo se compone principalmente de proteinas
que contienen el dominio YTH (YTHDF1-3 y YTHDC1-2), ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas (hnRNPC, hnRNPG y hnRNPA2B1) y proteinas de unién al ARNm del factor de

crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IGF2BPs) (58).

De acuerdo a su distribucién subcelular, la familia de dominios YTH se clasifica en proteinas de
la familia de dominios YTH (YTHDF) compuesto por YTHDF1, YTHDF2 y YTHDF3, y proteinas
que contiene el dominio YTH (YTHDC), siendo, en este caso YTHDC1 y YTHDC2 (59,60). En el
nucleo, la proteina YTHDC1 interactiia con el m°A en el ARNm para regular el empalme
alternativo, la poliadenilacién del pre-ARNm y la exportacidn nuclear (59-61). Por otra parte,
en el citoplasma, YTHDF1 interactda con factores de iniciaciéon, como por ejemplo elF3, para
facilitar la iniciacidn de la traduccion del ARNm. YTHDF2 se une selectivamente al ARNm mfA
metilado, reduciendo su estabilidad y regulando su degradacion. YTHDF3 facilita la traduccion
al promover la sintesis de proteinas en sinergia con YTHDF1 y afecta la desintegracion del
ARNm mediada por YTHDF2. Por lo que, las tres proteinas YTHDF funcionan de manera
cooperativa (59,62). Por otra parte, se ha visto que la proteina YTHDC2 aumenta la eficiencia

de la traduccién de los ARNm metilados (63).
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Miembros de la familia HNRNP también tienen el potencial de identificar la modificacién méA
de los ARNm. En este sentido, se ha visto que las proteinas HNRNPC y HNRNPG regulan el
procesamiento de los pre-ARNm que contienen m°A (42), mientras que la proteina
HNRNPAZ2B1 acelera el procesamiento de miARN primarios (pri-miARN) y modula el empalme
alternativo de las transcripciones (64,65). Otro grupo de readers son las proteinas de unién al
ARNm del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IGF2BPs). Estas proteinas
estabilizan las trascripciones dianas que contienen la metilacion m®A y promueven la

traduccion (66).

1.2.3. Funciones bioldgicas de la modificacién méA

La modificacion m°A esta involucrada en la regulacion de la mayoria de los procesos del
metabolismo del ARN (67). En el ntcleo, la modificacién m®A esta involucrada en la regulacion
del procesamiento del pre-ARNm (64), empalme alternativo del ARNm (61,68-70), la
exportacién del ARNm del nucleo al citoplasma (71) y la poliadenilacién alternativa (38). En el
citoplasma, la metilacién méA regula la traducciéon del ARNm (36,72,73) y afecta la estabilidad
y desintegracion del mismo (66,74). Ademas, la modificacion m°A cambia la estructura del ARN
alterando también las interacciones ARN-proteinas (68,75,76). Por otra parte, en los miARNS,
la modificacion m°A puede alterar el procesamiento de los pri-miARNs (77) y regular la

maduracién de los miARNs (65).

Las funciones de las modificaciones del ARN en los procesos biolégicos acaban de empezar a
apreciarse. Se ha visto que la modificacion m°A se encontraba implicada, por ejemplo, en el
mantenimiento y la diferenciacion de las células madre embrionarias (78-80), la modificacion
del ritmo circadiano (81), la respuesta al choque térmico (82) y progresion meidtica (83). Sin
embargo, la funcion que poseen en la mayoria de los procesos biologicos y enfermedades sigue
siendo desconocida o incompleta. Especificamente, ain queda por determinar todas las

funciones que la modificacion m®A presenta en el cancer de mama.

1.2.4. Meétodos de andalisis del m¢A

Son diversos los métodos que se han desarrollado, y contindan desarrollandose, con el fin de
analizar las posiciones mfA. La Tabla 1.2.1 describe los principales métodos utilizados para

determinar las posiciones m°A metiladas en todo el transcriptoma y aquellos que permiten su
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cuantificacion. La gran mayoria de las técnicas se diferencian en si utilizan anticuerpos u otros
compuestos para identificar las posiciones m°A y si pueden ser empleadas en ARN procedentes
de tejidos y cultivos celulares o unicamente de cultivos celulares. Hasta la fecha, los métodos
mas utilizados para la identificaciéon de las posiciones m®A han sido MeRIP-seq, MiCLIP y PA-

moA-seq. Por lo que, a continuacidn, se describen brevemente estas técnicas.

e MeRIP-seq

La inmuniprecipitacion del méA-ARN, seguida de la secuenciacion de alto rendimiento de
préoxima generacion (NGS, Next Generation Sequencing) mas comunmente conocida como
MeRIP-seq, fue el primer método desarrollado para identificar las modificaciones m®A en todo
el transcriptoma (33,34) (Figura 1.2.2). Hasta la fecha, contintia siendo el método mas
empleado para dicho fin (84). En resumen, esta técnica consiste en inmunoprecipitar con un
anticuerpo anti-m°A el ARN previamente fragmentado (85). Posteriormente, se genera la
libreria de los fragmentos inmunoprecipitados (muestra IP), asi como de la muestra de ARN
fragmentada sin inmunoprecipitar (muestra INPUT) y se secuencian mediante NGS.
Finalmente, las secuencias se alinean y se realiza la determinaciéon de las posiciones m°®A
metiladas mediante diversos programas informaticos, como por ejemplo MACS (86),
exomePeak (87) y MeTPeak (88). Esta técnica no permite identificar la ubicacion precisa de los
sitios mfA dentro de un fragmento de ARN inmunoprecipitado, sino que presenta una
resoluciéon de unos 100-200 nucleétidos (nts). Esto puede dificultar la identificaciéon de las
posiciones m°A agrupadas, es decir, posiciones m°A que se encuentran préximas en el mismo
fragmento inmunoprecipitado. Otra limitacion de la técnica es la cantidad inicial de ARN de
partida. En relacion a esto, Zeng et al. (2.018) (89) han optimizado el protocolo logrando
obtener perfiles de metilacion mA utilizando 2 pg de ARN total (89). Sin embargo, a pesar de
estas limitaciones, MeRIP-seq cuenta con las ventajas de que es un protocolo simple y corto, y

que utiliza materiales, equipos y paquetes de software accesibles (85).
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e MiCLIP

Este método permite la identificacién de posiciones m°A a resolucion de un nucle6tido,
mediante la unioén covalente del anticuerpo con la posicién m®A metilada presente en el ARN
(crosslinking) y la inmunoprecipitacion (90) (Figura 1.2.2). En este sentido, los anticuerpos
anti-m°A se enlazan covalentemente con el ARN en la posiciéon metilada usando luz UV para
crear firmas mutacionales especificas que permiten la identificacién precisa de residuos de
m©oA. Estas firmas mutacionales pueden dar lugar a una transiciéon de base o un truncamiento
de la secuencia, que podran ser detectadas en el ADN complementario (ADNc) tras realizar la
transcripcion inversa. Finalmente, las librerias son secuenciadas y las firmas mutacionales se
identifican computacionalmente, revelando las posiciones precisas de los residuos de m°A
(91,92). A pesar de la capacidad que posee esta técnica de identificar la posicién exacta de la
metilacion mA, cuenta con algunas desventajas. Por un lado, es una técnica larga, laboriosa y
cara. Por otro lado, la capacidad de generar las firmas mutacionales depende de los anticuerpos

utilizados. Generalmente, los anticuerpos mas utilizados son los anticuerpos anti-m®A de la casa

meA meA meéA
Ana .\_/‘LAM \/_Lm
» B Incorporacion
| Fragmentacion Fragmentacion del s*U
\.}\ ~ \}‘ ~ .\/m’ms‘U
AAA
IP con al:lth(l]lerpOS Py unién covale.nteédel IP 3 unién covalente del
anti-m°A anticuerpo anti-m°A . . 6
) anticuerpo anti-m°A
® al ARN con luz UV
.‘ .’ A.,, )w al ARN con luz UV
L 4 v {
Muestra -~ \j- .\/—LLMA
INPUT . L . . . :
Eluir el ARN Digestion con proteinasa K Digestion con proteinasa K
i-;-‘ y transcripcion inversa l y transcripcion inversa
>~ >~ ~ &——  Truncamiento I 4
Construccion de 5} l Construccién de
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Figura 1.2.2. Métodos utilizados para la deteccién de la modificacién méA: MeRIP, MiCLIP y PA-m®A-seq. Figura
modificada de Li et al. (2.016) (109). IP: inmunoprecipitacion.
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comercial ABCAM (ab151230) que producen una transicion de la citosina del motivo DRACH
por una timina, y los anticuerpos anti-m°A de la casa comercial Synaptic System (202003), que
producen un truncamiento de la secuencia en la citosina del motivo DRACH (90). Otra
desventaja es que uno de los pasos consiste en un Western blot y transferencia a membrana
utilizando fosforo radiactivo (32P). Sin embargo, esta desventaja se podria eliminar al sustituir
el 32P por un adaptador conjugado con un colorante infrarrojo, tal y como describen Zarnegar

etal. (2.016) (110).

e PA-m°A-seq

La técnica PA-mfA-seq permite identificar las posiciones m®A con una resolucion de 23 nts (93)
(Figura 1.2.2). En esta técnica al afiadir 4-tiourodina (s*U) al medio de cultivo, las células en
cultivo captan e incorporan el s*U al ARN cerca de las posiciones m°A. Posteriormente, se
realiza la inmunoprecipitacién del ARN sin fragmentar y se irradia con luz UV de 365 nm para
producir la unién covalente entre el anticuerpo y el ARN. El ARN unido al anticuerpo se
fragmenta hasta 25-30 nts y se trata con proteinasa K para liberar el ARN del anticuerpo. Los
fragmentos de péptidos que permanecen después de la eliminacién de anticuerpos del ARN
hacen que la citosina sea sustituida por una timina durante la transcripcién inversa, lo que
induce a una mutaciéon puntual en el sitio s*U. Finalmente, se preparan las librerias y se
secuencian (93). Esta técnica cuenta con las desventajas de que Unicamente se puede realizar
en muestras procedentes de cultivos celulares ya que previamente tienen que ser tratadas con

s*U. Ademas, aquellos sitios que no hayan incorporado s*U no podrian ser detectados.

1.3. LA METILACION m¢A Y EL CANCER DE MAMA

En los ultimos afios, diversas investigaciones han concluido que la apariciéon, desarrollo y
progresion del cancer son consecuencia no sélo de alteraciones genéticas, sino también de
modificaciones epigenéticas. En este sentido, se ha observado que las modificaciones
epigenéticas en el ADN y las modificaciones en las histonas estaban relacionadas con el cancer
de mama (111-117). Recientemente se ha descubierto que las modificaciones quimicas en el
ARN también podian estar involucrados en el cancer (118-120). Por lo que, la modificacién m°A
en el ARNm abre una nueva era para el estudio del desarrollo y la progresion, como también, la

busqueda de nuevas dianas terapéuticas en el cancer de mama (121-123).
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1.3.1. Metiltransferasas, desmetilasas y proteinas de union al m°A en el cdncer de mama

Dada la importancia que tiene la modificacién m®A en los aspectos metabdlicos del ARN, como
también en distintos procesos bioldgicos, la expresion aberrante se encuentra estrechamente
relacionada con el desarrollo y mantenimiento de diversas enfermedades, incluido el cancer
(41). En este sentido, las metiltransferasas y desmetilasas cambian los niveles de m®A
influyendo en el empalme, desintegracion, exportacion nuclear del ARNm y la traduccion para
alterar la expresion del gen diana, lo que impacta en los fenotipos del cancer. Ademas, las

proteinas de unién al m®A detectan sitios m®A y ejercen funciones relativas (124).

Diversos estudios se han llevado a cabo en el cancer de mama con el fin de determinar la
expresion de los genes que estan involucrados en la modificacion m®A como se muestra en la
Tabla 1.3.1. Se puede observar la expresion alterada de los modificadores m®A en comparacion
con la expresion en el tejido sano. Hay que sefialar que la gran mayoria de estos estudios se han
realizado in silico, utilizado los datos presentes en distintas bases de datos como ONCOMINE,
TCGA y GEO. Unicamente en los trabajos realizados por Wu et al. (2.019) (125) y Yi et al. (2.020)
(126) se hallevado a cabo el analisis de expresion in vitro en muestras de tejido tumoral y sano

de pacientes de China.

Tabla 1.3.1. Resultados de los estudios llevados a cabo en el cAncer de mama sobre la expresién de los genes
involucrados en la modificacion meA. Se detallan las muestras analizadas en cada estudio, como también el estado

de la expresion, es decir, si la expresion es alta o baja en comparacién con el tejido normal.

Muestras analizadas Expresion génica alta Expresion génica baja Ref.
Muestras de la base de datos ALKBHS METTL3, METTL14, WTAP
ONCOMINE y FTO
METTL3, METTL14, WTAP,
Muestras de la base de dato TCGA - FTOy ALKBH5 (125)
Muestras tumorales y sanas de 36 ALKBHS METTL3, METTL14, WTAP
pacientes procedentes de China y FTO
111 muestras tumorales y 12 METTL3, METTL14,
muestras sanas procedentes de la base FTO YTHDCZ, YTHDF1y (127)
de datos GEO ALKBH5
Seis datasets obtenidos de la base de VIRMA, HNRNPAZB, METTL14, WTAP, IGF2BP2,
datos TCGA HNRNPC, IGF2BP1, YTHDC1y FTO (128)
YTHDF1y ZNF217 y
1.066 muestras tumorales 'y 112 VIRMA, HNRNPC, METTL14, WTAP, YTHDF3,
muestras sanas procedentes de la base YTHDF1, RBM15, YTHDCL. FTO v ALKBHS (129)
de datos TCGA YTHDF2 y HNRNPA2B1 ’ y
VIRMA, RBM15,
Muestras procedentes de la base de YTHDF1, YTHDF2, YTHI\;[)LZTILC?}?];?;??)A;IGI Ifg;?.? (130)
datos GEO HNRNPC, IGFBP2 y ’ FTO ’ y
HNRNPAZB1
Muestras tumorales y sanas de 20
pacientes procedentes de China METTL14 i (126)
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de datos TCGA

HNRNPAZB1

Muestras analizadas Expresiéon génica alta Expresion génica baja Ref.
Muestras de la base de datos i METTL3, METTL14y (131)
ONCOMINE RMB15B
IGF2BP1, IGF2BP3,
e e | RBMIS Kad1a2s | fcramrz ity |
P YTHDF2, YTHDF1y YTHDC1y WTAP

Ademas del analisis de expresion génica de los modificadores de mé4, diferentes estudios han

demostrado que las proteinas METTL3, METTL14, FTO, ALKBH5, YTHDF3 e IGF2BP1 ejercen

funciones dependientes de la modificacion m®A en el cancer de mama (133). La Tabla 1.3.2

recoge los estudios llevados a cabo sobre estos modificadores de m°A, asi como, la/s molécula/s

diana/s y eje de sefializacién donde actdan y el efecto que producen en el cancer de mama.

Tabla 1.3.2. Funciones de las proteinas modificadoras de m°A en el cancer de mama. Modificado de Wang et al.

(2.020) (120).

Rol en la Diana/Eje de
modificacion Proteina ana/Lje « Funcién biolégica Ref.
6 sefializacion
moéA
Promover la proliferacion celular, el
Bcl-2 crecimiento tumoral e inhibir la (134)
apoptosis celular
HBXIP/let7-g e
METTL3 /METTL3/HBXIP Promover la proliferacion celular (135)
. LINC00958 PromoYer la progresion tumoral de las (136)
Metiltransferasas células del cAncer de mama
COL3A1 Promover la metastasis (137)
Has-miR-146a-5p Promov?r la migracion e invasion de (138)
las células de cancer de mama
METILS | oy emag. | Pomeverls prfersin e 1
CXCR4/CYP1B1 :
apoptosis celular
FTO BNIP3 Promol\fer la prollf?racmn celu’lar, l:a (127)
formacién de colonias y la metastasis.
Desmetilasas NANOG Aumentar el porcenta]e de células (140)
ALKBHS madre del cdncer de mama
NANOG y KLF4 Aumentar el porcenta]e de células (141)
madre del cdncer de mama
YTHDF3 ST6GALNACS, GJAly Promover l? metastasis cerebral del (142)
, EGFR cancer de mama
Proteinas de Promover la autorrenovacion y
i6 6 -
union al m°A IGF2BP1 IncRNA KB-1980E6.3/ tumorigénesis de las células madre del (143)
IGF2BP1/c-Myc .
cancer de mama
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1.3.2. m®A asociados a SNP (m°A-SNP)

Estudios recientes han indicado que los polimorfismos de un solo nucledtido (Single Nucleotide
Polymorphims, SNP por sus siglas en inglés) ubicados dentro o cerca de los motivos de DRACH
pueden afectar la metilacién m®A y los procesos bioldgicos relacionados al alterar la secuencia
del ARN o los nucledtidos flanqueantes (144,145). Estas variaciones genéticas se conocen como

moA asociados a SNP (m®A-SNP).

La importancia de estas variantes se debe a que los m®A-SNPs podrian tener un efecto de loci
de rasgos cuantitativos de expresion (Expresion Quantitative Trait Loci, eQTL por sus siglas en
inglés), es decir, podrian modificar los niveles de expresion génica y, en consecuencia, influir
en el desarrollo y progresion enfermedades (146). Especificamente, los méA-SNPs podrian
tener un efecto cis-eQTL afectando la expresién de genes cercanos a la posiciéon en que se
encuentran. Este efecto puede deberse a multiples causas como la alteraciéon del nivel de
metilacion m®A y de la unién de factores de transcripcién y proteinas, la estabilidad del ARNm,
la exportacion nuclear, el alargamiento de la transcripcion, el empalme o la modificacion de la

estructura secundaria del ARNm (72,144,147,148).

Generalmente, todos los estudios que identifican m®°A-SNPs relacionados a distintas
enfermedades han sido realizados in silico, utilizando los datos disponibles en distintas bases
de datos. Los estudios llevados a cabo por Chen et al. (2.021) en diabetes tipo 2 (149) y Ruan et
al. (2.021) en el cancer de tiroides (150), fueron los tnicos que validaron los m®A-SNPs

identificados mediante el analisis de la expresion génica.

Hasta la fecha, se ha identificado el papel de los m®A-SNPs en varias enfermedades, como la
artritis reumatoide (151), osteoporosis (152,153), la enfermedad de las arterias coronarias
(154), la periodontitis (147), el desarrollo de sepsis (148), la adiposidad (155), niveles de
lipidos (colesterol y triglicéridos) (156), enfermedad de Parkinson (157), la enfermedad
inflamatoria intestinal (158), el cancer colorrectal (159), diabetes tipo 2 (149) y el cancer de
tiroides (150). Recientemente, Xuan et al. (2.021) (160) han encontrado tras el analisis in silico,
ocho m°A-SNPs que podrian tener un efecto sobre el cidncer de mama. Estos m®A-SNPs se
encontraban en los genes TOM1L1 (rs1802212 y rs4829), ESR1 (rs2747655), MAFF (rs2267372
y 1s9610915), TNS1 (rs1424916), EFEMP2 (rs2234458) y TRIM31 (rs2023472). Estos
resultados muestran inicamente el inicio del potencial que podrian tener los méA-SNPs en el
cancer de mama. Por lo que, existe la necesidad de realizar mas estudios utilizando los datos

disponibles en otras bases de datos con el fin de tener una comprensiéon mas completa del papel
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que podrian desempeifiar los m°A-SNPs en el cancer de mama, ademas de realizar estudios in

vitro para evaluar sus posibles efectos sobre la expresion génica.

1.3.3. Perfil de metilacién m°A en todo el transcriptoma

Las ultimas investigaciones llevadas a cabo en la modificacion m®A se han centrado en
identificar el perfil de metilacién m®A presente en todo el transcriptoma, es decir, el conjunto
de moléculas de ARNm y de ARNnc presentes en un determinado tejido. Este tipo de analisis,
ademas de identificar las posiciones mfA metiladas, permite visualizar qué regiones y
transcriptos se encuentran enriquecidos con mfA revelando su potencial efecto, asi como

posibles dianas terapéuticas.

Hasta la fecha, se ha identificado el perfil de metilacién méA presente en muestras relacionadas
con el cancer de vejiga (161), carcinoma de células renales de células claras (162), adenoma
pleomorfico invasivo (163), ameloblastoma, (164) trastornos del espectro de la neuromielitis
optica (165), alta miopia (166), insuficiencia cardiaca (167), osteosarcoma (168) y
preeclampsia (169). Todas estas investigaciones se han realizado utilizando la técnica MeRIP-
seq y analizando el ARN procedente de tejidos asociados a dichas enfermedades. Esto supone
un gran avance, ya que, los datos obtenidos en estudios previos se habian realizado con ARN
procedentes de cultivos celulares. En cuanto al cancer de mama, sin embargo, el perfil de
metilacion m°A adn no ha sido identificado. Por ello, determinar el perfil de metilacion m®éA
podria complementar la caracterizacién de los distintos subtipos moleculares, revelar una
mejor prediccion del comportamiento del tumor e identificar posibles estrategias terapéuticas

especificas para cada subtipo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

La Né-metiladenosina (m®A) es una de las modificaciones mas abundante del ARNm presente
en los organismos eucariotas. Aunque esta modificacién quimica se conoce desde 1.970, no ha
suscitado gran interés hasta la ultima década. Esto puede deberse en gran medida al
descubrimiento de enzimas capaces de revertir la metilacién m®A, como también, al desarrollo
de metodologias que permitieron identificar las posiciones m®A metiladas presentes en todo el
transcriptoma. Varios estudios han revelado que la modificacion m°A esta involucrada en la
regulacion de la mayoria de los procesos del metabolismo del ARN. Sin embargo, ain no existe
mucho conocimiento acerca del impacto que esta modificacion tiene sobre la regulacion de la
expresion génica, su funcién en los procesos metabdlicos y el efecto que puede ejercer en el

desarrollo y progresion de ciertas enfermedades.

Hoy en dia, el cancer de mama constituye la primera causa de muerte por cancer en mujeres. El
cancer de mama presenta una elevada heterogeneidad biolégica, histologica y clinica que
dificulta la seleccién de un tratamiento adecuado. En este sentido, aunque la aplicacion de
nuevos tratamientos esta consiguiendo aumentar la supervivencia de las pacientes, la
busqueda de nuevos farmacos todavia representa un objetivo principal de la terapia del cancer.
Por tal motivo, la hipétesis de partida del presente estudio es que la modificacién m°A podria
estar implicada en el cancer de mama. La metilacion m®A puede resultar susceptible a cambios
en su estado de metilacion a lo largo de la vida de un individuo y, en consecuencia, es muy
probable que haya puntos en el transcriptoma cuyas variaciones en su estado de metilacion
moA se encuentren relacionadas con el desarrollo y progresion del cancer. En este sentido, la
identificacién de estas posiciones que varian en su estado de metilacion m°A permitiria la
busqueda de posiciones diana para farmacos ya existentes que pudieran anular dichos puntos
inestables de metilacion o actuar como dianas para el disefio de nuevas moléculas terapéuticas
que sirvan para revertir y/o frenar la progresion de la enfermedad. Ademas, dado que el cancer
de mama se clasifica en los subtipos moleculares luminal A, luminal B HER2-, luminal B HER2+,
HERZ2+ y triple negativo, la determinacion de perfiles de metilacion m°A permitiria aumentar
su caracterizacién epigenética y la identificacion de dianas terapéuticas propias de cada

subtipo.
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2.2. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es explorar la presencia de la modificacién méA en el cancer
de mama, especificamente en los subtipos moleculares luminal A, luminal B HER2-, luminal B
HER2+, HER2+ y triple negativo, con el fin de determinar el estado de la metilacién y de su

posible relacién con futuras dianas terapéuticas.
Con este fin, los objetivos especificos del trabajo fueron los siguientes:

1. Revelar el estado de la metilacién m®A en muestras de pacientes con cancer de mama, de
manera general y teniendo en cuenta los distintos subtipos moleculares, mediante la

determinacion del porcentaje de metilacién m°A global.

2. Evaluar el estado de expresion génica de las metiltransferasas METTL3, METTL14y WTAP
y de las desmetilasas FTOy ALKBHS5.

3. Identificar los m®A-SNPs asociados al cancer de mama y evaluar sus posibles efectos sobre

la expresion génica.

4. Determinar el perfil de metilaciéon m®A presente en el transcriptoma de los distintos

subtipos moleculares mediante el uso de la técnica MeRIP-seq.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. MUESTRAS BIOLOGICAS

En el presente estudio se han analizado muestras de tejido mamario congelado de 35 mujeres
diagnosticadas con IBC-NST. Por cada paciente se obtuvo una muestra del tejido tumoral y otra
muestra correspondiente al tejido mamario sano. Las muestras tumorales se clasificaron segin
su subtipo molecular: siete pertenecian al subtipo luminal A, siete al subtipo luminal B HER2-,
ocho al subtipo luminal B HER2+, seis al subtipo HERZ2+ y siete al subtipo triple negativo.
Ademas, se obtuvieron los siguientes datos asociados: edad, estado menopdausico al diagndstico,
recidivas, TNM, grado histoldgico, vascular linfatica, multicentricidad del tumor, necrosis

tumoral, receptores estrogeno y progesterona, HER2 (IHQ y FISH), Ki-67, CK19 y CK 5/6.

Tanto las muestras de tejido mamario congelado como los datos asociados a las mismas se
obtuvieron del Biobanco Vasco tras conseguir la aprobaciéon del Comité de Etica en

Investigacion de Medicamentos del Pais Vasco (P12018044).

3.2. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ARN TOTAL
3.2.1. Extraccion de ARN total

La extraccion del ARN total de las muestras tumorales y del tejido mamario sano se realizo a
partir de aproximadamente 100 mg de tejido congelado. Tras obtener la cantidad necesaria, se
procedio a la disgregacion mecanica del tejido en nitrogeno liquido. La extraccion del ARN total
se llevo a cabo utilizando el kit PureLink® RNA Mini Kit (cat. N2: 12183025, Invitrogen,
Carlsbad, USA) (en adelante PureLink®) en conjunto con el Reactivo TRIzol® (cat. N¢:
15596018, Invitrogen, Carlsbad, USA) e incluyendo el tratamiento por DNasas PureLink®
DNase Set (cat. N2: 12185010, Invitrogen, Carlsbad, USA), con algunas modificaciones. El

protocolo utilizado para la extraccion del ARN total fue el siguiente:

1. Primeramente, se descongel¢ el tejido durante el tiempo necesario para poder realizar el
corte y se acondiciond la superficie para el corte del fragmento mediante una pieza de papel
de aluminio doblada sobre si misma al menos cuatro veces. Posteriormente, con la ayuda
de una aguja hipodérmica estéril, se extrajo la pieza de tejido a cortar del tubo donde se
encontraba almacenada, se deposité en el papel plegado de aluminio y se cortaron

aproximadamente 100 mg de tejido con una hoja de bisturi estéril.

53



MATERIALES Y METODOS

10.

11.

El fragmento de tejido cortado se envolvid con el papel de aluminio y se introdujo en un
recipiente que contenia nitrégeno liquido durante 1 minuto. Pasado este tiempo, se sacé
del nitrégeno liquido y con la ayuda de una maza, se dieron unos golpes al fragmento
envuelto en papel de aluminio para disgregarlo hasta reducirlo a polvo. Este proceso
(sumergir en nitrégeno liquido y golpear el fragmento de tejido con una maza) se repiti6
una vez mas y, finalmente, se traspasé la muestra completamente pulverizada a un tubo de
1,50 mL libre de ARNasas (cat. N2: AM12400, Ambion, Carlsbad, USA).

Se incorpor6 1 mL del reactivo TRIzol® y se homogenizé con el motor inaldmbrico Kontes
Pellet Pestle (Cat N2: 749541-0000, DWK Life Sciences, Mainz, Germany).

Se incub6 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la completa disociacién de los
complejos nucleoproteicos.

Posteriormente, se centrifugé durante 5 minutos a 12.000 x g a 4 °C y luego se transfirio el
sobrenadante transparente a un nuevo tubo de 1,50 mL libre de ARNasas. Este paso es
esencial para aquellas muestras que presentan alto contenido en grasa, como es el caso de
las muestras analizadas en este estudio (170).

Se incorporaron 200 pL de cloroformo (cat. N2: 1.02045, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y se
agito en el vortex durante 25 segundos. Pasado este tiempo, se incub6 a temperatura
ambiente durante 3 minutos.

Se centrifugd la muestra a 12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Al finalizar la
centrifugacion se observé una fase roja inferior de fenol-cloroformo, una interfase de color
blanquecino y una fase acuosa superior incolora que contenia el ARN.

Se transfirieron 550 pL de la fase acuosa que contenia el ARN a un tubo nuevo libre de
ARNasas y se incorporé un volumen igual de etanol al 70% (cat. N2: ET00110500, Scharlab,
Barcelona, Espafia). Para mezclar bien el etanol con la fase acuosa, se agitd en el vortex
durante 10 segundos.

Posteriormente, se transfirieron <700 pL de la muestra a una columna de centrifugado con
su correspondiente tubo colector suministrados por el kit PureLink®.

Se centrifugdé a 12.000 x g durante 25 segundos a temperatura ambiente. El liquido
presente en el tubo colector se desechd y se volvio a insertar la columna en el mismo tubo
colector.

Se repitieron los pasos 9 y 10 hasta procesar toda la muestra.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.
22.

Se afiadieron 350 pL de tampdn de lavado I suministrado por el kit PureLink®a la columna
de centrifugado. Se centrifugé a 12.000 x g durante 25 segundos a temperatura ambiente.
Elliquido y el tubo colector se desecharon y se inserto a la columna un nuevo tubo colector.
Se incorporaron 80 pL de mezcla PureLink® DNasa directamente sobre la superficie de la
membrana de la columna de centrifugado y se incub6 a temperatura ambiente durante 15
minutos. Esta etapa permitio la degradacion del ADN presente. La mezcla PureLink® DNasa
consistié en: 8 uL. de 10X DNase I Reaction Buffer, 10 uL. de Resuspended DNase (~3U/uL)
y 62 uL de agua libre de ARNasas.

Al finalizar el tiempo de incubacién, se afiadieron 350 pL de tampdn de lavado I PureLink®
ala columna de centrifugado. Se centrifugé a 12.000 x g durante 25 segundos a temperatura
ambiente. El liquido y el tubo colector se desecharon y se insertd la columna un nuevo tubo
colector.

Se anadieron 500 pL de tampdn de lavado I suministrado por el kit PureLink® a la columna
de centrifugado PureLink®.

Se centrifug6 a 12.000 x g durante 25 segundos a temperatura ambiente y se deseché el
liquido presente en el tubo colector. La columna se volvio a insertar en el mismo tubo
colector.

Se repitieron los pasos 15y 16.

El tampon de lavado II PureLink® contiene etanol, por lo que se centrifugd a 12.000 x g
durante 1 minuto a temperatura ambiente con el fin de eliminar los restos de etanol. Se
desechd el tubo colector y se insert6 la columna de centrifugado en un tubo de
recuperacion.

Se incorporaron 16 puL de agua libre de ARNasas en el centro de la columna de centrifugado
PureLink®y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Se centrifugd la columna PureLink® a 212.000 x g durante 1 minuto y a temperatura
ambiente.

Los pasos 19 y 20 se repitieron una vez mas.

Finalmente, se realiz6 una dilucién 1/10 para poder llevar a cabo la cuantificacion
fluorimétrica. Esta dilucién se realizé incorporando 1 pL del ARN total extraido en 9 pL de
agua libre de ARNasas. Ademas, se traspasd 3 pL del ARN total extraido a otro tubo para
determinar su calidad mediante una cuantificacion espectrofotométrica (1 pL) y para

migrarlo en un gel de agarosa (2 pL). El resto de ARN total se almacené a -150 °C.
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3.2.2. Cuantificacién y andlisis de calidad del ARN total

Para poder valorar la cantidad de ARN total extraido se llevd a cabo una cuantificacion
fluorimétrica mediante Qubit® RNA HS Assay Kit (cat. N2: Q32852, Invitrogen, Carlsbad, USA).
Para ello, se preparé la solucién de trabajo consistente en una dilucién 1:200 del Qubit® RNA
HSreagent en Qubit® RNA HS buffer. Posteriormente se llev6 a cabo una recta patrén utilizando
10 pL de cada muestra estdndar suministrada por el kit y 190 uL de la solucién de trabajo. La
muestra estandar N2 1 no contenia ARN, mientras que la muestra estandar N¢ 2 presentaba una
concentracion de ARN de 10 ng/uL. La cuantificacién de las muestras de ARN total se realiz6
afiadiendo 1 uL de la dilucién 1/10 en 199 pL de la solucién de trabajo. La cuantificaciéon se
llevé a cabo en el Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, USA) siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Para el andlisis de calidad del ARN total, se realiz6 una cuantificacién espectrofotométrica
mediante el Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham,
USA). Este procedimiento, ademas de cuantificar la cantidad de ARN presente en una muestra,
se utiliza para detectar la presencia de algunos contaminantes procedentes del proceso de
extraccion del ARN, como son, restos de alcoholes y fenoles, proteinas o sales disueltas en el
medio. El ARN presenta un pico de absorciéon a 260 nm (A260), mientras que contaminantes
como las proteinas o las sales presentan picos de absorcién a 280 nm (A280) y 230 nm (A230),
respectivamente. La cercania de los maximos de absorcion del ARN, las sales y las proteinas
hace que en algunas muestras haya un solapamiento parcial, por lo que es necesario una
estimacion de la relacion A260/A280 y A260/A230 para obtener una mejor consideraciéon de
la cantidad y calidad de ARN. Valores en la relacion A260/A280 de entre 1,8 y 2 indican grados
de eliminacion de proteina 6ptimos, mientras que, para las sales, la relacion A260/A230 tiene
sus valores 6ptimos entre 1,8 y 2,2. En ambos casos, valores menores de 1,8 indican muestras

con un mayor nivel de proteinas y sales y menor pureza.

Adicionalmente, se procedio6 a valorar la degradacién del ARN total mediante migracién en un
gel de agarosa (171). Para ello se prepar6 un gel de agarosa al 1,50% (cat. N2: A2114,0500,
PanReac AppliChem ITW Reagents, Germany) en solucién TBE 1X. Al gel se le incorporé 0,003%
de GelRed™ (cat. N2: 41003, Biotium, California, USA) que en contacto con el ARN y, al ser
irradiado con luz UV de 254 nm, emite fluorescencia indicando la presencia de ARN. En cada

pocillo se depositaron 2 pL de ARN total junto con 1,50 pL de solucién de cargay 1,50 pL de un
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marcador de peso molecular de ADN de 100 pb (cat. N2: 31.006, Biotools, Madrid, Espafia)
utilizado como control de la migracion. Posteriormente, se realiz6 la migracion electroforética
en una cuba Wide-Sub Cell GT con una fuente de alimentacion PowerPac Basic (cat. N2:
1640301, Bio-Rad, California, USA), durante 30 minutos y a 100 V constante. Al finalizar el
tiempo de migracidn, el gel fue visualizado en un UV transiluminador UVI-DOC v15.01 (UVltec,

Cambridge, UK).

Soluciones para la preparacién de geles de agarosa

Solucidén de carga (azul de carga):

EDTA 0,50 M pH 8 (cat. N2: E5134, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),

glicerol 80% v/v,
azul de bromofenol 25% w/v (cat. N2: B-6896, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),

e xilencianol 25% w/v.

Solucién TBE 10X:

e 108 gde Tris (cat. N2: 75825, Affymetrix, High Wycombe, UK),

e 55 gdeacido borico (cat. N2: 131015, PanReac AppliChem ITW Reagents, Germany),

e 40mLdeEDTAa0,50pHS8,

e AguamilliQ (Merck Millipore, Germany) hasta el volumen de 1 L.

e Antes de ser utilizado el TBE debe ser autoclavado. El TBE 1X se prepara por dilucion de

100 mL de TBE 10X con 900 mL de agua milliQ.

3.3. ANALISIS DE LA METILACION mSA

3.3.1. Determinacion del porcentaje de metilacion m°A global

La determinacién del porcentaje m°A se llevé a cabo con el kit EpiQuik m®A RNA Methylation
Quantification Kit (Colorimetric) (cat. N2: P-9005-96, Epigentek, NY, USA), siguiendo las
condiciones del fabricante. En este ensayo, el ARN total se une al fondo de los pocillos de la
placa mediante el uso de una solucion de alta unioén. El m°A es detectado mediante anticuerpos
de captura y deteccion, y la sefial que emite es amplificada y cuantificada colorimétricamente

en un espectrofotometro de placas. Finalmente, se realizan los calculos de la cantidad y
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porcentaje de mfA teniendo en cuenta que la cantidad de m°A es proporcional a la intensidad

de absorbancia (OD).

Para llevar a cabo la determinacién del porcentaje de metilacion méA global, se seleccionaron
20 muestras tumorales y sus correspondientes tejidos mamarios sanos para ser analizados por
duplicado. Unicamente evaluamos este niimero de muestras ya que es el maximo que se puede
analizar simultaneamente en la misma placa en la que se obtiene la curva estandar. Las
muestras seleccionadas pertenecian a los distintos subtipos moleculares de cancer de mama,
siendo por cada subtipo cuatro muestras tumorales y cuatro muestras correspondientes al
tejido sano. Por cada muestra se utilizaron 200 ng de ARN total. Ademas de las muestras de
tejido mamario, también se analizaron por duplicado la muestra de control negativo (un ARN
que no contiene m®A) y las diluciones a distintas concentraciones del control positivo (oligos
de m°A normalizados para tener el 100% de m®A). Ambos controles, negativo y positivo, fueron
suministrados por el kit. La sefial se cuantificé espectrofotométricamente mediante la lectura
de la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm en un GloMax™-Multi+ Detection System
(cat. N2: TM297, Promega, Madison, USA). El porcentaje de metilacién m®A del ARN se calculé
de manera absoluta. Para ello, se gener6 una curva estandar a partir de controles positivos
suministrados con el kit. La cantidad final de los controles positivos utilizados fue de 0,01, 0,02,
0,04, 0,10, 0,20, 0,40 y 1 ng por pocillo. Se represent6 graficamente el valor promedio de OD de
cada control positivo frente a la cantidad final de dichos controles. A continuacion, se determiné
la pendiente (OD/ng) de la curva estandar mediante regresion lineal utilizando Microsoft Excel
(2016). Para un célculo 6ptimo de la pendiente, se utiliz6 la parte mas lineal de la curva, la cual
incluye al menos 4 puntos. Posteriormente, se calcularon la cantidad y el porcentaje de m°A

para cada muestra mediante las féormulas 3.3.1 y 3.3.2:

) 0D de la muestra — OD del control negativo
Cantidad de m6A (ng) =

pendiente de la recta
(3.3.1)

cantidad de m6A (ng) y

100
200 ng

Porcentaje de m6A (%) =

(3.3.2)

Donde los 200 ng se corresponden con la cantidad inicial de ARN total de las muestras.
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Una vez obtenido el porcentaje de metilacion m®A para cada muestra, se procedi6 al analisis
estadistico de los datos mediante el programa IBM SPSS Statistics 25 para Windows (SPSS Inc,,
IBM Corporation, NY, USA). Para determinar la existencia de diferencias significativas entre el
porcentaje de metilacion m°A de las muestras de cancer de mama y sus correspondientes
tejidos sanos, se realiz6 la prueba de la U de Mann-Whitney. Por otra parte, para determinar las
diferencias entre los distintos subtipos tumorales, se llevé a cabo la prueba estadistica H de
Kruskal-Wallis. Los valores de p inferiores a 0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

3.3.2. Andlisis de expresion génica de las metiltransferasas y desmetilasas

El andlisis de expresion génica mediante RT-qPCR se llevé a cabo con el fin de determinar la
expresion de los genes que codifican para las metiltransferasas (METTL3, METTL14 y WTAP) y
desmetilasas (FTO y ALKBHS5). La expresion de dichos genes se normaliz6 mediante la
amplificacion de los genes housekeeping gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH), 3-
actina (ACTB) y -glucuronidasa (GUSB).

3.3.2.1.  Generacién del ADNc a partir del ARN total

La generacion del ADNc de todas las muestras analizadas en este estudio se realizé mediante el
kit SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (cat. N2: 11754050, Invitrogen, Carlsbad, USA).
Para ello, se mezclaron 4 pL de 5X VILO™ Reaction Mix, 2 uL de 10X SuperScript™ Enzyme Mix,
250 ng de ARN total y agua libre de ARNasas (cat. N2: 10977049, Invitrogen, Carlsbad, USA)
hasta llegar a un volumen final de 20 pL. La reaccidn se llevé a cabo en un termociclador C1000
Touch™ Thermal Cycler (cat. N2: 1851148, Bio-Rad, California, USA) bajo las siguientes

condiciones: 10 minutos a 25 °C, 60 minutos a 42 °C, 5 minutos a 85 °C y un ciclo final de 12 °C.

3.3.2.2.  Cuantificacion del ADNc

Para poder valorar la cantidad de ADNc generado, se realiz6 una cuantificaciéon fluorimétrica
con el Qubit® 1X dsDNA HS Assay Kit (cat. N2: Q33230, Invitrogen, Carlsbad, USA). Para ello,
primero se llevd a cabo una recta patrén, utilizando 10 pL de cada muestra estandar

suministrada por el kit y 190 uL de la solucién de trabajo. La muestra estandar N2 1 no contenia
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ADN, mientras que la muestra estdndar N2 2 presentaba una concentracion de ADN de doble
hebra de 10 ng/uL. La cuantificacion de las muestras de ADNc se realiz6 afiadiendo 1 pL a 199
uL de la solucion de trabajo. La cuantificacién se llevé a cabo en un Qubit 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, Carlsbad, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, el ADNc

generado fue diluido a una concentracién de 2,50 ng/pL.

3.3.2.3. Diserio de los cebadores

Las parejas de cebadores para los genes METLL3, WTAP, FTO y GADPH fueron disefiadas
utilizando el programa PerlPrimer v1.1.21 (172). Debido al proceso de empalme alternativo,
cada gen puede dar origen a diversos transcritos que se podrian traducir o no a proteinas. Por
tal motivo, el disefio de los cebadores fue realizado mediante la seleccion de una regién
presente en todos los transcritos. En caso de no existir esta regién comun a todos, se
seleccionaron regiones que se encontraban en la mayoria de los transcritos. Por otra parte, las
parejas de cebadores de los genes METTL14, ALKBH5, GUSB y ACTB fueron obtenidas a partir
de la bibliografia (173,174). Todas las parejas de cebadores fueron verificadas mediante el
software Primer-BLAST del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (175) y
sintetizados por Metabion (Planegg, Germany) (Tabla 3.3.1).

Tabla 3.3.1. Secuencia, exones donde hibridan y tamafo del amplicén de los cebadores utilizados en este estudio.

Gen Secuencia 5’-3’ de los cebadores EX(.m (-londe Tam.alllo del Ref.
hibridan amplicon (pb)
F: GAGGAGTGCATGAAAGCCAG 4 Presente
METTL3 R: GGCCTCAGAATCCATGCAAG 5 180 estudio
F: GTTGGAACATGGATAGCCGC 1
METTL14 R: CAATGCTGTCGGCACTTTCA 2 102 (173)
WTAP F: GCCTGATAGCCAAACAGGGAAA 6-7 174 Presente
R: TCATTCAGTTCATCCTGACTGC 7-8 estudio
FTO F: GCCAGAACCTGAGGAGAGAAT 8 133 Presente
R: AGGTCAAACGGCAGAGGC 9 estudio
F: ATGCACCCCGGTTGGAAAC 3
ALKBH5 R: GACTTGCGCCAGTAGTTCTCA 4 250 (173)
F: GAAAATACGTGGTTGGAGAGCTCATT 9
GUSB R: CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 10 101 (174)
F: CACTGGCGTCTTCACCAC 5 Presente
GADPH R: GATGGCATGGACTGTGGT 8 250 estudio
F: CCTGACTGACTACCTCATGAAG 4
ACTB R: GACGTAGCACAGCTTCTCCTTA 4 101 (173)
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3.3.2.4.

Andlisis de eficiencia

Para evaluar la eficiencia de las parejas de cebadores seleccionadas para cada gen, se llevo a

cabo el procedimiento descrito por King (2.007) (176). Para ello:

L.

I1.

I1L.

IV.

Se realiz6 una amplificaciéon por PCR convencional de cada fragmento de los distintos
genes utilizando el ADNc generado a partir del ARN total de muestras de tejido sano. La
reaccion de PCR consistio en 17,10 pL de agua milliQ, 0,50 pL de dNTP (2,50 mM) (cat.
N¢: BI0-39028, Bioline, Barcelona, Espafa), 0,75 pL de MgClz (50 mM) (cat. N2: BIO-
21040, Bioline, Barcelona, Espafia), 2,50 pL de tamp6n 10X (cat. N2: BIO-21040, Bioline,
Barcelona, Espafa), 0,25 pL de cada cebador para cada gen (10 uM), 1 uL de albimina
de suero bovino (cat. N2: 10711454001, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ), 0,15 ul de ADN
polimerasa BIOTAQ™ (5 U/ul) (cat. N2: BIO-21040, Bioline, Barcelona, Espafia) y 2,50
ul de ADNc (2,50 ng/ul). La PCR se llevé a cabo en un termociclador C1000 Touch™
Thermal Cycler. Las condiciones fueron: desnaturalizacion inicial a 98 °C durante 2
minutos, seguida de 35 ciclos de 10 segundos a 98 °C, 30 segundos a 61 °Cy 1 minuto a
72 °C, y una extension final de 5 minutos a 72 °C.

Todo el volumen de reaccién del paso 1 se migré en un gel de agarosa al 1,50%. La banda
obtenida, tras verificar que se ajustaba al tamafio esperado, fue purificada mediante el
kit QIAEX II Gel Extraction (cat. N2: 20021, Qiagen, Hilden, Germany) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

El producto obtenido tras la purificacion de las bandas del gel se cuantifico
fluorimétricamente mediante el kit Qubit® 1X dsDNA HS Assay Kit, siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.3.2.2.

Una vez obtenida la concentracion del producto de expresidon génica, se determino el

numero de copias utilizando la formula 3.3.3:

copias

9
mol )

6,022 x 1023 ( 9
mol

) X concentracion (

N2 de copias (copias/ulL) = g
peso molecular (W)

(3.3.3)

Donde, la concentracion (g/pL) se determino en el paso Il y el peso molecular (g/mol)

se calcul6 a través del software http://www.lab314.com/genmol/dsdna.htm.
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V.  Finalmente, se realizaron diluciones seriadas con distintos nameros de copias y se llevo
a cabo la RT-qPCR. Cada dilucién se analiz6 por triplicado. La eficiencia, asi como el valor
del coeficiente de correlacion (R2), la pendiente y el punto de interseccion con el eje Y se
obtuvieron mediante el programa CFX Manager ™ 2.0. (cat. N2: 1845000, Bio-Rad,
California, USA).

3.3.2.5. RT-qPCR

La amplificacion mediante RT-qPCR se realizé en un termociclador C1000™ acoplado al sistema
de deteccion a tiempo real CFX96™ (cat. N2: 1855196, Bio-Rad, California, USA). Tras la reaccion
de RT-qPCR se llev6 a cabo la técnica de High Resolution Melting (HRM) con el fin de verificar

la presencia o ausencia de contaminacién mediante el analisis de los picos de fusidon.

La reaccion de RT-qPCR se llevo a cabo en un volumen final de 5 pl con los siguientes reactivos:
2,50 pL de SsoFastST EvaGreen® Supermix (cat. N2: 1725200, Bio-Rad, California, USA), 0,50 pL
de cada cebador (1 uM), 0,50 pL de agua milli-Q y 1 pL. de ADNc (2,50 ng/pL). Las condiciones
fueron: desnaturalizacion inicial a 98 °C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos a 98 °C durante
10 segundos y a 61 °C durante 30 segundos. Las curvas de fusidn se obtuvieron de 65 °C a 95
°C con un incremento de 0,20 °C/segundo. La RT-qPCR de cada gen se realizd por triplicado en
muestras de ADNc de cancer de mama, asi como en sus correspondientes tejidos sanos. El
analisis de los resultados obtenidos y la determinacion del ciclo umbral (Cq) se realizaron con

el programa CFX Manager™ 3.1.

3.3.2.6.  Andlisis de expresion génica

El analisis de expresion génica se calculé mediante el Cq promedio de cada muestra amplificada
por triplicado. Este valor fue el utilizado para estimar los niveles de expresién génica relativa
para cada muestra mediante el método de 2-24Ca (177). Para ello, primero se calcul6 el ACq, que
es igual a la resta del Cq promedio de los genes housekeeping menos el Cq promedio del gen de
interés. Posteriormente, se calcul6 el AACq, que es igual a la resta del ACq obtenido para cada
muestra menos el ACq del calibrador. En nuestro caso, utilizamos como calibrador el ACq
promedio de las muestras de tejido mamario sano. Finalmente, se llev6 a cabo la potencia de

dos elevado a -AACq.
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3.3.2.7.  Andlisis estadistico

Se calcularon el promedio de la expresion génica y la desviacion estandar para cada muestra.
Para determinar si habia diferencias en la expresion de cada gen entre las muestras tumorales
y sus correspondientes tejidos sanos, se llevd a cabo la prueba estadistica U de Mann-Whitney.
La diferencia entre los distintos subtipos tumorales se realizé con la prueba H de Kruskal-
Wallis. También se evalu6 la correlacion entre los distintos genes mediante el coeficiente de
correlacion de Pearson. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa IBM
SPSS Statistics 25 para Windows (SPSS Inc., IBM Corporation, NY, USA). Los valores de p

inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

3.4. IDENTIFICACION IN SILICO Y ANALISIS DE EXPRESION IN VITRO DE
m6A-SNPs

Recientemente, se ha visto que los m°A-SNPs podrian afectar la expresion de los genes segun el
tejido y, en consecuencia, influir en el desarrollo y progresion de distintas enfermedades. Con
esta premisa, se ha llevado a cabo una btisqueda de méA-SNPs asociados al cancer de mama y
se ha evaluado in silico e in vitro los posibles efectos de esta marca epigenética en la expresion

génica en esta enfermedad.

3.4.1. Determinacion de méA-SNPs relacionados con el cdncer de mama

Para poder determinar el efecto de los m®A-SNPs en el cancer de mama, primeramente, se
identificaron los SNPs relacionados con dicha enfermedad. Para ello, se buscaron estos SNPs en
las  siguientes bases de datos: NCI  Genomic Data Commons (GDC,
https://portal.gdc.cancer.gov/) (178), GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/) (179) y
SNPedia (https://www.snpedia.com/) (180). Para ampliar el estudio, también se buscaron los
SNPs presentes en los miARN relacionados con cancer de mama en las siguientes bases de
datos: miRdSNP (http://mirdsnp.ccr.buffalo.edu/index.php) (181), miRNASNP
(http://bioinfo.life.hust.edu.cn/miRNASNP/#!/) (182), MSDD (http://bio-
bigdata.hrbmu.edu.cn/msdd/home.jsp) (183) y SomamiR
(http://compbio.uthsc.edu/SomamiR/) (184). Posteriormente, se descarg6 una lista de m°A-
SNPs y sus datos asociados presentes en la base de datos m6Avar

(http://m6avar.renlab.org/help.html) (145). Esta base de datos contiene m®A-SNPs humanos
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con diferentes niveles de confianza (alto, medio y bajo). Finalmente, se compar9 la lista de los
SNPs asociados al cancer de mama con la de los m®A-SNPs para identificar cuales aparecen en

ambas listas.

Los datos sobre las frecuencias alélicas y genotipicas para los m°A-SNPs identificados se

obtuvieron de Ensembl Genome Browser (https://www.ensembl.org/index.html) (185).

3.4.2. Andlisis de loci de rasgos cuantitativos de expresion de los m¢A-SNPs

Para determinar si los mfA-SNPs cambian la expresiéon de los genes, se llevd a cabo una
busqueda de analisis cis-eQTL utilizando los datos presentes en el Portal GTEx
(https://gtexportal.org/home/) (186) y en el navegador HaploReg
(http://archive.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) (187). También, se
buscaron las funciones potenciales en la regulacion de la expresiéon génica, como la alteracion

de la unidn a proteinas o el motivo de regulacién en el navegador HaploReg.

3.4.3. Andlisis de expresion génica in silico

Una vez determinados los m®A-SNPs con efecto cis-eQTL, se evalud6 si sus genes presentaban
una expresion diferencial en el cancer de mama. Con este fin, en el caso de los m®A-SNPs
presentes en el ARNm, se descargaron dos conjuntos de datos que contenian los valores de
expresion génica normalizados para el tejido mamario de la base de datos GEO (GSE5764 y
GSE21422) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) (188). El conjunto GSE5764 contenia los datos
de los niveles de expresion génica de 10 individuos con carcinoma de mama (cinco con
carcinoma de mama ductal invasivo y cinco con carcinoma de mama lobulillar invasivo) y 20
correspondientes al tejido normal (10 al tejido ductal normal y 10 al tejido lobulillar normal).
Por otra parte, el conjunto GSE21422 contenia datos de cinco muestras de tejido sano, nueve
carcinomas ductales in situ y cinco carcinomas ductales invasivos. Las diferencias en los niveles
de expresion génica se llevaron a cabo mediante la prueba U de Mann-Whitney a través del
programa IBM SPSS Statistics 25.0 (SPSS Inc., IBM Corporation, Nueva York, EE. UU.). Se
consideraron como genes de expresion diferencial si presentaban valores de p <0,05 en al

menos uno de los dos estudios.
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Por otra parte, en cuanto a los méA-SNPs presentes en los miARN, los datos sobre el nimero de
muestras, la media de la expresion génica y los valores de p se obtuvieron de la base de datos

ENCORI para ARN Interactomes (http://starbase.sysu.edu.cn/panMirDiffExp.php) (189).

3.4.4. Validacion de las posiciones méA-SNPs

3.4.4.1.  Muestras a analizar y disefio de las parejas de cebadores

Para validar los m®A-SNPs que mostraron un efecto cis-eQTLs y diferencias en la expresion
génica en el analisis in silico, se procedio6 al analisis de las muestras de las pacientes con cancer
de mama de este estudio. Para ello, se analizd el ADNc de las 35 muestras tumorales descritas
en el apartado 3.1 con el fin de determinar sus genotipos para cada m°A-SNPs y poder
compararlo con la poblacién control. Por otra parte, se descargaron los datos de poblaciones
Ibéricas en Espafia (IBS) para los méA-SNPs a partir de la base de datos 1000 Genomes
(https://www.internationalgenome.org/home) (190) con el fin de poder utilizarla como
poblacién control. Para este andlisis inicamente se seleccionaron los datos procedentes de

mujeres.

Los cebadores para los m®A-SNPs identificados en el estudio in silico fueron disefiados en este
estudio utilizando el programa PerlPrimer v1.1.21 (172). Las secuencias de los cebadores, asi
como el tamafio del amplificado, se muestran en la Tabla 3.4.1. Todas las parejas de cebadores
fueron verificadas mediante el software Primer-BLAST del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (175) y sintetizados por Metabion
(Planegg, Germany). Las parejas de cebadores fueron amplificadas a diferentes temperaturas
de hibridacién para determinar la temperatura 6ptima a la que se obtenia la mayor cantidad de

producto amplificado.

Tabla 3.4.1. Informacion acerca de los cebadores utilizados en este estudio.

méA-SNP Gen Secuencia 5’-3’ de los cebadores Tde hl(l;l(':l)dacwn Amplicén (pb)
. *
$1801270 CDKNIA F: GGGATTTCTTCTGTTCAGGCG 57 178

R: TCGAAGTTCCATCGCTCACG

F: GGGTCGCGAGGCTGCATC
rs76563149 ZNF354A R: AACGTCAGTGACACCTGGG 61 181

F: GCTCAGCTGATCTGTGGCTTA*
rs11614913 MIR196A2 R: CCTCGACGAAAACCGACTGA 61 105

*Cebadores utilizados para la secuenciacién Sanger.
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3.4.4.2.  Secuenciacién Sanger

Con el fin de determinar el genotipo de las muestras de cancer de mama de cada m®A-SNPs, se

procedio a secuenciarlas a través del siguiente procedimiento.

1. Reaccién de PCR de amplificacién. La amplificacion PCR de cada m®A-SNP se llevé a cabo en
un termociclador C1000™ acoplado al sistema de deteccién a tiempo real CFX96™ (cat. N2:
1855196, Bio-Rad, California, USA). La reacciéon de amplificacién contenia los siguientes
reactivos: 2,50 pL de SsoFastST EvaGreen® Supermix (cat. N2: 1725200, Bio-Rad, California,
USA), 0,50 pL de cada cebador a una concentracion de 1 pM, 0,50 pL de agua milli-Q y 1 ul de
ADNCc (2,50 ng/uL). Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron: desnaturalizacién
inicial a 98 ¢C durante 2 minutos seguida de 35 ciclos a 98 2C durante 10 segundos y a la
temperatura dptima de cada pareja de cebadores (Tabla 3.4.1) durante 30 segundos. La
amplificaciéon de las muestras fue verificada mediante el programa CFX Manager™ 3.1
software (cat. N2: 1845000, Bio-Rad, California, USA).

2. Purificacidn de los productos amplificados. La purificacion de los productos de amplificacion
se realiz6 mediante el reactivo ExoSAP-IT™ Express (cat. N®: 75001, Applied Biosystems,
Walthman, USA), que contiene los enzimas: Exonucleasa I (Exo I) y Shrimp alkaline
phosphatase (SAP). La limpieza con Exo-SAP-IT™ se llevé a cabo en el termociclador C1000
Touch™ Thermal Cycler (cat. N2 1851148, Bio-Rad, California, USA) mediante la
incorporacion de 1 pL del reactivo en 2,50 uL del producto amplificado. Las muestras se
incubaron a 37 2C durante 4 minutos para que las enzimas actuasen y a 80 2C durante 1
minuto para desactivarlas.

3. Reaccidn de PCR de secuenciacién. A diferencia de la reaccién de PCR de amplificacion, la
reacciéon de PCR de secuenciacion incorpora dNTPs y ddNTPs a la reaccion. Los ddNTPs se
caracterizan por estar marcados con distintos fluoréforos, uno para cada nucleétido. Dado
que los ddNTPs no poseen un grupo OH en la posicion 3’ de la ribosa, detienen la elongacion
del ADN. La incorporacién de un ddNTP es aleatoria, por lo que se obtienen amplificados de
todos los tamafios posibles lo que permite obtener la secuencia completa del fragmento de
ADN previamente amplificado. La reaccion de secuenciacion se llevé a cabo en un
termociclador C1000 Touch™ Thermal Cycler (cat. N2: 1851148, Bio-Rad, California, USA)
mezclando 0,70 pL de BigDye® Terminator™ v.1.1 Cycle Sequencing Kit (cat. N2: 4337450,
Applied Biosystems, Walthman, USA), 0,25 pL del cebador mas alejado del méA-SNP de
interés (10 mM) (Tabla 3.4.1), 5,55 pL de agua milli-Q y 3,5 pL del amplificado de PCR limpio.
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El protocolo utilizado fue: un ciclo inicial a 96 2C durante 1 minuto, seguido de 25 ciclos de
10 segundos a 96 2C, 5 segundos a 55 2C y 1 minuto y 15 segundos a 60 2C.

4. Purificacion de los productos de secuenciacién. En esta purificacion se utiliz6 el Big Dye®
Xterminator™ purification Kit (cat. N2: 75001, Applied Biosystems, Walthman, USA) para
eliminar los productos sobrantes de la reacciéon de PCR de secuenciacién tales como sales,
dNTPs y ddNTPs y asi evitar posibles interferencias en los resultados de la secuenciacion.
Para ello, el BigDye® Xterminator™ purificacion Kit se incorporé directamente al producto
de PCR de secuenciacion, afiadiendo 22,50 uL de la solucién SAM™ y 5,50 uL de la solucién
Xterminator™. Posteriormente, se sometié a agitacion a 2.000 rpm en un agitador
Eppendorf™ MixMate™ (cat. N2: 5353000014, Eppendorf, Madrid, Espafia), durante 50
minutos y se centrifugé durante 4 minutos a 1.000 x g. El sobrenadante, que contiene los
productos amplificados, fue recogido para su posterior analisis.

5. Electroforesis capilar. Los productos amplificados y purificados se migraron mediante
electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI 3130 (cat. N2: 3130-01, Applied
Biosystems, Walthman, USA) con un capilar de 36 cm y el polimero POP7™ (cat. N
4363785, Applied Biosystems, Walthman, USA). Para realizar la migracion electroforética,
se afladieron 5 pL del producto de PCR de secuenciacion purificado y 5 uL de HI-DI™
formamide (cat. N2: 4363785, Applied Biosystems, Walthman, USA).

6. Andlisis de los resultados. El andlisis inicial de las secuencias obtenidas, asi como, la
asignacion de las bases nitrogenadas, se llevaron a cabo con el programa informatico
Sequencing Analysis software v.5.2 (Applied Biosystems, Walthman, USA). Posteriormente,
el genotipo de cada muestra fue determinado mediante el programa ChromasPro v.2.6.5

(Technelysium Pty Ltd, Brisbane, Australia).

3.4.4.3.  Andlisis de expresion génica

Para aquellos m®A-SNPs que presentaron diferencias en cuanto las frecuencias genotipicas y/o
alélicas, se procedié a realizar un analisis de expresion en las muestras tumorales y sus
correspondientes tejidos sanos. Para ello, primeramente, se determiné la eficiencia de los
cebadores siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.3.2.4. Posteriormente se llevd
a cabo el analisis de expresion tal y como se describe en los apartados 3.3.2.5 y 3.3.2.6 utilizando

como genes housekeeping a GADPH, ACTBy GUSB.
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3.4.4.4. Andlisis estadisticos

Las frecuencias alélicas y genotipicas de cada m®A-SNP fueron calculadas por contaje directo.
Las diferencias entre frecuencias del grupo de pacientes con cancer de mama y del grupo de
poblacion general se analizaron mediante la prueba de chi-cuadrado (x2) de Pearson. Por otra
parte, las diferencias en cuanto a la expresion génica entre las muestras tumorales y sus
correspondientes tejidos sanos fueron analizados mediante la prueba estadistica de U de Mann-
Whitney. La diferencia entre los diferentes subtipos tumorales se llevé a cabo mediante la
prueba estadistica H de Kruskal-Wallis. Para todas las pruebas se utiliz6 el software IBM SPSS
Statistics 25.0 (SPSS Inc., IBM Corporation, NY, EE. UU.). Los valores de p <0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.

3.5. DETERMINACION DE POSICIONES m¢A METILADAS MEDIANTE LA
TECNICA MeRIP

La identificacién de posiciones m®A metiladas presentes en las muestras de tejidos tumorales
de cada subtipo molecular se llevd a cabo mediante la técnica MeRIP desarrollada por
Dominissini et al. (2.013) (85) con algunas modificaciones propuestas por Zheng et al. (2.018)
(89). Resumidamente, esta técnica consta de las siguientes etapas: 1) fragmentacion del ARN
total, 2) inmunoprecipitaciéon del ARN total utilizando anticuerpos anti-m°A, 3) cuantificacién
del méA-ARN inmunoprecipitado, 4) generacidn, cuantificacion y evaluacion de la libreria, 5)
secuenciacion de la libreria mediante Next Generations Sequencing (NGS) y 6) analisis de los

datos obtenidos tras la secuenciacion.

La identificacién de las posiciones m°A metiladas fue efectuada en 20 muestras tumorales,

cuatro por cada subtipo molecular.

3.5.1. Fragmentacion del ARN total

La fragmentacion del ARN total se llev6 a cabo de manera quimica con el kit RNA Fragmentation
Reagents (cat. N2: AM8740, Invitrogen, Carlsbad, USA), para obtener fragmentos de tamafios de
100-250 pb. Para ello, se mezclaron en hielo, 18 puL que contenian 10 pg de ARN total con 2 uL
de Ambion® 10X RNA Fragmentation Reagent y se incubaron a 70 °C durante 4 minutos en un

termoagitador (cat. N2: PHMT-PSC18, Grant Instruments™, Cambridge, UK). Al finalizar el
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tiempo de incubacion, se incorporaron rapidamente 2 pL de Stop solution para detener la
reaccion. También se llevd a cabo la fragmentacion de un control negativo, es decir, la
fragmentacion de una muestra de agua libre de ARNasas y sin ARN. El tamafio de los fragmentos
se confirmé mediante la migracién de 0,75 pL de cada ARN fragmentado en un gel de agarosa

al 1,50 % a voltaje constante de 100 V durante 30 minutos.

No todo el ARN fragmentado continué hacia el proceso de inmunoprecipitacion, sino que 1,50
uL del ARN fragmentado (que en adelante llamaremos INPUT) se diluyé en 13,50 pL de agua

libre de ARNasas y se almacend para su posterior cuantificacién y generacién de libreria.

3.5.2. Inmunoprecipitacion

Finalizada la fragmentacion, se continud con la etapa de inmunoprecipitacidon. El protocolo para

llevar a cabo la inmunoprecipitacién fue el siguiente:

1. Se mezclaron los siguientes reactivos: 470 pL de tampo6n de baja union, 10 pL del anticuerpo
anti-meA (cat. N2: ab151230, Abcam, Cambridge, UK), 2 pL del inhibidor de ARNasas (cat. N2:
N8080119, Applied Biosystems, Walthman, USA), y 19,75 pL del ARN fragmentado/control
negativo. Se mantuvo en un agitador rotatorio (cat. N2: LJD001, Nahita, Navarra, Espafia)
toda la noche a 4 °C. De esta manera, los fragmentos de ARN con posiciones m®A se unen al
anticuerpo anti-m°A.

2. Al dia siguiente, mientras el paso 1 esta en curso, se dejaron a temperatura ambiente durante
20 minutos microesferas magnéticas de proteina A/G Pierce (cat. N2: 88802, Thermo
Scientific, Walthman, USA). Posteriormente, se transfirieron 25 pL de las microesferas
magnéticas por muestra a un tubo LoBind limpio de 1,50 pL (cat. N2: 0030108035,
Eppendorf, Madrid, Espafia) y se lavaron dos veces con 1 mL de tampdn de baja unidn. El
lavado se realiz6 colocando el tubo que contenia el tampén y las microesferas en un soporte
magnético (cat. N2: 12321D, Invitrogen, Carlsbad, USA) y dando vueltas al tubo (al menos 4
veces) de manera que las microesferas vayan de una pared a otra del tubo. Finalmente, se
aspir6 el volumen y se volvid a realizar un segundo lavado. Una vez lavadas, se
resuspendieron en 30 pL de tampoén de baja unién por muestra y se mantuvieron
refrigeradas hasta su uso.

3. Posteriormente, se transfirieron 30 pl de las microesferas magnéticas de proteina A/G

lavadas a cada tubo que contenia la mezcla del paso 1 en hielo y se incubaron a 4 °C en un
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agitador rotatorio durante 90 minutos. De esta manera, el complejo ARN fragmentado unido
al anticuerpo anti-m°A se une a las microesferas magnéticas, permitiendo la realizacion de
los fututos lavados.

4. Terminado el tiempo de incubacidn, se coloco el tubo en el soporte magnético y se descarto
el sobrenadante. En este paso el complejo ARN fragmentado unido al anticuerpo anti-m°A y
a las microesferas magnéticas, permanece en la pared del tubo que se encuentra mas
préxima al soporte magnético.

5. Se realizaron dos lavados con 900 pL de tamp6n de baja unién. Cada lavado se roté en una
rueda giratoria durante 10 minutos a 4 °C.

6. Se realizaron dos lavados con 900 pL de tamp6n con alto contenido de sal. Cada lavado se
mantuvo en un rotor giratorio durante 10 minutos a 4 °C.

7. Después de estos lavados extensivos, el complejo ARN fragmentado unido al anticuerpo anti-
meA se disocio de las microesferas magnéticas con la incorporaciéon de 200 pL de tampon
RLT suministrado por el RNeasy Mini Kit (cat. N2: 74106, Qiagen, Hilden, Alemania) y
dejandolo actuar durante 2 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se coloc6 el
tubo en el soporte magnético y se recogio el sobrenadante, traspasandolo a un nuevo tubo
en donde se incorporaron 400 pL de etanol al 100%. Se transfirié la mezcla a una columna
de centrifugacion RNeasy Mini Spin Column y se centrifugd a 12.000 rpm durante 1 minuto
a 4 °C. Posteriormente, se realizaron dos lavados, uno con 500 pL del tamp6n RPE
suministrado por el RNeasy Mini Kit y otro con 500 pL de etanol al 80%. Para eliminar el
etanol residual, se realiz6 una nueva centrifugacion a 13.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C.
Finalmente, se realizaron dos lavados con 7 pL de agua ultrapura libre de ARNasas
suministrada por el kit. A la muestra de ARN inmunoprecipitado se le continuara llamado en

adelante IP.

Tampones utilizados en la inmunoprecipitacién

Tampon de baja unidén (aproximadamente para 90 muestras):

e 20 mLde Tris-HCla 1 M con pH 7,4 (cat. N2: 15568025, Invitrogen, Carlsbad, USA),
e 8mLdeNaCla5M (cat. N2: 1064041000, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),

e 2 mLde NP-40 al 10% w/v (cat. N2: 85124, Thermo Scientific, Waltham, USA),

e 370 mL agua libre de ARNasas.
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Tampdn con alto contenido de sal (aproximadamente para 200 muestras):

e 20mLde Tris-HCla 1 M con pH 7,4,

e 80mLdeNaClab M,

e 40 mL de IGEPAL CA-630 al 10% w/v (cat. N2: I8896-50ML, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA),

e 4 mLdeEDTAal 100 mM (cat. N2: E5134, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),

e 20 mL de deoxicolato de sodio al 10% w/v (cat. N2: SRE0046-100G, Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA),

e 4 mLdeSDSal 10% w/v (cat. N2: L4390, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),

e 232 mL agua libre de ARNasas.

3.5.3. Cuantificacion de las muestras

Para poder determinar la concentracion de ARN de la muestra IP, del control negativo y de la
muestra INPUT, se realiz6 una cuantificacion fluorimétrica con el Qubit® RNA HS Assay Kit tal

y como se describe en el apartado 3.2.2.

3.5.4. Generacion de la libreria

La generacion de la libreria de las muestras [P e INPUT se llevo a cabo con el kit SMARTer
Stranded Total RNA-Seq kit v2 - Pico Input Mammalian (cat. N2: 634412, Takara Clontech,
Kyoto, Japan). Este kit presenta un flujo de trabajo adecuado para generar bibliotecas de ARN-
seq compatibles con la plataforma Illumina. Resumidamente, el procedimiento utilizado para
llevar a cabo la libreria fue el siguiente: primero, el ARN se convirtiéo en ADN complementario
(ADNCc) (Protocolo A; este protocolo y los protocolos B, C, D, E y F indicados en este parrafo se
pueden encontrar en el manual del kit) y luego se incorporaron los adaptadores para la
secuenciacion de Illumina (cada adaptador presenta cédigos de barras especificos) mediante
PCR utilizando solamente 5 ciclos (Protocolo B). Los productos de la PCR se purificaron
(Protocolo C) y luego se elimin6 el ADNc ribosémico (Protocolo D). Posteriormente, se realizd
una amplificaciéon con cebadores universales (Protocolo E) y, por dltimo, los productos de la

PCR se purificaron una vez mas para producir la biblioteca de ADNCc final (Protocolo F).

Para la generacion de la biblioteca, se han seguido los protocolos propuestos por el fabricante,

con las siguientes caracteristicas particulares:
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e En el Protocolo A, el ADNc se generd utilizado 50 ng de ARN, tanto para las muestras IP
como para las muestras INPUT.

e EnelProtocolo E, se escogieron diferentes niimeros de ciclos para realizar la segunda PCR.
En el caso de las muestras IP, se utilizaron 16 ciclos, mientras que para las muestras INPUT
se utilizaron 12 ciclos.

e Enel Protocolo F, las muestras fueron eluidas con 12 uL de Tris Buffer (provisto por el kit)

en lugar de 20 pL porque el rendimiento esperado era bajo.

Cabe mencionar que, por cada muestra tumoral analizada, se realizaron dos librerias: una para

la muestra IP y otra para la muestra INPUT, por lo que en total se generaron 40 librerias.

3.5.5. Cuantificacion de la libreria y evaluacion de la distribucion de tamarfios

La cuantificacion de las librerias se llevé a cabo utilizando el kit Qubit® 1X dsDNA HS Assay Kit,
tal y como se describe en el apartado 3.3.2.2. Posteriormente, se realizé una dilucién de cada
libreria a una concentracion final de 1,50 ng/pL, necesarios para el analisis en un Agilent 2100

Bioanalyzer (cat. N2: G2939BA, Agilent, Santa Clara, USA).

La evaluacion de la distribucion del tamafio de la libreria se realizé en un Agilent 2100
Bioanalyzer utilizando el kit (cat. N2: 5067-4626, Agilent, Santa Clara, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los resultados del analisis se visualizaron con el programa 2100
Expert Software (cat. N2: G2946CA, Agilent, Santa Clara, USA). La correcta generacion de la
libreria debe producir en las muestras, una curva que abarque los 200-1.000 pb, con un maximo

local en aproximadamente los 300-400 pb.

3.5.6. Anadalisis de secuenciaciéon masiva

Para la secuenciaciéon masiva, se realizaron diluciones de las librerias a 15 nM en 20 pL. Para
ello, se utilizé la herramienta on-line: http://www.molbiol.edu.ru/eng/scripts/01_07.html,
introduciendo los datos de la cuantificacién obtenida mediante el Qubit® y el tamafio medio

determinado por el Bioanalyzer.

La secuenciaciéon masiva se llevo a cabo para las librerias generadas a partir de las muestras [P
e INPUT en el secuenciador HiSeq 4.000 (Illumina) en la Unidad de Genémica del Centro

Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC, Espafia). Después de la secuenciacion, se
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eliminaron los adaptadores y las lecturas de baja calidad. Las lecturas limpias se alinearon con
el genoma de referencia version GRCh38.91. Posteriormente, se identificaron los picos m®A4, es
decir, regiones que presentan una o varias metilaciones mfA. Los criterios establecidos para
determinar que un pico fuese considerado como pico méA fueron: por un lado, los picos debian
encontrarse 5 veces mas enriquecidos en la muestra IP que en la muestra INPUT y, por otro
lado, las diferencias observadas debian ser estadisticamente significativas, presentando un

valor de p <0,0001.

Identificados los picos m®A, se procedio a la busqueda de picos m°A consenso para cada subtipo
molecular. En este caso, la condiciéon fue que los picos m®A identificados como consenso debian
estar presentes en todas las muestras analizadas para cada subtipo molecular. Posteriormente,
se realiz6 un andlisis de anotacion de los picos m®A consenso mediante el programa informatico
HOMER (http://homer.ucsd.edu/homer/). Los picos m®A consenso de cada subtipo molecular
se ordenaron en funcioén del peak score, es decir, el valor de p transformado a -log10(p) y se
seleccionaron los primeros 20 picos m°A que presentaban el valor de peak score mas elevado

para continuar con los analisis.

3.5.7. Andlisis de ontologia génica y de rutas metabdlicas

Para el top 20 de cada subtipo molecular, se llevé a cabo la clasificacién funcional de la ontologia
génica (GO) utilizando la base de datos David Bioinformatics Resources 6.8
(https://david.ncifcrf.gov/) (191) y un andlisis de la ruta metabdlica de KEGG (Kyoto
Encyclopedia of genes and genomes) incorporada en David. Los valores de p del test de fueron

provistos por la base de datos David y fueron considerados como significativos cuando p <0,05.

3.5.8. Andlisis de expresion génica in silico

Con el fin de determinar si las posiciones m®A metiladas encontradas podrian tener un efecto
en el cancer de mama, se seleccionaron los cinco primeros genes de la lista top 20 de cada
subtipo molecular para llevar a cabo un analisis de expresion génica in silico. Para ello, se utilizd
la base de datos de la Universidad de California Santa Cruz (UCSC) (https://xenabrowser.net/)
(192) que contiene los datos de expresion génica de muestras con cancer de mama del Cancer
Genome Atlas (TCGA). En total, contiene los datos de 119 muestras de tejido normal, 434

muestras con luminal A, 194 con luminal B, 67 con HER2+ y 142 con triple negativo. El valor de
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p del estadistico t de Welch para las comparaciones entre la expresion del tejido normal y los
distintos subtipos moleculares, como también, los diagramas de cajas fueron obtenidos a partir

de dicha base de datos.

Para los genes que presentaron diferencias significativas en la expresion entre el tejido normal
y el tejido tumoral de los distintos subtipos moleculares, se buscaron las posibles funciones de
las proteinas codificadas por dichos genes mediante el uso de la base de datos del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (193) con el fin de evaluar la importancia que podrian tener

en el proceso tumoral.
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4.1. MUESTRAS ANALIZADAS EN EL ESTUDIO

En este estudio se analizaron muestras de tejido mamario tumoral y sano correspondientes a
35 pacientes con IBC-NST. Las caracteristicas histopatologicas de las muestras fueron
evaluadas y clasificadas en los distintos subtipos moleculares por anatomopatélogos de amplia
experiencia del Departamento de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario de
Txagorritxu. Las muestras, asi como los datos asociados a las mismas fueron proporcionadas

por el Biobanco Vasco. La Tabla 4.1.1. contiene los datos asociados a las muestras.

Tabla 4.1.1. Datos asociados a las muestras de IBC-NST analizadas.

Subtipos tumorales
. Luminal B | Luminal B Triple
Luminal A | " yppo. HER2+ HERZ+ | | ocative
Numero de 7 7 8 6 7
pacientes
Edad al Promedio 52,57 66,29 59,88 65,83 55,14
diagnéstico (afios) DS. 6,35 0,91 8,69 8,38 7,93
Estado Si - 85,71 87,50 100,00 71,43
menopausico al
diagnéstico (%) No 100,00 14,29 12,50 . 28,57
. 1 Si - 14,29 - - 14,29
Recidivas (%) No 100,00 85,71 100,00 100,00 85,71
[ 28,57 42,86 25,00 50,00 14,29
I1A 28,57 28,57 50,00 - 42,85
I1B 28,57 28,57 12,50 33,33 14,29
Tril\lli“es(t(ﬁg)e 1A - - 12,50 16,67 28,57
I11B - - - - -
IIIC - - - - -
1\ 14,29 - - - -
- I 28,57 - - - -
Grado histologico 11 71,43 42,86 62,50 16,67 14,29
(% de muestra)
11 - 57,14 37,50 83,33 85,71
Vascular linfatica Si 14,29 14,29 25,00 - 42,86
(%) No 85,71 85,71 75,00 100,00 57,14
Multicentricidad Si 14,29 14,29 12,50 16,67 -
del tumor (%) No 85,71 85,71 87,50 83,33 100
Necrosis tumoral Si 28,57 14,29 37,50 66,67 85,71
(%) No 71,43 85,71 62,50 33,33 14,29
Negativo - - 12,50 100,00 100,00
Receptores Leve - - - - -
estrogenos (%) Moderado - - 75,00 - -
Intenso 100,00 100,00 12,50 - -
Negativo - - 12,50 100,00 100,00
Receptores Leve - - 12,50 - -
progesterona (%) Moderado 28,57 42,86 25,00 - -
Intenso 71,43 57,14 50,00 - -
Sin dato - - - - 28,57
HER2 (FISH) (%) <2 100,00 100,00 - - 71,43
>2 - - 100,00 100,00 -
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Subtipos tumorales
. Luminal B | Luminal B Triple
Luminal A | ey HER2+ HERZ+ | | oativo

0 42,86 42,86 - - 57,14

+1 28,57 28,57 - - 28,57

HER2 (IHQ) (%) +2 28,57 28,57 50,00 33,33 14,29
+3 - - 50,00 66,67 -
<10 14,28 - - - -

Indice Ki-67 10-25 85,71 28,57 25,00 - 14,29

>25 - 71,43 75,00 100,00 85,71

Positiva 100,00 100,00 100,00 83,33 100,00
CK 19 (%) Negativa - - - - -
Sin dato - - - 16,67 -

Positiva - - 12,50 33,33 85,71

CK5/6 (%) Negativa 100,00 100,00 87,50 50,00 14,29
Sin dato - - - 16,67 -

Continuacién de la Tabla 4.1.1.

Todas las muestras analizadas se caracterizaban por ser tumores primarios. La mayor parte de
las muestras no presentaban multicentricidad y inicamente dos de ellas eran recidivas y se
correspondian a los subtipos luminal B HER2- y triple negativo. Los estadios TNM [ y II fueron
en general los mas comunes. En cuanto al grado histoldgico, la mayor parte de las muestras
eran del grado I y II, aunque las muestras provenientes de los subtipos HER2+ y triple negativo
mostraron un grado histolégico mayor que el resto de los subtipos. El subtipo triple negativo
presentd un elevado porcentaje de muestras en donde el tumor ya habia invadido el sistema
linfatico y vascular. Ademas, los subtipos HER2+ y triple negativo mostraron un elevado

porcentaje de muestras con necrosis tumoral.

En cuanto a los marcadores ER, PR y HERZ, en las muestras estaban expresados aquellos que
eran caracteristicos al subtipo molecular al que pertenecian. Por otra parte, el marcador de
proliferacion celular Ki-67 presentd una expresion intermedia-alta en la mayoria de los
subtipos, a excepcion del subtipo luminal A. Todas las muestras fueron positivas para el
marcador CK 19 y el subtipo triple negativo present6 una expresion elevada de CK 5/6 que

permite clasificar este subtipo en subgrupos.

4.2. ANALISIS DE LA METILACION m¢A

4.2.1. Determinacion del porcentaje de metilacion m¢A global

Para explorar el papel potencial de la modificacion epigenética m°A en el cancer de mama,

primeramente, se llevo a cabo la determinacion del porcentaje de metilacion m°A en el ARN
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total de los tejidos tumorales y de sus correspondientes tejidos sanos mediante el kit EpiQuik
moéA RNA Methylation Quantification Kit (Colorimetric). Este andlisis se llev6 a cabo inicamente
en muestras de 20 pacientes debido a que es el nimero maximo de muestras que se puede
analizar simultdaneamente en la misma placa en la que se obtiene la curva estandar. Usando esta
estrategia de cuantificacion colorimétrica de m°A se observo que el porcentaje de metilacion se
encontraba disminuido en los tejidos tumorales en comparacidn con los tejidos sanos (0,367 *
0,094 en las muestras tumorales y 0,473 + 0,075 en las muestras sanas) (Figura 4.2.1A) y que
dicha diferencia era estadisticamente significativa cuando se realiz6 la prueba de U de Mann-

Whitney (p = 0,001).

Posteriormente, el porcentaje de metilacibn m°A global se evalu6 teniendo en cuenta los
distintos subtipos moleculares (luminal A, luminal B HER2-, luminal B HER2+, HER2+ y triple
negativo). Los porcentajes de metilacion m®A variaron de 0,429 - 0,536% para el tejido
mamario sano y de 0,279 - 0,420% para el tejido tumoral (Tabla 4.2.1 y Figura 4.2.1B-F). En
todos los casos, el porcentaje de metilacion fue menor en el tejido tumoral que en el tejido sano.
El subtipo luminal A presenté el porcentaje de metilacién mas elevado en las muestras sanas y
el porcentaje de metilacién mas bajo en las muestras tumorales (Tabla 4.2.1). Este fue el inico
subtipo que presento diferencias significativas cuando se compararon los niveles de metilacion
entre los tejidos sanos y tumorales (p = 0,043) (Tabla 4.2.1). También se comparé el porcentaje
de metilacién obtenido en las muestras tumorales de los diferentes subtipos mediante el test
Kruskal-Wallis y no se encontraron diferencias significativas (p = 0,087) (Tabla 4.2.1 y Figura

4.2.1G).

Tabla 4.2.1. Promedio del porcentaje de metilacion m¢A global con su desviaciéon estandar (DS) en el tejido
tumoral y en su correspondiente tejido sano, asi como los valores de p obtenidos para las pruebas U de Mann-
Whitney y H de Kruskal-Wallis. Los valores de p <0,05 son considerados como significativos (indicados en
negrita).

Pruebas estadisticas Luminal A Lul_rll;:lll;;} B Ll:_lnégl; _}_ B HER2+ Triple negativo
Promedio Sano 0,536 £ 0,045 | 0,444 £ 0,055 | 0,439+0,099 | 0,429 +0,078 0,518 £ 0,036
DS Tumoral | 0,279 +£0,164 | 0,420 + 0,039 | 0,398 + 0,038 | 0,333 + 0,028 0,405+ 0,081
U de Mann-Whitney (p) 0,043 0,564 0,564 0,149 0,083
H de Kruskal-Wallis (p) 0,087
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Figura 4.2.1. Porcentaje de metilacion meA global entre las muestras tumorales y sus correspondientes tejidos
sanos: A- Todas las muestras analizadas, B- Subtipo luminal A, C- Subtipo luminal B HER2-, D- Subtipo luminal
B HER2+, E- Subtipo HER2+ y F- Subtipo triple negativo. G- Porcentaje de metilacién m®A global entre los
diferentes subtipos tumorales. * P <0,05. Los circulos son valores atipicos, es decir, valores que se encuentran

fuera de los siguientes rangos: 3¢r cuartil+1,5*rango intercuartilico y 1¢r cuartil+1,5*rango intercuartilico.
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4.2.2. Andlisis de expresion génica

La metilacion m®A es un proceso dinamico y reversible que se encuentra catalizado por las
metiltransferasas y desmetilasas. Por tal motivo, se procedié a evaluar la expresién génica
mediante una RT-qPCR de los principales componentes involucrados en el proceso de
metilacion (METTL3, METTL14 y WTAP) y desmetilacion (FTO y ALKBHS5), con el fin de
determinar si la diminucién del porcentaje de metilacién m°A global en las muestras tumorales
era causado por la desregulacion de dichos componentes. Este analisis se llevd a cabo en las

muestras de las 35 pacientes con cancer de mama disponibles para el estudio.

Previo al andlisis de expresidn, se evalud la eficiencia de las parejas de cebadores. El analisis de
eficiencia es de suma importancia ya que la expresion de los genes diana (METTL3, METTL14,
WTAP, FTO y ALKBHS5) serd normalizada por los genes housekeeping (GUSB, GAPDH y BACT)
utilizando los valores del Cq. Por lo tanto, los genes dianas y los housekeeping deben
amplificarse con eficiencias similares para que la normalizaciéon sea precisa. En todas las

parejas de cebadores se obtuvieron eficiencias >90% (Figura 4.2.2-4.2.4 y Tabla 4.2.2). Ademas,
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Figura 4.2.2. Andlisis de eficiencia de las parejas de cebadores utilizados en la expresién de los genes que
codifican las desmetilasas FTO y ALKBHS5. Curvas de amplificaciéon de las diluciones realizadas a diferentes
numeros de copias: A- FTO, B- ALKBH5. Recta obtenida a partir de los valores Cq de las curvas de amplificacidén:
C- FTO,D- ALKBHS5. E= eficiencia; R? = coeficiente de correlacion; Slope = pendiente; Y-int = valor de interseccion
con el eje y. Concentraciones: Naranja 1x107 copias/pL; Rojo: 1x106 copias/uL; Verde: 1x105 copias/pL; Azul:
1x10% copias/pL; Rosa: 1x103 copias/uL; Negro: 1x102 copias/pL; Lila: 1x10?! copias/pL.
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las diferencias en la eficiencia entre los genes diana y los housekeeping fueron <10%, lo que

indica la idoneidad de los pares de cebadores del presente estudio para realizar el andlisis de

expresion génica.
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Figura 4.2.3. Analisis de eficiencia de las parejas de cebadores utilizados en la expresion de los genes que
codifican las metiltransferasas METTL3, METTL14 y WTAP. Curvas de amplificacion de las diluciones realizadas
a distintos nimeros de copias: A- METTL3, B- METTL14, C- WTAP. Recta obtenida a partir de los valores Cq de
las curvas de amplificacién: D- METTL3, E- METTL14, F- WTAP. E = eficiencia; R2? = coeficiente de correlacién;
Slope = pendiente; Y-int = valor de interseccién con el eje y. Concentraciones: Violeta: 1 x10° copias/uL;
Amarillo: 1x108 copias/pL; Naranja 1x107 copias/pL; Rojo: 1x10¢ copias/puL; Verde: 1x105 copias/pL; Azul:
1x104 copias/pL; Rosa: 1x103 copias/pL; Negro: 1x102 copias/uL; Lila: 1x10? copias/pL.
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Figura 4.2.4. Andlisis de eficiencia de las parejas de cebadores utilizados en la expresiéon de los genes
housekeeping GUSB, GAPDH y ACTB. Curvas de amplificacion de las diluciones realizadas a distintos nimeros de
copias: A- GUSB, B- GAPDH, C- ACTB. Recta obtenida a partir de los valores Cq de las curvas de amplificacién: D-
GUSB, E- GAPDH, F- ACTB. E = eficiencia; R? = coeficiente de determinacién; Slope = pendiente; Y-int = valor de
interseccion con el eje y. Concentraciones: Marréon: 1x101! copias/uL; Gris: 1x101° copias/uL; Amarillo: 1x10°
copias/uL; Violeta: 1x108 copias/uL; Naranja 1x107 copias/uL; Rojo: 1x106 copias/pL; Verde: 1x10° copias/uL;
Azul: 1x10* copias/uL; Rosa: 1x103 copias/pL; Negro: 1x102 copias/uL; Lila: 1x10?! copias/pL.
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Tabla 4.2.2. Resumen de los valores de eficiencia, coeficiente de correlacién (R?), pendiente y la interseccién
con el eje Y, obtenidos para los genes METTL3, METTL14, WTAP, FTO, ALKBH5, GUSB, GADPH y ACTB.

Gen Eficiencia (%) Coeficie_qte de Pendiente lntersec.ci()n con el
correlacion (R?) ejeY
METTL3 93,00 0,996 -3,50 43,66
METTL14 92,50 0,999 -3,52 32,64
WTAP 91,30 0,999 -3,55 39,51
FTO 93,50 0,999 -3,49 31,83
ALKBH5 93,10 0,999 -3,50 31,54
GUSB 94,80 0,998 -3,45 38,16
GADPH 91,60 0,996 -3,54 45,84
ACTB 93,40 0,999 -3,49 28,59

En cuanto al andlisis de expresion génica, encontramos que la expresion de las
metiltransferasas y desmetilasas analizadas estaba desregulada en las muestras tumorales y,
en todos los casos, su expresidn fue significativamente menor que en las muestras de tejidos
sanos (Figura 4.2.5 y Tabla 4.2.3). Posteriormente, se analizé la expresion génica entre las
muestras tumorales y los tejidos sanos teniendo en cuenta los diferentes subtipos moleculares.
En la mayoria de los subtipos, la expresion fue mas baja en las muestras de tejido tumoral que

en los tejidos sanos (Tabla 4.2.4). Ademas, los niveles de expresion de los genes analizados

A
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Figura 4.2.5. Anilisis de expresiéon génica entre las muestras de tejidos tumorales y de sus correspondientes
tejidos sanos. A- Metiltransferasas (METTL3, METTL14 y WTAP); B- Desmetilasas (FTO y ALKBHS5). * P <0,05.
Los circulos son valores atipicos.
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mostraron diferencias significativas segin el subtipo molecular. En los genes de las
metiltransferasas, METTL3 present6 diferencias significativas en los subtipos luminal A (p =
0,006), luminal B HER2- (p = 0,018) y triple negativo (p = 0,004) (Figura 4.2.6 y Tabla 4.2.4).
METTL14 present6 diferencias en todos los subtipos analizados con excepcion del subtipo
luminal B HER2+ (Figura 4.2.6 y Tabla 4.2.4) y WTAP tuvo diferencias en los subtipos luminal
A (p = 0,002) y HER2+ (p = 0,004) (Figura 4.2.6 y Tabla 4.2.4). Por otro parte, en los genes
desmetilasas, FTO presento diferencias significativas en todos los subtipos (Figura 4.2.7 y Tabla
4.2.4), mientras que las diferencias en la expresion de ALKBHS5 fueron en los subtipos luminal
A (p = 0,002) y HER2+ (p = 0,004) (Figura 4.2.7 y Tabla 4.2.4). La Figura 4.2.8 presenta un

resumen de los resultados obtenidos en el analisis de expresion génica.

Tabla 4.2.3. Promedio de la expresion génica relativa para los genes METTL3, METTL14, WTAP, FTO y ALKBH5
con su desviacion estandar (DS) en el tejido tumoral y su correspondiente tejido mamario sano, y el valor de p
obtenido para la prueba U de Mann-Whitney. Los valores de p <0,05 son considerados como significativos
(indicados en negrita).

Pruebas estadisticas METTL3 METTL14 WTAP FTO ALKBH5
) Sano 1,047 £ 0,330 | 0,980 +0,340 | 1,054 +0,346 | 1,104 + 0,493 0,979 + 0,382
Promedio = DS
Tumoral | 0,593 +0,267 | 0,474 + 0,350 | 0,646 + 0,426 | 0,455+ 0,263 0,660 + 0,523
U de Mann-Whitney (p) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,001
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Figura 4.2.8. Resumen de los niveles de expresion de los genes METTL3, METTL14, WTAP, FTO y ALKBH5
obtenidos en los tejidos tumorales y sus correspondientes tejidos sanos para los diferentes subtipos
moleculares. * P <0,05.

Tabla 4.2.4. Promedio de la expresiéon génica relativa para los genes METTL3, METTL14, WTAP, FTO y ALKBH5
con su desviacion estandar (DS) en el tejido tumoral y su correspondiente tejido sano para cada subtipo, y los
valores de p obtenidos para las pruebas U de Mann-Whitney y H de Kruskal-Wallis. Los valores de p <0,05 son
considerados como significativos (indicados en negrita).

Pruebas . Luminal B Luminal B Triple
Gen estadisticas Luminal A HER2- HER2+ HERZ+ negativo
Promedio| Sano | 1,042 +0,316 | 1,033 +0,287 | 1,056 + 0,335 | 1,091 + 0,560 | 1,017 0,195
+DS  |Tumoral | 0,515+ 0,175 | 0,439 + 0,322 | 0,790 + 0,274 | 0,595 + 0,277 | 0,599 + 0,181
METTL3 |Ude Ma‘E“jWhitney 0,006 0,018 0,141 0,055 0,004
p
H de Kruskal-Wallis 0.056
(p ’
Promedio | Sano | 1,048+0,342 | 1,066 0,412 | 1,092 + 0,419 | 1,067 + 0,422 | 0,560 + 0,168
+DS | Tumoral | 0,399 + 0,209 | 0,443 + 0,085 | 0,877 + 0,515 | 0,260 + 0,079 | 0,304 + 0,156
METTL14 | U de MarE;iWh‘t“ey 0,004 0,002 0,462 0,004 0,022
H de Kruskal-Wallis 0.002
(p ’
Promedio | Sano | 1,042 +0,337 | 1,025+ 0,240 | 1,052 + 0,315 | 1,096 + 0,547 | 1,059 + 0,373
+DS | Tumoral | 0,290 + 0,119 | 0,624 + 0,415 | 0,841 + 0,357 | 0,324 + 0,137 | 1,074 + 0,401
wrAp |Ude MarE;jWh‘t“ey 0,002 0,064 0,208 0,004 0,749
H de Kruskal-Wallis 0001
(p ’
Promedio| Sano | 1,064+ 0,406 | 1,063 + 0,393 | 1,119 + 0,553 | 1,202 + 0,744 | 1,082 + 0,476
+DS | Tumoral | 0,464 + 0,232 | 0,447 +0,397 | 0,554 + 0,211 | 0,391+ 0,117 | 0,394 + 0,308
Fro |Ude Ma?;jwmmey 0,006 0,025 0,036 0,025 0,009
H de Kruskal-Wallis 0420
(p ’
Promedio | Sano | 1,021+0,219 | 1,046 + 0,318 | 1,075 + 0,416 | 1,105 + 0,508 | 0,598 + 0,253
+DS | Tumoral | 0,309 + 0,135 | 1,270 + 0,665 | 0,942 + 0,255 | 0,296 + 0,158 | 0,388 + 0,299
ALKBH5 | Ude MarE“jWhitney 0,002 0,338 0,462 0,004 0,063
p
H de Kruskal-Wallis <0.001
(r) ’
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También se evalu6 si existian diferencias significativas entre muestras tumorales de los
distintos subtipos mediante la prueba estadistica H de Kruskal-Wallis. La expresién de METTL3
y FTO fue similar en todos los subtipos y no mostré diferencias significativas (Figura 4.2.9, Tabla
4.2.4). Por el contrario, la expresion de los genes METTL14, WTAP y ALKBH5 mostro6 diferencias
entre algunos subtipos como se muestra en la Tabla 4.2.5. La expresion de METTL14 en el
subtipo luminal B HER2+ present6 diferencias con respecto al resto de subtipos ya que
presentaba una mayor expresion (Figura 4.2.9, Tabla 4.2.4 y 4.2.5). También, presentd
diferencias entre los subtipos luminal B HER2- y HER2+. La expresion de WTAP, presentd
diferencias, por un lado, en el subtipo triple negativo con respecto a los subtipos luminal A,
luminal B HER2- y HER2+ y, por otro lado, el subtipo luminal B HERZ+ con respecto a los
subtipos luminal A y HER2+ (Figura 4.2.9, Tabla 4.2.4 y 4.2.5). Estos dos subtipos (triple
negativo y luminal B HER2+) tienen una mayor expresion de WTAP que el resto de subtipos.
Finalmente, la expresién de ALKBH5 fue mas alta en los subtipos luminal B HER2- y luminal B

HER2+ que en los otros subtipos tumorales (Figura 4.9.9 y Tabla 4.2.4 y 4.2.5).

Tabla 4.2.5. Valores de p obtenidos tras realizar las pruebas estadisticas U de Mann-Whitney con el fin de
determinar qué subtipos tumorales presentaban las diferencias estadisticas observadas en la prueba H de
Kruskal-Wallis. Los valores de p <0,05 son considerados como significativos (indicados en negrita).

Gen Subtipos Luminal A Lu;;;;;} B HER2+ Triple negativo
Luminal B HER2+ 0,028 0,011 0,002 0,004
i - 0,338 0,253 0,565
METTL14 Luminal A
Luminal B HER2- - - 0,010 0,085
HER2+ - - - 0,668
Luminal B HER2+ 0,001 0,298 0,007 0,298
i - 0,110 0,568 0,003
WTAP Luminal A
Luminal B HER2- - - 0,153 0,048
HER2+ - - - 0,004
Luminal B HER2+ 0,002 0,247 0,002 0,008
i - 0,004 0,775 0,749
ALKBHS Luminal A
Luminal B HER2- - - 0,007 0,006
TNBC - - - 0,568
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Figura 4.2.9. Niveles de expresion génica entre las muestras tumorales de los diferentes subtipos moleculares.
A- Metiltransferasas (METTL3, METTL14 y WTAP); B- Desmetilasas (ALKBH5 y FTO). *P <0,05. Los circulos son
valores atipicos.

4.2.3. Anadalisis de correlacion

Dado que las metiltransferasas y desmetilasas estan involucradas en la modificacion m®A, se
esperaria que estuvieran correlacionadas entre si. Por tal motivo, evaluamos cémo se
correlacionan a nivel de expresion génica utilizando la prueba estadistica de correlacion de
Pearson. Como se muestra en la Figura 4.2.10, se observa una correlacion significativa entre la
expresion génica de FTOy METTL14 (r = 0,40, p = 0,017), FTO y WTAP (r = 0,48, p = 0,003),
METTL14y ALKBH5 (r=0,45,p=0,006) y METTL14y METTL3 (r=0,53,p=0,001) enlos tejidos
tumorales de las 35 pacientes con cancer de mama sin distinguir entre subtipos.
Posteriormente, se examinaron las correlaciones teniendo en cuenta los distintos subtipos
moleculares. En este caso, se encontraron fuertes correlaciones entre metiltransferasas y
desmetilasas solo en algunos subtipos moleculares (Figura 4.2.10). Ademas, todos los subtipos
excepto HER2+, se caracterizaron por la correlacion de la expresion génica alterada de FTO con
METTL14 y ALKBH5 en los subtipos luminal A y triple negativo, y con WTAP en los subtipos
luminal B HER2- y luminal B HER2+. En el caso del subtipo triple negativo, se encontr6 una
correlacion adicional entre la expresion génica de METTL14 y ALKBH5, mientras que en los
subtipos luminal B HER2- y luminal B HER2+, se encontraron correlaciones adicionales entre

WTAPy METTL14,y METTL3 y METTL14, respectivamente.
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Figura 4.2.10. Anilisis de correlacion de los niveles de expresion génica de METTL3, METTL14, WTAP, FTO y
ALKBH5 en las muestras tumorales de las 35 pacientes con cancer de mama. Esta prueba también se llevd a
cabo teniendo en cuenta los diferentes subtipos moleculares. Las correlaciones significativas estan indicadas
en negrita y en un recuadro. Los valores de p <0,05 son considerados como significativos.

4.3. IDENTIFICACION IN SILICO Y ANALISIS DE EXPRESION IN VITRO DE
mSA-SNPs RELACIONADOS CON EL CANCER DE MAMA

4.3.1. m%A-SNPs relacionados al cancer de mama

Dado que diversas investigaciones han confirmado que los m®A-SNPs podrian influir en
distintas enfermedades, se ha llevado a cabo una bisqueda de m®A-SNPs que podrian estar
implicados en el cancer de mama mediante el uso de distintas bases de datos. En total, se
identificaron 981 m®A-SNPs al comparar 69.713 SNPs relacionados con el cancer de mama
(65.331 de GDC, 1.775 del GWAS Catalog, 71 de SNPedia, 1.864 de miRdSNP, 42 de miRNASNP,
43 de MSDD y 587 de SomamiR) con 301.875 m®A-SNPs (301.529 m®A-SNPs presentes en el
ARNm y 346 presentes en el miARN) (Figura 4.3.1). De estos 981 m®A-SNPs, 26 presentaban un
alto nivel de confianza, 147 mostraban un nivel de confianza medio y 808 un nivel de confianza
bajo. Estos diferentes niveles de confianza se relacionan con el método de identificacion de los
mobA-SNPs (145). Los métodos MiCLIP y PA-m®A-seq proporcionan datos de alta confianza,
mientras que MeRIP-seq proporciona datos de confianza media y la prediccion de todo el

genoma, basada en el algoritmo Random Forest, proporciona datos con poca confianza.
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De los 981 m®A-SNPs, todos menos uno, se encuentran en el ARNm. Este altimo méA-SNP se
encuentra en un miARN. Esta descrito que la mayoria de los sitios m®A metilados se encuentran
en laregion 5'-UTR, en exones largos, cerca de los codones de terminacion, en la regiéon 3'-UTR
y en los ARNnc (33,36-38). En nuestra busqueda, hemos hallado que la mayoria de los m°A-
SNPs, es decir, los SNPs ubicados dentro o cerca de los motivos m°A, se distribuyen en la
secuencia codificante (90,62%), mientras que el 6,63% se encuentran en la regién 3'-UTR, el

2,65% enlaregion 5'-UTR y solo el 0,10% en el miARN.

4.3.2. Andlisis cis-eQTL

Para explorar el posible efecto de los 981 m®A-SNPs en el cancer de mama, investigamos si
presentaban un efecto cis-eQTL. Teniendo en cuenta los datos del GTEx Portal para muestras
de tejido tumoral mamario, ninguno de estos m®A-SNPs presentaron un efecto cis-eQTL. Sin
embargo, cuando realizamos la bisqueda en la base de datos HaploReg, cuatro méA-SNP
(rs1801270, rs9379084, rs76563149 y rs11614913) mostraron un efecto cis-eQTL en
diferentes células y/o tejidos (Figura 4.3.1).

El méA-SNP rs1801270 (C/A) presento un efecto cis-eQTL en fibroblastos (187). Este m®A-SNP
es una variante sin sentido localizada en el gen inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A
(CDKN1A, ID de gen: 1026) en el cromosoma 6 (Tabla 4.3.1). La variante A de este m®A-SNP se
encuentra en un motivo DRACH incompleto (AGA* CG, donde A* es la adenosina metilada).
Ademas, este m®A-SNP esta cerca de un motivo DRACH completo y uno incompleto (a 16 nts
secuencia arriba y a cinco nts secuencia abajo en el ARN, respectivamente). La frecuencia del
alelo A de este méA-SNP se obtuvo de la base de datos Ensembl Genome Browser con el fin de
valorar cual podria ser su incidencia. Se observé que la frecuencia variaba segtn la poblacidn,
entre 0,067 y 0,488 para las poblaciones europeas (EUR) y del este asiatico (EAS),
respectivamente (Tabla 4.3.2). Por otro lado, de acuerdo con los conjuntos de datos del factor
de transcripcién ENCODE ChIP-seq datasets (194) obtenido en la base de datos HaploReg, este
moéA-SNP podria estar involucrado en la regulacion de la expresiéon génica al alterar el motivo
regulador, es decir, el sitio de unién de factores de transcripcion y al modificar el sitio de uniéon

de las proteinas POL2 y ZBTB33.
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Otro méA-SNP es rs9379084 (G/A) que present6 un efecto cis-eQTL en sangre total. Este m°A-
SNP es una variante sin sentido que se encuentra en el gen de la proteina de unién a elemento
sensible a Ras 1 (RREB1, ID de gen: 6239) en el cromosoma 6 (Tabla 4.3.1). Este m®A-SNP forma
parte de un motivo DRACH incompleto (TGA*AC). Cerca de este m®A-SNP se encuentra un
motivo DRACH completo ubicado a siete nts secuencia abajo y dos motivos DRACH incompletos
a 14 y 25 nts secuencia arriba en el ARN. La Tabla 4.3.2 muestra la frecuencia del alelo A en las
diferentes poblaciones, siendo la frecuencia maxima de 0,159 en EAS y una frecuencia minima
de 0,006 en poblaciones africanas (AFR). En la poblacién EUR, la frecuencia del alelo A es de
0,132. Por otra parte, este méA-SNP altera un motivo VRD, lo que podria resultar en una

regulacion alterada de la expresion génica (Tabla 4.3.1).

El m®A-SNP rs76563149 (G/T) mostré un efecto cis-eQTL en diferentes células y tejidos:
fibroblasto, tejido adiposo, arteria, eséfago, pulmoén, musculo esquelético, nervio tibial,
estémago, testiculo, tiroides y sangre entera. Este m®A-SNP aparece en la region 5'-UTR del gen
de la proteina de dedo de zinc 354A (ZNF354A, ID de gen: 6940) en el cromosoma 5 (Tabla
4.3.1). Dado que este gen esta orientado en la hebra negativa, las variantes de este m®A-SNP en
el ARNm seran C/A. La variante A de este m®A-SNP pertenece a un motivo DRACH completo
(GAA*GC). En este caso, la frecuencia del alelo A se encontraba en el rango de 0,081 a 0,368
paralas poblaciones AFR y del sur asiatico (SAS), respectivamente (Tabla 4.3.2). En la poblacién
EUR, se observé una frecuencia del alelo A de 0,201. Ademas, este m°A-SNP podria estar
involucrado en la regulacion de la expresion génica alterando un motivo regulador y la union

de 11 proteinas.

Tabla 4.3.1. m®A-SNPs identificados que presentaron sefial cis-eQTL.

SNP Posiciona Gen Tipo de Cadena Um(",l de Cambl.o de
mutacion proteinas motivo
Ascl2, ELF1
rs1801270 6:36684194 CDKN1A Sin sentido + POL2 y ZBTB33 HEN1ly
Sin3AK-20
rs9379084 6:7231610 RREB1 Sin sentido + VDR

POL2, SIN3AK20,
POL24HS, TAF1,
E2F1, HAE2F1,

rs76563149 5:178730572 ZNF354A 5’-UTR TR4. CCNT2, EBFy Ets
HEY1, HMGN3, y
ZNF263
rs11614913 12:53991815 MIR196A2 ARNnc + - HMG-IY

aVersion del genoma: GRCh38.p13
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Finalmente, el m®A-SNP rs11614913 (C/T) mostr6 efecto cis-eQTL en diferentes células y
tejidos: fibroblasto, arteria y nervio tibial, piel y sangre entera. E1 rs11614913 esta presente en
el gen miARN 196a-2 (MIR196A2, gen ID: 406973) en el cromosoma 12 (Tabla 4.3.1). Este m°A-
SNP esta cerca de dos motivos DRACH completos (a cuatro y 19 nts secuencia arriba en el ARN)
y un motivo DRACH incompleto (a 11 nts secuencia arriba en el ARN). En este caso, la frecuencia
del alelo C esta en el rango de 0,458 a 0,860 para las poblaciones de EASy AFR, respectivamente,
siendo la frecuencia de la poblacién EUR de 0,589 (Tabla 4.3.2). El cambio de la variante U a C
no altera la estructura secundaria de este miARN (Figura 4.3.2). Este m®A-SNP también podria

estar involucrado en la regulacién de la expresion génica al alterar un motivo regulador.

4.3.3. Andlisis in silico de la expresion génica

El andlisis in silico de la expresidn génica se llevé a cabo para los cuatro genes en los que los
méA-SNPs mostraron un efecto cis-eQTL. Para los m®A-SNPs rs1801270, rs9379084 y
rs76563149 que estan presentes en los genes CDKN1A, RREB1 y ZNF354A respectivamente, los
niveles de expresidn génica se obtuvieron a partir de dos conjuntos de datos de la base de datos
GEO. En el caso del méA-SNP rs11614913 presente en el gen MIR196A2, el nivel de expresion

génica se obtuvo de la base de datos ENCORI. Encontramos que unicamente los genes ZNF354A

Tabla 4.3.2. Frecuencias genotipicas y alélicas para los cuatro m®A-SNPs en diferentes poblaciones. AFR:
africana; AMR: americana; EAS: este asiatico; EUR: europea; y SAS: sur asiatico.

Frecuencia alélicas y genotipicas

m6A-SNP Genotipos / AFR AMR EAS EUR SAS
Alelos

AA + AC 0,526 0,421 0,716 0,127 0,262

cc 0,474 0,579 0,284 0,873 0,738

rs1801270 A 0,309 0,249 0,488 0,067 0,145

C 0,691 0,751 0,512 0,933 0,885

AA + AG 0,012 0,216 0,284 0,247 0,202

GG 0,988 0,784 0,716 0,753 0,798

rs9379084 A 0,006 0,111 0,159 0,132 0,106

G 0,994 0,889 0,841 0,868 0,894

TT + GT 0,156 0,412 0,357 0,508 0,593

GG 0,844 0,588 0,643 0,492 0,407

* ’ ’ ) ’ )

rs76563149 T 0,081 0,235 0,201 0,298 0,368

G 0,919 0,765 0,799 0,702 0,632

CC+TC 0,977 0,838 0,714 0,817 0,930

TT 0,023 0,162 0,286 0,183 0,070

rs11614913 C 0,860 0,611 0,458 0,589 0,742

T 0,140 0,389 0,542 0,411 0,258

*Las variantes para este méA-SNP en el ARNm son A o C.
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y MIR196A2 presentaron una expresion génica diferencial. Con respecto a ZNF3544, la
expresion diferencial se obtuvo en el estudio GSE21422 (p = 0,019) de cinco muestras de tejido
sano y 14 muestras de carcinoma (nueve para carcinomas ductales in situ y cinco para
carcinomas ductales invasivos). En el caso de MIR196A2, se encontré una diferencia
significativa en la expresion génica cuando se compararon 1.085 muestras tumorales de

carcinoma invasivo de mama con 104 tejidos normales (p = 4,0e-14).

Aunque CDKNIA no present6 diferencias significativas en la expresion génica en los dos
conjuntos de datos analizados, el estudio llevado a cabo por Wei et al. (2.015) sugirié lo
contrario (196). Wei et al. analizaron la expresion génica y proteica de CDKN1A en 65 muestras
tumorales de tejido mamario y sus correspondientes tejidos adyacentes no cancerosos,
mostrando que las diferencias en la expresion eran estadisticamente significativas (p <0,01).
RREB1 no mostré diferencias estadisticamente significativas después de analizar los datos de

la base de datos GEO. Del mismo modo, no se encontré ningun estudio que analizase la

expresion génica de REEB1 en el tejido mamario.
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Figura 4.3.2. Representacion grafica de la estructura del miARN miR-196A obtenida de la pagina web UNAFold
Web Server (http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-form.php) (195). El m®A-SNP
rs11614913 (C/U) se encuentra dentro del circulo rojo y puede influir en la modificacién méA del motivo DRACH
completo (recuadros verdes) e incompleto (recuadro azul). A- Representacién de la estructura del miARN con

la variante C para el méA-SNP rs11614913. B- Representacion de la estructura del miARN con la variante U para
el méA-SNP rs11614913.
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4.3.4. Validacion de los m¢A-SNPs en muestras de cancer de mama

El genotipo de las 35 pacientes con cancer de mama fue determinado mediante secuenciacién
Sanger para los tres m®A-SNPs que presentaron diferencias en el andlisis de expresion génica
in silico (rs1801270, rs76563149 y rs11614913), con el fin de calcular las frecuencias alélicas
y genotipicas. Estos resultados han sido comparados con los datos disponibles en la base de
datos 1000 Genomes para mujeres pertenecientes a la poblacién IBS. En el grupo de pacientes
con cancer de mama, el porcentaje de individuos que presentaban el alelo A fue de 11,40% (AA
= 5,20% y AC = 5,20%) para el m®A-SNP rs1801270y 65,70% (AA = 14,30% y AC = 51,40%)
para el m®A-SNP rs76563149 (Tabla 4.3.3). En el caso del m°A-SNP rs11614913, el porcentaje
de los individuos que presentan el alelo C, que es la variante asociada al cancer de mama (197-
201), fue de 80,00% (CC =51,40%y CT = 28,60%). Por otro lado, en la poblacién IBS, el 17,00%
(AA=0%yAC=17,00%)y el 45,30% (AA =3,80% y AC = 41,50%) presentaron el alelo A para
los m®A-SNPs rs1801270 y rs76563149, respectivamente, mientras que un 83,00% (CC =
43,40% y CT = 39,60%) presento el alelo C para el méA-SNP rs11614913.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las pacientes con cancer de
mama y el grupo de mujeres de la poblaciéon IBS cuando se compararon las frecuencias
genotipicas para los tres m®A-SNPs (Tabla 4.3.3). Sin embargo, al compararse las frecuencias
alélicas, se observo diferencias estadisticamente significativas en el m®A-SNP rs76563149 (p =

0,029).

Tabla 4.3.3. Frecuencias genotipicas, alélicas y el valor de la prueba estadistica x2 para los pacientes con cancer
de mama y los controles de la poblacién IBS.

Frecuencias
measN/Gen | ool | control(nes3) | me3s) | X Valor de p
oo | M | o o Jess | o
CDKN1A é 822‘22 8:2?2 <0,001 0,985
rs76563149* TTG+GGT 8:23 82% 3,536 0,060
s || i Jars | om
0170 0200 0129 0719
e ; 0356 0343 0045

*Las variantes para este méA-SNP en el ARNm son A o C.
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4.3.5. Andlisis de expresion génica para las posiciones m°A-SNPs

Dado que el m®A-SNP rs76563149 localizado en el gen ZNF354A fue el Gnico que presento
diferencia significativa en la frecuencia del alelo A entre pacientes y poblacidn IBS, se procedi6
a evaluar si habia diferencias en cuanto a la expresién génica entre el tejido tumoral y el tejido
sano mediante RT-qPCR. Para ello, primeramente, se determiné la eficiencia de la pareja de
cebadores disefiados para amplificar dicho m®A-SNP obteniendo un valor de 90,90% (Figura
4.3.3). La eficiencia de los cebadores que amplifican los genes de referencia se determind

previamente en el apartado 4.2.2.

Al comparar la expresién, se observéd que el tejido tumoral y el tejido sano presentaban
diferencias significativas (p <0,001), encontrandose una expresion reducida en las muestras
tumorales (0,785 % 0,613 en las muestras tumorales y 1,095 * 0,564 en las muestras sanas).
Posteriormente, al evaluar la expresién de cada subtipo molecular con su correspondiente
tejido sano, Unicamente el subtipo luminal B HER2+ presenté diferencia significativa (p =
0,001), con una expresion reducida en las muestras tumorales (Figura 4.3.4A-E y Tabla 4.3.4).
No se observaron diferencias significativas al comparar la expresiéon entre los subtipos
tumorales (p = 0,117) (Figura 4.3.4F y Tabla 4.3.4). Por lo que, este m®A-SNP podria ser de gran
interés como marcador epitranscriptémico del cancer de mama, y, especificamente del subtipo

luminal B HER2+.

A Amplification B Standard Curve
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Figura 4.3.3. Andlisis de eficiencia de los cebadores que amplifican el m°A-SNP rs76563149 presente en el gen
ZNF354A. A- Curvas de amplificacién de las diluciones realizadas con diferentes niimeros de copias. B- Recta
obtenida a partir de los valores Cq de las curvas de amplificacidn. E: eficiencia; R2: coeficiente de correlacién;
Slope: pendiente; Y-int: valor de intersecciéon con el eje y. Concentraciones de las diluciones: Rojo: 1x108
copias/pL; Verde: 1x107 copias/uL; Azul: 1x10°6 copias/uL; Negro: 1x105 copias/pL; Naranja: 1x104 copias/uL;
Gris: 1x103 copias/pL; Celeste: 1x102 copias/pL.
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Figura 4.3.4. Niveles de expresion relativa del gen ZNF354A. El fragmento analizado contenia el m®A-SNP
rs76563149. Expresion génica entre cada subtipo tumoral y sus correspondientes tejidos sanos: A- Subtipo
luminal A, B- Subtipo luminal B HER2-, C- Subtipo luminal B HERZ+, D- Subtipo HER2+ y E- Subtipo triple
negativo. F- Expresién génica entre los diferentes subtipos tumorales. * P <0,05. Los circulos son valores

atipicos.

Tabla 4.3.4. Promedio de la expresion génica relativa para el m°A-SNP rs76563149 localizado en el gen ZNF354A
con su desviacion estandar (DS) en el tejido tumoral y su correspondiente tejido sano y los valores p obtenidos
para las pruebas U de Mann-Whitney y H de Kruskal-Wallis.

Pruebas estadisticas | Luminal A Lul_rllgll;;} B Ll;{nég; 1 B HER2+ Triple negativo
Promedio * Sano | 1,016+0,191 | 1,151+0,645 | 1,032+0,270 | 1,274+1,161 1,037 + 0,304
DS Tumoral | 0,924 £ 0,657 | 0,752+0,167 | 0,492+0,163 | 0,622 + 0,468 1,156 + 1,064
U de Mann-Whitney (p) 0,180 0,180 0,001 0,109 0,277
H de Kruskal-Wallis (p) 0,117
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4.4. DETERMINACION DE POSICIONES mSA METILADAS

4.4.1. Posiciones mbA metiladas en el cdncer de mama

El andlisis mediante MeRIP-seq se llev6 a cabo en 20 muestras de tejido tumoral pertenecientes
a los diferentes subtipos moleculares de cancer de mama: luminal A, luminal B HER2-, luminal
B HER2+, HER2+ y triple negativo (cuatro muestras por cada subtipo) con el fin de determinar
el perfil de metilacién de cada subtipo tumoral. En total, se detectaron 1.703 picos m°A. El
subtipo luminal B HER2- present6 el mayor nimero de picos m°A con 873 picos, mientras que
el subtipo HER2+ presentd el menor nimero con 55 picos. En el caso de los subtipos luminal A,
luminal B HER2+ y triple negativo, el nimero de picos m°A identificados fue de 339, 253 y 183,
respectivamente. Los picos m°A encontrados podrian ser especificos de cada subtipo molecular
o podrian ser compartidos, es decir, podrian encontrarse en dos o mas subtipos. El nimero de
picos mPA especificos para cada subtipo fue de: 241, 734, 168,45 y 112 para luminal A, luminal
B HER2-, luminal B HER2+, HER2+ y triple negativo, respectivamente (Figura 4.4.1A).

Posteriormente, evaluamos el nimero de genes cuyos transcriptos presentaban picos meA.
Encontramos que los picos mfA presentes en el subtipo luminal A se correspondian con
transcriptos de 312 genes, mientras que en el subtipo luminal B HER2- se correspondian con
transcriptos de 783 genes, en el subtipo luminal B HER2+ con 237 genes, en el subtipo HER2+
con 51 genesy en el subtipo triple negativo con transcriptos de 177 genes. Al analizar el nimero
de picos m°A por transcripto (gen), observamos que la gran mayoria tenia un pico m°A (Figura
4.4.1B). Solo dos subtipos presentaron transcriptos con tres picos m°A (en tres genes para el
subtipo luminal A y en cuatro genes para el subtipo luminal B HER2-) y, inicamente, el subtipo

luminal B HER2- presentdé cuatro picos m°A en el transcripto de un solo gen.

Por otra parte, se evalud la distribucién de los picos m®A en todo el transcriptoma para cada
subtipo molecular. Las posiciones de los picos m°A se clasificaron principalmente segiin que
estuvieran en exones, intrones, region 3’y 5’-UTR, promotor, sitio de inicio de la transcripcion
(TSS), region intergénica y ARNnc. Como se muestra en la Figura 4.4.1C, en todos los subtipos,
los exones se encontraron especialmente enriquecidos en picos m°A (45,45-58,47%), asi como
la region 3’-UTR (18,58-25,45%). Por otro lado, el subtipo luminal A presenté un

enriquecimiento de picos m®A en el promotor (4,42%) en comparacion con el resto de subtipos
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moleculares, mientras que los subtipos luminal B HER2- y luminal B HER2+ presentaron una

disminucién de picos m°A en los intrones (2,75%) y en TSS (2,37%), respectivamente. El
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Figura 4.4.1. Andlisis de los picos m®A en los distintos subtipos moleculares. A- Numero de picos méA, especificos
y compartidos. B- Numero de picos m®A por gen. C- Distribucién de los picos m®A en todo el transcriptoma. D-
Distribucién de los picos mfA en los cromosomas.
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subtipo HER2+ no present6 picos m®A en la region 5’-UTR y en TSS, y en comparacién con el
resto de subtipos, presentd un enriquecimiento de picos m®A en los intrones (20,00%).
También, se analiz6 la distribucion de los picos m®A por cromosoma. La Figura 4.4.1D muestra
el porcentaje de picos m®A por cromosoma para cada subtipo molecular. Como se puede
observar, para todos los subtipos, el mayor porcentaje de picos se encontrd en los cromosomas

1y 19. El subtipo HER2+ no present6 picos m°A en los cromosomas 8, 13 y X.

Los 20 picos m®A con mayor peak score de cada subtipo molecular se enumeran en la Tabla
4.4.1. Los picos m°A ubicados en la ultima posicidon de cada subtipo molecular presentaron
valores de p de 1,74e-33 para el subtipo luminal A, 2,24e-130 para el luminal B HER2-, 7,49e-
31 para el luminal HER2+, 2,95e-16 para el subtipo HER2+ y 9,33e-31 para el subtipo triple
negativo. Por lo que, estos valores de p muestran la elevada fiabilidad de los picos mfA
encontrados. Como se puede observar, en todos los subtipos, la mayoria de los picos mfA se
encuentran en los exones. En el subtipo HER2+, de los 20 picos m®A, 19 son especificos del
subtipo, mientras que, en el subtipo triple negativo, inicamente tres picos m®A son especificos
y el resto son compartidos, es decir, se encuentran en dos o mas subtipos. También, se puede
observar que el gen epipaklin 1 (EPPK1) se encuentra presente en todos los subtipos

moleculares, a excepciéon de HER2+.

Tabla 4.4.1. Top 20 de los picos m®A encontrados en los distintos subtipos moleculares. Los picos mfA se han
ordenado en funcion del peak score (valor de p transformado a -log10(p)). CHR: cromosomas.

mS(:lthcilrl’er :;;l; CHR Inicio Fin Gen fspme;;f:;(:l (/) Distribucién
220,06 17 79833890 79834672 CBX4 Compartido Exén
107,66 8 143865034 | 143865809 EPPK1 Compartido Ex6n
106,21 8 143860095 | 143860743 EPPK1 Compartido Ex6n
71,41 8 144850435 | 144851308 | COMMDS5 Compartido Exén
51,49 14 105250371 | 105250784 BTBD6 Compartido Exén
51,45 2 96251827 96253034 | TMEM127 Compartido 3'UTR

Luminal A 50,30 16 30739028 30739299 SRCAP Especifico Exon
46,34 17 81244977 81246621 SLC38A10 Compartido Exén
44,12 7 40094432 40095103 CDK13 Compartido Exén
44,02 15 90881306 90882263 FURIN Compartido Exé6n
41,49 19 42198741 42199748 DEDD2 Compartido ARNnc
40,20 16 31080089 31080604 ZNF646 Especifico Exén
39,46 19 45712033 45712716 FBX046 Compartido Ex6n
34,90 17 79833660 79833864 CBX4 Especifico 3'UTR
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mst;ll[e):tcil?l(;r :;;lz CHR Inicio Fin Gen Ezfnepc:liitci(()i é Distribucién
34,74 1 109928940 | 109929611 CSF1 Especifico 3'UTR
34,68 22 17109061 17109893 IL17RA Compartido Exén
Luminal A 34,32 1 27548470 27549363 AHDC1 Especifico Exdn
34,10 4 1250488 1250914 CTBP1 Especifico ARNnc
32,88 105112546 | 105112800 KMT2E Especifico Exén
32,76 19 48452711 48453395 GRWD1 Compartido 3'UTR
540,58 2 216674394 | 216674923 IGFBP5 Especifico 3'UTR
434,11 12 76030415 76030963 PHLDA1 Especifico Exén
346,05 3 49531258 49533435 DAG1 Especifico Exén
269,30 8 143863429 | 143863856 EPPK1 Especifico Exén
249,18 8 41933010 41933527 KAT6A Especifico Exén
243,13 8 95154385 95155002 PLEKHF2 Especifico Ex6én
242,20 22 24542246 24543107 GUCD1 Especifico ARNnc
220,06 17 79833890 79834672 CBX4 Compartido Exén
201,32 10 79312641 79313385 ZMIZ1 Especifico 3'UTR
Luminal B 201,02 22 41176861 41178082 EP300 Especifico Exén
HER2- 199,50 3 9475440 9476160 SETD5 Especifico Ex6n
196,98 1 155016218 | 155016906 | ZBTB7B Especifico Exén
183,32 8 41932340 41933004 KAT6A Especifico Ex6n
176,68 8 125436028 | 125436980 TR1B1 Especifico 3'UTR
161,70 X 153954332 | 153955029 HCFC1 Especifico Exén
161,58 2 96253164 96253879 | TMEM127 Especifico 3'UTR
159,10 11 118627336 | 118628318 | PHLDBI Especifico Ex6n
146,15 19 49908629 49909832 NUP62 Especifico Ex6n
134,61 8 63186407 63187315 YTHDF3 Especifico Exén
129,65 20 50891191 50891482 ADNP Especifico 3'UTR
109,26 8 143868891 | 143872380 EPPK1 Compartido Ex6n
63,83 6 108663594 | 108664963 FOX03 Compartido Exén
62,86 3 153162799 | 153163364 RAP2B Compartido Exén
40,03 8 60865358 60865936 CHD7 Compartido Exé6n
Luminal B 39,03 3 65356526 65356960 MAGI1 Especifico Exé6n
37,78 7 127581848 | 127582863 GCC1 Compartido Exén
HERZ 36,64 22 30020051 30020691 MTMR3 Especifico Exén
35,97 5 40691935 40692433 PTGER4 Especifico Exon
35,63 8 38210294 38210832 BAG4 Especifico 3'UTR
35,36 5 177135618 | 177135933 NSD1 Especifico Exén
34,76 19 52798279 52798816 ZNF28 Especifico ARNnc

Continuacion de la Tabla 4.4.1.
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ms(:lll:ezill;l(;r :;;lz CHR Inicio Fin Gen f;ﬁ,e;;f::i?j(/, Distribucion
34,73 12 106067174 | 106067938 NUAK1 Especifico Exé6n
34,68 22 17109061 17109893 IL17RA Compartido Exé6n
34,64 1 248812036 | 248812384 | SH3BP5L Compartido Exo6n
Luminal B 32,48 14 91602782 91603255 | CATSPERB Especifico Intrén
32,21 19 11949439 11949944 ZNF700 Compartido Exé6n
HERZ 31,69 11 117998461 | 117999295 IL10RA Especifico ARNDC
31,20 3 15073993 15074186 RBSN Especifico Exé6n
31,18 15 93024617 93025148 CHD2 Especifico 3'UTR
30,10 1 15939287 15939975 SPEN Compartido 3'UTR
58,04 11 112082622 | 112083251 | NKAPDI1 Especifico Exo6n
56,27 6 116436171 | 116437159 DSE Compartido Exo6n
41,67 14 55043258 55043661 S50CS4 Especifico Exén
40,30 4 48499155 48499669 FRYL Especifico 3'UTR
34,36 1 37537558 37538014 SNIP1 Compartido Exo6n
30,84 1 181089147 | 181089681 IER5 Especifico Exén
28,47 14 80202530 80203243 DIO2 Compartido Exo6n
25,85 18 80135755 80137473 ADNP2 Compartido Exo6n
21,57 9 132895959 | 132896709 TSC1 Compartido Exén
21,27 19 21809402 21809803 ZNF43 Compartido Exo6n
HERZ+ 19,97 3 122740303 | 122740731 | HSPBAP1 Especifico Ex6n
19,59 11 58967355 58967803 GLYATL1 Especifico Intrén
19,15 9 107010869 | 107011203 ZNF462 Especifico 3'UTR
18,30 15 57708744 57708965 POLR2M Especifico Ex6n
18,16 18 80137736 80138957 ADNP2 Compartido Exén
18,01 5 649218 649731 CEP72 Especifico Intrén
17,95 5 37102917 | 37103517 - Especifico _ Regién

intergénica

16,67 10 112816822 | 112817301 VTI1A Especifico 3'UTR
15,98 2 121650796 | 121651179 | NIFK-AS1 Especifico Intrén
15,53 20 10623331 10623537 SLX41P Especifico 3'UTR
109,26 8 143868891 | 143872380 EPPK1 Compartido Exdn
107,66 8 143865034 | 143865809 EPPK1 Compartido Exdn
. 46,34 17 81244977 81246621 | SLC38A10 Compartido Exo6n
Trlp?e 45,04 11 128969017 | 128969831 | ARHGAP32 Compartido Exo6n
negativo 44,33 19 42273211 42274560 cic Compartido Exon
43,93 17 42990842 42991541 RUNDC1 Compartido Ex6n
42,48 19 48480528 48480947 CYTHZ2 Especifico 3'UTR

Continuacion de la Tabla 4.4.1.
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mst:ll[e):tcil?l(;r :;;lz CHR Inicio Fin Gen E;:)nepc:liitci(()i é Distribucion

39,00 16 84178416 84179511 TAF1C Compartido Exon

37,34 11 66857630 66858513 LRFN4 Compartido Exén

37,33 5 61543620 61544312 ZSWIM6 Compartido Exén

34,64 1 248812036 | 248812384 | SH3BP5L Compartido Exon

34,36 1 37537558 37538014 SNIP1 Compartido Exén

Triple 34,28 17 44397562 44398794 GPATCHS8 Compartido Exén
negativo 33,73 19 40441322 40442027 SERTAD3 Compartido Ex6n
30,92 6 7246373 7246612 RREB1 Especifico Exon

30,91 19 1576656 1578110 MBD3 Compartido 3'UTR

30,62 20 52152254 52153417 ZFP64 Compartido Exén

30,04 16 627364 629241 RAB40C Compartido 3'UTR

30,03 19 40800991 40801129 EGLNZ2 Especifico Exon

Continuacion de la Tabla 4.4.1.

4.4.2. Andlisis de ontologia génica (GO) y de las rutas metabdlicas de KEGG

Para investigar el significado biologico de la metilacibn m®A en los distintos subtipos
moleculares de cancer de mama, realizamos un analisis de GO y de las rutas metabolicas de
KEGG mediante la base de datos David Bioinformatics Resources, para las proteinas que
codifican los genes presentes en el top 20 de cada subtipo. El andlisis de GO clasifica los genes
en tres grupos funcionales: proceso biolégico (BP), componente celular (CC) y funcién
molecular (MF). Las Figuras 4.4.2-4.4.6 muestran los 10 primeros resultados para BP, CC y MF

que presentaban significancia estadistica para cada subtipo molecular.

En el subtipo luminal A, los tres principales términos de GO enriquecidos fueron modificaciéon
de la peptidillisina, regulacién del proceso metabdlico primario y regulacién del proceso
metabolico de las macromoléculas para la categoria BP; mota nuclear, complejo de transferasa
y cuerpo nuclear para la categoria CC; y actividad del cofactor de transcripcién, unién del factor
de transcripcién y union a proteinas para la categoria MF (Figura 4.4.2). En el subtipo luminal
B HER2-, encontramos que los tres principales enriquecimientos fueron modificaciéon de la
peptidillisina, regulacion negativa de la expresion génica y regulacion negativa del proceso
metabolico de macromoléculas para la categoria BP; parte nuclear, complejo de histona
acetiltransferasa y parte de nucleoplasma para la categoria CC; y unién del complejo
macromolecular, unién a la cromatina y actividad histona-acetiltransferasa para la categoria

MF (Figura 4.4.3). En el subtipo luminal B HER2+, los enriquecimientos para la categoria BP
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fueron: respuesta a estimulos, regulacién del proceso celular y regulacion de la respuesta al
estrés; para la categoria CC: unién estrecha bicelular, unién oclusiva y complejo de unién apical;
y para la categoria MF: unién al ndcleo del promotor, unién a proteinas y unién a compuestos
heterociclicos (Figura 4.4.4). Para el subtipo HER2+ los tres principales enriquecimientos para
la categoria BF fueron proceso biosintético de macromoléculas, celular y de sustancias
organicas; y para la categoria CC: corteza celular, region citoplasmatica y sitio del crecimiento
polarizado (Figura 4.4.5). Finalmente, en el subtipo triple negativo encontramos transduccion

de sefales intracelulares y de sefiales mediadas por pequefias GTPasas y regulacion de

procesos celulares para la categoria BF; y lumen nuclear para la categoria CC (Figura 4.4.6).
Tanto para el subtipo HER2+ como para el subtipo triple negativo no se encontraron

enriquecimientos para la categoria MF.

En cuanto al andlisis de las rutas metabdlicas de KEGG, unicamente encontramos que las
proteinas que codificadas por los genes del subtipo HER2+ se encontraban asociadas a la via de

sefalizacion de la insulina.

Modificacion de la peptidillisina

Regulacion del proceso metabélico primario

Regulacién del proceso metabélico de las macromoléculas
Regulacidon del proceso biosintético de macromoléculas
Regulacidon del proceso metabdlico
Modificacion covalente de cromatina
Expresion génica

Regulacién de la expresion génica
Regulacion del proceso biosintético
Proliferacion celular

Mota nuclear

Complejo de transferasa

Cuerpo nuclear

Lumen del organulo intracelular
Lumen de la organela

Lumen encerrado por membrana
Complejo catalitico

Lumen nuclear

Nicleo

Parte nuclear

Actividad del cofactor de transcripcion
Actividad de factor de transcripcion, union a proteinas
Unio6n de factores de transcripcion

Unidn a proteinas

Union a acidos nucléicos

Unién a enzimas

Luminal A

k=4
v
[l

1,00 1,50 2,00 2,50
. BP . cc . MF Valor de significancia (-log10[valor de p])

Figura 4.4.2. Lista de los 10 primeros enriquecimientos para las categorias BF, CC y MF obtenidas tras el andlisis
de GO para el subtipo molecular luminal A.

106



RESULTADOS

Modificacion de la peptidillisina

Regulacion negativa de la expresion génica

Regulacién negativa del proceso metabdlico de las macromoléculas
Envejecimiento

Organizacién de componentes celulares

Proceso biosintético de macromoléculas celulares

Modificacion pepetidil-aminoécidos

Organizacion o biogénesis de componentes celulares

Proceso biosintético de macromoléculas celulares

Regulacién negativa del proceso metabdlico

Parte nuclear

Complejo histona acetiltransferasa
Parte del nucleoplasma

Complejo de proteina acetiltransferasa
Complejo acetiltransferasa

Lumen nuclear

Lumen del organulo intracelular
Lumen de la organela

Lumen encerrado por membrana
Complejo de transferasa

Unién del complejo macromolecular
Union a la cromatina

Acividad histona-acetiltransferasa
Actividad péptido-lisina-N-acetiltransferasa
Actividad péptido-N-acetiltransferasa
Actividad N-acetiltransferasa

Actividad acetiltransferasa

Actividad N-aciltransferasa

Actividad del cofactor de transcripcion
Union a proteina

Luminal B HER2-

Wer Wcc WV

=
t

0 1,00 1,50

~
=3
=3
~
w0
=3
w
(=3
t=3
w
wn
=1

Valor de esignificancia (-log10[valor de p])

Figura 4.4.3. Lista de los 10 primeros enriquecimientos para las categorias BF, CC y MF obtenidas tras el analisis

de GO para el subtipo molecular luminal B HER2-.

Respuesta a estimulos

Regulacion de procesos celulares
Regulacién de la resupuesta al estrés
Respuesta al estrés

Respuesta a la cetona

Regulacidn de procesos bioldgicos

Via de seiializacion mediada por citoquinas
Regulacion negativa de la migracion celular
Regulacién negativa de la motilidad celular
Regulacion negativa de la locomocion
Unién estrecha bicelular

Union oclusiva

Complejo de union apical

Lumen nuclear

Parte del nucleo

Lumen del organulo intracelular
Lumen del orgénulo

Periferia celular

Lumen encerrado por membrana
Nicleo

Unién al niclee del promotor
Unidn a proteinas

Unién a compuestos heterociclicos
Unién a compuestos organicos ciclicos
Uni6n al fosfato de los nucleodsidos
Unién a nucleétidos

Union al ADN

Unidn a nucledtidos de purina

Unién a pequeiias moléculas

Unién a acidos nucleicos

Luminal B HER2+

Ber Mcc EMF

1,00 2,00 3,00

Valor de significancia (-log10[valor de p])

Figura 4.4.4. Lista delos 10 primeros enriquecimientos para las categorias BF, CCy MF obtenidas tras el analisis

de GO para el subtipo molecular luminal B HER2+.
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Proceso biosintético de macromoléculas

Proceso biosintético celular

Proceso de biosintesis de sustancias organicas

Proceso biosintético de compuestro celulares nitrogenados
Regulacién de la traduccion

Proceso biosintético

Proceso de biosintesis de macromoléculas celulares
Regulacién del proceso metabélico celular de las amidas
Regulacion del proceso de biosintesis de macromoléculas celulares
Regulacidn del proceso biosintético de macromoléculas
Corteza celular

Regidn citoplasmatica

Sitio del crecimiento polarizado

0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
HER2+ ‘ Ber Pcc Valor de significancia (-log10[valor de p])

Figura 4.4.5. Lista delos 10 primeros enriquecimientos para las categorias BF, CC y MF obtenidas tras el anlisis
de GO para el subtipo molecular HER2+.

Transduccion de sefales intracelulares

Transduccién de sefiales mediada por pequefias GTPasas
Regulacion de procesos celulares

Regulacién de la expresion génica, epigenética

Regulacién de procesos biologicos

Regulacidn de la transcripcion, mediada por el ADN
Regulacién de la transcripcién, mediada por el acido nucleico
Regulacion del proceso biosintético del ARN

Regulacidn biol6gica

Regulacion del proceso metabélico del ARN

Lumen nuclear
0,50 1,00 1,50 2,00
Triple negativo . BP . cc Valor de significancia (-log10[valor de p])

Figura 4.4.6. Lista de los 10 primeros enriquecimientos para las categorias BF, CCy MF obtenidas tras el analisis
de GO para el subtipo molecular triple negativo.

4.4.3. Andlisis in silico de expresién génica

Para determinar si los picos m®A encontrados en cada subtipo molecular podrian tener un
efecto en la expresion, llevamos a cabo un analisis de expresidn génica in silico para los cinco
primeros genes del top 20 de cada subtipo (Tabla 4.4.1) utilizando los datos de la base de datos
UCSC. Para ello se compararon los datos de expresion génica de cada subtipo frente a los datos
de expresion del tejido normal. Para los subtipos luminal B HER2- y luminal B HER2+, la base

de datos UCSC presenta datos de expresion génica para el subtipo luminal B sin discriminar
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entre HER2- o HER2+. Por tal motivo, esto debe de tenerse en cuenta a la hora de interpretar

los resultados obtenidos para los subtipos luminal B HER2- y luminal B HER2+.

En la Figura 4.4.7 se pueden observar los resultados obtenidos. En el subtipo luminal A, el gen
EPPK1 presentaba dos picos mfA peak score elevado, por lo que, dicho gen se encontraba
repetido en los primeros cinco genes del top 20. En este subtipo, se pueden observar diferencias
significativas en la expresion de los cuatro genes analizados: CBX4, EPPK1, COMMDS5 y BTBDG6.
Para los genes correspondientes al subtipo luminal B HER2-, se encontraron diferencias
significativas en la expresion génica de IGFBP5, PHLDA1 y EPPK1. Para el gen KAT64, la base de
datos no presentaba informaciéon sobre la expresién génica. Por otra parte, se observaron
diferencias significativas para cuatro de los genes correspondientes al subtipo luminal B
HER2+, es decir, EPPK1, FOX03, CHD7 y MAGI1. En el caso del subtipo HER2+, de los cinco genes
analizados, se observaron diferencias significativas en la expresion de DSE, FRYL y SNIP1. Para

el gen NKAPD1, no se encontr6 informacion sobre la expresion génica. En el subtipo triple

negativo, al igual que en el subtipo luminal A, el gen EPPK1 presenté dos picos m°A, por lo que
este gen se encontraba repetido. En este caso, Unicamente el gen SLC38410 no presentd

diferencias significativas.

Las posibles funciones de las proteinas codificadas por los genes que presentaron diferencias
significativas, se buscaron en la base de datos del NCBI para evaluar la importancia que podrian

tener en el proceso tumoral. A continuacion, se detallan los resultados obtenidos:

e (BX4: codifica una proteina que participa en la regulaciéon negativa de la transcripcién
mediada por la ARN polimerasa II.

e FEPPKI: codifica una proteina que reorganiza la arquitectura del citoesqueleto.

e (COMMDA5: 1a proteina codificada por este gen se prevé que participe en la morfogénesis
del tubulo proximal.

e BTBD6: la proteina codificada por este gen se prevé que esté involucrada en la
neurogénesis.

e [GFBP5: el producto de este gen activa la actividad de unién del factor de crecimiento
similar a la insulina tipo I.

e PHLDA1:la proteina codificada por este gen puede desempeiar un papel importante en

los efectos antiapoptéticos del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I.
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Figura 4.4.7. Analisis de expresion génica in silico para los cinco primeros genes del top 20 de cada subtipo
molecular. La linea media de cada diagrama de caja representa la mediana. *P <0,05. **P <0,001.
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FOXO03: codifica una proteina que pertenece a una familia de factores de transcripciéon y
es posible que funcione como un desencadenante de la apoptosis.

CHD7: la proteina codificada por este gen probablemente sea un regulador de la
transcripcion.

MAGI1: el producto de este gen puede desempefiar un papel como proteina de
andamiaje en las uniones célula-célula.

DSE: el producto de este gen es un antigeno de rechazo tumoral.

FRYL: la proteina codificada por este gen se prevé que participe en la morfogénesis
celular y el desarrollo de la proyeccién neuronal.

SNIP1: la proteina codificada por este gen funciona como un coactivador transcripcional,
regula la estabilidad del ARNm de la ciclina D1 y puede desempefiar un papel en la
proliferacion celular.

CIC: la proteina codificada por este gen es un miembro de la superfamila de represores
transcripcionales del grupo de alta movilidad (HMG-box).

ARHGAP32: codifica a una proteina activadora de GTPasa asociada a neuronas que puede
regular la morfologia y la fuerza de la columna dendritica mediante la modulacién de la

actividad de Rho GTPasa.
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DISCUSION

5.1. ANALISIS DE LA METILACION m¢SA

Numerosos estudios han demostrado que la desregulacion de la modificacién epigenética méA
esti estrechamente relacionada con diversas enfermedades humanas, incluidos los tumores.
Las alteraciones de los niveles de m°A pueden tener una profunda influencia en procesos
celulares implicados en mantener la sefializacién proliferativa, evadir los efectos de los
supresores del crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la inmortalidad replicativa,
inducir la angiogénesis, activar la invasiéon y la metastasis, reprogramar el metabolismo
energético, la inestabilidad y mutacidn genémica, evadir la destrucciéon inmunitaria y promover
la inflamacién tumoral (58,202-206). Por lo tanto, la metilacién de m®A puede desempefiar un
papel importante en el cancer. Por este motivo, en el presente estudio exploramos el estado de
la metilacién m®A, asi como los niveles de expresion de los principales genes implicados en la
metilaciéon y desmetilacion en el cancer de mama en general y en los subtipos moleculares

luminal A, luminal B HER2-, luminal B HER2+, HER2+ y triple negativo.

Nuestros resultados mostraron que el porcentaje de metilacion mfA global es
significativamente menor en las muestras de tejido tumoral en comparacién con sus
correspondientes tejidos sanos. Ademas, el analisis de la expresion de los principales genes
modificadores de m°A analizados, es decir, METTL3, METTL14, WTAP, FTO y ALKBH5, mostré
que estos genes presentan una expresion reducida en muestras tumorales con respecto a sus
correspondientes tejidos sanos. Por tanto, cabe suponer que el bajo porcentaje de metilacion
moA global encontrado en las muestras tumorales podria deberse principalmente a la falta de
metilacion por parte del complejo de metiltransferasas. Este bajo porcentaje de metilacion m°A
global parece no poder ser compensado por la expresion también reducida de los genes que

codifican las desmetilasas.

Los resultados obtenidos en estudios previos sobre la expresion génica de las metiltransferasas
y desmetilasas informaron diferencias en la expresion (Tabla 1.3.1). Wu et al (2.019)
analizaron la expresion génica utilizando los datos de las bases de datos ONCOMINE y TCGA y
muestras de tejido mamario de 36 pacientes con cancer de mama y encontraron una reduccion
significativa de la expresion en METTL3, METTL14, WTAP y FTO mientras que la expresion de
ALKBHS5 se encontraba incrementada (125). En este caso, la expresion elevada de ALKBH5
explicaba el bajo porcentaje de metilacion m®A global encontrado en sus muestras tumorales.
Por otro lado, Niu et al. (2.019) informaron que el bajo porcentaje de metilacién m®A global en

sus muestras se debia al aumento de la expresion de FTO (127). Lv et al. (2.021) observaron
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que los niveles de expresion de METTL14, WTAP, FTO y ALKBH5 estaban disminuidos en las
muestras tumorales (129), mientras que Yang et al. (2.021) (128) y Qin et al. (2.021) (130)
encontraron de forma independiente que la expresién de METTL14, WTAPy FTO se encontraba
reducida, al igual que ocurre en nuestra muestra de pacientes. El estudio realizado por Yi et al.
(2.020) (126) mostro que la expresion de METTLI14 se encontraba incrementada en las
muestras tumorales de 20 pacientes con cancer de mama. Por el contrario, Gong et al. (2.020)
(131) observaron un bajo nivel de expresion de METTL14 y METTL3, mientras que en el caso
de Zheng et al. (2.021) (132), la expresion reducida se encontraba en METTL14 y WTAP. En
resumen, consideramos que las posibles razones de estas discrepancias en la expresion génica
de las metiltransferasas y desmetilasas se deben a diferencias en el nimero y tipo de muestras
analizadas en los estudios, al método utilizado para determinar la expresién génica y al hecho

de que las muestras fueron analizadas sin tener en cuenta su subtipo molecular (132).

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, que se clasifica en distintos subtipos
moleculares (luminal A, luminal B HER2-, luminal B HER2+, HER2+ y triple negativo) segtn el
perfil de expresidn génica (21,207). Por tanto, analizamos nuestros resultados de metilacion
meA global teniendo en cuenta los diferentes subtipos moleculares. Encontramos que todos los
subtipos coinciden en una menor metilacion mfA, aunque solo presentd diferencias
significativas entre las muestras tumorales y sus correspondientes tejidos sanos en el subtipo
luminal A. Cuando analizamos la expresion de los genes que modifican la metilacién m®A en los
cinco subtipos, estos variaron entre si (Figura 4.2.6-4.2.7, Tabla 4.2.4). Sin embargo, en todos
los casos significativos, la expresion se encontraba reducida en las muestras tumorales en
comparacion con la expresion de los tejidos sanos. La expresion de FTO fue significativamente
mas baja en las muestras tumorales que en las muestras de tejido sano en todos los subtipos,
por lo que, se podria esperar que los niveles de m®A aumentaran. Sin embargo, nuestros
resultados mostraron una reduccién general de la metilacién m®A en las muestras tumorales
en comparacién con el tejido sano. Una posible explicacién podria ser el efecto limitado de FTO
sobre la desmetilacién del ARN. Mauer y Jaffrey (2.018) han argumentado que FTO no tiene
actividad especifica de sustrato para m°A porque su tasa de desmetilacion hacia m®A es lenta
(a diferencia de la tasa de desmetilacién de m®Am) y su papel como desmetilasa m®A ha sido
cuestionada (54). De hecho, en algunos estudios, no se detectaron aumentos en los niveles de
metilacion de m®A en el ARNm cuando se usaba un tejido knockdown o knockout de FTO

(53,208). Estas consideraciones explicarian por qué las muestras con expresion génica de las
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metiltransferasas reducidas tendrian niveles mas bajos de m°A incluso si la expresién de FTO

también se encuentra reducida.

La metilacién de m®A en el ARNm se produce como resultado del complejo de metiltransferasa
compuesto por las proteinas METTL3, METTL14 y WTAP (53). Aunque METTL3 es la tnica
proteina del complejo con actividad metiltransferasa (45), las otras dos son necesarias para la
reaccion de metilacion. En particular, WTAP funciona como una proteina adaptadora sin
actividad catalitica y promueve la localizacion del heterodimero METTL3-METTL14 en motas
nucleares (49). En ausencia de WTAP, la metilaciéon del ARNm disminuye drasticamente porque
esta proteina influye en la uniéon de la parte catalitica del complejo de metiltransferasa
(METTL3) al ARN (49,208). Este efecto podria explicar la reducciéon en la metilacién en
muestras con baja expresiéon de ALKBH5 y FTO (como ocurre en los subtipos luminal Ay HER2+,
en las que la expresiéon de WTAP es baja), incluso si existen estudios que muestran que la

actividad reducida de ALKBH5 podria conducir a niveles mas altos de m®A (208).

Las muestras tumorales analizadas en el presente estudio presentaron niveles
significativamente mas bajos de m®A en comparacion con sus correspondientes tejidos sanos.
Esta disminucion en la metilacién de m®A se observa en presencia de una expresion disminuida
de los genes que codifican tanto las metiltransferasas (METTL3, METTL14 y WTAP) como las
desmetilasas (FTO y ALKBHS5). Esta misma observacion se repite al analizar cada uno de los
subtipos moleculares. En este sentido, los niveles de expresion de estos genes muestran
variaciones entre los distintos subtipos moleculares, como también se observa en el analisis de
correlacion realizado para evaluar las interacciones entre ellos. Las correlaciones mas
frecuentes ocurren entre metiltransferasas y desmetilasas, excepto en el subtipo HER2+. De
hecho, encontramos diferentes correlaciones estadisticamente significativas especificas para

cada subtipo molecular (Figura 4.2.10).

En resumen, los resultados actuales indican que, por un lado, a pesar de estar correlacionados,
la reduccion en la expresion de los genes que desmetilan no anula la reduccién en la expresion
de las metiltransferasas. Como resultado, encontramos una desmetilacion neta de méA. Por otro
lado, cada subtipo molecular presenta un perfil de expresiéon génica de metiltransferasa y
desmetilasas caracteristico, asi como un perfil de correlaciones, lo que podria ser util para la
clasificacion molecular de tumores. Estos resultados destacan la necesidad de analizar cada

subtipo en profundidad para entender mejor la modulacion de la metilacibn m°A y su
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implicacion en el desarrollo de tumorigénesis en los diferentes subtipos moleculares de cancer

de mama.

5.2. IDENTIFICACION IN SILICO Y ANALISIS DE EXPRESION IN VITRO DE
mSA-SNPs RELACIONADOS CON EL CANCER DE MAMA

Recientemente, los investigadores estan comenzando a considerar los m®A-SNPs como una
clase importante de variantes genéticas funcionales que pueden proporcionar nuevos
conocimientos sobre la aparicion, el desarrollo y la progresion de las enfermedades. En este
sentido, los méA-SNPs pueden estar involucrados en las enfermedades a través de multiples
efectos, por ejemplo, pueden afectar los niveles de metilacién m®A, afectar la unién de factores
de transcripcién y proteinas, modificar la estructura secundaria del ARNm, y afectar la
producciéon de ARNm maduro con funcién biolégica correcta cuando se encuentran en los sitios
de empalme (147,155). Por este motivo, se han realizado varios estudios con el fin de identificar
los mfA-SNPs y evaluar el papel que desempefian en diferentes enfermedades

(147,148,159,160,150-152,154-158).

En este estudio, encontramos 981 m®A-SNPs después de comparar la lista de SNPs relacionados
con el cancer de mama con la lista de m®A-SNPs. De estos, solo cuatro méA-SNPs presentaron
un efecto cis-eQTL: rs1801270 en CDKN1A, rs76563149 en ZNF354A, rs9379084 en REEB1 y
rs11614913 en MIR196A2, y todos ellos, excepto rs9379084, mostraron una expresion génica
alterada en el tejido mamario al utilizar los datos de las bases de datos GEO, ENCORI y de Wei
et al. (2.015) (196). Estos m®A-SNPs son diferentes a los encontrados por Xuan et al. (2.021)
(160), por lo que nuestro estudio permite ampliar la lista de m®A-SNPs que podrian estar

involucrados en el cancer de mama.

Para comprender el papel potencial de los m®A-SNPs que presentaron un efecto cis-eQTL y sus
correspondientes genes en el cancer de mama, investigamos cambios en la expresion de estos
genes de manera in silico. El m®A-SNP rs9379084 se encuentra presente en el gen RREBI1. Este
gen no mostré diferencias en la expresion génica tras analizar los datos de la base de datos GEO.
La proteina codificada por este gen acttia en diferentes procesos biol6gicos como la reparacion
del ADN danado, el crecimiento y proliferacién celular, la diferenciacién celular, el desarrollo
de grasas, equilibrio de glucosa en ayunas, transporte de zinc y la regulacion transcripcional

(209), por lo que podria desempenar un papel en el cancer. De hecho, RREB1 se ha visto
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involucrado en el desarrollo de varios canceres y otras enfermedades (209), lo que indicaria
que también podria estar relacionado con el desarrollo del cancer de mama, aunque los efectos
de la metilacién de este SNP estarian implicados en procesos posteriores a la transcripcion del

gen.

El m®A-SNP rs11614913 se encuentra en el gen MIR196A2. Este gen codifica dos miARN
maduros diferentes, miR-196a-5P y miR-196a-3P, del mismo tallo-bucle y es en el miR-196a-
3P donde se encuentra el rs11614913. Este miARN maduro regula la expresion de multiples
genes diana, principalmente al emparejarse con la regién 3'-UTR del ARNm, y afecta la
estabilidad, inhibicién de la traduccién y/o la degradacién del ARNm. De hecho, en diferentes
condiciones, este miARN puede funcionar como un oncomiR (210). Este m°A-SNP ha sido
genotipado en las pacientes con cancer de mama y no se observaron diferencias significativas
al compararlo con la poblacién IBS (Tabla 4.3.3). Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por otros autores en poblaciones europeas (197,211,212). Sin embargo, el analisis de las
poblaciones asidticas muestra asociaciones significativas donde la variante C aumenta el riesgo
de cancer de mama (197-201,210). Por tanto, creemos que es importante evaluar el papel de
este m®A-SNP en diferentes grupos étnicos. Por otro lado, como se muestra en la Figura 4.3.2,
la presencia de la variante C o U no altera la estructura secundaria de este miARN, y dado que
este m°A-SNP esta cerca de cuatro posiciones m°A, el trabajo futuro deberia abordar cémo este

mOA-SNP puede afectar la modificaciéon m®A y su influencia en el cAncer de mama.

El mfA-SNP rs1801270 esta presente en el gen CDKN1A. La expresion de CDKNI1A esta
controlada por la proteina supresora de tumores p53 y, por tanto, se relaciona con la detenciéon
del ciclo celular cuando el ADN se encuentra dafiado. La proteina codificada por este gen esta
involucrada en multiples funciones. Por un lado, la proteina CDKN1A se une e inhibe la actividad
de las quinasas dependientes de ciclina, funcionando como un regulador de la progresion del
ciclo celular en G1 cuando el ADN esta dafiado (213,214). Por otro lado, esta proteina interactda
con el antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) y desempeia un papel regulador en
la replicacion del ADN en fase S y la reparacion del ADN dafiado. También juega un papel en la
apoptosis (215). Dada la participacion de CDKN1A en estos procesos celulares, varias
investigaciones han estudiado su papel en el desarrollo, progresion y terapia del cancer
(216,217). En este sentido, en comparacidon con sus correspondientes tejidos adyacentes no
cancerosos, las muestras de cAncer de mama muestran un aumento de la expresion de CDKN1A

(196). Por otro lado, varios estudios han asociado el rs1801270 con diferentes tipos de cancer
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y han informado que la presencia del alelo A es un factor de riesgo (218-223). Sin embargo, los
estudios realizados en cancer de mama en poblaciones europeas (224,225) no confirmaron su
asociacién con la variante A, cuya frecuencia en esta poblacion es la mas baja (Tabla 4.3.2). Esto
se corresponde con los resultados experimentales obtenidos en el presente estudio. En
nuestras pacientes, la presencia del alelo A no ha mostrado diferencias significativas con la
poblacion IBS. Por lo tanto, este m°A-SNP debe evaluarse en otras poblaciones donde su
frecuencia es mayor, por ejemplo, en las poblaciones EAS, AFR o AMR, con el fin de determinar
su participacién en el cancer de mama. A pesar de no encontrar diferencias, planteamos la
hipotesis de que, dado que el méA-SNP rs1801270 es una variante sin sentido que se encuentra
en la regidn codificante, este m®A-SNP no solo podria tener un cambio de aminoéacido, sino que
podria afectar el procesamiento del ARN al alterar la estabilidad, la exportacién nuclear,
elongacién de la transcripcion o empalme del ARNm (72,144,147,148). Ademas, este m°A-SNP
podria regular la traduccién reduciendo la cinética del emparejamiento codén-anticodén (72)

o resolviendo las estructuras secundarias del ARNm (63,72).

El m®A-SNP rs76563149, ubicado en el gen ZNF354A, pertenece a las proteinas de dominio de
dedos de zinc asociadas a la caja Kriippel (KRAB-ZNF), una de las familias mas abundantes de
represores epigenéticos (226). Las KRAB-ZFP silencian la transcripcion desencadenando la
formacién de heterocromatina y metilando las secuencias de ADN adyacentes a sus motivos de
union (226). Hasta la fecha, el papel de rs76563149 no ha sido explorado. Este m®A-SNP forma
parte de un motivo DRACH y, en consecuencia, su presencia podria influir en la metilacién de
moA. Genotipamos este m®A-SNP en las muestras de pacientes con cancer de mama y nuestros
resultados han mostrado una mayor frecuencia del alelo A en las pacientes que en las mujeres
de la poblacidn IBS (Tabla 4.3.3). Por tal motivo, llevamos a cabo un analisis de expresion génica
y encontramos bajos niveles de expresion en los tejidos mamarios tumorales en comparacion
con sus correspondientes tejidos mamarios sanos. Cuando realizamos el andlisis de expresion
génica teniendo en cuenta los subtipos moleculares, el subtipo luminal B HER2+ fue el nico
que presenté diferencias significativas. Estos resultados sugieren que el alelo A de este SNP
podria alterar la capacidad de metilacion m®A y afectar la expresiéon de ZNF354A. En este
sentido, podria afectar el empalme, la exportacién nuclear y la estabilidad del ARNm, asi como
la unidén de las proteinas lectoras (59). De hecho, se ha observado que este méA-SNP podria
alterar el sitio de union de los factores de transcripcion y afectar a la unién de 11 proteinas

(Tabla 4.3.1). Ademas, dado que este m°A-SNP se encuentra en la region 5'-UTR, puede
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desempefiar un papel importante en la promocion de su traducciéon mediante un mecanismo

de traduccion independiente de la caperuza (36).

Aunque en este estudio nos hemos centrado en los m°A-SNPs que pueden influir en la expresion
génica y son estadisticamente significativos, no hay que descartar el resto de m®A-SNPs que no
presentaron estas caracteristicas. La metilacion mfA podria tener efectos mas sutiles que
implican una fina modulacidn de la expresion génica, por ejemplo, en el proceso de traducciéon
y, en este caso, la influencia de la metilaciéon no podria observarse mediante el andlisis de eQTL.
Por esta razon, se deben realizar estudios experimentales para confirmar si los 978 m®A-SNPs

restantes podrian estar involucrados en el cancer de mama.

En resumen, se identificaron tres méA-SNPs tras el analisis in silico que podrian estar asociados
con el cancer de mama. Estos m®A-SNP, rs11614913, rs1801270 y rs76563149 se encuentran
en los genes MIR196A2, CDKN1A y ZNF3544, respectivamente. Después del analisis in vitro, solo
el m®A-SNP rs76563149 mostro diferencias significativas. Las futuras investigaciones en estos
mOéA-SNP deberian ampliar el estudio en diferentes grupos étnicos y aumentar el tamafio

muestral para probar su asociacion con el cancer de mama y dilucidar su funcién molecular.

5.3. DETERMINACION DE POSICIONES m¢A METILADAS

Numerosas investigaciones realizadas durante los ultimos afios han demostrado que los
distintos subtipos moleculares del cancer de mama presentan diferentes patrones de
metilacion en el ADN (113,114,116,117). Sin embargo, hasta la fecha, el papel de la modificacion
meéA en el ARN de los diferentes subtipos moleculares de cancer de mama adn no ha sido

explorado.

En el presente estudio, hemos determinado el perfil de metilacién m®A presente en todo el
transcriptoma de muestras tumorales pertenecientes a los cinco subtipos moleculares de
cancer de mama mediante el uso de la técnica MeRIP-seq. El uso de ARN procedente de
muestras de tejido tumoral supone un gran avance, ya que, estudios previos en el cancer de
mama mediante MeRIP-seq se habian realizado en cultivos celulares. Ademas, hemos realizado
un analisis de GO y de las rutas metabdlicas de KEGG para revelar las funciones potenciales de
los primeros 20 genes que presentaban el peak score mas elevado en cada subtipo molecular y

hemos evaluado la expresion génica in silico de los primeros cinco genes. Hasta donde sabemos,
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este es el primer estudio que describe el perfil de metilacion m®A presente en los distintos

subtipos moleculares.

La metodologia MeRIP-seq fue la primera técnica desarrollada que permitié identificar las
posiciones mfA (33,34). Posteriormente, otras técnicas fueron desarrolldndose con el fin de
solucionar las limitaciones que presentaba MeRIP-seq en cuando a la resolucién y a la
identificacién de las posiciones m®A metiladas cuando hay dos o mas motivos DRACH en el
mismo fragmento inmunoprecipitado. En este sentido, cuando iniciamos este estudio (afio
2.017), nuestro objetivo era identificar las posiciones m®A presente en los subtipos moleculares
utilizando la metodologia miCLIP dado que presentaba una resoluciéon de un nucleétido. Sin
embargo, tuvimos varios inconvenientes a la hora de la puesta a punto y optimizacién. Por un
lado, nos encontramos con una falta de descripcion detallada de los protocolos. Por el otro, la
metodologia miCLIP requiere equipamientos especificos no disponibles en la mayoria de los
laboratorios. En este caso, para evitar trabajar con 32P adoptamos la modificacién propuesta
por Zarnegar et al. (2.016) (110) sustituyendo el 32P por un adaptador conjugado con un
colorante infrarrojo. Sin embargo, el campus universitario de Alava carece del equipamiento
para detectar el marcador infrarrojo. Por lo que, esto nos limitaba a la hora de llevar a cabo la
puesta a punto y nos imposibilitaba continuar de inmediato con la siguiente etapa del protocolo.
Ademas, cabe mencionar que la metodologia miCLIP se caracteriza por estar compuesta por
diversas técnicas tradicionales y habitualmente utilizadas en biologia molecular, por lo que
previamente requeria una fase de puesta a punto individual de dichas técnicas. Por tal motivo,
consideramos que las ventajas de la técnica meRIP-seq, cuyo protocolo es mas sencillo y mas
corto y que utiliza materiales y equipamiento asequibles en la mayoria de los laboratorios, son

superiores a sus limitaciones.

Los resultados obtenidos mediante la técnica MeRIP-seq revelaron un total de 1.703 picos m®A
metilados. Estos variaban en funcién del subtipo, siendo el subtipo luminal B HER2- el que
present6 mas picos con 873 y el subtipo HER2+ el que menos con 55. Por otra parte, entre un
61,20-85,10% de los picos mfA identificados fueron especificos de cada subtipo molecular.
También encontramos que, en todos los subtipos, la gran mayoria de los genes presentaban un
Unico pico m°A, lo cual estd en concordancia con los resultados de metilacién m°A obtenidos

mediante la técnica MeRIP-seq en otros tipos de cancer (161-164).

Los picos mfA encontrados en los distintos subtipos tumorales se distribuyen principalmente

en los exones y en la regién 3’-UTR, por lo que podrian afectar a la expresién génica de
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diferentes maneras. En el caso de los exones, la metilacién m®A podria tener un efecto en el
empalme alternativo (34) y podria afectar la traducciéon al reducir la cinética del
emparejamiento codén-anticoddn y resolviendo estructuras secundarias del ARNm mediante
la unién de la proteina de unién al méA YTHDC2 que contiene actividad ARN helicasa (63,72).
En la region 3’-UTR, la metilacién méA podria afectar la poliadenilacién alternativa e inhibir la
transcripciéon mediada por miARN (33,38). Por otra parte, en el caso de subtipo HER2+, también
se encontr6 un enriquecimiento de picos m®A en los intrones, los cuales se ha observado que
podrian afectar el empalme alternativo en tres maneras distintas (227). Por un lado, la
modificacion m®A en intrones podria afectar la interacciéon entre el ARN pequeiio nuclear
(ARNpn) y el pre-ARNm. Por el otro, la modificaciéon m®A en los intrones podria regular
directamente la union de proteinas de unidén al ARN, y, por ultimo, la modificacién m°A podria

afectar indirectamente los sitios de empalme al alterar la estructura secundaria del ARN.

También se observo que, en todos los subtipos moleculares, la mayoria de los picos mfA se
encontraban en los cromosomas 1y 19. En este sentido, la base de datos Cancer Genetics Web
(http://www.cancer-genetics.org/) muestra que el cromosoma 1 posee el mayor nimero de
genes relacionados con el cancer de mama, con un total de 114 genes. Por lo que el m®A podria
estar presente en los transcriptos de dichos genes y, en consecuencia, el cromosoma 1 presenta
un elevado N2 de picos mfA. En el caso del cromosoma 19, se encuentra en el puesto N2 8 con
67 genes relacionados al cancer de mama. Por otra parte, en el subtipo HER2+ no se ha
observado picos m®A en los cromosomas 8,13 y X por lo que, futuros estudios debieran de
evaluar como la falta de metilaci6n m°A en estos cromosomas podria afectar a este subtipo

molecular.

El andlisis de GO y de las rutas metabodlicas de KEGG se llevaron a cabo para identificar las
funciones biolégicas enriquecidas de los 20 primeros genes que presentaron el peak score mas
elevado de cada subtipo molecular. Nuestros resultados revelaron que los genes estaban
relacionados con una variedad de procesos biolégicos, componentes celulares y funciones
moleculares distintas para cada subtipo. El andlisis de rutas metabdlicas mostré que
unicamente los genes presentes en el subtipo HER2+ se encontraban asociados con la via de
sefializacion de la insulina. En este sentido, se ha observado que la insulina influye en el cancer
de mama de multiples maneras. Por una parte, la insulina se une al receptor de insulina (RI) y
activa la sefalizaciéon PI3K/AKT/mTOR, promoviendo la proliferacion, resistencia a la

apoptosis y la invasion de las células tumorales (228). Por otra parte, los canceres de mama
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agresivos (como es el caso del subtipo HRE2+) se caracterizan por un alto consumo de glucosa
y porque generan una mayor proporcion de su energia a través de la glucoélisis aerdbica (efecto
Warburg). Esto se produce por la desregulacion de la sefializacion PI3K/AKT/mTOR, la cual es
activada por la insulina (228). También, se ha observado que la expresion de los Rl se encuentra
aumentada en los tejidos de cancer de mama. A estos receptores, ademas de unirse a la insulina,
se puede unir al factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF1), que estimula las vias de
sefalizacion mitogénica (229). Por lo que, en un futuro, seria de gran interés estudiar todos los
genes que presentaron picos m°A en este subtipo molecular y que se encontraron asociados a

la via de sefializacion de la insulina con el fin de identificar posibles dianas terapéuticas.

En cuanto al analisis de expresion génica in silico de los primeros cinco genes de la lista top 20
de cada subtipo, observamos que la gran mayoria presenta diferencias significativas en relacion
al tejido normal. Por lo que, la metilacibon mfA podria tener un efecto potencial en la
transcripcion. El gen EPPK1 fue el Unico que estaba presente en la mayoria de los subtipos
moleculares, a excepcion del subtipo HER2+, y en todos los casos, se encontraba
diferencialmente expresado. La proteina codificada por este gen pertenece a la familia de
proteinas plakin que desempefilan un papel en la organizacion de la arquitectura
citoesquelética. Diferentes estudios se han llevado a cabo sobre EPPKI en el carcinoma
hepatocelular (230), el carcinoma urotelial (231), carcinoma cervical (232,233) y cancer de
pancreas (234). Sin embargo, el papel que desempefia EPPK1 en el cancer de mama aun
permanece desconocido. Con respecto al resto de genes que presentaron diferencias en la
expresion con el tejido normal, solo algunos de ellos se han estudiado en el cancer de mama:
CBX4 (235), IGFBP5 (236-239), PHLDA1 (240-242), FOX03 (243), MAGI1 (244), CIC (245) y
ARHGAP32 (246). Sin embargo, estos estudios se han realizado sin tener en cuenta la
clasificacion molecular. Por lo que, es de gran interés el estudio de la expresion de estos genes

teniendo en cuenta el subtipo molecular en el que mostraron picos meA.

En resumen, este es el primer estudio que describe el perfil de metilacién m®A presente en todo
el transcriptoma de los distintos subtipos moleculares de cancer de mama obtenidos mediante
la técnica MeRIP-seq. Ademas, proporcionamos sus posibles funciones biolégicas y rutas
metabolicas de los genes en donde se encuentran y evaluamos el efecto que la metilacion méA
podria tener en la expresiéon génica para cada subtipo molecular. Estos resultados pueden

ayudar a investigar mas a fondo los mecanismos de regulacion de la expresién génica mediada
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por méA, como también, la identificacidon de desarrollo de nuevas dianas terapéuticas para cada

subtipo molecular.
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CONCLUSIONES

1. La cuantificacion de metilacion m°A global de las muestras de cancer de mama revelo
que presentaban un bajo porcentaje de metilacion en comparacion con el tejido sano.
Del mismo modo, se observo una baja expresion en los genes de las metiltransferasas y
desmetilasas. Por tanto, cabe suponer que el bajo porcentaje de metilacion méA global
encontrado en las muestras tumorales podria deberse principalmente a la falta de
metilacion por parte del complejo de metiltransferasas. En este sentido, la reduccién en
la expresion de los genes que desmetilan no anula la reduccién en la expresién de las

metiltransferasas y, como resultado, se observa una desmetilacién neta de m°A.

2. Cada subtipo molecular presenté un perfil de expresion génica de metiltransferasa y
desmetilasas, asi como un perfil de correlaciones entre ellas caracteristicos, lo que
podria ser util para la clasificacion molecular de estos subtipos tumorales. Estos
resultados destacan la necesidad de analizar cada subtipo en profundidad para entender
mejor la modulaciéon de la metilacion m®A y su implicaciéon en el desarrollo de la

tumorigénesis en los diferentes subtipos moleculares de cancer de mama.

3. Se han identificado tres m®A-SNPs que podrian estar asociados con el cAncer de mama
tras el analisis in silico. Estos m®A-SNPs fueron: rs11614913, rs1801270 y rs76563149,
situados en los genes MIR196A2, CDKN1A y ZNF354A, respectivamente. El m°A-SNP
rs1801270, muestra baja frecuencia del alelo A, posiblemente asociado con la metilacion
meéA, en poblaciones europeas. Asimismo, la variante C del méA-SNP rs11614913 se
encuentra asociada al caAncer de mama en poblacion asiatica. Por ello, el estudio in vitro
de estos m°A-SNPs requiere el uso de muestras de cancer de mama de origen no

europeo.

4, Unicamente el m6A-SNP rs76563149 ha mostrado diferencias significativas al comparar
las frecuencias alélicas de las pacientes con cadncer de mama con la poblacion IBS.
Asimismo, se observaron diferencias significativas cuando se evalto la expresion del gen
ZNF354A en el conjunto total de muestras de tejido tumoral y tejido sano de las
pacientes, y en el subtipo luminal B HER2+ en particular. Futuras investigaciones en este
mOéA-SNP, con un mayor tamafio muestral, permitiran evaluar su interés como marcador

epitranscriptémico.
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5. Se ha empleado la técnica MeRIP-seq para determinar el perfil de metilacion m°A
presente en los distintos subtipos moleculares de cancer de mama. Ello ha permitido
poner de manifiesto 1.703 picos m°A metilados y determinar picos mfA, tanto
especificos de cada subtipo molecular como compartidos, el nimero de picos por
transcriptos, la distribuciéon de los picos m®A en todo el transcriptoma y en los
cromosomas. Este es el primer estudio de este tipo llevado a cabo en los distintos
subtipos moleculares de cancer de mama, por lo que, estos resultados generan nuevas

vias de estudios en esta enfermedad.

6. Elanalisis de rutas metabdlicas ha mostrado que las posiciones m®A metiladas presentes
en el top 20 del subtipo HER2+ se encontraban en genes asociados a la via de
sefalizacidn de la insulina. Por lo que, seria de gran interés el andlisis de la expresion de
estos genes en este subtipo molecular con el fin de identificar posibles dianas

terapéuticas.

7. El andlisis de expresion in silico ha revelado que la gran mayoria de los genes que
mostraron picos m°A metilados presentan diferencias significativas entre las muestras
tumoralesy el tejido normal. En este sentido, la metilacion m®A podria ser la responsable
de estas diferencias en la expresion. Por lo que, resulta de gran interés el estudio in vitro
de la expresion de estos genes teniendo en cuenta el subtipo molecular en el que

mostraron picos moA.
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La N5-metiladenosina (m®A) es una de las modificaciones mdas abundantes del ARNm presente
en los organismos eucariotas. Distintos estudios han revelado que la modificacién m°A esta
involucrada en la regulaciéon de la mayoria de los procesos del metabolismo del ARNm. Sin
embargo, aun no existe mucho conocimiento acerca del impacto que esta modificacién tiene
sobre la regulacién de la expresiéon génica, su funcién en los procesos metabdlicos y el efecto
que puede ejercer en el desarrollo y progresién de ciertas enfermedades, como, por ejemplo,
el cancer de mama. Por tal motivo, en este estudio, exploramos la presencia de la modifi-
cacion m°A en el cancer de mama, especificamente en los subtipos moleculares luminal A,
luminal B HER2-, luminal B HER2+, HER2+ y triple negativo, con el fin de determinar el estado
de la metilaciéon del ARN y de su posible relacién con futuras dianas terapéuticas. Para ello, se
ha evaluado el estado de la metilacion m°®A y de la expresién de las principales metiltransfera-
sas y desmetilasas en muestras provenientes de los mencionados subtipos moleculares de
cancer de mama. También, se han identificado m°A-SNPs relacionados con esta enfermedad y
se ha determinado el perfil de metilacién m°A presente en todo el transcriptoma de los distin-
tos subtipos moleculares mediante el uso de la técnica MeRIP-seq.





