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RESUMEN

El sindrome de cancer de mama y ovario hereditario (HBOC) es una patologia causada
principalmente por mutaciones en los genes BRCAL y BRCA2. La region 3'UTR de los
genes permite la union de la mayoria de los microARNs involucrados en la regulacion
genética fina. El objetivo de esta tesis doctoral fue identificar variantes alélicas en los
sitios de union de miARN en las regiones 3'UTR en los genes BRCA1 y BRCA2 en
pacientes diagnosticados con HBOC. La estrategia experimental consistié en colectar
muestras de sangre de 50 pacientes con HBOC y de 50 controles de una poblacion del
Noreste de México y obtener el ADN gendmico. Las regiones 3'UTR de BRCA1 y BRCA2
se amplificaron por PCR punto final y se secuenciaron para identificar variantes genéticas
utilizando herramientas de bioinformética. Los resultados mostraron nueve polimorfismos
(SNPs): cuatro en BRCA1 (rs3092995 (C/G), rs8176318 (C/T), rs111791349 (G/A) y
rs12516 (C/T)) y cinco en BRCA2 (rs15869 (A/C), rs7334543 (A/G), rs1157836 (A/IG) y
rs75353978 (TT/del TT). También se identificé una nueva variante en la posicion c.* 457
(A / C) en 3UTR de BRCA2. Las variantes rs111791349-A, rs15869-C y c¢.*457-C
aumentaron el riesgo de HBOC en la poblacion de estudio: (odds ratio (OR) rango 3.7-
15.4; p <0.05). Las variantes genéticas en el 3'UTR de BRCA1 y BRCA2 aumentaron el
riesgo de HBOC entre 3.7-15.4 veces en la poblacion con esta condicion. La
presencia/ausencia de estos SNPs puede influir en la pérdida / creacion de sitios de union
de miARN, como hsa-miR-1248 en BRCA1 3'UTR o el sitio de union de la familia hsa-
miR-548 en BRCA2. Estos resultados agregan nuevas pruebas de participacion de miARN
en la patogénesis de HBOC. En conclusion la presencia los SNPs rs8176318 (G/T),
rs15869 (A/C) y la variante c.*457 (A/C) fueron significativas y estan relacionadas a un
aumento en el riesgo en el grupo de HBOC. La nueva variante descrita en la region 3’UTR
de BRCA2, tanto en pacientes HBOC como en los controles, ubicada en sitio ¢.*457
posiblemente sea especifica para poblacion de la region del Noreste de México.
Finalmente, el analisis in silico se postula la péerdida/creacion de sitios de union de
miARN, como hsa-miR-1248 en BRCA1 3'UTR o el sitio de union de la familia hsa-miR-
548 en BRCA2 que sugiere la participacién de miARNS en la patogénesis del HBOC.
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ABSTRACT

Hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome are mainly caused by mutations
in the BRCAL and BRCA2 genes. The 3’UTR region allows the binding of microRNAs,
which are involved in genetic tune regulation. We aimed to identify allelic variants on
3’UTR miRNA-binding sites in the BRCAL and BRCA2 genes in HBOC patients. Blood
samples were obtained from 50 patients with HBOC and from 50 controls. The 3’UTR
regions of BRCA1 and BRCA2 were amplified by PCR and sequenced to identify genetic
variants using bioinformatics tools. We detected nine polymorphisms in 3’UTR, namely:
four in BRCA1 (rs3092995 (C/G), rs8176318 (C/T), rs111791349 (G/A), and rs12516
(C/T)) and five in BRCA2 (rs15869 (A/C), rs7334543 (A/G), rs1157836 (A/G), and
rs75353978 (TT/del TT)). A new variant in position c.*457 (A/C) on 3’'UTR of BRCA2
was also identified. The following three variants increased the risk of HBOC in the study
population: rs111791349-A, rs15869-C, and c.*457-C (odds ratio (OR) range 3.7-15.4; p
< 0.05). Genetic variants into the 3’UTR of BRCA1 and BRCAZ2 increased the risk of
HBOC between 3.7-15.4 times in the study population. The presence/absence of these
polymorphisms may influence the loss/creation of miRNA binding sites, such as hsa-miR-
1248 in BRCAL 3'UTR or the hsa-miR-548 family binding site in BRCA2. Our results add
new evidence of miRNA participation in the pathogenesis of HBOC.



Variantes genéticas en la regiéon 3'UTR de BRCAT y BRCAZ2 y su relacién en el mecanismo de
microARN en cancer de mama y ovario hereditario

1. INTRODUCCION

Los canceres de mama y de ovario son las neoplasias mas comunes entre las mujeres, y
representan el 16% de todos los canceres en las mujeres a nivel mundial; se estima un total
de 1.38 millones de casos nuevos por afio en todo el mundo (Oleg, 2019). Los sindromes
de cancer hereditario son trastornos caracterizados por un aumento superior al promedio
en el riesgo de desarrollo de tejido especifico de cancer (Lynch et al., 2008). Las
neoplasias de naturaleza hereditaria se desarrollan debido a mutaciones de la linea
germinal en genes especificos. Entre estos tipos de cancer se encuentran el sindrome de
Li-Fraumeni, el cancer gastrico hereditario, von Hippel-Lindau y los sindromes
hereditarios de cancer de mama y de ovario (HBOC) (Lynch et al., 2008; Dying et al.,
2012; Pruthi et al., 2010). El sindrome HBOC es una enfermedad autosémica dominante
de penetrancia incompleta, con la aparicién de neoplasias en el seno y el ovario antes de
los 40 afios y es una forma agresiva de cancer. Las mutaciones de la linea germinal en los
genes BRCA1 y BRCAZ2 son las principales responsables del HBOC (Pruthi et al., 2010;
Ramus et al., 2011).

BRCAL1 y BRCA2 son genes supresores de tumores y estan involucrados en los
mecanismos de reparacion de errores de ADN de doble cadena. Ademas de los genes
RADS51 y p53, estan involucrado en la estabilidad y seguridad del genoma en los puntos
de control del ciclo celular; aquellas células que no son capaces de repararse envian
sefiales de muerte celular regulada, como apoptosis y arresto celular. Sin embargo, los
errores en las funciones de las proteinas codificadas por BRCA1/2 provocan proliferacion
celular (Ramus et al., 2011). Hay eventos reguladores que reducen la funcion de BRCA1
y BRCA2, como la hipermetilacion del promotor y la regulacion postraduccional por
microARN (miARN) (Moskwa et al., 2011; Yang et al, 2002). Los microARN (miARN)
son moléculas de ARN no codificantes enddgenas de 17 a 24 nt, capaces de ajustar la
transcripcion de aproximadamente el 50% de los genes de los organismos gendmicos. Son
un tipo de ARN interferente (RNAI) y su objetivo de accidn esta en las regiones 3'UTR
de los genes (~90%), pero se ha encontrado que pueden regular secuencias ubicadas en
5'UTR vy en regiones de marco de lectura abierto (ORF) (Sun 2013). Las secuencias de
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miARN, asi como sus genes blanco, estan altamente conservadas en especies,
principalmente de 7 a 8 nt en el sentido de 5°, llamada “region semilla”. Los miARN
pueden degradar completamente el ARNm (complementacion perfecta en el sitio de
unién) o reprimir la traduccion (complementacion parcial). Debido al alto grado de
conservacion de las regiones de semillas y los sitios blancos, se ha observado que las
mutaciones o los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en los sitios de union de
miARN son mecanismos de seleccion natural de organismos (Chen, 2006). Este
mecanismo se puede observar cuando los SNP en las regiones 3'UTR de varios genes
estan involucrados en el desarrollo de enfermedades degenerativas, como el sindrome de
Tourette, diabetes, cancer en humanos y distrofias musculares en diferentes vertebrados
(Clop et al., 2006; Ha, 2011).

La region noreste de México es un area particular donde la poblacién tiene una alta tasa
de mestizaje, debido al alto flujo migratorio entre los ancestros mestizos (caracteristicas
del centro y sur de México) y una alta mezcla genética entre las poblaciones americanas
y europeas (principalmente espafiola, judia Askenazi, franceses y alemanes) (Calderén-
Garciduerias et al., 2005). Los SNP se han identificado en regiones de genes 3'UTR
BRCAL y BRCAZ2 en poblaciones especificas. Estas variantes alélicas estn asociadas con
un mayor riesgo de desarrollar cAncer de mama u ovario, principalmente en aquellas
relacionadas con HBOC (Ertuck et al., 2006; Lheureux et al., 2011; Pelletier et al., 2011).
Ademas, los SNP representan una forma de trans-regulacion de miARNSs que alteran la
afinidad de mRNA debido a la creacion o eliminacion de sitios de unién, lo que podria
resultar en mutaciones altamente heredables que producen los fenotipos asociados con el
desarrollo de HBOC.

En esta tesis doctoral se realizo un estudio exploratorio en una poblacion mexicana de la
region Noreste de México para evaluar las variaciones alélicas en las regiones 3'UTR de
los genes BRCAL1 y BRCA2, y para determinar si su presencia permite la aparicion y/o
eliminacién de sitios de union de miARN, y si las mutaciones estan asociadas con el
sindrome de HBOC.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Sindromes de cancer hereditario

El Instituto Nacional de Cancer (NIH, del inglés National Intituto of Cancer) define al
sindrome de cancer hereditario a aquellos trastornos hereditarios con un riesgo mas
elevado de la media de la poblacién de desarrollar ciertos tipos de cancer. Los sindromes
son causados por mutaciones en ciertos genes que se trasmiten consanguineamente. El
sindrome de cancer hereditario presenta ciertas caracteristicas observadas en las familias,
como tener varios miembros cercanos de la familia (por ejemplo, una madre, una hija 'y
una hermana) con el mismo tipo de cancer, inicio temprano de neoplasias, o la presencia
de dos o maés tipos de cancer en la misma persona. Algunos ejemplos de sindrome de
cancer hereditario son los sindromes de cancer hereditario de mama y ovario, el sindrome
de Li-Fraumeni, el sindrome de Cowden y el sindrome de Lynch. También se Ilama
sindrome de cancer heredado (NIH, 2015).

Los sindromes de cancer hereditario tienen su origen en mutaciones genéticas aleatorias
en el que una mutacién de una linea germinal ya sea en el espermatozoide o en el 6vulo,
se introduzca en la composicion genética de un individuo concebido de esa célula. Es mas
probable la mutacion durante la espermatogénesis que en la ovogénesis, debido a la alta

tasa de division celular que ocurre en el testiculo (T. S. Frank 2001).

La mayoria de los genes responsables del desarrollo de malignidad se clasifican en
oncogenes Yy genes supresores de tumores. cuando una copia mutada del gen genera una
ventaja de crecimiento sobre otra con un gen normal, éste es considerado oncogen. Por el
contrario, cuando la mutacion genera la pérdida de la funcion normal de un gen se
considera gen supresor de tumores. Sin embargo, una mutacion en un gen supresor de
tumores no es completamente perjudicial, ya que hay dos copias de un cromosoma y por
lo tanto dos copias de gen. Debido a esto, para que se pueda perder la funcion de un gen

supresor de tumores ambas copias deben ser inactivadas (Fearon 1997).
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Aproximadamente el 5-10% de todos los canceres son hereditarios, lo que significa que
los cambios (0 mutaciones) de determinados genes se transmiten de un pariente
consanguineo a otro. Las personas que heredan uno de estos cambios en los genes tendran
una mayor probabilidad de sufrir cancer a lo largo de su vida. En la actualidad, se conocen
mutaciones de varios genes que aumentan el riesgo de padecer diversos tumores; sin
embargo, todavia no se han identificado las causas genéticas de todos los tipos de cancer
(Shulman 2010).

2.2 Sindromes de cancer de mamay ovario hereditario

El cancer de mama (CaMa) y el cancer de ovario (COv) son los tipos de neoplasia méas
frecuente entre las mujeres y representa el 16% de todos los casos de cancer en mujeres a
nivel mundial. Se estima un total de 1.38 millones de casos nuevos por afio en el mundo
(Bustreo and Chestnov 2015). En México, el CaMa y COv tienen el segundo y cuarto
lugar, respectivamente, de prevalencia y el primero en mujeres de entre 30 y 59 afios de
edad. La principal morbilidad hospitalaria en nuestro por pais por neoplasias en mujeres
se debieron al CaMa (29.6%), neoplasias en cérvix y utero (16.7%) y de 6rganos
digestivos (14.3%). Asimismo, los CaMa y COv son las principales causas de muerte por
tumores (INEGI, 2019).

Se ha inferido que existe una susceptibilidad genética para el desarrollo de CaMay COv,
representada por una mayor incidencia de estos tumores en mujeres con antecedentes
familiares y la observacion de familias en las que maltiples miembros son afectados por
alguno de estos tumores, conjuntandose éstas y otras caracteristicas en un trastorno
denominado como sindrome de cancer de mama y ovario hereditario (HBOC, del inglés

Hereditary Breast and Ovarian Cancer) (Lynch et al. 2008).

El sindrome de HBOC se caracteriza por la aparicion de neoplasias en personas menores
de 40 afos, cancer diagnosticado de manera bilateral en las familias, carcinoma medular
de mama, deteccion de varios miembros de una misma familia afectados y/o CaMa en un

familiar varon como se muestra la Figura 1 (Shulman, 2010; Vaca-Paniagua et al., 2012).
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Estos pacientes presentan un incremento en el riego del desarrollo de cancer en seno,
ovario, pancreas y de prostata en el caso de varones (Gronwald et al. 2008; Pruthi, Gostout,
and Lindor 2010).
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Figura 1 Pedigri de una familia con HBOC. En este pedigri se rastrea el HBOC a lo largo de cinco
generaciones. La mujer (IV-1) tuvo CaMa a los 38 afios y su madre (111-1) tuvo CaMa a los 30 afios y su
abuela (I1-1) desarroll6 COv a los 58 afios. Por tanto, vemos cuatro generaciones afectadas por CaMa o
COv. El individuo hombre (11-4) muere a los 70 afios sin cancer, tuvo una hija (111-6) con CaMay dos nietas,
una con COv (1V-8) y la otra con CaMa (1VV-9). El hombre (1V-11) desarroll6 CaMa a los 42 afios. Lo que

infiere que su padre (111-10) y su abuela (11-6) fueron portadores del gen mutado.

Estudios de familias y afectados han identificado mutaciones diferentes de los genes
BRCAL1 y BRCA2 principalmente en la linea germinal. Estos genes aportan una
predisposicion genética para CaMa y COv, como lo es el HBOC (Gronwald et al. 2008).
El grupo de mutaciones relacionadas al HBOC puede transmitirse a la siguiente
generacion a través de un patron autosomico dominante de penetrancia incompleta,
provenientes de la madre o lado paterno, con lo que cada descendiente de un portador de
variantes de BRCA tiene un 50% de transmitir la mutacion a su descendencia (Jatoi and
Anderson 2008).

La prevalencia de cancer de mama en mujeres con mutaciones en los genes BRCAL y

BRCA2 no se ha establecido con certeza y varia entre poblaciones y genealogias
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(Petrucelli, Daly, and Pal 1993). Sin embargo, en estudios de familias de alto riesgo han
revelado que las mujeres que albergan una mutacion en el gen tienen dos posibilidades, el
riesgo de por vida en 87% de desarrollar o el de 20 — 44% para COv. Los sobrevivientes
de cancer de mama con mutaciones heredadas, ya sea en BRCA1 o BRCA2 corren un
riesgo significativamente mayor de desarrollar un segundo CaMa, COv y otros tipos de
cancer. Como se ha mencionado, los hombres que Ilevan una mutacion BRCAL1 o BRCA2
tienen un mayor riesgo de desarrollar neoplasias en mama, prostata, y pancreas (Pruthi,
Gostout, and Lindor 2010; Quiyono et al. 2012)

La OMS afirma que la deteccion temprana es una estrategia fundamental para el
diagnostico, tratamiento y control oportuno de cancer en la poblacion (Bustreo and
Chestnov 2015). EI manejo que debe realizarse para un paciente y su diagndstico
confiable, abarcan parametros como la deteccion de mutaciones con alto riesgo al
desarrollo de CaMa/COv tanto en él como en su familia, ya sea completa o al menos el
50% de las mujeres que la conforman, con la finalidad brindar un sistema de diagnéstico
y tratamiento que no pueda reduzca a los parametros de manejo y vigilancia actualmente

realizados como se muestra en la Tabla 1 (McLaughlin et al. 2007; Bash 2009).

Tabla 1. Manejo clinico de pacientes con mutaciones en los genes BRCA

INTERVENCION ORGANO RECOMENDACION

Autoexamen mensual de mama desee los 18 afios
Mama Examen clinico de mama anual o semianual. comienzan a los 25 afios.
La mamografia anual y la resonancia magnética a partir de los 25 afios.

Incremento en la

vigilancia ) . :
9 Ovario Ecografia transvaginal anual o semianual y pruebas de CA-125 para detectar el COv que

comienza a los 25 afios.

Mama Los farmacos como el tamoxifeno reducen significativamente el riesgo de CaMa tanto

Quimioprevencién en portadores de la mutacién afectados y no afectados.
. Los anticonceptivos orales se asocian con una reduccion de hasta un 60% el riesgo de

Ovario
COwv.

Mama La mastectomia preventiva se asocia con una reduccion del >90% de riesgo de CaMa.

La eliminacién preventiva de los ovarios y las trompas proporciona aproximadamente
Ovario una reduccion del riesgo del 96% para el COv y de hasta un 68% de reduccion en el
riesgo de CaMa (si se realiza en mujeres premenopausicas).

Cirugia profilactica

El diagndstico molecular de las mutaciones en los genes BRCA se realiza principalmente
cuando existe un alto grado de sospecha clinica, basada principalmente en la historia
familiar de cancer en primero y segundo grado de parentesco (Ding et al. 2012; Rakha,

Reis-Filho, and Ellis 2008). Los portadores de mutaciones en el gen BRCAL son mas
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propensos a desarrollar cancer de mama de fenotipo triple negativo, cuyos tumores no
expresan receptores de estrogenos (ER), receptor de progesterona (PR), o factor de
crecimiento epidérmico humano receptor 2 (HER2). El fenotipo triple negativo esta
asociado con una edad de inicio mas temprana, un grado nuclear més elevado, grado de
diferenciacion histolégico mas pobre, desarrollo temprano de metéstasis y una
disminucion en la supervivencia (Dent et al. 2007; Atchley et al. 2008).

Usualmente las células de seno la glandula mamaria y/u ovario, que tienen mutaciones en
los genes BRCA, tienen procesos anormales de reparacion del DNA, y de la proliferacion
y diferenciacion celular. Este comportamiento es exacerbado por estimulacion endégena
y exogena por parte de estrogenos, en diferentes etapas del desarrollo humano, como la
pubertad, el embarazo y por tratamientos hormonales (Antoniou et al. 2003; Andrieu et
al. 2006). Si bien, muchos otros factores estan asociados a desarrollo de ambos tipos de
malignidad, los portadores de las mutaciones en genes mencionados presentan un riesgo

mas elevado a la media establecido (McLaughlin et al., 2007).

2.3 Funcion y mecanismos de los genes BRCA1y BRCA2
Como se ha mencionado anteriormente, se han identificado dos genes principales que
confieren susceptibilidad del desarrollo de HBOC, estos son los genes BRCAL y BRCA2,

los cuales se encuentran en los cromosomas 17 y 13, respectivamente (Figura 2).

El locus del gen BRCA1 se encuentra en la region 17q12.21 del genoma y tiene una
longitud aproximada de 100 kb del ADN gendmico; se constituye por 24 exones, de los
cuales 22 son traducidos. La transcripcion de BRCAL genera un producto de ARNm
primario de 7.8 kb, de los que se traducen 5,592 nt para generar una proteina de 1863
aminoacidos (Miki et al. 1994). El gen BRCAZ2, que se encuentra en el cromosoma 13
(13912.3); lo componen aproximadamente 70 kb de ADN gendmico, contiene 27 exones,
de los que se transcriben 26. Genera un ARNm de 14.5 kb de longitud y éste es traducido

a una proteina de 3418 aminoéacidos (Tavtigian et al. 1996).
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Figura 2. Localizacion de los genes BRCAL y BRCA2 en el genoma humano. En el diagrama se indican
los locus para BRCAL1 y BRCAZ2 en flechas rosas y amarillas, respectivamente. Aunque ambos genes se
encuentran localizados en diferentes cromosomas y locus y puedan tener diferentes alelos, las mutaciones
en ambos genes produce el mismo fenotipo de propension al desarrollo de cancer.

BRCAL y BRCA2 fueron aislados y secuenciados en 1994 y 1995, respectivamente. El
conocimiento de la funcién molecular de ambos genes implicita en el desarrollo de CaMa
y COv, tanto esporadico como hereditario, permitid el desarrollo de técnicas diagndsticas
y prondsticas para estas patologias. Inicialmente, el gen BRCA1 se relaciond en un analisis
en familias con casos de CaMa detectado a edades tempranas. Sin embargo, hasta
identificacion de las mutaciones truncadas en el ORF de este gen se confirmé esta
asociacion. No obstante, las mutaciones en BRCAL no explicaban los casos en familias
con CaMa en varios varones. En 1995 se relaciono el gen BRCA2 a este evento y ademas

de encontrar una asociacién con el desarrollo de cancer de préstata, ovario y otros 6rganos.

Ambos genes se expresan normalmente en las células de CaMa y otros tejidos, donde
ayudan en la reparacion de DNA dafiado o inducir la destruccion las células si el ADN no
puede ser reparado. También se ha sugerido que las proteinas de ambos genes regulan la
actividad de otros genes y juegan un papel critico en el desarrollo embrionario. BRCA1 y
BRCA2 estan involucrados en la reparacion del dafio cromosémico con un papel

importante en la reparacion libre de errores en rompimientos de ADN de doble cadena
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(ADNss). Debido a estas funciones, estos genes se clasifican como genes supresores de
tumores, especificamente genes de vigilancia o caretaker, es decir, que codifican
productos que estabilizan el genoma. (Friedenson 2007). Esto lo logran mediante la
prevencion de la acumulacion de mutaciones propias del proceso de replicacion del ADN
en el ciclo celular. Las mutaciones en los genes caretaker provocan inestabilidad
gendmica, generando células tumorales (S. A. Frank 2003).

2.3.1 Funciones del gen BRCA1 y su proteina

El gen BRCAL, en colaboracion con otros genes supresores de tumores, perciben dafios en
el ADN que transforman en sefiales para formar un complejo de proteinas de multiples
subunidades, conocido como el complejo de vigilancia genoma asociado a BRCA1
(BASC, por sus siglas en inglés) (Wang et al. 2000). La proteina BRCAL se asocia con la
RNA polimerasa Il, través del dominio C-terminal, ademas interacciona con los complejos
de histona desacetilasa. Por lo que esta proteina estd involucrada en procesos
transcripcionales, de la reparacion de rompimiento de ADNSss, ubiquitinacidn, entre otras

funciones nucleares (Starita and Parvin 2003).

La proteina BRCAL se une directamente al ADN y tiene una mayor afinidad por las
estructuras de ramificadas. Esta capacidad permite inhibir la actividad de nucleasa del
complejo MRN, asi como de MRE no acomplejada. Esto explica el rol de BRCAL de
promover una baja fidelidad de reparacion del ADN en los extremos no homologos
(NHEJ, por sus siglas en inglés) (Paull et al. 2001; Durant and Nickoloff 2005). Se ha
visto que BRCAL1 co-localiza con la proteina y-H2AX (histona H2AX fosforilada en la
serina-139) en los focos de reparacién de ADNSss, lo que puede indicar que existe una

funcién de reclutamiento de factores de reparacion.

BRCAL participa en diversos procesos de reparacion del ADN, tales como reparacion de
ADNSss por recombinacion homologa, en la que la reparacion utiliza un molde de la
secuencia homdloga intacta idéntica que se encuentra en la cromatide hermana, ya sea
desde un cromosoma homologo o en el mismo cromosoma, dependiendo del ciclo celular.

Varias proteinas, incluyendo BRCAL, reparan el complejo de ADN-histonas formado en



Variantes genéticas en la regiéon 3'UTR de BRCAT y BRCAZ2 y su relacién en el mecanismo de
microARN en cancer de mama y ovario hereditario

el nacleo para su reparacion. Esta proteina, junto con BRCA2 y RAD51 mantienen la
estabilidad gendémica en eventos de rompimientos de ADNSss causado por radiacion
natural, el intercambio de material genético exdgeno. También interviene en reparaciones

de mal apareamiento o mismatch del ADN, al trabajar en conjunto con la proteina MSH2

2.3.2 Funciones del gen BRCA2 y su proteina

A pesar de que BRCAL y BRCA2 se encuentran en distintos locus y cromosomas, tienen
funciones interrelacionadas, ya que también la proteina BRCAZ2 trabaja junto con RAD51
en la reparacién de ADNss. Para que RAD51 pueda ser reclutada en el rompimiento de
ADNSss, debe de formarse un complejo formado por BRCA1-PALB2-BRCA2 (Xia et al.
2006). Como se ha mencionado, los rompimientos ocurren por la exposicién natural a
radiaciones y en el intercambio de material genético en células germinales durante la

meiosis.

La proteina BRCA2 contiene 39 aminoacidos repetidos que son criticos en la union a
RAD51 y a la resistencia a tratamientos de metilmetanosulfonato. Entre los dominios de
mayor importancia, el dominio Tower puede adoptar una estructura secundaria, formada
por un par de a-hélices antiparalelas (base) que soporta tres hélices en el extremo (3HB)
en el extremo. 3HB un motivo de hélice-motivo-hélice similar a los dominios de
recombinasas a union al ADN de bacterias y a los factores de transcripcién de
homodominios en eucariotas. EI dominio Tower se involucra en la funcion supresora de
tumores y en la union de BRCA2 al ADN (Yang et al. 2002).

2.3.3 BRCA1y BRCAZ2 y su relacion con los canceres de mama 'y ovario

La pérdida de la funcion de los genes supresores de tumores, como los tratados en este
trabajo, puede inducir la generacion de neoplasias. No obstante, para que esto ocurra los
dos alelos deben estar alterados para la pérdida total de la funcion protectora. Las
mutaciones pueden generarse en el transcurso de la vida del individuo y/o de manera
heredada. Las mutaciones heredadas o germinales se encuentran en los dGvulos o
espermatozoides, por lo que los individuos son portadores de la o las mutaciones en la

totalidad de las células (incluidas las somaticas) (Diez Gilbert 2006).
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BRCAL1 se expresa en menor cantidad en COv del subtipo esporadico epitelial, que es el
mas frecuente, especificamente en la subcategoria de COv seroso, causando deficiencias
en la reparacion homdloga. Estas desencadenan una cascada de sefializacion molecular
que forman COv seroso de alto grado (Bowtell 2010). Particularmente para BRCA1, se ha
observado una baja 0 nula expresion de este gen en la mayoria de los casos de CaMa ductal
de alto grado. Esto se debe a la acumulacion de mutaciones de la linea germinal y/o la
baja expresion génica, reflejandose en la induccion de neoplasias; la reduccion de la
expresion de BRCAL se observa tanto en CaMa esporadico como hereditario. Debido a
que las células afectadas carecen de la proteina BRCAL, los dafios genémicos se reparan
por otras vias menos eficientes, generando mutaciones y reordenamientos cromosoémicos
brutos que pueden conducir a la progresion a CaMa (Wilson et al. 1999; Jacinto and
Esteller 2007).

Por el contrario, la mayoria de las variaciones encontradas en BRCA2 ha sido asociadas a
HBOC, asi como en otras enfermedades como la anemia de Falconi (Reuter et al. 2003).
Aunque las mutaciones en BRCA1 y BRCA2 estan asociados al riesgo de desarrollo de
CaMa (incluidos varones), los cambios en este Ultimo gen incrementan el riesgo de
canceres en ovario, trompa de Falopio, pancreas, prostata y melanoma maligno (Levin,
Lech, and Friedenson 2012).

Frecuentemente los carcinomas mamarios asociados a mutaciones en BRCAL presentan
fenotipo basal (triple negativo para receptores hormonales y HER2) y expresan
citogueratinas basales 5/6 y factor de crecimiento epidérmico. Estos tumores representan
un reto desde el punto de vista terapéutico, ya que no pueden ser manejados con
tratamientos hormonales, ni anticuerpos anti-HER2, por lo que la unica opcion es la

quimioterapia.
Se ha observado un efecto terapéutico con el uso de inhibidores PARP como terapia

molecular dirigida contra clonar tumorales portadora de mutaciones en BRCA1/2, debido

a que la polimerasa poli-ADP-ribosa (PARP) interactia en el reclutamiento de las

11
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proteinas BRCA1/2 en el proceso de la reparacion del ADN en clonas tumorales
portadoras de mutaciones en estudios clinicos fase 1.

2.4 MicroARNs reguladores de la expresion de BRCAL y BRCA2 en cancer

Una de las principales causas de la reduccion en la expresion de BRCA1 y BRCA2 son los
eventos epigenéticos, entre los que se encuentran la hipermetilacion de los promotores y
la accion de microRNAs (miARNS), estos ultimos, de relevancia en nuestra investigacion.
Se ha visto que la sobreexpresion determinados miARNSs especificos para CaMa y para
COv reprimen la expresion de estos genes, y que esto se encuentra vinculado a un fenotipo
o0 subtipo especifico de neoplasia. Para CaMa se ha visto que ha-miR-182 se expresa hasta
100 veces mas que en tejido normal, mientras que ha-miR-146b-5p se presenta
principalmente en fenotipos triple negativo, siendo este tltimo miARN un regulador tanto
de BRCA1 como de BRCAZ2; en el caso del COv, el otro lado ha-miR-182 y ha-miR-9 se
encuentran asociados a estadios tardios (I11C y 1V) y fenotipos de cancer seroso. Por otro
lado miR-146a ha demostrado tener un papel regulador tanto para ambos genes como
ambos tipos de cancer. (Moskwa et al. 2011; Garcia et al. 2011; Sun et al. 2013).

2.5 Pruebas moleculares basadas en mutaciones de BRCA1/2

Para los sindromes de cancer hereditario se estima que entre el 5 al 10% de los casos de
neoplasias tienen un origen de predisposicion hereditaria, asi como un 15-20 % con
agregacion familiar, donde varios miembros de la familia desarrollan canceres sin un
patron claro de herencia mendeliana (Valdespino-Gomez y Valdespino-Castillo, 2016).
El principal desafio para estos sindromes, como el HBOC, es la aplicacion de los avances

de la genomica del cancer con un beneficio clinico.

Para pacientes con el sindrome de HBOC, el estudio molecular de las mutaciones de
BRCAL/2 es actualmente el Gnico recomendado en la aplicacion clinica, ya que estos genes
también aumentan el riesgo de desarrollar cancer de pancreas y prostata. Las familias con

alto riesgo de cancer de mama y ovario hereditario requieren consulta oncogenética
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molecular, analisis de los genes BRCA1 y BRCA2, medidas de seguimiento clinico
personalizado y de ser positiva la mutacion de los genes, un estudio integral de los
familiares susceptibles con riesgo elevado para desarrollar HBOC (Valdespino-Gomez y
Valdespino-Castillo, 2016; Vidal-Millan, 2008).

El equipo del Dr. Weitzel desarroll6 en 2014 un panel de 114 mutaciones recurrentes con
validacion por secuenciacion amplificacion de sonda dependiente de ligadura multiple
(MLPA) especifico para poblaciones hispanas, denominado HISPANEL. Este panel que
incluye inserciones/deleciones y mutaciones puntuales recurrentes en estas poblaciones
para utilizarse en la plataforma MassArray de Sequenom®. La informacion preliminar
indica una sensibilidad del panel cercano al 80%, comparado con la secuenciacion
completa de los genes BRCA, con una precision del 100% de las mutaciones (Weitzel et
al. 2013; Alemar et al. 2016). Esta informacion sugiere que el uso de este panel logra la
deteccion de mutaciones recurrentes de BRCA. Ademés de HISPANEL, existen opciones
de secuenciacion masiva y paneles que ofrecen diversas compafiias para la determinacion

de mutaciones especificas.

2.5.1 Limitaciones en el uso de BRCA1/2 como método de diagndstico/prondstico
molecular

Uno de los aspectos a tomar en cuenta en los métodos de diagnostico de HBOC es que la
prevalencia de mutaciones de los genes BRCA1/2 es moderadamente diferente en diversas
poblaciones. Por ejemplo, poblaciones de ascendencia judia askenazi es importantemente
mayor, lo cual se asocia con una mayor incidencia de cancer de mama. Asi como la misma
presencia de variantes genéticas especificas de poblaciones, razas y naciones (Schubert et
al., 1997).

Aunado con que las pruebas moleculares, deben buscar mejorar los precios de
diagnosticos genéticos mediante la evaluacion de mutaciones especificas de regiones y las
mas frecuentes, se suma que solo se consideran los SNPs y variantes localizadas en los
ORFs de los genes, restando interés a zonas de alta conservacion por su papel regulador

como son los UTRs.
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2.6 MicroARNSs: Biogénesis y funcion bioldgica

El area de la regulacion génica ha sido una de las areas de estudio con mayores adelantos
en el campo de la biomédica; uno de estos avances ha sido el descubrimiento de los
microARNs (miARNS). Los miARNS son cadenas de ARN de simple cadena de 20-22 nt
de longitud. La funcion primaria de estas moléculas es la regulacion de los ARN
mensajeros (ARNm) a través de la hibridacion éstos en sus regiones 3’- no traducibles
(3’UTR: Untranslated region), lo que da como resultado en la represion y/o degradacion
del ARNm blanco (Wightman, Ha, and Ruvkun 1993; Friedman et al. 2009).

La biogénesis de los miARNSs esta ampliamente descrita en la literatura cientifica (Zeng
2006) (Figura 3). En cuanto al mecanismo de funcionamiento, basicamente una cadena de
miARN se acopla a una proteina llamada Argonauta 2 (Ago2) y juntas forman el complejo
de induccién de silenciamiento del RNA (RISC: RNA-induced silencing complex). El
complejo RISC es el responsable de la catalisis del ARNm, causando su represién
traduccional. En el caso de los mamiferos, los miARN reconocen sus sitios de
complementariedad en las secuencias 3’UTR (Lewis, Burge, and Bartel 2005). Gran parte
de los ARNm regulados por estas moléculas tienen una funcion en el ciclo celular,
diferenciacion, entro otros procesos esenciales, que en conjunto equivalen casi una tercera
parte de los ARNm humanos (He et al. 2005).
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Figura 3. Biogénesis y mecanismos canonicos y no canénicos de generacion de miARNS.

Los miARNSs pueden ser generados por exones codificantes o intrones. Ambas vias producen moléculas de
~21 nt de longitud. En animales, los miARNs hibridan por complementacion imperfeta a los sitios 3°UTR
de los RNA mensajeros, unién que induce el silenciamiento genético.

En el area de inmunologia, los miARNSs se han asociado a una amplia gama de procesos
bioldgicos, entre ellos estan los mecanismos de sefializacion asociados a la respuesta
inmune innata y adaptativa, el desarrollo y diferenciacion de células inmunes, etc. La
deficiencia en la sintesis y funcién de estos reguladores ha relacionado con la alteracién
del sistema inmunolégico y entre las consecuencias asociadas se encuentran la pobre
supresion de malignidades y autoinmunidad (Kusenda et al. 2006). Varias perspectivas
relacionadas con miARN son intensamente estudiadas, como la organizacion genémica,

la biogénesis y los mecanismos dirigidos a moléculas especificas. En este caso, el proceso
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de reconocimiento de secuencias objetivo es una clave importante para la red de

regulacion que llevan a cabo los miARNS.

2.6.1 Modificaciones cis y trans de los mecanismos de accion de microARNs

Los cambios en la regulacion que afectan la actividad de un miARN pueden ser causados
por factores cis y trans. Especificamente en los factores trans se encuentran las
mutaciones en las proteinas relacionadas en la transcripcion de los genes de miARN,
procesamiento, focalizacion y polimorfismos en los sitios de reconocimiento de miARN

de los ARNm de una proteina blanco (Sethupathy and Collins 2008).

2.7 Mutaciones en sitios de union a microARNs y su efecto en el desarrollo de
enfermedades

Existen muchas mutaciones estan vinculados a un mayor riesgo de HBOC en mujeres
portadoras de un gen BRCAL y 2 anormal. Existen reportes en los que se han determinado
SNPs que modifican el riesgo de desarrollo de COv en portadoras de mutaciones en estos
genes (Pruthi, Gostout, and Lindor 2010; Ding et al. 2012).

Como se ha mencionado, los miARN se unen por complementariedad imperfecta a sus
objetivos, sin embargo, conservan un perfecto grado de hibridacién en los primeros 7-8 nt
del extremo 5’ del miARN, la cual se le denomina “region semilla” (Lewis, Burge, and
Bartel 2005). Es esta region en donde la presencia de un SNP puede generar un mecanismo
aberrante de funcién de miARN. EI nimero de reportes en donde el hallazgo de SNPs en
los sitios de union a estas moléculas se ha incrementado. En su mayoria, concluyen que
estas mutaciones tienes una repercusion en diversas patologias, como hipertrofia muscular
en corderos, sindrome de Tourette, susceptibilidad a la infeccion de VIH-1 (virus de
inmunodeficiencia humana-1), e incremento de riesgo de desarrollo de cancer de mama
en humanos (Clop et al. 2006; Pontillo et al. 2010; Pelletier et al. 2011).

Entre los estudios realizados se encuentra un analisis de cohorte realizado por Smits et al.,

(2011), en el que se observaron SNPs en la region 3’UTR del gen KRAS desregulaba la
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funcion del miARN let-7 y este efecto se asociaba en el desarrollo de cancer colorrectal.
Ademas, se sugeria el uso de este SNP en el proceso de diagndstico temprano de esta
patologia. En otro trabajo, se evalud el control de la sobreexpresion de receptores de
estrogenos alfa (ERa) que es un factor de riesgo para desarrollo de cancer de mama. Se
demostro que el SNP rs93410170 en el gen ERa., permitia la union del miR-206, y este a
su vez repercutia en la disminucion de la proteina; no obstante, frecuencia alélica de la
mutacion es menor al 30% de la poblacion lo cual puede ayudar al desarrollo de

marcadores (Adams et al, 2008).

Aunado a esto, se ha visto que el SNP rs1044129 (A>QG) en la region 3°’UTR del gen RYR3
encontrado en poblacion China, afecta la regulacion que lleva a cabo miR-367. El gen
RY3 codifica para proteinas formadores canales de Ca*® que permiten crecimiento,
morfologia y migracion de células cancerosas de mama (Zhang et al., 2011).
Adicionalmente, en un estudio de casos y controles se ha identificado que los SNPs
rs799917 en BRCAL y rs1799782 en XRCC1, modifican la interaccion con miR-187 y
miR138, respectivamente. Los autores mostraron con estas mutaciones, que la poblacion

tiene un riesgo significativo para el desarrollo de cancer de mama (Nicoloso et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

Los genes BRCA1y BRCAZ2 han sido un pilar en el desarrollo de pruebas moleculares para
la determinacion de polimorfismos y han sido ampliamente usados en la clinica
oncologica con la finalidad de integrarlo al diagnéstico y prondstico de un paciente. No
obstante, el conjunto de diversos SNPs no es sélo caracteristicos de una patologia, sino se

diferencian poblaciones concretas de un area geografica.

La identificacion de mutaciones en canceres hereditarios es de gran utilidad, ya que los
familiares de los pacientes podran beneficiarse de medidas eficaces no solo en la deteccion
precoz, sino también en la prevencién de los tumores por parte de procolos de consulta
oncogenética, que es un proceso estructurado de evaluacion y comunicacion de los

problemas integrales asociados con la susceptibilidad hereditaria de padecer cancer.

Visto desde la comprensién de mecanismos moleculares implicados en la propension,
control y desarrollo de esta enfermedad se hallan los miARNS, que como se ha visto tienen
un papel de gran importancia en el control de una amplia red de sefializacion y control
celular e inmunoldgica, y que ademas elementos cis, como SNPs en los sitios de union a
miARN en genes claves, estan implicados en el prondstico de cancer en los pacientes de
HBOC.
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4. HIPOTESIS

Las variaciones alélicas en las regiones 3’UTR de los genes BRCA1 y BRCA2, permiten
la aparicion y/o eliminacion de sitios de unién a miARNS, las cuales se encuentran
asociadas al desarrollo de sindrome de cancer de mama y ovario hereditario en pacientes

en riesgo del noreste de México.

19



Variantes genéticas en la regiéon 3'UTR de BRCAT y BRCAZ2 y su relacién en el mecanismo de
microARN en cancer de mama y ovario hereditario

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Identificar mutaciones en las regiones 3’UTR de los genes BRCAL1 y BRCA2 y determinar
modificaciones en el mecanismo bioldgico de los microARNSs en pacientes con sindrome

de cancer de mama y ovario hereditario en una poblacion originaria del noreste de México.

5.2 Objetivos especificos

» Identificar las mutaciones en las regiones 3’UTR de los genes BRCA1 y BRCA2
en las pacientes del noreste de México.

= Predecir los posibles sitios de union a miARNSs en las mutaciones identificadas en
los genes mencionados, asi como los miARN relacionados por medio de analisis
in silico.

= Asociar e integrar los datos analizados para identificar los sitios de union amiARN
relacionados a HBOC, asi como el andlisis estadistico de asociacion
epidemioldgica entre SNPs en los sitios de unién a miARNs con HBOC en

pacientes del Noreste de México.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugar y area de estudio

El presente trabajo fue realizado en la Unidad de Biologia del Desarrollo (UBD) del
Laboratorio de Inmunologia y Virologia (LIV) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. El
analisis de interaccion in vitro de miARNS se realizé en colaboracion con el Departamento
de Genética de la Facultad de Medicina, ambas de la Universidad Autonoma de Nuevo

Ledn mediante secuenciacion de 3°UTRs.

6.2 Estrategia experimental
Para la realizacion de este trabajo, cada uno de los objetivos planteados fue dividido en
metas o0 secciones metodologicas para una mejor distribucion del trabajo (Figura 4).

6.3 Descripcion del estudio

Se realiz6 un estudio observacional, transversal correlacional. Este protocolo fue sometido
y aprobado por Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma
de Nuevo Leon, y se le asigno la clave de proyecto G15-003. La recoleccion de datos fue
retrolectiva; los pacientes fueron mediante expediente electrénico, previamente tratados
el Centro Universitario Contra el Cancer (CUCC), ubicado en la Facultad de Medicina.
Se seleccionaron casos con caracteristicas descritas en criterios de inclusion especificos

(Tabla 4), asi como casos con sospecha de asociacion genética familiar.

Posteriormente fueron entrevistados de manera telefonica para confirmacion de datos en
el historial médico. Tras acceder al participar en el estudio, los pacientes fueron
entrevistados en el CUCC por el Dr. Omar Zayas para la actualizacion del expediente

clinico, firma de consentimiento y toma de muestra de sangre periférica.
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Figura 4. Estrategia experimental. El diagrama de flujo muestra principales metodologias a desarrollar
para la ejecucion de cada objetivo propuesto para el desarrollo de esta tesis.

6.3.1 Criterios de seleccion

En el grupo de casos (mujeres con datos clinicos de HBOC) los criterios de inclusion para
este grupo fue el diagndstico confirmado de cancer de mama primario, <45 afios en el
momento del diagnostico y antecedentes familiares de cancer de mama u ovario en (>3

familiares).
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Para el grupo de controles se analizaron muestras provenientes de mujeres clinicamente
sanas con una estimacion de riesgo <1% utilizando la herramienta de célculo Gail. Todos
los pacientes nacidos en la regién noreste de Meéxico (Coahuila, Nuevo Leo6n y
Tamaulipas), incluyendo su ascendencia en primer grado. Aquellas muestras sanguineas

0 de ADN insuficientes o de mala calidad o con datos incompletos fueron descartadas.

6.4 Extraccion de DNA genomico

Se aislé y purifico el DNA a partir de sangre periférica, utilizando el estuche comercial
DNA isolation from blood, serum and plasma (Cat. D1244-10, de Qiagen), siguiendo las
especificaciones del fabricante. La calidad de las muestras fue verificada midiendo la
relacién A230/260 que tuvieran valores entres 1.9 a 2.1, utilizando un Nanodrop (Thermo
Scientific™), El material gendmico fue concentrado a 45 ng/pL, en eluciones de 100 uL
y almacenado a -20°C hasta su amplificacion por PCR.

6.5 Secuenciacion de 3’UTR de BRCA1 y BRCA2
Debido a que la mayoria de los paneles de secuenciacion de BRCA1y BRCA2 so6lo abarcan
regiones codificantes, se optd por utilizar la técnica de secuenciacion por electroforesis

capilar, utilizando fragmentos previamente amplificados por PCR.

6.5.1 Obtencion de productos amplificados

Se diseflaron cebadores (primers) especificos para 3’UTR de cada gen de interés,
utilizando las secuencias proporcionadas por GenBank para BRCAL (NM_007294.3) y
BRCA2 (NM_000059.3) (Anexos 1y 2) y el software PrimerBlast (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para obtener un producto amplificado (PA) de 1420 bp

y 902 bp, para cada gen respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 2. Cebadores especificos para obtencion de 3°UTR de BRCA1 y BRCA2

GEN/OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA DE 5°—3’ ™ TAMANO
BRCAL_Fw ACCTGATAXCCCCAGATCCCC 60°C
BRCA1_Rv TTTGGAAGTGTTTGCTACCAGG 62°C 1420 bp
BRCA2_Fw GAACAGGAGAGTTCCCAGGC 62°C
BRCAZ2_Rv AATCAGTGCCAATTTGAAAGCA 60°C 920 bp

Se prepararon reacciones que contenian JumpStart™ Tag ReadyMix (Cat. P2893, Sigma-
Aldrich) al 2x, 1 pL de cada oligonucledtido a 10 uM y 50 ng de DNA templado y se
completd la reaccién con agua libre de nucleasas a un volumen final de 30 pL. El
programa de PCR consistio en un ciclo de 94°C x 4 min, 35 ciclos de desnaturalizacion
94°C x 1 min, alineacion 60°C x 30 s y de extension de 72°C x 1 min; y finalmente un

ciclo de extension final de 72°C x 6 min.

Los PA obtenidos se limpiaron utilizando el reactivo USB® ExoSAP-IT® PCR Product
Cleanup (Cat.78200, Affimetrix). Se tomaron 5 uL de PA y se agregaron 2 pL de
ExoSAP-IT. La mezcla fue incubada a 37°C x 15 min y posteriormente a 80°C x 15 min

para inactivar el reactivo.

6.5.2 Marcaje y limpieza de productos amplificados

Los PA correspondientes a las regiones 3°'UTR de BRCA1 y 2 fueron marcadas para
secuenciacion por electroforesis capilar, utilizando la plataforma de Applied Biosystem.
El estuche comercial BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing (Cat. 4337455, Applied
Biosystem) fue utilizado para este propdsito. Debido a que la resolucidn del capilar es de
~ 500 bp, se opt6 por realizar la amplificacién de fragmentos cortos para una mejor
precisién en la lectura, se disefiaron primers internos a la secuencia amplificada

previamente (Tabla 3).

La reaccion contenia 1 yuL de BigDye, 2 uL de buffer, 1 uL de oligonucleétido (30 ng/uL),
3.5 UL de PA 'y se completd con agua miliQ a un volumen final de 10 pL. La mezcla se
colocé en el termociclador para realizar el marcaje. EI programa consistio en un ciclo de
96°C x 1 min, 25 ciclos de 96°C x 10 s, 50°C x 5sy 60°C X 4 min.
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Tabla 3. Cebadores internos para la secuenciacion de los 3°UTR de BRCA1/2

GEN PRIMER SECUENCIA DE 5°—3’ Tm

B11 ACCTGATAXCCCCAGATCCCC 60°C
B1.2 ATCCAAGCACTCTCCTTCC 57.3°C
B1_3 CCTGTGTTCACAAAGGCAGA 62.0°C

BRCA1 Bl 4 TGATCTTGGCTCACTGCAAC 57.3°C
B1.5 GGCAGGAGAATCACTTCAGC 57.9°C
B1_ 6 GCAACAGCTTCCTTCCTGGTGGG 56.1°C
B1_ 7 GGAAAATGAAACTAGAAGAGATTT 58.0°C
B1_8 AGGCTCTGAGAAAGTCGGCT 60.0°C
B2_1 GAACAGGAGAGTTCCCAGGC 62.0°C
B2_2 CCCACCTCAGCTTCTCAAAG 57.3°C

BRCA2 B2_3 GGTGGCTCATGCCTGTAATC 57.9°C
B2_4 TTGCTCAAAAGGAAACACCA 56.1°C
B2_5 CAGTTATTTGATGCAGATTCC 58.0°C
B2_6 AATCAGTGCCAATTTGAAAGCA 60.0°C

Los productos resultantes fueron purificados o almacenados hasta su limpieza, protegidos
de la luz y a -20°C. La purificacién de los PA marcados se realiz6 con el kit BigDye X-
Terminator (Cat. 4376486, Applied Biosystem). Al tubo con PA marcado se le agregaron
28.5 de buffer SAM y 6.5 de BigDye X-Terminator, cuidando en todo momento de
homogeneizar las perlas de este ultimo. Se incub0 la reaccion en un agitador a 1800 rpm
x 1 h en oscuridad y posteriormente, se centrifugé a 1000 g X 2’, previo a colocar la

muestra en la placa de 96 pozos para la secuenciacion.

6.5.3 Parametros de secuenciacion

Para la secuenciacion por electroforesis capilar se utilizé el secuenciador ABI 3130xI
Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystem), un capilar de 36 cm (Cat. 4333464,
Applied Biosystem) y el polimero POP-4 polymer para el secuenciador 3130/3130xI (Cat.
4363750, Applied Biosystem). Cada corrida (4 pozos) utiliz6 ~ 40 uL. de POP-4, el cual
debia suministrarse antes de comenzar el procedimiento de secuenciacion. Las secuencias
obtenidas y electroferogramas fueron analizados en el programa GeneStudio™

Professional de distribucion libre.

6.5.4 Anélisis de secuenciacion
Las secuencias obtenidas después de la secuenciacién prueba se almacenaron en formato
FASTA para su posterior andlisis. Los resultados de la secuenciacion se compararon con

las secuencias reportadas de los genes BRCAL1 y BRCA2. La relacion entre las variantes
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conocidas y el riesgo de HBOC se verifico utilizando los programas bioinforméticos y de
apoyo en linea Ensemble Genome Browser (ENSEMBL; www.ensembl.org/), la Base de

datos de Mutaciones Genéticas Humanas (HGMD; www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php), y la

Sociedad de Variaciones del Genoma Humano (HGVS; www.hgvs.org/dblist/dblist.html).

La base de datos de polimorfismos (dbSNP) (www.ncbi.nlm.nih/gov/SNP) también fue

consultada para obtener informacion sobre variaciones geneticas.

6.5 Prediccion in silico de sitios de union a miARNSs

Para el analisis de sitios de unién a miARNSs, se utilizaron diversas predictores en linea,
ya que cada uno tiene diferentes criterios para determinar que un miARN hibrida en un
sitio especifico. Se utilizo el software en linea PITA del Instituto de Ciencia Witzmann

(http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_prediction.htmL), que es un predictor

basado en la hibridacion en la region semilla de miARN en un 3°UTR y en el programa
PITA que permite agregar mas parametros de analisis, tales como desapareo individual,
hibridacion Watson-Crick, etc. Se considerd los cambios en union de miARNs a una

secuencia de mRNA, cuando el AG era>a-5.0

6.6 Andlisis estadistico y clinico

Los calculos de frecuencia simples de las variables de riesgo de HBOC y las caracteristicas
clinicas de los participantes del estudio se determinaron mediante recuentos directos y se
expresaron como porcentajes y medias + desviacion estandar. El analisis estadistico y

generacion de graficas se realizé en GraphPad.
Para la evaluacion de la posible relacion entre genotipos/alelos y HBOC utilizando el

programa SNPstat (www.snpstats.net/start.htm) del Instituto de Oncologia de Catalufia

(Catalufia, Espafia). Se estimaron los odd ratios (OR) para cada variante de genotipo.
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El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se analizé utilizando un software en linea. En
los estudios de casos y controles, se utilizo el software en linea para Test for desviation

from Hardy-Weinberg equilibrium and test for association (https://ihg.gsf.de/cqgi-

bin/hw/hwal.pl); los valores de p < 0.05 fueron considerados significativos.
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7. RESULTADOS

7.1 Descripcion de la poblacion de estudio

Un total de 50 pacientes se caracterizaron clinicamente con HBOC; la edad media para el
diagnostico de cancer de mama fue de 37.28 afos. EI 34% de los casos tenia al menos un
estado doble o triple negativo (TNC) en los receptores de estrogenos (ER), progesterona
(PR) y receptores del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2 / neu); este
hallazgo coincide con coincide con lo reportado en la literatura haciendo estas pacientes
candidatas a terapias agresivas, en conjunto a la intervencion quirargica. Los datos

descriptivos de los pacientes HBOC, se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Descripcion clinica de la poblacion de estudio

ASPECTO CLINICO % ASPECTO CLINICO %
Edad de diagnéstico (afio) 37.28 £3.30 | Estadificacion TNM
indice de masa corporal (kg/m?) X =27.76 £5.59 1A 4%
Sobrevida libre de enfermedad 1B 10%
>36 meses 29% 1A 16%
<36 meses 21% 11B 20%
Sin dato 50% 1A 34%
Menarquia 11.77+£2.48 111 B 4%
Menopausia I c 4%
Yes 38% \Y 6%
No 62% Metéstasis
Anticonceptivos orales Hueso 10%
Sl (Uso >5 afios) 74% Visceral 2%
No 20% Hueso y, visceral 2%
Criterio de inclusion Hueso, visceral, nodo linfatico | 2%
Antecedentes familiares 41% Estado de receptor
Diagnostico >45 afios 59% ER* PR* HER2* 10%
Partos ER* PR* 40%
0 20% ER" HER2* 2%
102 54% HER2* 6%
3-5 20% ER* 4%
>5 3% Triple negativo 34%
Meétodo de deteccion Terapia
Autoexploracién 88% Quimioterapia
Hallazgo clinico 2% AC(4)-Taxol(12) 28%
Mastografia 4% Antraciclinas 18%
Tabaquismo Taxanos 10%
Si 78% Capecitabina 2%
No 22% No especificado 10%
Histologia Sin quimioterapia 32%
Ductal infiltrante 74% Radioterapia
Carcinoma medular 4% Adyuvante 76%
Lobulillar 2% Paliativa 2%
Ductal/Lobulillar 2% Adyuvante/Paliativa 2%
Grado de diferenciacion celular Sin radioterapia 16%
Bien diferenciado (G1) 6% Terapia hormonal
Moderadamente diferenciado (G2) 28% Si (Tamoxifen) 54%
Escasamente diferenciado (G3) 36% Sin terapia hormonal 42%
No es posible asignar grado (Gx) 28%
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Por otro lado, el 64% presentaban una diferenciacion celular moderada o escasamente
diferenciado (G2 y G3), lo cual también coincide con el aspecto de que estos tumores

7.2 Descripcion alélica de los grupos de estudio

En esta investigacion se identificaron nueve variantes alélicas en la region 3’UTR de los
genes BRCA1y BRCA2 (Figura5). Para la region secuenciada en 3’'UTR BRCAL los SNPs
fueron rs3092995 (C/G), rs8176318 (C/T), rs111791349 (G/A) y rs12516 (C/T) para. Con
respecto a 3°’UTR de BRCA2 se encontraron los SNPs rs15869 (A/C); rs7334543 (A/G);
rs1157836 (A/G); rs75353978 (TT/delTT) y la variante alélica c.*457 (A/C). Los
porcentajes de frecuencia genotipica y la frecuencia alélica menor (MAF)se muestran en
la Tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de las frecuencias genotipicas y alélicas de variantes entre el HBOC y los
grupos de control por gen

GRUPO HBOC CONTROLES
GEN VARIANTE . — : —

Frecuencia genotipica MAF Frecuencia genotipica MAF

cIC CIG GIG G cIC CcIG G/G G

153002995 82% 0% 18% 18% 76% 8% 16% 20%

cic CIT T T cIc cIT T T

5 rs8176318 84% 10% 6% 11% 90% 10% 0% 5%
& GIG GIA AA A GG GIA AIA A
@ rsl11791349 68% 12% 20% 26% 76% 18% 6% 15%

16 cic CIT T T cIc cIT T T

82% 4% 14% 16% 84% 16% 0% 8%

o860 AIA AIC cIc C AA AIC cic C

84% 6% 10% 13% 82% 18% 0% 9%

AIA AIG GIG G AA AG GIG G

733454

L " 334543 94% 0% 6% 6% 94% 0% 6% 6%

< mimr AIA AIC cIic C AA AIC cic C
& ‘ 66% 12% 22% 28% 68% 30% 2% 17%

1571836 AIA AIG GIG G AA AIG GIG G

82% 4% 14% 16% 82% 14% 40% 11%

T delTT TTTT delTT
7 7 %k

r$75353978 32% 68% 32% 92% 8% 8%

* MAF = Frecuencia del Alelo Menor. ** rs75353978 SNP es la delecion de la bases TT, y se indica como delTT.

La cambio alélico ¢.*457 A/C es una nueva una variante que hasta el momento no ha sido
reportada en algn banco genes y/o poblacién. Se propone que estos alelos son especificos
de la poblacién analizada, ya que tanto en controles, como en el grupo de estudio se
detecto este cambio. Se puede presumir que esta variante alélica es especifica de la

poblacién mexicana, al menos, aquella que pertenece a la region Noreste de México.
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Figura 5. Identificacién de variantes de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en las regiones
3'UTR de BRCA1/2. Las variantes alélicas de cada region 3'UTR se identificaron comparando los alelos
que portaban el HBOC y pacientes sanos; las leyendas azules indican SNP previamente informado; La
leyenda roja indica una nueva variante genética. (A) Comparacion de 3'UTR de BRCAL. (B) Comparacién
de 3'UTR de BRCA2.

7.3 Equilibrio genético de las mutaciones y SNPs encontradas

El equilibrio de Hardy — Weinberg (EHW) fue determinado para cambio genético, con el
proposito de determinar la independencia entre los alelos observados y los esperados. Los
SNPs y variantes que se encontraban en equilibrio fueron los SNPs rs8176318 y rs12516
para el gen BRCAL vy, rs15869 y la variante ¢.*457 para BRCA2. En los SNPs restantes,
EHW no estaba equilibrado en las muestras de los controles.

Se considera que, debido al alto flujo migratorio de la poblacién de la region de México,
tanto de otras zonas del pais, como del extranjero es el motivo por el cual diversas
mutaciones se encontraron desequilibradas. Se encontré una diferencia significativa entre

los grupos con homocigotos con la frecuencia menor alélica (MAF) de los SNPs

30



Variantes genéticas en la regiéon 3'UTR de BRCAT y BRCAZ2 y su relacién en el mecanismo de
microARN en cancer de mama y ovario hereditario

rs111791349 (alelo A, p = 0.047), rs15869 (alelo C, p = 0.032) y ¢.*457 (alelo C, p =
0.007), que se consideraron un riesgo para los pacientes con HBOC (Tabla 7 y Anexo 3).

7.4 La presencia de cambios geneticos podria modificar los mecanismos de union de
diversos miARNS

El efecto de los cambios alélicos en las regiones 3'UTR de los genes BRCAL y BRCA2 en
el mecanismo de union a MmiARNs fue determinado, ya que el objetivo inicial era
establecer si la region de semillas miARN en las regiones 3’UTR de se mantenian y
determinar la existencia de modificaciones con la unién entre miARNs-RNAm, con la
eliminacion de los sitios de reconocimiento o crearon nuevos loci de unidn. El analisis in
silico mostré que hay modificaciones trans en los mecanismos reguladores de miARN
(Figura 5). Los cambios permiten diferentes miARNS, considerados como oncomiRs, es
decir, hsa-miR-1248 y -4278 para BRCAL, o la creacion de miembros del sitio de union
de la familia de miARN, como hsa-miR-548 en BRCA2 (Tabla 6).
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Tabla 6. Pruebas de asociacion entre variantes genéticas y HBOC

rs8176318 2.4 (0.8-7.0) 11(0340)  75(0.4-149.4) 1.7(05-5.7) 0.4 (0.1-1.3) 0.1 (0.01-3.5) 0.1(0.01-2.7) 0.1 (0.01-2.7)
g (CmR) 0.118 (P) 0.918 0.078 0.372 0.118 (P) 0.1185 0.078 0.079
% 112516 2.2 (0.9-5.4) 03(005-13)  154(09-27.7)  12(0.4-33) 05(0.2-1.1) 0.02(0.001-05)  0.1(0.004-1.2) 0.1 (0.003-1.0)
(CIT; [11[2]) 0.082 (P) 0.078 0.001 0.79 0.082 (P) 0.001 0.0099 0.006
rs15869 15 (0.6-3.7) 03(008-13)  107(06-205) 09 (0.3-25) 0.7 (0.3-1.6) 0.03(0.001-08)  0.1(0.005-1.7) 0.1 (0.004-151)
¥ (AC[R) 0.366 (P) 0.097 0.032 0.79 0.366 (P) 0.005 0.032 0.0218
% c.*457 1.9 (0.96-3.8) 04(01-12)  113(14228)  11(0525) 05 (0.3-1.0) 0.04 (0.004-0.4) 0.1 (0.01-0.7) 0.1 (0.01-0.6)
(AIC; [11[2]) 0.063 (P) 0.096 0.007 0.832 0.063 (P) 0.0005 0.007 0.0021

Contenido de la celda: Razén de momios (intervalo de confianza del 95%) y valor de p. Los valores significativos estan en negrita
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Figura 6. Mapa comparativo de miARNs unidos entre secuencias normales (WT) y mutadas. El
diagrama muestra las modificaciones trans en el mecanismo de miARNSs debido a los SNPs. La flecha azul
indica el sitio de union de miARNs en WT; La flecha roja indica que los miARN se unen al sitio en

mutaciones.

Tabla 7. Efecto in silico de variantes alélicas en las regiones de semillas de unién a miARNs

Gen Variante microARN (K?a?/ﬁ ol) Duplex SNP-miARN E:Z?;%Ssztr)r:ie"?
Wt: 0.00 miARN: 3'-gaaauuCACGAGU-AUUACGUCa-5"'
rs8176318 (G/T)  hsa-miR-20a-3p [ANEAR RN Sitio creado
SNP: —22.70 UTR: 5'-aaccctGTGTTCACAAATGCAGa-3"
= Wt: —18.30 mMiARN: 3'-guucccGUUUGGGGGAUc-5"
é hsa-miR-4278 NN Sitio creado
o SNP: —21.60 UTR: 5'-cttcccTAGCCCCCCTAgG-3'
1512516 (C/T) Wt: —28.30 miARN: 3'-ugcgucucGGGCUUUCGGGGGUCa-5"
hsa-miR-637 P T LI Sitio eliminado
SNP: —16.00 UTR: 5'-taggtcttCCCTAGCCCCCCTAGE-3'
Wt: —14.00 miARN: 3'-ucuuugguuaucUAGCUGUAUga-5"
~ 115869 (A/C) hsa-miR-9-5p [ N Sitio creado
5 SNP: —23.20 UTR: 5'-ttatgttgcacaATGAGCAAAga-3'
g Wt: —11.10 miARN: 3'-ACCCCGAAGAGGGCGGAAAA-5'
c.* 457 (AIC) hsa-miR-4484 RN Sitio creado
SNP: —23.70 UTR: 5'-TGAAATAAACATACCCTTTT-3'
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7.5 Mecanismos trans de miARN afectan la regulacion molecular y celular

Se realizé un andlisis de ontologia molecular comparativa y de sefializacion celular con
los miARNSs que crearon nuevos sitios o0 que fueron eliminados. En diversos estudios de
otros autores, se demuestra la existencia de cambios en las rutas de sefializacion

metabdlica y génica de los controles diferenciados para cada grupo de miARNS.

En el andlisis realizado en KEGG, las vias involucradas en la generacién de moléculas
eran caracteristicas de los microambientes tumorales, como la union de adherentes,
sefializacion hormonal, entornos hipdxicos, etc. También se presumen cambios en las vias
moleculares de estabilizacion y regulacién del genoma en los puntos de control del ciclo

y la detencion celulares (hsa-miR-20a-3p, hsa-miR-4278 y hsa-miR-637).

Esto propone que la presencia de los SNPs encontrados en los pacientes con HBOC
modifican las vias moleculares y celulares. Por ejemplo, los miARN hsa-miR-9-5p y hsa-
miR-4484 usualmente se unen a genotipos normales regulan los mecanismos de
degradacion de la lisina (p = 0.0006), sefializacion de HIF-1 (p = 0.0118) y carbono central
del metabolismo del cancer (p = 0.0119), simultdneamente. Sin embargo, por lo que se
observa en los analisis in silico esta regulacion deja de realizarse en presencia de otros
miARNS. Estas diferencias aparentes de control sugieren que tanto el desarrollo temprano
del tumor como la progresion del cancer podrian ser indicativos de fenotipos agresivos de

cancer en pacientes con variantes alélicas portadoras.
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8. DISCUSION

Las pacientes reclutadas que aceptar participar en el estudio, fueron reclutadas mediante
el criterio de diagnostico de CaMa primario, entre otros especificos de las caracteristicas
hereditarias. Cuando se percibe un cambio en el tejido mamario, ya sea por
autoexploracion o valoracion médica, sigue la confirmacion de diagnostico de cancer. En
el proceso de diagnosis, se establece el tamafio, caracteristicas y estadio de la enfermedad,
para establecer un prondstico y un tratamiento adecuado. Para el CaMa, se clasifican en
cinco estadios van desde el O (in situ o localizada) hasta el 1V, en el que se encuentra
diseminado o0 en metastasis. Asi mismo, en algunos estadios existen subcategorias
dependientes del grado de tumoracion, nodulacion y/o presencia de metastasis
(clasificacion TNM).

En este estudio que mas del 50% de los pacientes con HBOC fueron diagnosticados con
estadio medio a tardia de la enfermedad (11B y 111A). La region noreste de México es una
de las &reas con las tasas mas altas de morbilidad y mortalidad por CaMa durante los
ultimos 20 afios (28.58: 100,000), en comparacion con las estadisticas promedio
nacionales (18.97: 100,000) (INEGI 2018; Vaca-Paniagua et al. 2012).

Una parte fundamental en el diagndstico confirmatorio de CaMa, es el estatus de los
receptores de membrana que presentan las células tumorales. El grado de heterogeneidad
celular determina el prondstico y tratamiento especifico. Asi mismo, porque los
tratamientos, cada vez estan especializados hacia blancos terapéuticos moleculares
especificos. Los principales blancos evaluados para CaMa son receptores de estrogeno
(ER), receptor de progesterona (PR) y expresion del oncogén HER2/neu. Las pacientes
con ER"y PR son aptas para tratamiento con tamoxifen, pero aquellas que no expresan
receptores hormonales no pueden ser beneficiadas con esta opcion. Con la introduccion y
aprobacion de trastuzumab (herceptina), aquellos que sobreexpresaban HER2/neu son
candidatos para su uso. Sin embargo, no todas las pacientes, pueden ser beneficiadas con

estos tratamientos debido a la baja 0 nula expresidn de estos tres receptores.
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Existen cuatro subtipos que pueden identificarse por métodos combinados de historiologia
y genética. Dos de estas se derivan de tumores ER™ (tipo basal y HER2"), y los otros dos
se derivan de tumores ER™ (luminal A y luminal B), presente sobre todo en portadores de
mutaciones en el gen BRCAL y en mujeres afroamericanas. (Dent et al. 2007). Las
pacientes que tienen un CaMa tipo basal y sin expresion de PRy HER2neu-, son aquellas
denominadas como triple negativo. Diversos estudios, mencionan que aquellos que son
portadores de mutaciones en el gen BRCAL se encuentra relacionado con el diagnostico
de triple negativo, con respecto con aquellos que no son portadores. Siendo esta condicion

la de peor prondstico, ya que no es apta para terapias convencionales.

En reportes previos, se habia observado en México, entre el 23-25% eran dobles o triples
negativos para los receptores ya mencionados para pacientes con HBOC (Quiyono et al.,
2012; Vaca-Paniagua et al., 2012). En el muestreo de pacientes evaluados en esta tesis, se
aprecia que cerca del 53% presentaban eran al menos doble negativos (36% triple negativo

y 16% doble negativo), superando casi al doble de la media nacional.

Molecularmente, los miARNSs relacionados con los cambios regulatorios por mutaciones
de 3'UTR de BRCA1 y BRCA2 estan relacionados en los mecanismos de desarrollo
neoplasico. Estos cambios suponen un cambio en la funcion metabdlica y celular que
deben validarse mediante ensayos de luciferasa en cultivos celulares (Atchley et al. 2008;
Quiyono et al. 2012; Erturk et al. 2014; S. Cao et al. 2011; J. Cao et al. 2016)

En el estudio similar anteriormente realizado en cinco colecciones de muestras se evalud
la region 3’'UTR de BRCAL, en un ensayo de actividad de luciferasa. Se encontr6 que las
variantes ¢.*528 (G/C), ¢.*718 (A/G), ¢.*1271 (T/C), ¢.*309 (T/C), c.*379 (G/A), ¢.*823
(C/T) y ¢.*264 (C/T) disminuyeron la actividad 3’UTR en los ensayos de luciferasa,
mientras que las variantes ¢.*291C/T y ¢.*1139G/T aument¢ la actividad. Sin embargo,
ninguno de estos cambios fue considerados patolégicos (Brewster et al. 2012). EI SNP
rs3092995 (c.*36 C/G) se informo en 1998 y los alelos CG y GG se observaron en casos
de CaMa de pacientes afroamericanos (28%), con un OR ajustado por edad de 3.5 (IC

95%, 1.2-10.0); los autores determinaron que esta variante esta en un desequilibrio de
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vinculacion parcial. En este estudio el SNP rs3092995 fue encontrado tanto en los casos
de HBOC como en los controles (18% y 16%, respectivamente); segin un reporte de
mutaciones del noreste de México, este SNP estaba desequilibrado en la poblacion del

noreste de México (Calderén-Garciduefias et al. 2005).

Las mutaciones encontradas en el grupo de pacientes HBOC de esta tesis son similares al
analisis realizado en el subgrupo de pacientes del estudio nacional francés denominado
GENESIS (GENE SYSters), en el que se evaluaron pacientes con CaMa familiar con al
menos una hermana diagnosticada. En este estudio nacional detectaron los SNPs
rs8176318 (G/T, MAF = 0.324) y rs12516 (C/T, MAF = 0.342) para el 3’'UTR BRCA1,
que también estaban presentes en nuestro grupo de HBOC. En los SNPs de 3’UTR-BRCA2
rs15869 (A/C, MAF = 0.161), c.*369 (A/G, MAF = 0.222) y rs11571836 (A/G, MAF =
0.197) fueron seleccionados como relevantes; todos estas variantes alélicas se encontraron
en pacientes de etnia caucasica. Historicamente, la regién noreste de México se ha
caracterizado por una dinamica de poblacion en la que muchas personas tienen
antepasados en la tercera o cuarta generacion de Europa o Medio Oriente; esto podria
explicar la presencia de este vestigio genético como una mutacién fundadora (Garcia et
al. 2016)

En esta tesis se encontrd una nueva variable alélica en el 3’UTR de BRCA2 en la posicion
c.*457 (A/C), que no se ha descrito hasta ahora en ningln otro estudio similar. Esto es
relevante, porque el alelo C presenta un riesgo en pacientes con HBOC (p = 0.007). Este

hallazgo es importante debido a los pocos alelos descritos para el 3’UTR de este gen.

Los SNPs rs8176318, -12516 y -15869 se encontraron y analizaron previamente en una
poblacion china, posteriormente se evaluo el papel de los SNPs en el mecanismo de
miARN a través de ensayos de luciferasa en lineas celulares de MCF7 y MDA-MA-231.
Rs15869 demostré una supresion de la expresion de BRCA2. Los autores sugieren que
esta interaccion aumenta el riesgo de CaMa y esto puede respaldar los resultados de esta
tesis, por lo que es necesario continuar con este trabajo posteriormente, para realizar

ensayos similares (Kontorovich et al. 2010; Garcia et al. 2016)
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Un factor que puede afectar el HWE de los grupos de estudio es que la region del noreste
de Meéxico se ha caracterizado desde principios del siglo XX hasta la fecha por un alto
asentamiento. de poblaciones europeas (espafol, judios asquenazies, franceses y
alemanes), Medio y Lejano Oriente (Arabia Saudita, China, Japén y Corea); mas
recientemente, el alto flujo de caucésicos estadounidenses, debido a la frontera con los
Estados Unidos. Del mismo modo, debido a la riqueza econdmica de la region, existe un
flujo continuo de poblacién mestiza desde el centro y el sur de Meéxico, que es
genéticamente diferente (Calderdn-Garciduefias et al. 2005). Estas razones hacen que la
dinamica del flujo de genes de esta region sea alta y, por lo tanto, estos alelos estan en
camino de lograr el equilibrio genético. Por lo anterior, se propone que algunas variantes
alélicas presentes en el grupo de HBOC analizada, pueden deberse a genes fundadores de
todas las comunidades mencionadas. Debido a este fendmeno, con los SNPs ya evaluados
y descritos, seria de gran relevancia establecer si las mutaciones son germinales
provenientes de otras etnias o regiones de México. Asimismo, se puede considerar futuras
investigaciones para rastrear en grupos de familias con antecedentes de CaMA 'y COv, asi

como cancer de prostata.

Algunas limitaciones en esta tesis no pueden ser ignoradas ya que el tamafio de muestra
relativamente pequefio reduce el poder estadistico. Esto se vio limitado con el numero de
individuos secuenciados, por lo que los hallazgos estadisticos no pueden extrapolarse a la
poblacion del noreste de México (aproximadamente 11.51 millones de personas). Sin
embargo, los resultados obtenidos postulan datos preliminares para el estudio de variantes
genéticas especificas para las regiones 3'UTR de los genes BRCA1 y BRCA2 en esta

poblacién, los miARNS vinculados y su implicacion en la regulacién fina del genoma.

Los miARN pueden desregularse por mutaciones en las regiones 3'UTR, sobre todo si
estos se encuentran en las regiones semillas. Usualmente, la validacion de los efectos de
las variantes alélicas en sitios de unién de miARN eliminados o creados se realiza
mediante ensayos de la actividad luciferasa o precipitacion de Dicer en diversos tipos de

lineas celulares de cancer, por lo cual se proponen diversos analisis que puedan sustentar
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estos hallazgos, aunque estas interacciones ya se encuentran documentadas en otros

trabajos de investigacion (Lheureux et al. 2011; J. Cao et al. 2016; Garcia et al. 2016)
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el desarrollo de la tesis permitieron concluir:

La presencia dos variantes alélicas significativas para la region 3'UTR de BRCAL
(rs8176318, G/T; rs12516, C/T) y de BRCA2 (rs15869, A/C; ¢.*457, A/C) que estan
relacionadas a un aumento en el riesgo en el grupo de pacientes diagnosticadas con
HBOC.

Una nueva variante alélicas no descrita en la region 3°’UTR de BRCAZ2 tanto en el
grupo de HBOC, como en los controles ubicada en sitio ¢.*457, con un cambio de
adenina por citosina (A/C). Posiblemente, esta sea caracteristica de la poblacion de la
region Noreste de México.

El analisis in silico que los SNPs postula pérdida/creacion de sitios de union de
miARN, como hsa-miR-1248 en BRCAL 3'UTR o el sitio de unién de la familia hsa-
miR-548 en BRCA2. Esto proporciona pruebas de la participacion de los miARN en
la patogénesis del HBOC.
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10. PERSPECTIVAS

Si bien existen limitaciones en el nimero de muestra (n=50) para cada grupo de estudio,
los resultados encontrados en esta tesis abren el panorama de dar un primer tamizaje
genético en los pacientes diagnosticados con HBOC y establece un direccionamiento

hacia nuevos hallazgos.

Las predicciones moleculares realizadas in silico deben evaluarse mediante un ensayo de
actividad de luciferasa o ensayos similares para demostrar el profundo impacto de las
variaciones alélicas encontradas en la regulacién molecular. Esto solo con la finalidad de
cotejar investigaciones similares para los SNPs rs8176318, rs12516 y rs15869 que ya han
sido descritos. Para la nueva mutacion si es sumamente necesario realizar estos futuros

ensayos.

Las investigaciones futuras deben inclinarse en la evaluacion del mecanismo de union de
miARN para desarrollar herramientas de diagndstico, pronéstico y tratamiento basadas en
la tecnologia de miARN. Es por lo anterior que se considera este trabajo de tesis como
una investigacion pionera y piloto en la comprension de HBOC en una poblacién mestiza

mexicana.
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Abstract: Hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome is mainly caused by mutations in
the BRCAT and BRCA2 genes. The 3'UTR region allows for the binding of microRN As, which are
involved in genetic tune regulation. We aimed to identify allelic variants on 3'UTR miRNA-binding
sites in the BRCAT and BRCA2 genes in HBOC patients. Blood samples were obtained from 50 patients
with HBOC and from 50 controls. The 3'UTR regions of BRCA1 and BRCA2 were amplified by PCR and
sequenced to identify genetic variants using bioinformatics tools. We detected nine polymorphisms
in 3'UTR, namely: four in BRCA1 (rs3092995 (C/G), rs8176318 (C/T), rs111791349 (G/A), and rs12516
(C/T)) and five in BRCA2 (rs15869 (A/C), rs7334543 (A/G), 151157836 (A/G), and rs75353978 (TT/del TT)).
A new variant in position ¢.*457 (A/C) on 3'UTR of BRCA2 was also identified. The following three
variants increased the risk of HBOC in the study population: rs111791349-A, rs15869-C, and ¢.*457-C
(odds ratio (OR) range 3.7-15.4; p < 0.05). Genetic variants into the 3’'UTR of BRCAT and BRCA2
increased the risk of HBOC between 3.7-15.4 times in the study population. The presence/absence of
these polymorphisms may influence the loss/creation of miRNA binding sites, such as hsa-miR-1248
in BRCA1 3'UTR or the hsa-miR-548 family binding site in BRCA2. Our results add new evidence of
miRNA participation in the pathogenesis of HBOC.

Keywords: hereditary breast and ovarian cancer; BRCA1; BRCA2; miRNA; polymorphism;
3'UTR region
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1. Introduction

Breast and ovarian cancer are the most common types of cancer among women, and account
for 16% of all cancers in women globally; a total of 1.38 million new cases per year are estimated
worldwide [1]. Hereditary cancer syndromes are disorders characterized by an above-average increase
in the risk of cancer-specific tissue development [2]. Neoplasms develop because of germ line mutations
in specific genes. Among these types of cancer are Li-Fraumeni syndrome, hereditary gastric cancer, von
Hippel-Lindau, and hereditary breast and ovary cancer (HBOC) syndromes [2-4]. HBOC syndrome is
an autosomal dominant disease of incomplete penetrance, with the appearance of neoplasms in the
breast and ovary before 40 years of age and is an aggressive form of cancer. Germline mutations in the
BRCA1 and BRCA2 genes are primarily responsible for HBOC [3,5].

BRCAT and BRCA2 are tumor suppressor genes,and are involved in the mechanisms of
double-stranded DNA error repair. In addition to RAD51, p53 is involved in the stability and
safety of the genome at cell cycle checkpoints; those that are not repaired send signals of regulated cell
death, such as apoptosis and cell arrest. However, errors in the functions of the proteins encoded by
these genes provoke cell proliferation [5]. There are regulatory events that reduce the function of BRCA1
and BRCA2, such as promoter hypermethylation and posttranslational regulation by microRNAs
(miRNAs) [6,7].

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous noncoding RNA molecules of 17-24 nt, capable of
fine-tuning transcription of about 50% of genome organisms. They are a type of interfering RNA
(iRNA); their target of action is in the 3'UTR regions (~90%), but they have been found to be able to
regulate in sequences located in 5'UTR and in open read frame (ORF) regions (Sun 2013). Sequences of
miRNAs, as well as their targets, are highly conserved in species, mainly 7-8 nt in the 5" sense, called
the “seed region”. miRNAs can degrade mRNA completely (perfect complementation in binding site)
or repress translation (partial complementation). Because of the high degree of conservation of seed
regions and white sites, it has been observed that mutations or single nucleotide polymorphisms (SNPs)
at the miRNA binding sites are mechanisms of natural selection of organisms [8]. This mechanism
can be observed when SNPs in the 3'UTR regions of various genes are involved in the development
of degenerative diseases, such as Tourette’s syndrome, diabetes, cancer in humans, and muscular
dystrophies in different vertebrates [9,10].

The northeast region of Mexico is a particular area where the population has a high rate of
miscegenation, because of the high migratory flow between mestizo ancestry (characteristics of central
and southern Mexico) and a high genetic mixture among the American and European populations
(mainly Spanish, Ashkenazi jews, French, and Germans) [11]. SNPs have been identified in 3"'UTR
BRCA1 and BRCA2 gene regions in specific populations. These allelic variants are associated with
the increased risk of developing breast or ovary cancer, mainly in those related to HBOC [12-15].
In addition, SNPs represent a form of trans-regulation of miRNAs that change the mRNA affinity
because of the creation or elimination of binding sites, which could result in highly inheritable mutations
that produce the phenotypes associated with the development of HBOC. We performed an exploratory
study in a Mexican population in order to evaluate allelic variations in the 3'UTR regions of the BRCA1
and BRCA2 genes, and to determine if their presence allows for the onset and/or elimination of miRNA
binding sites, and whether the mutations are associated with HBOC syndrome.

2. Materials and Methods

2.1. Study Population

A case-control study was performed. Electronic records of patients previously treated at the
University Cancer Center of the University of Nuevo Leon were selected based on specific inclusion
criteria (women with clinical data of HBOC: diagnosis of primary breast cancer, <45 years of age at
the time of diagnosis, and familiar history of breast or ovarian cancer in >3 relatives). After selection,
the patients were contacted. Clinically healthy women with a risk estimation <1% using the Gail
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calculation tool, <45 years of age, were included as controls. The women who agreed to participate in
the study were interviewed for updating the clinical record and signed consent. Individuals belonged
to the Northeastern region of Mexico, including ancestry in the first and second degree. The protocol
was submitted and approved by the Ethics Committee of the College of Medicine of the Universidad
Autonoma de Nuevo Leon (ID: G15-003).

2.2. Amplification of 3'UTRs BRCA1 and BRCA2 Regions

DNA was isolated and purified from peripheral blood using the commercial kit DNA Isolation,
Serum and Plasma (Qiagen, Frederick, MD, USA), following the manufacturer’s specifications.
The quality of the samples was verified using a spectrophotometer (Nanodrop, Thermo Scientific™,
Whaltam, MA, USA). The genomic material was concentrated to 50 ng/uL, eluted to a final volume
of 100 uL, and stored at —20 °C until PCR amplification. The primers were designed for the
specific 3'UTR of each gene of interest, using the sequences provided by GenBank for BRCA1
(NM_007294.3) and BRCA2 (NM_000059.3), and Primer Blast software was used to obtain an
amplified product (AP) of 1420 bp for BRCA1 (forward: ACCTGATACCCCAGATCCCC; reverse
TTTGGAAGTGTTTGCTACCAGG) and 902 bp BRCA2 (forward: GAACAGGAGAGTTCCCAGGC;
reverse: AATCAGTGCCAATTTGAAAGCA). A PCR reaction was performed using JumpStart Taq
ReadyMix ™ (Sigma-Aldrich™, St. Louis, MO, USA). The reactions had a final volume of 30 uL, 10
uM of which was used for each primer, and 1 uL was for the DNA template (50 ng/uL). The final
volume was completed with nuclease-free water. The amplification program consisted of one cycle
of 94 °C x 4 min, followed by 35 amplification cycles (denaturation at 94 °C X 1 min; alignment at
60 °C x 30 s; and extension at 72 °C X 1 min), and a final extension cycle of 72 °C x 6 min. To clean the
AP, we added 2 mL of ExoSAP-IT. ® Product Cleanup (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) to 5 uL of AP,
and incubated at 37 °C x 15 min and then 80 °C X 15 min to inactivate the reagent. Because of the lack
of DNA samples from individuals, these procedures could not be analyzed in duplicate in all cases.

2.3. Sequencing and Analysis of 3’ UTR Regions

The 3'UTRSs region labelling was performed using the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
commercial kit (Applied Biosystem, Foster, CA, USA). Because the resolution of the capillary is
approximately 500 bp, we designed internal primers to amplify short fragments (350-550 bp) for a
better reading accuracy (Table 1).

Table 1. Internal primers used for labelling sequences. Primer used in to perform 3"UTR (BRCAI and
BRCA2) sequencing,.

Gene Primer Sequences 5'—3’ Tm (°C)
ACCTGATACCCCAGATCCCC 60.0
ATCCAAGCACTCTCCTTCC 57.3
CCTGTGTTCACAAAGGCAGA 62.0
BRCAI1 TGATCTTGGCTCACTGCAAC 57.3
GGCAGGAGAATCACTTCAGC 57.9
GCAACAGCTTCCTTCCTGGTGGG 56.1
GGAAAATGAAACTAGAAGAGATTT 58.0
AGGCTCTGAGAAAGTCGGCT 60.0
GAACAGGAGAGTTCCCAGGC 56.0
CCCACCTCAGCTTCTCAAAG 57.3
BRCA2 GGTGGCTCATGCCTGTAATC 57.9
TTGCTCAAAAGGAAACACCA 56.1
CAGTTATTTGATGCAGATTCC 58.0
AATCAGTGCCAATTTGAAAGCA 60.0
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The sequencing reaction, with 1 uL of BigDye, 2 uL of 10X buffer, 1 pL of oligonucleotide
(30 ng/uL), 3.5 uL of AP, and milliQ water, was prepared to a final volume of 10 uL. The labelling
program consisted of one cycle of 96 °C X 1 min, and 25 cycles of 96 °C X 10's, 50 °C X 55, and 60 °C
x 4 min. The resulting products were purified, stored, and protected from light at —20 °C. We used
the ABI-3130x1 sequencer Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems), a 36-cm capillary (Applied
Biosystem) and the POP-4 polymer, following the manufacturer’s instructions. After sequencing, the
files that contained electropherograms were analyzed using the GeneStudio™ Professional software v20.

The sequences obtained after testing were stored in FASTA format for further analysis.
The sequencing results were compared with the wild type sequences of the BRCAT and BRCA2
genes. The relationship between the known variants and the risk of HBOC were verified using the
online bioinformatic and supports programs Ensemble Genome Browser (ENSEMBL; http://www.
ensembl.org/), the Human Gene Mutation Database (HGMD; http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php),
and Human Genome Variations Society (HGVS; http://www.hgvs.org/dblist/dblist.html). We also used
the NCBI database of SNPs (dbSNP) (http://www.ncbi.nlm.nih/gov/SNP) to obtain information about
genetic variations.

2.4. Clinical and Statistical Analysis

Simple frequency calculations of the HBOC risk variables and the clinical characteristics of
the study participants were determined by direct counts, and it were expressed as percentages and
means * standard deviation. An evaluation of the possible relationship between genotypes/alleles
and HBOC was done using the SNPstat program (https://www.snpstats.net/start.htm) from the
Institute of Oncology of Catalonia (Catalonia, Spain) [15]. Odds ratios (ORs) were estimated for each
genotype variant. The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was analyzed using online software.
In the case control studies, tests for deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium, and tests
for association, (https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl; Neuherberg, Germany) p-values < 0.05 were
considered significant.

3. Results

3.1. HBOC Population

A total of 50 patients were clinically characterized with HBOC and, therefore, they were included
in the study; the mean age at the first diagnosis of breast cancer was 37.28 years (range 25-45 years).
Of these patients, 34% had a status at least double or triple negative (TNC) at estrogen (ER), progesterone
(PR), and human epidermal growth factor receptor 2 (HER2/neu) receptors ((ER-PR-HER2+ n = 3;
ER+ PR-HER2-n = 8; TNC n = 17). The clinical relevance of the carriers of mutations in 3’ UTR BRCA1
and BRCA2 are shown in Table 2.

The purpose of our study similar to that proposed by Erturk et al. (2014) [12], who carried out
an exploratory study on the genetic situation of the population,and will require future case-control
trials with a larger number of samples. We identified nine SNPs in the 3'UTR region of BRCAT and
BRCA2 genes. These variants were rs3092995 (C/G), rs8176318 (C/T), rs111791349 (G/A), and rs12516
(C/T) for 3’UTR BRCAI. For BRCA2, we identified the polymorphisms rs15869 (A/C); rs7334543 (A/G);
rs1157836 (A/G); rs75353978 (TT/del TT); and a new variant, not identified yet, in position ¢.*457 (A/C)
(Figure 1). The genotypic and allelic frequency percentages are shown in Table 3.
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Table 2. Clinical description of the study population. Clinical aspects of hereditary breast and ovarian
cancer (HBOC) participants.

Clinical Data >% Clinical Data %
Diagnostic age (years) Mean 37.28 + 3.30 Receptor status (ER, PR, HER2/neu)
BMC (kg/m?) Mean 27.76 + 5.59 ER* PR* HER2* 10%
Disease free-survival ER* PR™ 40%
>36 months 29% ER* HER2* 2%
<36 months No data 21% 50% HER2* %
Menarche 11.77 £ 2.48 ER* 4%
Menopause Triple negative 34%
Yes 38% Therapy
No 62% Chemotherapy
Oral-contraceptive use AC(4)-Taxol(12) 28%
Yes (>5 years) 74% Anthracyclines 18%
No 20% Taxanes 10%
Inclusion criteria Capecitabine 2%
Family history 41% Not especified 10%
Diagnostic >40 years 59% No chemotherapy 32%
Births Radiotherapy
0 20% Adjuvant 76%
1,2 54% Palliative 2%
3-5 20% Adjuvant/Palliative 2%
>5 3% No radiotherapy 16%
Screening method Hormone therapy
Autoexploration 88% Yes (Tamoxifen) 54%
Clinical finding 2% No hormone therapy 42%
Mastography 4% TNM Score
Smoke 1A 4%
Yes 78% 1B 10%
No 22% mA 16%
Histology 1B 20%
Infiltrating ductal 74% maA 34%
Medullar carcinoma 4% 1B 4%
Lobullar 2% mc 4%
Ductal/Lobullar 2% 1A% 6%
Grade of cell differentiation Metastasis
G1 6% Bone 10%
G2 28% Visceral 2%
G3 36% Bone, visceral 2%
Gx 28% Bone, visceral, lymph node 2%

Table 3. Comparison of the genotypic and allelic frequencies of variants between the HBOC and control

groups by gene.
HBOC Patients Control
Gene Variant

Genotype Frequency MAF Genotype Frequency MAF

) gc oG GG G cc  cG  ¢G G
3092995 e, g% 18%  18% 76% 8%  16%  20%

) cgc or 1T T cc qr 1T T

o 8176318 ggon  10% 6% 1% 90%  10% 0% 5%

ose GG GA AA A GG GA  AA A
it 68% 12% 20% 26% 76% 18% 6% 15%

cgc or 1T T cc or 1T T

1512516 82% 4%  14%  16% 84%  16% 0% 8%

ANA  AC  CC c NA  AC c

zs15660 84% 6%  10%  13% 82%  18% 0% 9%

AMNA  AG GG G AA  AG GG G

7334543 g, 0% 6% 6% 94% 0% 6% 6%

AA  AC  CC C AA  AC  CC c
R o7 6%  12% 2%  28% 68% 0% 2%  17%

) AA  AG GG G AA  AG GG G
slI571836  gyo, 4% 1% 16% 82%  14%  40%  11%

.. TIT delTT TI/TT delTT
175853978 a5y 8%  32% 929 8% 8%

* MAF = Minor Allele Frequency; ** rs75353978 SNP is a deletion of TT bases, it is indicated like delTT.
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Figure 1. Identification of variants’ single nucleotide polymorphisms (SNPs). Allelic variants of each
3'UTR region were identified by comparing the alleles carrying the HBOC and healthy patients; blue
legends indicate SNP previously reported; red legend indicate a new genetic variant. (A) Comparison
of 3’'UTR of BRCAT; (B) Comparison of 3'UTR of BRCA2.

3.2. Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) and Allelic Risk

Based on the information obtained, we performed a test for the balance of the Hardy-Weinberg
equilibrium, with the purpose of determining if there was independence between the observed alleles
and what was expected. The SNPs that were considered for the following studies were rs8176318
and rs12516 for BRCA1, and rs15869 and variant ¢.*457 for BRCA2. In the remaining SNPs, HWE was
unbalanced for the control group. Although the most common cause is the genotyping method, we
consider that the causes were due to the high migratory flow of the area and its genetic consequences.
A significant difference between the groups was found with homozygous minor frequent alleles (MAF)
of the SNPs rs111791349 (allele A, p = 0.047), rs15869 (allele C, p = 0.032), and ¢.*457 (allele C, p = 0.007),
which were considered as a risk for HBOC patients (Table 4 and Table S1).
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Table 4. Tests for association between genetic variants and hereditary breast and ovarian cancer. All tests were carried out with a 95% confidence interval (CI).

Risk Allele 1 Risk Allele 2
Gene Variany/Alleles  Allele Freq. Difference  Heterozygous Homozygous  Allele Positivity Allele Freq. Difference  Heterozygous  Homozygous  Allele Positivity
[FIE] (111e(121 11+]122) [11)12422) 121111 (2211121 [22]{11] (1141211221
24(08-7.0) 11(0340)  75(0.4-149.4) 1.7(05-57) 04(0.1-13) 0100135 0100127 0.1(001-27)
8176318 (C
it nE176318 (G 0918 0.078 0372 0.118 (P) 0118 0.078 0.079
12516(C/T 03(005-13)  15.4(09-277.7) 12(04-33 05(0.2-1.1) 002(0.001-03) 0.1 (0.004-12) 01 (0.003-1.0)
si2516(CM) 0.078 0.001 079 0.082 (P) 0.001 0.0099 0.006
FS15869 (A 15(06-37) 03(0.08-13) 107 (06-200.5) 09(0.3-25) 07 (0.3-16) 0.03(0.001-08) 0.1 (0.005-17) 0.1(0.004-1.51)
s : 0.366 () 0.007 0.032 079 0.366 (P) X 0.032 00218
’ 457 (A/C) 1.9 (096-3.8) 04(01-12)  113(1.4-928) 11(05-25) 05 (03-1.0) 0.04(0.004-04) 0.1 (0.01-0.7) 0.1 (0.01-0.6)
g 0.063 (P) 0.09% 0.007 0532 0.063 (P) 0.0005 0.007 0.0021

Cell contents: odds ratio (95% confidence interval) and p-value. rs8176318: Allele [1] = T; allele [2] = C, rs12516: allele [1] = T; allele [2] =C, rs15869: allele [1] = C; allele [2] = C; ¢*457:
allele [1] = C; allele [2] = A. Significative values are indicate in bold.
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3.3. Presence of Genetic Changes Could Modify miRNA Binding Mechanisms

We determined the effect of the allelic changes in the 3"UTR regions of the BRCA1 and BRCA2
genes on the miRNA binding mechanism. Our aim was to establish if the miRNA seed region was
maintained and if it was not modifying binding with its usual mRNA, or conversely, if the allelic
changes provoked the elimination of recognition sites or created new binding loci. In silico analysis
showed that there are trans modifications in miRNA regulatory mechanisms (Figure 2). The changes
allow different for miRNAs, considered as oncomiRs, i.e., hsa-miR-1248 and -4278 for BRCA1 3'UTR,
or the creation of members of the miRNA family binding site, such as hsa-miR-548 in BRCA2 (Table 5).
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Figure 2. Comparative map of miRNAs bound between normal (WT) and mutated sequences. Trans
modifications can be observed in the miRNA mechanism because of the presence of allelic variants.
Arrow blue indicate miRNAs binding site in WT; Arrow red indicate miRNAs bind site into mutations.
NBS—site with no miRNA binding site.
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Table 5. In silico effect of allelic variants on the miRNAs-binding seed regions. Some SNPs modified
the sequence regions of the mRNA causing the deletion or creation of miRNA binding sites. Red line
indicates anew miRNA binding site created; red cross indicates that a miRNA binding site were deleted.

AAG

Gene Variant microRNA (Kcal/mol) Duplex SNP-miRNA Effect
Wt: 0.00 miRNA: 3’ -gaaauuCACGAGU-AUUACGUCa- 5"
58176318 3
o ©m hsa-miR-20a-3p TR Created
SNP: -22.70 UTR: 5'-aaccctGTGTTCACAAATGCAGa-3
BRCAI Wt: -18.30 miRNA: 3’-guucccGUUUGGGGGAUC-5"
hsa-miR-4278 SR Created
g i 9
1512516 (C/T) SNP: -21.60 UTR: 5’-cttcccTAGCCCCCCTAG-3
Wt: -28.30 miRNA: 3’ -ugcgucucGGGCUUUCGGGGGUCa-5"
hsa-miR-637 FEE T THEIXT] Eliminated
SNP: -16.00 UTR: 5’-taggtcttCCCTAGCCCCCCTAGE -3
515869 Wt: -14.00 miRNA: 3’ -ucuuugguuaucUAGCUGUAUga- 5
‘(A/C) hsa-miR-9-5p [N Created
o , - _at
BRCA2 SNP: -23.20 UTR: 5’-ttatgttgcacaATGAGCAAAga-3
Wt: -11.10 miRNA: 3/-ACCCCGAAGAGGGCGGAAAA-5"
c* 457 (A/C) hsa-miR-4484 I Created
SNP: -23.70 UTR: 5'-TGAAATAAACATACCCTTTT-3'

3.4. Trans-Mechanisms miRNAs Affect Molecular and Cellular Regulation

A comparative molecular ontology and cellular pathway analysis between the miRNAs that
lost their binding sites and the new ones that did bind because SNPs were performed. Previous
experimental evidence indicates that there are changes in the metabolic and gene signaling pathways
of differentiated controls for each group of miRNAs. The pathways involved in the generation of
molecules were characteristic of tumor microenvironments, such as adherents binding, hormonal
signaling, hypoxic environments, etc. This was also the case for molecular pathways of genome
stabilization and regulation at the cell cycle checkpoints and cell arrest. This proves that the presence of
allelic variations in patients modifies the molecular and cellular pathways. For example, miRNAs that
bind to normal genotypes regulate the mechanisms of lysine degradation (p = 0.0006), HIF-1 signaling
(p = 0.0118), and the central carbon of cancer metabolism (p = 0.0119), simultaneously. However, this
regulation ceases to be performed in the presence of other miRNAs. These apparent regulatory control
differences suggest that both early tumor development and cancer progression could be indicative of
aggressive cancer phenotypes in carrier allelic variants patients.

4. Discussion

We observed that more than 50% of patients with HBOC were diagnosed at the disease stage
(IIB and IITA). The Northeastern region of Mexico is one of the areas with the highest morbidity and
mortality rates due to breast cancer over 20 years (28.58:100,000), compared with the national average
statistics (18.97:100,000) [16,17]. A fundamental analysis in the confirmatory diagnosis of breast cancer
is the determination of the expression status of membrane receptors; because of the degree of cancer
heterogeneity, these analyses help to determine the prognosis and specific treatment. In addition,
oncological treatments should consider specific molecular therapeutic targets. For example, ER* and
PR* patients are eligible for tamoxifen treatment. With the introduction and approval of trastuzumab
(Herceptin), over-expressing HER2/neu patients are candidates for its use.

In previous reports, it was observed in central Mexico that 23-25% of HBOC patients were double
or triple negative for these receptors. However, in our study, it was observed that about 53% had
at least double negatives (36% TNC and 16% double negative), surpassing almost double what was
expected [17]. These characteristics are associated with aggressive neoplasia and poor prognosis.
This work can be used as an exploratory study of the genetic characteristics of HBOC patients in the
region, based on the specific characteristics, allelic and genotypic frequencies, and the new allelic
variant identified (c.*457) with a strong statistical relationship.
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Molecularly, miRNAs related to the regulatory changes by 3'UTR mutations of both BRCA1 and
BRCA2 are related in the mechanisms of neoplastic development. These changes presume a change
in metabolic and cellular function, which must be validated by means of luciferase assays in cell
cultures [12,18-20]. In the larger study of 3'UTR BRCAL1 in five sample collections, the variants c.* 528
(G/Q), ¢*718 (A/G), ¢.*1271 (T/C), ¢.*309 (T/C), ¢.*379 (G/A), ¢.*823 (C/T), and c¢.*264 (C/T) decreased the
3’UTR activity in luciferase assays, while variants ¢.* 291C>T and c.* 1139G>T increased the activity.
However, none of these were considered pathological [21,22]. Rs3092995 SNP (c*36 C/G) was reported
in 1998, and the CG and GG alleles were observed in breast cancer cases of African American patients
(28%). OR adjusted by age was 3.5 (95% ClI, 1.2-10.0); the authors determined that this variant is in a
partial linkage imbalance. We found rs3092995 SNP in both the HBOC cases and the controls (18%
and 16%, respectively); the like study above explained, rs3092995 was not balanced in the mestizo
population of Northeastern Mexico [11].

Our modified results were like those from the analyzes performed by Garcia et al. (2016) in
the subgroup of patients of the French national study GENESIS (GENE SYSters), in which patients
with family breast cancer were evaluated, with at least one sister diagnosed. They detected in their
population the variants c.*421 (G/T) (MAF = 0.324) and c.* }1287 (C/T) (MAF = 0.342) for the 3'UTR
BRCA1, which were also present in our study. In 3'UTR-BRCA2 variants c.* 105 (A/C)(MAF = 0.161),
c.*369 (A/G) (MAF = 0.222), and ¢.*532 (A/G) (MAF = 0.197) were screened. All the variants were
found in patients of Caucasian ethnicity. Historically, the Northeastern region of Mexico has been
characterized by a population dynamic in which many people have ancestors in the third or fourth
generation from Europe or the Middle East; this could explain the presence of this genetic vestige like
a founder mutation [23]. We found a new genetic variant in 3'UTR BRCA2, c.*457 (A/C), which has
not been described so far in any other similar studies. This is relevant, because the C allele presents a
risk in HBOC patients (p = 0.007). This finding is important, given the few mutations described in the
3'UTR BRCA2.

Rs-8176318, -12516, and -15869 SNPs were previously found and analyzed in a Chinese population,
and they evaluated SNPs’ role in the miRNA mechanism; rs15869 demonstrated a suppression of
the BRCA2 expression in MCF7 and MDA-MA-231 cell lines through luciferase assays. The authors
suggest that this interaction increases the risk of breast cancer. This can support part of our results, but
we should perform similar assays [23,24].

Control of bias in case-control studies is essential. We performed each process in this study
with strict quality control and bias in case-control selection, data collection, experiment design and
operation, data entry, and the results of statistical analysis. However, a source of possible bias may be
because most cases come from the hospital, and this can lead to Berkson'’s bias. We reduced this type
of bias by evaluating only pathologically confirmed cases of newly diagnosed breast cancer patients,
and data were collected through the questionnaire through personal interviews. Confusion bias was
effectively controlled by strict inclusion criteria and matched controls. However, some limitations
in the present study cannot be ignored. The relatively small sample size reduces statistical power,
especially in some subgroups.

On the other hand, a factor that may be affecting the HWE of both populations (and the main
reason for carrying out this genetic study) is that the Northeastern region of Mexico has characterized
from the beginning of the 20th century to date by a high settlement of European populations (Spanish,
Ashkenazi Jews, French, and Germans), Middle and Far East (Saudi Arabia, China, Japan, and Korea),
and American (due to the border with the United States). Likewise, because of the economic wealth
of the region (Monterrey is the city with the highest quality of life index in Latin America), there
is a continuous flow of mestizo population from central and southern Mexico, which is genetically
different [11]. These reasons make the gene flow dynamics of this region high, and therefore these
alleles are on their way to achieve genetic equilibrium. We proposed that some allelic variants may be
due to founder genes from all the communities mentioned.
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Future findings could be complemented by determining the expression levels of the set of miRNAs
presumably being deregulated by mutations in the 3'UTR regions, as well as validating deleted/created
miRNA binding sites using assays of the luciferase activity and precipitation of Dicer, among others,
in various types of cancer cell lines. It would also be of great importance to establish whether the
mutations are germinal and whether they can be traced in groups of families with histories of breast
and ovarian cancer, as well as prostate cancer.

With respect to our study, because of the number of sequenced individuals, the statistical findings
cannot be extrapolated to the population of Northeastern Mexico (approximately 11.51 million people).
However, this work provides preliminary data for the study of specific genetic variants for the 3'UTR
regions of BRCA1 and BRCA2 genes in this population, the linked miRNAs, and their implication in
the fine tuning of the genome.

5. Conclusions

Genetic variants in 3'UTR of BRCA1 and BRCA2 increased the risk of HBOC by 3.7-15.4 times in
the study population. The presence/absence of these polymorphisms may influence the lost/creation
of miRNA binding sites, such as hsa-miR-1248 in BRCA1 3'UTR or the hsa-miR-548 family binding
site in BRCA2. Our results provide new evidence of the miRNAs’ participation in the pathogenesis of
HBOC. However, molecular predictions should be evaluated by a luciferase activity assay or similar
assays to demonstrate the deep impact of the allelic variations found in fine molecular regulation.
The genetic alterations found and analyzed can support further research that may clarify its effect on
BRCA1 and BRCA2 genes molecularly and clinically. Future studies should be defined to evaluate
miRNAs binding mechanism in order to develop diagnostic, prognostic, and treatment tools based on
miRNAs technology. Thus, we consider this exploratory study as a pioneer in the understanding of
HBOC in a Mexican mestizo population.
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ANEXO 1

Secuencia de 3°UTR de BRCA1

>gi| 237757283 |ref|NM_007294.3| Homo sapiens breast cancer 1, early onset
(BRCAl) , transcript variant 1, mRNA

CTGCAGCCAGCCACAGGTACAGAGCCACAGGACCCCAAGAATGAGCTTACAAAGTGGCCTTTCCAGGCCCT
GGGAGCTCCTCTCACTCTTCAGTCCTTCTACTGTCCTGGCTACTAAATATTTTATGTACATCAGCCTGAAA
AGGACTTCTGGCTATGCAAGGGTCCCTTAAAGATTTTCTGCTTGAAGTCTCCCTTGGAAATCTGCCATGAG
CACAAAATTATGGTAATTTTTCACCTGAGAAGATTTTAAAACCATTTAAACGCCACCAATTGAGCAAGATG
CTGATTCATTATTTATCAGCCCTATTCTTTCTATTCAGGCTGTTGTTGGCTTAGGGCTGGAAGCACAGAGT
GGCTTGGCCTCAAGAGAATAGCTGGTTTCCCTAAGTTTACTTCTCTAAAACCCTGTGTTCACAAAGGCAGA
GAGTCAGACCCTTCAATGGAAGGAGAGTGCTTGGGATCGATTATGTGACTTAAAGTCAGAATAGTCCTTGG
GCAGTTCTCAAATGTTGGAGTGGAACATTGGGGAGGAAATTCTGAGGCAGGTATTAGAAATGAAAAGGAAA
CTTGAAACCTGGGCATGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGTGGGCAGATCACT
GGAGGTCAGGAGTTCGAAACCAGCCTGGCCAACATGGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAGAAATTA
GCCGGTCATGGTGGTGGACACCTGTAATCCCAGCTACTCAGGTGGCTAAGGCAGGAGAATCACTTCAGCCC
GGGAGGTGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCATACCACGGCACTCCAGCCTGGGTGACAGTGAGACTGTGGC
TCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGAAAATGAAACTAGAAGAGATTTCTAAAAGTCTGAGATATATTTGCTAG
ATTTCTAAAGAATGTGTTCTAAAACAGCAGAAGATTTTCAAGAACCGGTTTCCAAAGACAGTCTTCTAATT
CCTCATTAGTAATAAGTAAAATGTTTATTGTTGTAGCTCTGGTATATAATCCATTCCTCTTAAAATATAAG
ACCTCTGGCATGAATATTTCATATCTATAAAATGACAGATCCCACCAGGAAGGAAGCTGTTGCTTTCTTTG
AGGTGATTTTTTTCCTTTGCTCCCTGTTGCTGAAACCATACAGCTTCATAAATAATTTTGCTTGCTGAAGG
AAGAAAAAGTGTTTTTCATAAACCCATTATCCAGGACTGTTTATAGCTGTTGGAAGGACTAGGTCTTCCCT
AGCCCCCCCAGTGTGCAAGGGCAGTGAAGACTTGATTGTACAAAATACGTTTTGTAAATGTTGTGCTGTTA
ACACTGCAAATAAACTTGGTAGCAAACACTTCCAAA
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ANEXO 2

Secuencia de 3°’°UTR de BRCA?2

> gi|119395733|ref|NM 000059.3| Homo sapiens breast cancer 2, early onset
(BRCA2), mRNA
GCATTTGCAAAGGCGACAATAAATTATTGACGCTTAACCTTTCCAGTTTATAAGACTGGAATATAATTTCA
AACCACACATTAGTACTTATGTTGCACAATGAGAAAAGAAATTAGTTTCAAATTTACCTCAGCGTTTGTGT
ATCGGGCAAAAATCGTTTTGCCCGATTCCGTATTGGTATACTTTTGCTTCAGTTGCATATCTTAAAACTAA
ATGTAATTTATTAACTAATCAAGAAAAACATCTTTGGCTGAGCTCGGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAACA
CTTTGAGAAGCTGAGGTGGGAGGAGTGCTTGAGGCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGGCAACATAGGGAGA
CCCCCATCTTTACAAAGAAAAAAAAAAGGGGAAAAGAAAATCTTTTAAATCTTTGGATTTGATCACTACAA
GTATTATTTTACAAGTGAAATAAACATACCATTTTCTTTTAGATTGTGTCATTAAATGGAATGAGGTCTCT
TAGTACAGTTATTTTGATGCAGATAATTCCTTTTAGTTTAGCTACTATTTTAGGGGATTTTTTTTAGAGGT
AACTCACTATGAAATAGTTCTCCTTAATGCAAATATGTTGGTTCTGCTATAGTTCCATCCTGTTCAAAAGT
CAGGATGAATATGAAGAGTGGTGTTTCCTTTTGAGCAATTCTTCATCCTTAAGTCAGCATGATTATAAGAA
AAATAGAACCCTCAGTGTAACTCTAATTCCTTTTTACTATTCCAGTGTGATCTCTGAAATTAAATTACTTC
AACTAAAAATTCAAATACTTTAAATCAGAAGATTTCATAGTTAATTTATTTTTTTTTTCAACAAAATGGTC
ATCCAAACTCAAACTTGAGAAAATATCTTGCTTTCAAATTGGCACTGATT
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ANEXO 3

P-value (cases

Gene | Allele | Frequencies Cases % | Controls % OR 95% 1. C.
vs control)
Genotype n=50 n =50
. cC 82 76 0.7184 Reference
Ed </-'\3 CG 0 8 0.04282 0.103 0.005-1.978
I o |GG 18 16 0.93779 1.043 0.365-2.979
2 g [Pvalue HWE| 1.537E-12 | 1.137E-07
2% |Allele
e 0.825 0.805
G 0.175 0.195
Genotype n =50 n =50
_. |GG 84 90 0.1178 Reference
@ 'X GT 10 10 0.91771 1.071 0.289-3.967
S0 |TT 6 0 0.07813 7.494 D.376-14.9405
o & |P-value HWE|  0.0005 0.7097
. 4 5 |Allele
6 G 0.893 0.952
x T 0.107 0.048
'ﬂ_i Genotype n =50 n =50
2 ~ |GG 68 76 0.05402 Reference
“ g < lea 12 18 0.60965 0.745 | 0.240-2.311
> O (AA 20 6 0.04856 3.725 ]0.946-14.671
S S |Pvalue HWE| 1.14E-06 0.0375
? Z Allele
~ |G 0.854 0.745
A 0.146 0.255
Genotype n =50 n =50
o cC 88 88 0.08172 Reference
o N |CT 4 16 0.07816 0.07816 | 0.051-1.279
oo TT 14 0 0.00996 1.5361 |0.850-27.764
S & |Pvalue HWE| 1.76E-09 0.5386
Ty |Allele
~ |C 0.845 0.922
T 0.155 0.078

P-value (cases

Gene | Allele [ Frequencies | Cases % | Controls % vs control) OR 95%1. C.
Genotype n =50 n =50
. |AA 84 82 0.36601 Reference
. &\’ AC 6 18 0.09686 0.325 |0.082-1.288
2 < |cc 10 0 0.03152 10.741 |0.576-20.045
98 |P-value HWE| 2.04E-07 0.4843
5 |Allele
A 0.874 0.912
C 0.126 0.088
Genotype n =50 n =50
~ |AA 94 94 F 1.0000 Reference
w9 |Ac 0 0 " 1.0000 1 0.019-5.144
E < |GG 6 6 F 1.0000 1 0.192-5.210
E 2 |P-value HWE| 1.54E-12 1.54E-12
=8 |Allele
~ |A 0.943 0.943
G 0.057 0.057
Genotype n=50 n=50
% - AA 66 68 0.06251 Reference
) O |ac 12 30 0.09596 0412 |0.143-1.191
2 < cc 22 2 0.00645 11.333 [1.385-92.772
5 5 P-value HWE| 6.81E-07 0.6555
™ N Allele
° A 0.725 0.833
C 0.275 0.167
Genotype n =50 n =50
. |AA 82 82 0.30085 Reference
8 (/:\) AG 4 14 0.11308 0.286 | 0.056-1.458
g < GG 14 4 0.11308 35 0.686-17.864
g N P-value HWE| 1.76E-09 0.0439
2w |Allele
° A 0.845 0.893
G 0.155 0.107
" |Genotype n=50 n=50
o N |TT 92 32 2.32E-18 Reference
§ E -- 8 68 6.38E-10 2.4438 | 7.495-7.968
3 = P-value HWE| 1.54E-12 1.54E-12
52 |Alele
e 7T 0.326 0.923
6 |-- 0.674 0.077




