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GTPasa Hras, del homologo del oncogén viral del sarcoma de rata Harvey.
Terapia hormonal sustitutiva.

Homo sapiens.

Céncer de mama inflamatorio.

Factor de crecimiento por insulina 1.

Receptor del factor de crecimiento por insulina 1.
Tincién inmunohistoquimica

Tincién nmunohistoquimica.

Antagonista del receptor de la interleucina 1.
Interleucina 6.

Subunidad 1 de la proteasa de la membrana interna mitocondrial.
Sustrato del receptor de la insulina 1.

Integrina 3.

Homologo de Jagged 1.

Janus cinasa 1.

Cinasas cJun-N-terminal.

Marcador de proliferacion Ki 67.

Inhibidor 1B de cinasa dependiente de ciclina.
Inhibidor 2 de cinasa dependiente de ciclina.
Homoélogo del oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten.
Receptor de leptina.

Hormona liberadorea de la hormona luteinizante.
Homoélogo A de Lin-28.

Lotus japonica.

Luminal.

Glucosidasa de maltosa 1 Mall.

Homologo del gen del reguléon de maltosa.
Proteina-cinasas activadas por mitégeno.

Inhibidor de la proteasa de serina mamaria.
Datos de expresion de miRNAs del consorcio METABRIC obtenidos mediante
EXIQON.

Proteina de diferenciacion celular en leucemia mieloide inducida, También MCLI.
Tirosina cinasa del proto-oncogén MER.

Receptor tirosina cinasa del proto-oncogén MET.

Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium.

Receptor metabotrépico del glutamato.

Molécula silenciadora de RNA de pequefio tamaiio, también microRNA.
Metalopeptidasa de la matriz 16.

Superdxido dismutasa 2, mitocondrial.

Homoélogo A del gen de recombinacion meidtica 11.

Proteina asociada a miosina fosfatasa p.



mRNA
mTOR
MYC

MYCN

Myt-1
NANOG
NBN
ncRNA
NF-«B
NGF
NMDAR
NOR
NOTCH
Nrg
oC
OCT
ORF
p38a
p63
p85
PALBZ
PBS
PCNA
PCR
Per
PDCD4
PDCD4
PDGF
PDGFR
PDK
PEBPI
PI3K
PIP3
piRNA
PKA
PKC
PKD1
PLC
PLZF
Pol

PR

pta
PTEN

RNA mensajero.

Diana mecandstica de Rampamicina, también FRAPI.
Homologo del oncogén viral de la mielocitomatosis aviar v-Myc.
Homologo del oncogén viral de la mielocitomatosis aviar v-Myc derivado de
neuroblastoma.

Factor de transcripcion de mielina 1.

Nanog Homeobox.

Gen de la nibrina.

RNA no codificante.

Factor nuclear del polipéptido k.

Factor de crecimiento neuronal.

Receptor de N-Methyl-D-Aspartato (glutamato).

Muestras procedentes de mujeres libres de cancer.

Proteina homologa del locus neurogénico Notch.
Neurregulina.

Contraceptivos orales.

Tejido congelado incluido en criomoldes.

Pauta de lectura abierta.

Proteina cinasa activada por mitégeno 14, también MAPK14.
Proteina asociada a transformacion 63.

Subunidad reguladora de PI3K.

Compaiiero y localizador de BRCA2, también FANCN.

Tampon fosfato salino.

Antigeno nuclear de proliferacion celular (Proliferating Cell Nuclear Antigen).

Reaccién en cadena de la polimerasa.
Probabilidad de unién conservada preferente.

Proteina 4 de muerte celular programada (Programmed cell death protein 4).
Programmed Cell Death 4 (Neoplastic Transformation Inhibitor).
Platelet-derived growth factor.

Platelet-derived growth factor receptor.

Dominio de la proteina cinasa.

Proteina de union a Fosfatidiletanolamina 1.

Fosfatidil inositol 3 cinasa.

Fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato .

RNA asociado a pi-wi.

Proteina-cinasas activadas por cAMP.

Proteina-cinasas activadas por calcio y fosfolipidos.

Cinasa 1 dependiente de fosfatidil inositol-3.

Fosfolipasa C.

Ortologo de dedos de zinc de la leucemia promielocitica.
Polimerasa.

Receptor de Progesterona.

Pinus taeda.

Homologo de la fosfatasa y tensina.
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PTHrP Proteina relacionada con la hormona paratiroidea.

PTPmu Receptor tipo M de proteina tirosina fosphatase.

PTPRO Receptor tipo O proteina tirosina fosfatasa.

PUMA Modulador de la apoptoris regulado por P53.

QC Control de calidad.

qRT-PCR PCR cuantitativa a tiempo real.

RAD30 Homologo de la proteina de reparacion del DNA RAD50.
RADS51C Paralogo C de RADS1.

RAS Proteina RAS.

RDX Radixina.

RECK Reversion-Inducing-Cysteine-Rich Protein With Kazal Motifs.
REDDI Proteina regulada en el desarrollo y respuesta al dfio en DNA , 1.
RHOA Homologo del miembro A de familia Ras.

RIN Numero de integridad del RNA.

RISC Complejo silenciador inducido por RNA.

RMA Media robusta multimatrices.

RNA Acido ribonucleico.

RNAi RNA de interferencia.

RNU6B RNA nuclear de pequefio tamafio, también U6B.
RNU43 RNA nuclear de pequeiio tamaiio, también U43.

RPMI Medio RPMI 1640.

RQ Cantidad relativa.

rRNA RNA ribosomal.

RTx Radioterapia.

S/B Senal de fondo.

S100B Gen de la proteina de unién a calcio S100B.

SBF Suero bovino fetal.

SD Desviacion tipica.

SE Error estiandar.

SERM Moodulador selectivo del receptor de estrogenos.

SETS8 Dominio SET (Metiltransferasa de lisina) 8.

SHIP1 Dominio SH2 Inositol 5-fosfatasa 1.

SIRT1 Sirtuina-1 deacetilasa dependiente de NAD.

SMAD4 Miembro 4 de la familia SMAD.

SMAD5 Miembro 5 de la familia SMAD.

SNAIL Homologo de Snail.

snoRNA RNA nucleolar de pequefo tamafio.

snRNA RNA nuclear de pequefo tamario.

SOCS1 Supresor de la sefializacion por citoquinas 1.

SOX2 SRY (Regién Y determinante del sexo)-Box 2.

SPRY1 Sprouty Homolog 1, Antagonist Of FGF Signaling (Drosophila).
SPS Estabilidad de la unién a semilla.

STK11/LKB Cinasa serina-threonina 11.

SUZ12 SUZ12 subunidad del complejo de represion Polycomb 2.
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Suzl2? Subunidad del complejo de represion 2 Polycomb SUZ12.

TA Cantidad de sitios diana.

Taq Termus aquaticus.

TBS Tampon salino Tris.

TCL1 Gen de la leucemia de células T 1A.

TGEFBII Factor de crecimiento transformacion 8 I11.

TIMP3 Inhibidor 3 de TIMP Metallopeptidasa.

TMA Micromatriz de tejidos.

TN Subtipo triple negativo.

TNBC Céncer de mama triple negativo.

TINC Tenascina C.

TNM Sistema de estadificacion por tamafo, afectacion nodular y presencia de metastasis.
TP53 Proteina tumoral p53.

TPM1 Tropomiosina 1 a.

TRBP Proteina de union al RNA TAR.

TRK Receptores tirosina-cinasa.

trkA Receptor tipo 1 tirosin-cinasa neurotrofica.

tRNA RNA de transferencia.

TRPS1 Gen del Sindrome Trichorhinophalangeal 1.

TRXR2 Thioredoxina Reductasa 2.

TSP1 Trombospondina 1.

UBC9 Homologo de la enzima E21 conjugada a ubiquitina (Ube9).
UFO Receptor de la protein tirosina-cinasa UFO.

UPGMA Método de agrupamiento de pares por media aritmética.
UTR Regioén no traducida.

UV-Vis Espectroscopia de luz ultravioleta-visible.

VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular.

VEGFR?2 Receptor del dominio de cinasa.

WAF1 Inhibidor 1 de cinasa dependiente de ciclina.

WASF2 Miembro 2 de la familia de proteina WAS.

WEE1 WEE1 cinasa de checkpoint de G2.

Wipl Protein fosfatasa dependiente de Mg2+/Mn2+ 1D.
WNT Proteina proto-oncogén Wnt ( Wingless type MMTV).
ZBTBI10 Proteina con dominio de union BTB y dedos de zinc, 10.
ZEB1/2 Proteina con Homeobox E-box de unién a dedos de zinc, 1/2.
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Resumen

El cancer de mama constituye el cancer invasivo mas frecuente en mujeres, afectando a una de
cada 8 mujeres a lo largo de su vida, siendo, ademas, la primera causa de muerte derivada de
cancer invasivo en la poblacién espafiola (15,5%). Las mujeres jovenes representan Unicamente el
3% del total de casos diagnosticados; sin embargo, estas pacientes presentan tumores de mayor
tamafio e indice de proliferaciéon, estando sobrerepresentados subtipos tumorales mas agresivos y
de peor prondstico.

Los microRNAs (miRNAs) son pequefias moléculas de RNA no codificante, cuyo papel en la
célula es regular la expresion de genes, bloqueando el paso de RNA mensajero a proteina. Su
desregulacion es tipica en numerosas enfermedades, incluyendo cincer, constituyen una
herramienta muy util como biomarcador diagnostico y prondstico debido a su estabilidad y
reproducibilidad.

El principal objetivo del trabajo de esta tesis ha sido establecer un perfil molecular
caracteristico del cincer de mama en mujeres jovenes. Para ello se seleccionaron 22 pacientes de
cancer de mama menores de 35 aflos y 12 pacientes mayores de 65 que no hubiesen recibido
tratamiento neoadyuvante, no metastasicas y sin mutacién en BRCA1/2, ademas de 3 mujeres
sanas. Mediante un chip de hibridacion de miRNAs se obtuvo la expresion en tejido tumoral de
1100 miRNAs humanos, de los cuales 91 mostraron una expresiéon diferente en mujeres menores
de 35 afios. Se obtuvo un perfil de miRNAs especifico de mujeres jovenes con cincer de mama.
Este perfil identificativo fue validado en lineas celulares procedentes de mujeres jovenes
(HBL100, HCC1500, HCC1937). Se estudio, ademas, en una serie de datos de 750 pacientes de
cancer de mama obtenidas a partir de datos depositados online de un estudio previo
(METABRIC). Los miRNAs desregulados en mujeres jovenes apuntaban a genes diana de rutas
relacionadas con proliferacion, supervivencia celular, migracion y movilidad celular, y
relacionadas directamente con procesos cancerosos.

Se seleccionaron 18 miRNAs representativos, de los cuales, seis fueron validados mediante
gRT-PCR en una nueva serie de 55 pacientes: hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-92b, hsa-miR-139, hsa-
miR-1228, hsa-miR-1275, hsa-miR-3196. Los miRNAs hsa-miR-92b y hsa-miR-139 mostraron una
peor supervivencia asociada a su represion y sobre-expresion, respectivamente. Entre sus genes
diana, se seleccionaron receptores de membrana relevantes desde un punto de vista traslacional:
HER4, GRINZB, GRIN3A y GRM3 y se evalu6 su expresién mediante qRT-PCR, mostrando
GRINZB una expresiéon mayor en mujeres jovenes. Se midio la cantidad de proteina HER4 en 31
cortes de tejido tumoral de pacientes jovenes y 29 de mayores de 65 afios, mediante tincién
inmunohistoquimica in situ, lo que confirmé que existe una mayor expresiéon de HER4,
localizada en membrana, en mujeres jovenes.

Los resultados respaldan la idea de que el cancer de mama en mujeres jovenes constituye una
entidad clinica y bioldgica diferenciada dentro del cancer de mama general, con una etiologia
particular que responde a una desregulacion de procesos celulares relacionados con proliferacién,
supervivencia celular, migracion y movilidad celular, que merece una mayor atenciéon de cara a
ofrecer un tratamiento personalizado mas acorde a las necesidades particulares de este grupo de
pacientes.
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Abstract

Breast cancer is the most frequent cancer in women, afecting one in eight women in their
lifetime. It is also the first invasive cancer derived cause of death in Spanish population (15.5%).
Young women only account for the 3% of total diagnosed cases, however, this patients usually
present larger tumors with higher proliferation and overrepresentated in more aggressive tumor
subtypes.

MicroRNAs (miRNAs) are small non coding RNA molecules that regulates gene expression by
silencing the protein translation. MiRNA deregulation tipycally affects in various diseases,
including cancer, and constitute a useful tool as a diagnosis and prognosis biomarker, due to their

stability and reproducibility.

The aim of this study was to stablish a molecular profile unique of breast cancer in very young
women. With that purpose, 22 breast cancer patients younger than 35 years and 12 patients older
than 65 years were selected, besides of 3 healthy women. None of the patients recived
neoadjuvant treatment, were metastasic not/or have known BRCA1/2 mutation. Using a
miRNA Affymetrix microarray, the expression of 1100 miRNAs was assessed in tumoral tissue. 91
of those miRNAs showed differential expression in patients younger than 35 years. The analyses
performed revealed a molecular profile distinctive of young women with breast cancer. The
profile was validated on cell lines derived from mammary tumor of young women (HBL100,
HCC1500, HCC1937). The analyses were also carried out on a dataset from 750 breast cancer
patients obtained from a published study (METABRIC repository). Deregulated miRNAs in
young women pointed out to target genes related with proliferation, cell survival, migration and
cell motility pathways, and with cancer-related events.

Eighteen representative miRNAs were selected, six of those were validated by qRT-PCR in an
independent serie of 55 patients: hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-92b, hsa-miR-139, hsa-miR-1228, hsa-
miR-1275, hsa-miR-3196. MiRNAs hsa-miR92b and hsa-miR-139 show differential survival
prognosis when downregulated and upregulated, respectively. Among the target genes, relevant
receptors were selected: HER4, GRINZB, GRIN3A y GRM3 and their mRNA expression was
measured using qRT-PCR assays. The results showed a higher expression of GRIN2B in tissue
from young women. The HER4 protein was quantified by IHC in tumoral tissue from 31 young
patients and 29 older patients, confirming a higher membrane expression of HER4 in young

women.

The results of this work support the idea that breast cancer in very young women constitutes a
clinical and biological entity inside breast cancer, which particular etiology is due to the
deregulation of cellular proceses related to proliferation, cell survival, migration and cell motility.
Breast cancer in very young women, though, deserves utterly attention towards offering more
focussed treatment that grants the needs of this particular group of patients.
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CANCER

o que se entiende comunmente por cincer se trata en realidad de un neoplasma maligno.

El término neoplasma se acufa del griego Veo- neo, "nuevo" y TMAdoUO plasma,

"formacién", se puede deducir que se trata de una masa anormal de tejido de nueva
formacion, producida como resultado de una neoplasia. Se llama neoplasia a la proliferacion
anormal de células que crecen de manera no coordinada y a mayor velocidad que la usual del
tejido adyacente. Antiguamente el término tumor se utilizaba para cualquier tipo de hinchazén,
no en vano tumor era el vocablo en latin para hinchazén, bulto,... pero actualmente en medicina
moderna se llama tumor a un neoplasma que, encapsulado o no, excede los limites del tejido
formando una protuberancia. No todos los neoplasmas acabaran abultandose, ni siendo malignos.
Los neoplasmas pueden ser benignos, pre-malignos (carcinoma in-situ) o malignos (carcinoma

invasivo o cancer).

* Neoplasma benigno: estdn localizados y limitados y no se transforman en cancer. Se

incluyen en esta denominacién fibromas uterinos y nevi melanociticos, por ejemplo.

* Neoplasma potencialmente maligno o pre-maligno: incluyen carcinomas in situ, a
diferencia de los malignos no invaden y dafnan los tejidos, pero si no se tratan y tras

pasar un tiempo suficiente pueden o no evolucionar a neoplasma maligno.

* Neoplasma maligno: comunmente llamado cancer, invaden y dafan el tejido

adyacente, pudiendo tener o desarrollar capacidad metastatica.

* Neoplasma secundario: se refiere a neoplasma de cualquier tipo que puede tratarse
tanto de un tumor producto de la metistasis derivada de un tumor primario como

de un tumor aparentemente no relacionado.

Neoplasma maligno es, en realidad, un término general para un grupo heterogéneo de varias
enfermedades, existen mas de 200 tipos de cancer descritos, que tienen como caracteristicas
comunes el crecimiento celular incontrolado y la capacidad de invadir localmente a los tejidos
adyacentes o a tejidos distantes, denominandose a este proceso metastasis. Las sefias de identidad
de un proceso canceroso estin bien definidas, pudiendo tener una célula parte o la totalidad de
ellas, siendo los mas relevantes la evasion de la muerte celular, inmortalizacion celular, evasion de
los sistemas de supresion del crecimiento, activacion de la capacidad de invasién y metastasis,

induccion de la angiogénesis y mantenimiento aberrante de las sefiales de proliferacion (1, 2).

Al tratarse de una enfermedad compleja de penetrancia variable, el riesgo de padecer cancer
depende de un gran ntimero de factores, siendo estos tanto ambientales como genéticos, que, a su

vez, varian dependiendo del tipo de cancer.
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CANCER DE MAMA

El cancer de mama es uno de los cinceres mejor conocidos desde la antigiiedad y del que se

tienen mds registros documentados debido a su visibilidad, pudiéndose observar en el arte a lo

largo de la historia.

Noche, Miguel Angel 1526/31, escultura en marmol. Nueva sacristia de San Lorenzo, Florencia.

AN P - ."v‘zr/ : g >

y 5

De izquierda a derecha: Retrato de una joven (La Fornarina), Raffaello Sanzio 1518/19, 6leo sobre tabla, Galeria
Borghese, Roma. Las tres gracias, Peter Paul Rubens 1636/39, ¢leo sobre tabla, Museo del Prado, Madrid. Betsabé
con [a carta de David, Rembrandt Harmenszoon van Rijn 1645, ¢leo sobre lienzo, Museo del Louvre, Paris.
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El primer registro del que se tiene constancia proviene del Antiguo Egipto y data del 1500 a.C.
El Papiro Edwin Smith es un tratado de medicina que, entre 48 historias clinicas, describe ocho
casos de tumor mamario, para los que “no existe tratamiento una vez el tumor es sangrante y
duro”. En la antigua Grecia, Hipdcrates describe varios casos y apunta a que las pacientes con

tumores infiltrantes no deben ser tratadas, ya que asi aumenta su supervivencia.

Durante la historia varios médicos han descrito casos con una triste conclusion, no fue hasta
que la medicina amplié su conocimiento en el sistema circulatorio, en el siglo XVII, cuando se
obtuvieron los primeros resultados favorables, al poder relacionar la enfermedad con los nédulos
linfaticos axilares y ser capaces de extraer el tumor junto con los nédulos linfaticos y los musculos
pectorales; aunque la mortalidad se mantuvo debido a la cantidad de muertes por sepsis derivada,

abrio el camino a la mastectomia moderna.

El cancer de mama es un neoplasma maligno que se origina en tejido mamario. Se le
denomina carcinoma debido a su origen epitelial, aunque en sentido estricto se trata en algunos
casos de adenocarcinomas por su origen glandular, sarcomas que derivan de tejido conectivo o
linfomas de los ganglios linféticos, estos dos ultimos en menor frecuencia. Dado que en primera

instancia derivan de tejido epitelial, el término carcinoma es correcto médicamente.

1. GLANDULA MAMARIA

1. 1. Anatomia

La glindula mamaria es un érgano presente en mamiferos cuya funcién es producir la leche
que alimentard a la descendencia. Se trata de un tipo especifico de glandula apocrina, cuya
secrecion se produce por escision de parte de la célula junto con las vesiculas secretadas (Figura 1).

Tejido adiposo Lébulo normal Carcinoma Lobular in situ

.

0 Células
anormales

Carcinoma Ductal in situ

y Ducto normal Células
modificadas
OO
% o° 9) 3
) I\ v ]
le \0) X \_a’ }
\ oY ooy

| Tejido adiposo

Figura 1. Anatomia de la glindula mamaria. Representa un proceso tumoral que origina bien un carcinoma
lobular in situ (CLIS) o un carcinoma ductal in situ (CDIS) segtin las células de procedencia.
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El componente principal de la glindula mamaria son los alvéolos, cavidades cuboidales
tapizadas por células productoras de leche y células mioepiteliares. Estos alvéolos se agrupan
formando los llamados acinos glandulares o l6bulos, desembocando cada l6bulo en un conducto
galactoforo, que es el encargado de dirigir la leche producida hasta el exterior por el pezon. Las
células mioepiteliares se contraen por el efecto de la oxitocina, dirigiendo la leche secretada por el
ducto. Los componentes se encuentran embebidos en una matriz extracelular (ECM) llamada
estroma mamario, compuesto principalmente por adipocitos, fibroblastos y células inflamatorias,
entre otros.

1.2. Desarrollo de la glindula mamaria

La glindula mamaria es el tnico érgano cuyo desarrollo se produce en diferentes etapas, y
alcanza su madurez mucho después del desarrollo embrionario y del nacimiento (3-5).

Desarrollo embrionario y post-natal

Durante el desarrollo embrionario se forma un sistema ductal rudimentario, dependiente de
hormonas sistémicas y maternas, asi como de la comunicacién paracrina entre las células
epiteliares y mesenquimales por medio de la proteina relacionada con la hormona paratiroidea
(PTHrP). En las primeras semanas tras el nacimiento se produce un breve desarrollo de los
conductos galactéforos, pero en su mayoria este desarrollo se produce en la pubertad (6). El
estrogeno promueve la diferenciacion de los ductos rudimentarios, y su crecimiento es controlado
por el factor de crecimiento epidérmico EGF y por componentes de la matriz extracelular (ECM)

@.
Embarazo y lactancia

En las primeras etapas del embarazo, los aumentos en los estrégenos y progesterona
promueven el desarrollo del arbol de los conductos galactéforos, que alcanzan su maximo durante
la lactancia. Tras la lactancia se desencadena la involucién de la glindula mamaria proceso en el
cual se pierde drasticamente la mayoria de tejido mamario epitelial y glandular, que sufre muerte
celular programada o apoptosis (3, 8, 9).

2. EPIDEMIOLOGIA Y RIESGOS DEL CANCER DE MAMA

2.1. Factores de riesgo a padecer cincer de mama

Factores hormonales externos

La terapia hormonal sustitutiva (HRT, del inglés hormone replacement therapy) se emplea
para tratar los sintomas provocados por la menopausia. Las evidencias, procedentes tanto de
estudios epidemioldgicos como de ensayos clinicos, indican un elevado riesgo entre la poblacion
de mujeres receptoras de HRT, dependiente de la duraciéon del tratamiento, reduciéndose por
cada afo llegando al nivel del riesgo normal tras 5 afios de cese en el tratamiento (10, 11)

El riesgo también es un 15% mayor en usuarias actuales de contraceptivos orales (OC), sin
embargo tras 10 afos sin usarlos el riesgo se iguala con el de no usuarias, se considera tnicamente
un factor de riesgo en mujeres jévenes, que tienen una incidencia de cincer de mama basal, por
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lo que el uso de OC no es relevante como factor de riesgo a padecer cincer de mama en la
poblacion general (10, 12).

Factores hormonales internos

La edad de la menarquia y la menopausia influye en el riesgo de padecer cincer de mama, ya
que éste es mayor conforme aumenta el numero de ciclos menstruales. Este riesgo disminuye un
15% por cada afio de retraso en la menarquia y aumenta un 3% por cada afo mas en la edad de
menopausia. Ambos factores estan relacionados en tanto que determinan los afios totales de carga
hormonal acumulados por una mujer (11) (13).

Tanto el embarazo como la lactancia aumentan el riesgo a padecer cancer de mama a corto
plazo, probablemente debido al aumento en los niveles de estrogenos en los primeros meses de la
gestacion. Se ha propuesto la existencia de una asociaciéon entre la involucién de la glindula
mamaria tras la lactancia y el mayor riesgo a desarrollar cincer de mama en los 5 afios posteriores
al embarazo, este hecho es debido, segiin algunos autores, a la reordenacion de la matriz
extracelular y modificacion del microambiente, facilitando la proliferacion de las posibles células
pre-malignas existentes (14, 15).

Sin embargo, embarazo y lactancia ejercen un papel protector en el riesgo a largo plazo. La
nuliparidad acttia como factor de riesgo conocido, debido a que las mujeres con al menos un
embarazo llevado a término alcanzan niveles menores de globulinas receptoras de hormonas
sexuales y un aumento en la prolactina. Adicionalmente la lactancia tiene un efecto beneficioso al
suprimir la ovulacion durante la misma, reduciendo el riesgo en un 4,3% por cada afo de
lactancia (16).

Por lo tanto, el primer embarazo a edad temprana, asi como un efecto protector ligero
propiciado por el numero de embarazos, junto a la lactancia constituyen los principales factores
protectores frente al cincer de mama (17) (13).

Sintomas fibroquisticos y fibroadenomas, las enfermedades de mama mas comunes de caracter
benigno, se asocian con un riesgo de 2 a 3 veces mis elevado de padecer cancer de mama, no se
trata de condiciones pre-neoplasicas, pero si denotan una elevada proliferacion epitelial, ligada a
alteraciones hormonales intrinsecas.

Edad

La edad se considera un factor directamente relacionado con riesgo de padecer ciancer de
mama, siendo edades mas avanzadas de mayor riesgo. Probablemente esto estd asociado al mayor
numero de ciclos menstruales acumulados por la mujer y una mayor carga hormonal recibida.
Debido a que el cincer de mama es una enfermedad post-menopdusica en su mayoria, este factor
se veria influenciado por la edad de aparicién de la menopausia y por la administracion a este
grupo de mujeres de HRT, demostrado factor de riesgo (13, 18-21).

Basandonos en estos supuestos la relacion entre edad y aparicion de cancer de mama deberia
ser lineal, siendo mas elevada a mas afios, pero en la practica se observa una distribucién bimodal,
con un pico de aparicion a los 50 afios y otro a los 65 afos de edad (18). Por esto la comunidad se
refiere a ambos tipos de cidncer de mama como pre-menopausicos y post-menopausicos, con
algunas diferencias en cuanto a caracteristicas tumorales, incidencia y prondstico.
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Factores relacionados con habitos de vida

La ingesta de alcohol aumenta hasta en un 30% el riesgo a desarrollar un ciancer de mama en
consumidoras de 3 o mas bebidas alcoholicas diarias (22).

Existen varios estudios que evaltan la relacion entre la dieta y el riesgo de padecer cancer de
mama, sin embargo no se ha hallado ninguna asociacion remarcable con cancer de mama (23,
24). De todos los aspectos considerados, tnicamente parece haber un ligero papel protector en la
ingesta de soja y folatos (por el efecto neutralizador que ejercen sobre la toma de alcohol).

Es posible, sin embargo, que los niveles hormonales y la nutricién durante el periodo
intrauterino e infancia si afecten en la carcinogénesis de mama. De hecho, algunos trabajos
relacionan el tamafio y peso al nacer (derivado de la ingesta nutricional de la madre durante el
embarazo, entre otros factores) con un 6% mayor riesgo de padecer cancer de mama por cada
500gr de sobrepeso y un 9% por cada dos centimetros de aumento en el tamafio relativo (25, 26).

Aparte del tamafio como componente de riesgo, pero consistente con él, otros factores
antropomorficos han demostrado tener relacion con la etiologia del cincer de mama. Se ha
establecido el indice de masa corporal (IMC) como factor de riesgo, relacionandose valores de
IMC superiores a 30 (es decir correspondientes con obesidad) con mayor probabilidad a
desarrollar cancer de mama post-menopiusico (por encima de los 50 afios de edad) (23).
Sorprendentemente, en mujeres pre-menopausicas (menores de 50 aios) parecen ser valores de
IMC bajos los que aumentan este riesgo (18).

Probablemente, tanto la obesidad como la ingesta de alcohol, tengan relacién con mecanismos
que impliquen aspectos hormonales o metabolicos.

Predisposicion genética

La existencia de antecedentes familiares aporta un riesgo de padecer cincer de mama de 2 a 3
veces mayor que el de la poblacion normal, y este riesgo aumenta segiin el nimero de parientes de
primer grado afectados, la edad de diagndstico y si en algin caso se trata de cancer de mama
bilateral o en hombres (27). Alrededor de un 10% de los casos de cincer de mama tienen un
componente familiar, pudiéndose atribuir a factores genéticos y genes de alta, media y baja
penetrancia, en su mayoria relacionados con el metabolismo y regulacién de hormonas, y dafio y

reparacion del DNA.

Genes de alta penetrancia: Del porcentaje de cancer de mama familiar, un 20%
corresponde a familias portadoras de mutaciones en los genes de alta penetrancia BRCAI
y BRCAZ (FANCDJI). Mutaciones en estos genes aumentan el riesgo de padecer cancer
de mama hasta en un 80%, ademds de un 15-40% de padecer cincer de ovario y un 65%
de desarrollar un segundo tumor de mama. En estas pacientes el cancer de mama se
presenta a edades tempranas y su evolucion tiende a mal prondstico. Ambos son genes
supresores de tumores en la ruta de reparacion del DNA.

La frecuencia de mutaciones en los genes BRCAI y BRCAZ varia dependiendo de la
poblacion, pero en general se mantiene baja, con una prevalencia de 1 en 860, y 1 en 740,

respectivamente, explicando hasta un 25% de los casos familiares. Existen otros genes que
pueden explicar este componente familiar, como son 7P53, PTEN, STKI1/LKB,
RADSIC.

Genes de media y baja penetrancia: Ademas de los genes de alta penetrancia, mutaciones
en muchos otros genes provocan un aumento del riesgo de cincer de mama. En esta
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categoria se incluyen mutaciones en CHEKZ, ATM, NBN, MREIIA, RAD50, BRIPI,
PALBZ(2831).

* CHEKZ (Cinasa del checkpoint del ciclo celular 2) es un gen supresor de
tumores. Codifica para una cinasa que interviene en el control del ciclo
celular, regulando la division celular e impidiendo el crecimiento
descontrolado.

* ATM, o gen ataxia telangiectasia mutado, es el gen que codifica para la
enzima fosfatidil inositol cinasa (PI3K), implicada en la regulacion de los
procesos de control de la division celular y en la reparacién del DNA. Junto
con la proteina mTOR, entre otras, conforman el grupo de las fosfatidil
inositol-3-cinasas de clase V. Las mutaciones en este gen predisponen a la
aparicion de diferentes tipos de cancer.

* NBN codifica la proteina Nbsl o nibrina, que forma complejo con
MRE11A y RADS50 y se unen a ATM. Este complejo desempefa un papel
esencial en la deteccion de cadenas de DNA rotas y su reparacion,
manteniendo la estabilidad y regulando la division celular. La acumulacion
de mutaciones en NBN provoca un riesgo aumentado de desarrollar cancer,
observandose un riesgo hasta tres veces mayor de desarrollar cincer de
mama. Asi mismo, se ha propuesto que algunas mutaciones hereditarias en
RAD50 aumentan el riesgo de padecer ciancer de mama, aunque los
resultados son contradictorios y algunos autores concluyen que RAD50 no
es un factor de riesgo.

* BRIPI y PALBZ, también conocidos como FANC] y FANCN,
respectivamente, forman parte del grupo de genes que conforman la ruta
metabdlica asociada con la anemia de Fanconi. Se han descubierto varios
genes de esta misma ruta asociados a diversos cinceres, entre ellos a cdncer
de mama.

Del total de casos familiares diagnosticados, resta un 65% de casos sin mutaciéon conocida en
ninguno de estos genes, pero que cuentan con un claro componente genético o epigenético.

2.2. Incidencia del cincer de mama

Se trata del cancer invasivo mas frecuente en mujeres, afecta al 12% de la poblacion femenina,
es decir una de cada 8 mujeres lo padecera a lo largo de su vida. Esta probabilidad varia segun el
rango de edad, siendo del 1,9% hasta los 49 afos, 2,3% de los 50 a los 59 aiios, entre 60 afios y
69 aumenta hasta un 3,5% y alcanza el maximo a partir de los 70 afios de edad, siendo de un
6,7% (32). Aunque su tasa de supervivencia es muy alta (cerca del 83% de media en Europa),
como se muestra en la Figura 2, debido a su elevada incidencia es la primera causa de muerte
derivada de cdncer invasivo en la poblacién espafola, con un 15,5% (33).

La incidencia de cincer de mama ha sufrido un ascenso considerable desde el afio 1984,
estabilizindose en la ultima década o incluso disminuyendo en algunos paises (34). Este punto de
inflexién puede atribuirse al aumento y mejora del sistema de cribado de tumores mamarios por
mamografias, de forma rutinaria e intensiva en la poblacién a partir de cierta edad, que permite la
deteccion precoz de carcinomas in situ y el tratamiento antes de su transformacion maligna. Por
otro lado, existe un mayor control sobre el empleo de terapia hormonal sustitutiva (HTR) (35,

36).
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N=84572 Incidencia enhombres % Incidenciaen mujeres % N=65442
3 30 25 20 B W 5 O[O0 5§ ©O 1B 20 25 30 35
Prédstata I I 2?553 ‘ ‘ ‘ : | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘25215‘ Mama
Colorrectal 19261 Colorrectal
Vejiga 11584 Cuerpo del dfero
Estomago 4866 Pulmén
Renal 4344 Qvario
Hepdtico 4006 Pdncreas
Linfoma no Hodgkin 3379 Estémago
Pancreas 3335 Linfoma no Hodgkin
Leucemia 3028 Melanoma
Laringe 2914 Cérvix
N=49976 Tasa de mortalidad enhombres % | Tasade mortalidad en mujeres % N=27345
3 30 25 20 B W 5 OO0 5 W B 20 23 30 35
Pulmaén : 1746:0 : : : : : I | ‘ ‘ ‘ éO]LS | | | Mama
Colorrectal 5958 Colorrectal
Préstata 3688 Pulmén
Vejiga 2717 Pdncreas
Estdmago 2054 Estomago
Hepdtico 1878 ovario
PaNcreas 1487 Hepdtico
Leucemia 1378 Leucemia
Renal 121 Cuerpo delfero
Cerebro 199 Cerebro

Figura 2. Incidencia y mortalidad de cincer por sexo y 6rgano. Numero total y porcentaje de nuevos casos
diagnosticados de cancer y muertes relacionadas, segmentado por zona de aparicion del tumor, en hombres
y mujeres por separado en Espafia segun el informe Globocan de 2012.

3. HETEROGENEIDAD Y CLASIFICACION DEL CANCER DE
MAMA

El cincer de mama es objeto de varias clasificaciones atendiendo a diferentes aspectos del
mismo, asi se puede clasificar segiin su procedencia histoldgica, grado de diferenciacion de sus
células, estadio, presencia o ausencia de ciertos receptores hormonales y subtipo molecular. Esto
da una idea de la heterogeneidad que existe dentro de esta enfermedad, siendo objeto de
multiples estratificaciones y agrupaciones, cada una con diferente prondstico y aproximacién
terapéutica, por ello es vital llevar a cabo una clasificaciéon lo mas precisa posible y caracterizar el
tumor de manera completa.

3.1. Clasificacion Histopatoldgica

Se determina el tejido de procedencia de las células del carcinoma y su histologia, ademas
pueden ser in situ, si no han atravesado la barrera de ese tejido y en cuyo caso no podemos llamar
cancer de mama, o invasivo, si se han infiltrado a otros tejidos.
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Los tipos de cancer de mama mas frecuentes en la prictica clinica son:

*

3.2

Corresponde a la clasificacion del grado Bloom-Richardson-Elston o clasificacion de
Nottingham. Las células cancerosas pierden diferenciacion, siendo usualmente cianceres mds
agresivos y de peor prondstico aquellos cuyas células estain mas indiferenciadas. Se asigna un valor

Carcinoma ductal invasivo o infiltrante (CDI): Representa més del 80% de los casos
diagnosticados, las células cancerosas provienen de las células que tapizan el ducto
galactoforo. Aunque este carcinoma puede afectar a mujeres de cualquier edad, resulta
mas comun a medida que la mujer envejece. Segtin la Sociedad Americana del Cancer,
aproximadamente dos tercios de las mujeres que son diagnosticadas con cincer de
mama invasivo tienen 55 aflos 0 mas.

Carcinoma lobulillar invasivo o infiltrante (CLI): Es menos frecuente que el
carcinoma ductal, pero aun asi bastante comun, dandose en un 10% de las pacientes
de cancer de mama. Se origina en las células que conforman los 16bulos o acinos
glandulares. Aunque, al igual que los CDI, este tipo de carcinoma puede aparecer a
cualquier edad, los CLI tienden a aparecer a edades algo mas avanzadas que los
carcinomas ductales invasivos, alrededor de los 60 afios.

Carcinoma medular: Representa cerca del 3 al 5 % de todos los casos de cincer de
mama. Se denomina carcinoma “medular” porque el tumor es una masa suave y
pulposa que recuerda al bulbo raquideo o médula. Es mds frecuente en mujeres de 45
a 55 afos. El carcinoma medular afecta con mas frecuencia a mujeres que tienen una
mutacion del gen BRCAI La morfologia de sus células es similar a células cancerosas
agresivas y muy anémalas, pero no acttian como tales. El carcinoma medular no crece
rapidamente y por lo general no se propaga fuera de la mama hacia los ganglios
linfaticos.

Carcinoma mucinoso: Representa cerca del 2-3 % de todos los casos de cancer de
mama. En este tipo de cincer, el tumor se forma a partir de células anémalas
embebidas en acumulaciones de mucina. El carcinoma mucinoso suele afectar a las
mujeres postmenopausicas, con una edad promedio al momento del diagndstico de 60
afios o mas. Tiene menos probabilidad de propagarse a los ganglios linfaticos que
otros tipos de cincer de mama y, ademas, es mas facil de tratar.

Clasificacion por Grado Histoldgico

de la escala de I a III, siendo III el valor mas indiferenciado y de peor prondstico.

3.3

El estadio se determina siguiendo el sistema de estadificacion TNM, un método estandarizado
en el que se describe cuan extendido esta el cdncer y que atiende al tamafio del tumor primario
(T), a si afecta o no a los ganglios o nédulos linfaticos (N), y a la aparicion o no de metastasis
distante (M). Los estadios se basan en el manual de estadificacion de 2010 de la AJCC (American

Clasificacion segin estadio

Joint Committee on Cancer) (37).
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3.4 Clasificacion seguin receptores de membrana

Las células expresan receptores de membrana para su interaccion con el entorno y para recibir
estimulos quimicos que causan cambios y consecuencias en la célula, como son las hormonas y
factores de crecimiento. En cuanto a las células de cidncer de mama, se ha establecido una
caracterizacion de tres receptores importantes para determinar el prondstico y progresion del
cancer de mama (38).

% Receptores hormonales: Estos son los receptores hormonales de estrogenos (ER), y

de progesterona (PR). Unos niveles anormalmente altos de estrégenos o de su
receptor favorecen el crecimiento tumoral.
Un tumor de mama es ER positivo, cuando expresa ER en su membrana,
detectdindose mediante tinciéon inmunohistoquimica en el tejido. Su tasa de
supervivencia es elevada, en torno al 95% a los 5 afos cuando el cincer se ha
diagnosticado a tiempo-

* Receptor ERBB2: expresado por el gen homologo 2 del oncogén de la leucemia
eritrobastica viral aviar (ERBBJ), también llamado CD340 (claster de diferenciacion
340), o HERZ (del inglés Human epidermal growth factor receptor 2). Este oncogén
de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR/ERBB) se
encuentra amplificado, o sobreexpresado en aproximadamente del 10% al 30% de
canceres de mama diagnosticados. Los niveles de expresién son bajos en epitelio de
mama normal, por lo que tumores con sobreexpresion de HER2 presentan un
fenotipo muy proliferativo y agresivo.

3.5 Clasificacion por subtipos moleculares

Perou y colaboradores propusieron la primera clasificacion molecular del cincer de mama,
basada en el analisis de la expresion de determinados genes mediante técnicas de alto
rendimiento (39). Se obtuvo asi una clasificacion en cinco subtipos, con un perfil de expresion
caracteristico y representativo de cada uno y con valor prondstico significativo, ya que, ademas
se observd que cada subtipo molecular estaba asociado con una supervivencia global
determinada (Figura 3). Estos grupos podian separarse a su vez en ER+ y ER-, manteniendo
por tanto las clasificaciones moleculares anteriores (38, 40).

* Subtipos luminales: Se subdivide en luminal A y luminal B. Llamados asi por expresar
grupos de genes de manera similar a los expresados normalmente por el epitelio
luminal de la mama, es decir, el que estd en contacto con el lumen del conducto
galactoforo. Tanto el subtipo luminal A como el luminal B expresan citoquinas
CK8/18, GATA3, y receptores de estrégenos, por lo que ambos formarian parte del
grupo ER+. Sin embargo, los tumores clasificados/caracterizados como luminal A
tienen una expresion muy elevada de ER, con niveles bajos de genes de proliferacion,
dando por tanto fenotipos menos agresivos, de grado histoldgico bajo y muy buen
prondstico. Por otro lado los denominados como luminal B expresan ER en menor
cantidad y altos niveles de genes de proliferacion, dando como resultado tumores con
mayor grado histoldgico y peor prondstico que los luminales A. Una proporcion
significativa de tumores con sobreexpresion de HER2, pero positivos para receptores
endocrinos, se agrupa en este subtipo, luminal B.
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# Subtipo HER2: Este subtipo se caracteriza por la presencia de tumores con HER2

sobreexpresado, aparte de otros genes de la ruta de HER, localizados en la banda
cromosomica 17ql2. Son completamente negativos para receptores hormonales.
Usualmente estos tumores son agresivos, presentando un peor pronostico.

Subtipo Basallike: Este subtipo tumoral expresa principalmente genes tipicos de
células basales o mioepiteliares, como serian EGFR, citoquinas como CK5, CK14,
CK17, CD44, caderinas, caveolina 1 y 2 y nestina. Dan, ademas, resultados negativos
para ER, PR y HER2, por lo que también se les conoce como tumores triple negativos,
cuyas caracteristicas incluyen un comportamiento muy agresivo y proliferativo, con
grado histolégico alto, areas metapldsicas, necrosis central, e infiltracién nodular. Sus
caracteristicas histopatoldgicas se asemejan a los tumores tipicos de mujeres con
mutaciones en BRCAL.

Subtipo Breast-like: No se encuentra establecido como subtipo representativo, ya que
su importancia clinica no ha sido determinada, ademas, algunos autores han
propuesto que se trate de una falsa categoria, debida a la calidad del tejido empleado,
pudiendo mostrar una mayor representacion de células adiposas. Esta categoria se
agrupa con las muestras de tejido mamario sano, expresando genes tipicos de
adipocitos y otras células no epiteliares, incluyendo las células basales (Cornejo 2014).

Subtipo Claudin-Low: No se definidé como subtipo hasta mas adelante, podria
definirse como un subtipo especial dentro de los basallike, ya que son ER, PR y HER2
negativos. Se caracterizan por bajos niveles de expresion de genes relacionados con
adhesion celular, como son claudinas, ocluidinas y E-caderina. Aunque su expresion se
asemeja a la del subtipo basallike, es inconsistente, muestra bajos niveles de expresion
de genes luminales y altos de marcadores de células endoteliales y linfocitos. Son
tumores con caracteristicas agresivas del tipo basallike, contando con un alto nimero
de carcinomas con grado histolégico II o III, que comparten caracteres con la
expresion mesenquimal de tumores de tipo escamoso.

Otros marcadores en cancer de mama

Ki67: es la proteina codificada por el gen MKI67, antigeno identificado por el
anticuerpo monoclonal ki-67, cuya expresion se evalua como indicador de
proliferacién tumoral, sirviendo como marcador prondstico y de respuesta, debido a
que la supresion temprana de Ki67 tras haber administrado terapia hormonal predice
el posterior fracaso la misma.

P53: proteina codificada por el gen supresor de tumores 7P53. Dicho gen se
encuentra cominmente mutado en cdncer y se estudian sus niveles como rutina en la
practica clinica.

EGEFR: es un receptor transmembrana del factor de crecimiento epidérmico, se ha
encontrado sobreexpresado en el 10% de los tumores de mama, acompafiando a un
resultado negativo para receptores endocrinos, siendo usualmente basallike.
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Figura 3. Clasificacion molecular del cincer de mama. A, representa los diferentes grupos en los que se
agrupan las muestras de cancer de mama en luminal A (azul), luminal B (cyan), HER2 (rosa), basal (rojo) y
tipo normal (verde). B, representa la supervivencia global en meses de los diferentes subtipos descritos en A.

Tabla 1. Caracterizacion por subtipos moleculares en cancer de mama

Subtipo ER/PR/HER2 ‘ Otros marcadores Rutas Grado Pronéstico
Luminal A | ER*/PR*/HER2 | CK8,CK18,GATA ES Bajo Bueno
Luminal B | ER*/PR”/HER2"| CK8,CK18,GATA ES, TP53 Interm.| Interm.
HER2 ER/PR/HER2’ HER, 7P53 Alto Malo

CK5/14/17, EGFR, cKIT, | 7TP53,

Basal like ER/PR/HERZ CD44, nestina, caveolina2, | BRCAI Alto Malo

Claudinlow| ER/PR/HERy | Claudinas™ Excadherinas, | Adhesion | 50 | Mylo
ocluidina celular

Breast-like ER”/PR"/HER2 Bajo

ER: receptor de estrégenos, PR: receptor de progesterona, HER2: receptor epidérmico humano 2, CK:
citoqueratinas, GATA3: factor de transcripcion tipo GATA 3, EGFR: receptor del factor de crecimiento
epidérmico, 7P53: gen de la proteina tumoral p53, CD44: molécula antigénica CD44, BRCAI: gen del

cancer de mama 1.

Clasificacion del riesgo segun el perfil molecular

El estudio de la expresion de genes mediante técnicas de alto rendimiento se ha convertido en
una técnica ampliamente empleada en el estudio de enfermedades, incluyendo ciancer de mama.
Ademass, se ha visto su valor en la identificacion de biomarcadores, como valor diagndstico y
prondstico y para una correcta clasificacién de los pacientes.

En la préctica clinica se emplean paneles de genes cuya expresion clasifica los tumores de
mama segun su riesgo, facilitando la decisién del tratamiento y un prondstico correcto. Los mas
empleados son PAMS50, que analiza la expresion de 58 genes, clasificando el tumor en uno de los
cinco subtipos y dando, ademsds, una medida del riesgo de recurrencia a 5 afios; ONCOTYPE, de
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modo similar al PAMS50, analiza 21 genes en casos de cincer de mama ER positivos,
determinando la probabilidad de recurrencia y la utilidad de la quimioterapia para reducir ese
riesgo; por tltimo, MAMMAPRINT estudia un panel de 70 genes e indica el riesgo de recurrencia
a diez afios(41-43).

Existen multiples clasificaciones segin perfiles moleculares, pudiendo o no estar establecidas
como marcadores prondstico o de terapia, pero esta clara la heterogeneidad y cantidad de
procesos subyacentes que pueden ser objeto de un proceso canceroso o verse modificados por este

(44).

4. TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA

4.1.  Cirugia

La extirpacion quirdrgica del tumor es el tratamiento mas empleado y suele ir acompafiado de
otros tratamientos atendiendo a las caracteristicas del tumor y a las de la paciente, como pueden
ser radioterapia, quimioterapia o terapias dirigidas.

El tratamiento por cirugia se puede clasificar, atendiendo al tejido y cantidad de éste que es
extirpado, en cirugia conservativa (aquella en la que siempre se mantiene parte de la glandula
mamaria, como la lumperectomia); y en cirugia no conservativa o mastectomia, en la que se
elimina por completo la glindula mamaria y el tejido adyacente, incluyendo la piel y pezén (45).

4.2.  Radioterapia (RTx)

La terapia mediante radiacion ionizante emplea particulas de alta energia para destruir las
células cancerosas provocando dafios en el DNA que provocan la muerte celular.

En cincer de mama se emplea tras cirugia conservativa de la mama, para disminuir la
probabilidad de recurrencia o de invasion a los noddulos linfaticos adyacentes; tras una
mastectomia en pacientes con tumores de mis de 5cm; o cuando existe infiltracion en los
nodulos.

4.3.  Quimioterapia

Los agentes de quimioterapia actian destruyendo las células que se dividen rapidamente, una
de las propiedades principales de la mayoria de las células cancerosas. Se puede administrar tras
una cirugia para eliminar células cancerosas residuales (tratamiento adyuvante) o antes de la
cirugia, en cuyo caso su finalidad es la de reducir el tamafio del tumor previamente a la cirugia
para facilitar la intervencién (neoadyuvante).

En la mayoria de los casos, la quimioterapia es mds efectiva cuando se administra en
combinacién con otras drogas, las mas empleadas en el tratamiento de cidncer de mama incluyen
antraciclinas y taxanos.
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4.4.  Terapia dirigida

La terapia dirigida es aquella que tiene una diana concreta, usualmente un receptor, o un
elemento de una ruta metabdlica especifica. Es mas especifica y efectiva, pero requiere de una
seleccion correcta y exhaustiva de los pacientes.

Terapia endocrina

El cancer de mama es una enfermedad extremadamente compleja, pero simplificando se puede
separar en ER positiva y ER negativa, segin expresa o no receptores de estrégenos (46). En el
primer caso el tumor se vale del estrogeno para su crecimiento, estableciendo una diana clara para
su tratamiento, ya que bloquear la produccion de estrogeno o su disponibilidad reducira el
crecimiento tumoral. Las terapias endocrinas estan dirigidas al grupo ER positivo, que constituye

el 64% de todos los tumores (47).

El estrogeno es una de las principales hormonas femeninas reguladoras de la reproduccién, es
producido por los ovarios hasta la menopausia, cesando su actividad. Las mujeres post-
menopausicas producen una limitada cantidad de estrégenos, ya que las glandulas adrenales
producen andrégenos, hormona que es metabolizada en estrégeno por la enzima aromatasa.

*  Qoforectomia: es la terapia endocrina mas simple, consiste en la extirpacion
quirurgica de los ovarios, reduciendo la produccion de estrégeno al minimo. Se trata
de un procedimiento dristico e invasivo, en el que se induce la menopausia
irreversible a una mujer, privaindole de su capacidad reproductora y forzandole todos
los sintomas asociados a la menopausia prematuramente.

* Moduladores selectivos del receptor de estrogenos (SERMs): actuan bloqueando el
estrogeno en el tejido, son el método mas empleado en mujeres pre-menopdusicas, de
los cuales el mas conocido es el tamoxifeno.

* Analogos de LHRH: acttian a nivel hipotalamo-hipdfisis bloqueando la comunicacion
hormonal e inhibiendo la sintesis de hormonas sexuales, como los estrogenos y
andrégenos. La hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH), es secretada
por neuronas reguladas mediante diferentes neurotransmisores; controla en ultima
instancia los niveles de estrogenos y progesterona.

* Inhibidores de la aromatasa (Als): bloquean la producciéon de estrégeno por parte de
la enzima aromatasa, se consideran la primera linea de terapia para cincer de mama
metastitico en mujeres post-menopdausicas, ER positivas.

Terapia anti-HER2

Hasta la aparicion del Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado con unién al
dominio extracelular de los receptores de HER2, los tumores HER2 positivos constituian los
casos de ciancer de mama con menor supervivencia, la implementacién como primera linea de
tratamiento ha mejorado considerablemente el prondstico, aumentando la supervivencia a 5 afos

hasta el 77,1% actual (48, 49).
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5. CANCER DE MAMA EN MUJERES JOVENES

5.1. La edad como factor de riesgo y prondstico

La edad se considera per se un factor de riesgo asociado a cancer de mama, sin embargo ya
hemos comentado el hecho de que al menos existen dos grupos de cincer de mama atendiendo a
la edad de diagndstico: post y pre-menopdusicos.

Dentro de las pre-menopausicas la edad se sigue considerando un factor de riesgo, sin
embargo, la edad al diagndstico se trata ademdas como un factor pronostico, siendo en este caso de
peor prondstico en mujeres jovenes, aumenta con cada aio de adelanto en la edad de diagnostico.

Aunque la media de edad de apariciéon del cancer de mama es a los 61 afios, 1 de cada 40
mujeres diagnosticadas es muy joven, constituyendo del 5 al 7% de muertes por cincer en este
grupo de edad (50, 51). Esto puede ser debido a que los tumores en estas pacientes se detectan en
estadios mas avanzados, ya que la mayor densidad mamaria imposibilita el diagnostico por
técnicas de imagen y que, ademas no se realizan técnicas de cribado para el diagndstico rutinario,
permitiendo la deteccion del tumor cuando éste es palpable y de tamafio considerable (52).

La mamografia, herramienta muy efectiva para el cribado de ciancer de mama en mujeres
mayores, no es una herramienta adecuada para la deteccién de cdncer en las mujeres jévenes
puesto que éstas tienden a tener un tejido mamario denso y que previene la deteccion de tumores
o calcificaciones. Debido a la falta de herramientas de detecciéon adecuadas, las mujeres mas
jovenes son a menudo diagnosticadas en una etapa tardia de la enfermedad si comparamos con
las mujeres de mayor edad (35, 52).

5.2. Determinacion del rango de edad “muy joven”

Qué se considera joven a la hora de desarrollar cincer de mama ha sido un tema muy
discutido en la comunidad cientifica, y de gran heterogeneidad, considerandose joven a partir de
los 30, 35, 40 e incluso 45 afios, complicando su estudio y la reproducibilidad del mismo.

La European Society of Breast Cancer Specialists (EUSOMA) propuso la definicion de
mujeres jovenes, como aquel grupo de mujeres con una edad por debajo de los 40 afios. Aunque
la biologia y el estado endocrino son un continuo, la definiciéon de grupo de edad es arbitraria
(50). Sin embargo, las mujeres de menos de 40 afios presentan caracteristicas propias como el
mantenimiento de la fertilidad, el embarazo y la lactancia que no mantienen las mujeres mayores
de 40 afios y que por ello implica un enfoque distinto y establecer diferencias entre mujeres
mayores, peri- y pre-menopausicas (18).

Un trabajo en 1703 pacientes de un mismo centro determiné que el riesgo de recurrencia
asociado a la edad era un parametro lineal continuo, mostrando un 4% de descenso en la
recurrencia y un 2% en la probabilidad de muerte por cada aflo de aumento en la edad (53). Sin
embargo, estos resultados no han sido reproducidos hasta la fecha.

Han y colaboradores, 2010, analizaron 9885 casos de cidncer de mama en mujeres menores de
50 afios. Los estratificaron en grupos atendiendo a la edad de las pacientes a partir de 30 afios

(<30, 30-35, 3540, 40-50), con un total de 1443 pacientes por debajo de los 35 afios (54).
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Observaron que el grupo de mujeres menor de 30 aflos mostré peor supervivencia que el de 30-35
afios, y este a su vez, peor que el de 35-40 afios, sin embargo los grupos de edades 35-40 y 40-50
no mostraron diferencias, pudiendo considerarse como un solo grupo en términos de prondstico.
Estas correlaciones las observaron solo en el grupo de pacientes ER+ y no en el grupo de pacientes
negativo para ER. Los autores concluyen que 35 afios es un limite razonable para definir al cancer
de mama en mujeres muy jovenes, coincidiendo con otros estudios (35).

5.3. Caracteristicas tumorales

Los tumores de mujeres muy jovenes se caracterizan por ser tipicamente mds agresivos,
teniendo una mayor representacién de tumores de mayor tamafo, mas indiferenciados, con
mayor afectacion ganglionar, sobreexpresion de HER2 vy ausencia de receptores hormonales,
todos ellos factores de mal prondstico, tal y como se observa en la Figura 4 (56-59). La tasa de
supervivencia a 5 afios es de 83% para las mujeres mas jovenes, mas baja que la tasa de
supervivencia para las mujeres postmenopausicas. Tal es la asociacion que la Conferencia de St.
Gallen de 1998 establecié que edades por debajo de 35 afios acttian como variable con valor
prondstico (60) sin embargo, tiene mayor peso como indicador de pronodstico la respuesta a
terapia endocrina (es decir la presencia o no de receptores hormonales) (61).

70.0% 0<35 mW3540 0[0O41-45 mM46-50
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Figura 4. Caracteristicas tumorales por g:rupos de edad. Expresion de RE, RP, ki67, présencia peritumoral
de VI, porcentaje de tumores de grado Il y sobreexpresiéon de HER2. Sacada de Colleoni y colaboradores
2001.

5.4. Tratamiento y consideraciones especificas de las pacientes jovenes

Un area adicional de preocupacién para las mujeres mas jovenes con cancer de mama incluyen
cuestiones relacionadas con la aparicion temprana de la menopausia o dificultades con su
fertilidad, uno de los principales efectos adversos de la quimioterapia o terapias hormonales, ya
que muchas mujeres jovenes que son diagnosticadas con cincer de mama atin no han comenzado
una familia. Por otro lado las secuelas psicologicas derivadas del tratamiento o de la enfermedad
en si son mds acusadas en pacientes jovenes, debido a la presion social, laboral o una disminucion
en la autoestima (62).

La mastectomia, empleada como tratamiento del cincer de mama, provoca en pacientes
jovenes trastornos hormonales y secuelas psicoldgicas, especialmente en aquellas que no han
satisfecho sus necesidades reproductivas. Se debe tener en cuenta la situacion particular de cada
mujer y tener en cuenta los estudios para sensibilizar acerca de este hecho, que afirman que la
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supervivencia global en mujeres muy jovenes (menores de 40 afios) con cancer de mama es similar
tras una mastectomia o una lumperectomia (63).

Aunque se tienen consideraciones especificas a la hora de recomendar un tratamiento en
mujeres jovenes, estas atienden principalmente a los deseos reproductivos de las pacientes y
suelen ser mas conservadores (55, 64-66). No reflejan la necesidad de las pacientes de un
tratamiento especifico acorde con la agresividad del tumor en este grupo de edad. Por ello se pone
de manifiesto en varios trabajos la necesidad de un tratamiento dirigido a este grupo y de una
mejor estratificacion de los casos para alcanzar una aproximacién mis efectiva que contemple
tanto las necesidades especificas de las pacientes como la biologia del tumor (18).

Como se ha dicho, las mujeres jovenes afrontan problemas especificos que son menos
relevantes para las mujeres mayores pre-menopdusicas, ademds de que presentan un peor
desenlace de la enfermedad que las mujeres mayores, por ello, definir correctamente el término
“muy joven” es vital para una correcta estratificacion de las pacientes en base a su edad de
diagnéstico, que conlleva un importante valor prondstico (65).
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ESTUDIOS MOLECULARES

1. EPIGENETICA

Una célula tiene a lo largo de su vida el mismo componente genético, al igual que todas las
células que integran nuestro cuerpo; sin embargo, el comportamiento que siguen no es el mismo
tanto entre diferentes tipos celulares como en diferentes momentos de la vida. La carga genética
transmisible es la misma, sin embargo, el comportamiento diferente de la célula depende de mas
factores.

Se denomina epigenética al conjunto de procesos quimicos que suceden en la célula, que
modifican la actividad del DNA sin modificar su estructura, ampliando el abanico de
posibilidades y diferencias celulares con un mismo genoma. Los ultimos estudios en este campo
destacan el papel de la epigenética en procesos como el envejecimiento.

Desde que la secuenciacion del genoma humano fue completada, quedd patente que existen
enormes regiones intergénicas cuya funcién era desconocida o subestimada. Solo el 2% del
genoma corresponde a genes conocidos con una funcién clara, sin embargo cerca del 50% del
DNA se transcribe a RNA sin dar lugar a una proteina, este RNA se denomina RNA no
codificante (ncRNA). Dentro de la categoria de ncRNA se encuentran los microRNAs,
interruptores enddgenos pertenecientes a la ruta de ribointerferencia (RNAi), descubierta por

Andrew Fire y col en 1998 (67).

1.1. Los microRNASs y su papel en enfermedades

Los microRNAs (miRNAs) son pequefias moléculas de RNA no codificante, de unos 22
nucledtidos, cuya funcidon es reprimir la expresion de genes secuestrando el paso de RNA
mensajero (mMRNA) a proteina. Descubiertos en los 90s, no fue hasta 2001 que se propuso una
funcién para ellos, desde ese momento aparecié un nuevo nivel de complejidad a la ya de por si
compleja red de regulacion de la expresion, junto con las modificaciones post-traduccionales y la

metilacion del DNA (68, 69).

La sintesis de miRNAs tiene lugar en el nucleo, donde la enzima polimerasa 11 transcribe el
gen del miRNA formando el pri-miRNA, este adopta una estructura en horquilla al emparejarse
las secuencias complementarias que lo conforman. El complejo enzimatico Drosha junto a
DGCRS (del inglés DiGeorge syndrome critical region gene 8), reconocen el extremo de cadena
simple seguido por secuencia de cadena doble y se une a ¢él, cortindolo y formando el precursor
del miRNA, el premiRNA, que es exportado al citoplasma por una exportina. Ya en el
citoplasma, la enzima Dicer, que necesita a la proteina TRBP (proteina de unién al RNA TAR,
del inglés HIV-I TAR RNA binding protein) para funcionar, reconoce secuencias de doble
cadena asociadas a un bucle, estructura tipica de un premiRNA, y corta este bucle, dejando libre
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la secuencia de doble cadena. Esta secuencia es reconocida y desapareada por una helicasa del
complejo proteico RISC (RNA-induced silencing complex) dejando libres las dos secuencias
complementarias, por un lado, el microRNA maduro (usualmente se trata de la hebra anti-
sentido) y un anti-miRNA, o hebra pasajera, con su secuencia complementaria (miRNA*). EI
miRNA maduro es incorporado por la endonucleasa argonauta, también del complejo proteico
RISC, que se encarga de unirse a cualquier mRNA que contenga la secuencia complementaria del
miRNA asociado, provocando la represion del mRNA (Figura 5).

En el caso de que el apareamiento entre secuencias sea completo Argonauta corta la secuencia
del mRNA complementaria al miRNA vy es degradado; si, por el contrario, la complementariedad
es parcial, tiene lugar la represion de la traduccién mediante el bloqueo de la pauta de lectura,
pero el mRNA queda intacto en la célula, pudiendo ser recuperado si los niveles de miRNA libre

cambian (70, 71).

Un mismo miRNA puede actuar sobre multiples genes (del orden de cientos), a su vez, los
niveles de miRNAs pueden ser regulados, bien por regulaciéon de la transcripcion del gen del
miRNA, o por la transcripciéon de pseudogenes conservados evolutivamente, que contengan la
secuencia complementaria y que actuarian como sumideros de miRNAs, disminuyendo la

cantidad efectiva de miRNAs (72, 73).

Los miRNAs representan la clase principal de ncRNA de pequefio tamafio, controlando a casi
un tercio de todos los genes humanos, estando implicados en diversas funciones vitales de la
célula. La desregulacion de uno o varios miRNAs se ha comprobado que estd asociada a un gran
numero de desérdenes y enfermedades humanas (68).
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maduro REPRESION DELA
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————— 3
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L
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Figura 5. Biogénesis y proceso de represién de los microRNAs. Pol II, Polimerasa II. DGCRS8, subunidad
del complejo microprocesador, del inglés DiGeorge syndrome critical region gene 8. TRBP, proteina de
unién al RNA TAR, del inglés HIV:I TAR RNA binding protein. miRNA, microRNA. mRNA, RNA
mensajero. ORF, Pauta de lectura abierta, del inglés open reading frame. RISC, complejo de silenciamiento
génico, del inglés RNA induced silencing complex.

1.2. miRNAs en cdncer

Conforme se acumulan los datos acerca de los miRNAs, se les atribuyen cada vez mas papeles
en el control de proliferacién, diferenciacion, supervivencia y apoptosis (74). Como se ha
destacado antes, la alteracion de cualquiera de estas rutas, entre muchas otras, seria suficiente para
producir en si misma un proceso canceroso (75).
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Un gran numero de estudios recientes se centran en el papel de los miRNAs en el riesgo a
padecer cincer, o en su desarrollo, aportando una herramienta de estudio util a la hora de
establecer perfiles moleculares que puedan servir bien como marcadores de diagndstico o
prondstico, bien para proporcionar indicios sobre rutas alteradas o mecanismos subyacentes que
puedan estar contribuyendo al desarrollo del cdncer, atn desconocidos para nosotros, pudiendo
indicarnos posibles dianas terapéuticas y ayudarnos a comprender mejor la etiologia del cdncer

(76).

De manera similar a los genes codificantes, los miRNAs pueden estar sobreexpresados o
reprimidos, por lo tanto pueden actuar como supresores de tumores o como oncogenes
(denomindndoseles oncomir), dependiendo del gen o genes que estén controlando. Por ejemplo,
los primeros miRNAs descritos como supresores de tumores fueron miR-15 y miR-16, ya que su
pérdida impide la inhibicién de oncogenes como BCLZ, BMII, CCNDI y CCND?2,
promoviendo el crecimiento y progresion tumoral. Por otro lado, miR-21 se encuentra altamente

expresado en la mayoria de tejidos tumorales, actuando como represor de genes pro-apoptoticos
como PTEN y PDCD4, estimulando asi la proliferacion celular (75).

Tabla 2. MicroRNAs tipicamente desregulados en cancer. Modificado de DiLeva et al. 2013.
miRNA  Localizacién ‘Expresmn‘ Cancery tejido Mecanismo Genes diana

miRNAs supresores de tumores

Let7a2 11924 l Mama, pulmon, CRC, | Reprimido por MYC | KRAS, HMGA2, MYC,
ovario y estomago DICER, BCLXL, IMP-1,
CDC34,1L6
miR-15/16| 13g31 l CLL, prostatay Pérdida gendmica, BCL2, COX, CHECKI,
adenomas pituitarios mutacién, activado CCNE1, CCND1, CCND2,
por p53 BMI1, FGF2, FGFR1,
VEGF, VEGFR2, CDC25a
Familia 7932 ! AML, CLL, pulmon, Pérdida gendmica, CDK6, MCLI1, TCL1,
miR29 130 mama, linfoma, activado por p53, DNMT1, DNMT 33,
hepatocarcinoma reprimido por MYC | DNMT3b
Familia 1p36 ! CRC, pulmén, mama, | Reprimido por MYC | SIRT1, BCL2, NOTCH,
miR-34 11923 1ifion y vejiga HMGA2, MYC, MET, AXL,
NANOG, SOX2, MYCN,
SNAIL
miR-26a 3p22 1 Higado Reprimido por MYC | CCND2, CCNE2
Familia 1p36 l Cancer de mama Reprimido por 7EB1,ZEB2, BML1, SUZ12,
miR200 | 12pl13 agresivo ZEB1/2 FN1, LEPR, CTNNBI,
JAG1, MALM2, MAILM3,
38a
miR-155 2121 0 CLL, AML, mama, Activado por NEKB | SOCS1, BACH1, MEIS]I,
pulmoén, CRCy ETS1, FOXO3A,
linfoma hMSH2/6, hAMLH1,
SMADS5, WEEL1, SHIP1,
CEBPB
miR-21 17923 i Pulmon, mama, Activado por IL6, PTEN, TPM1, PDCDA4,
prostata, pancreas, GFla SPRY1, TIMP3, RECK
estomago, CLL, AML,
glioblastoma
miR Xpll 0 CDI, pulmén, Activado por MET, | P27(Kip1), p57(Kip2), PTEN,
221/222 carcinoma PLZF,NEKB o cJun; | TIMP3, FOXO3A, ERq,
hepatocelular, tiroides reprimido por ERat KIT, TRSP1, DICER,
papilar en mama APAF1, PUMA, PTPu
miR-17/92 13g22 0 Pulmén, mamay CRC | Activado por E2F1y | PTEN, BIM, HIF1, PTPRO,
MYC p63, E2F2, E2F3, TSP-1,
CTGF, pZ I(WAF1), JAK,
SMAD4, TGFBIL MnSOD,
GPX2, TRXR2

CRC: cancer colorrectal; CLL: leucemia linfocitica crénica; AML: leucemia mieloide aguda; CDI:
carcinoma ductal infiltrante.
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El desarrollo de nuevas técnicas de alto rendimiento para la deteccion de miRNAs han
permitido establecer perfiles de expresion de miRNAs en diversos tumores malignos, como son
leucemia cronica linfocitica, cancer de mama, cincer de pulmon, de estébmago, de prostata,
carcinoma papilar tiroideo, tumores pancredticos, glioblastoma o carcinoma hepatocelular (77,

78).

Algunos estudios sugieren que el estudio de estos perfiles de miRNAs se alza como una
herramienta m4s eficaz y menos costosa que las técnicas actuales que emplean la expresién de los
genes, en el ambito del diagndstico, clasificacion y prondstico. Esto seria debido principalmente a
la gran estabilidad de los miRNAs frente a la degradacion, la gran especificidad y reproducibilidad
de los perfiles y por ultimo, la habilidad de éstos perfiles para identificar el tejido de origen en
células metastésicas, lo que reduciria el coste total del procedimiento (75, 79, 80).

Por otro lado, numerosos estudios han remarcado la utilidad de los miRNAs como
biomarcadores tumorales, llegando a establecer un “miRNoma” comun en cincer (81, 82).
Ademis se ha demostrado que el perfil de expresiéon de microRNAs es capaz de clasificar los
canceres humanos, proponiéndose incluso como marcadores para la respuesta clinica de los
pacientes y siendo investigados en ensayos clinicos (83, 84). Recientemente ha surgido el papel
terapéutico de los miRNAs para el tratamiento del ciancer, debido a que su funcién puede ser
reprimida mediante antagomirs artificiales, apoyando su potencial como una nueva estrategia
terapéutica para tratar el cincer, a parte de otras enfermedades (83, 85, 86).

1.3. miRNAs en cincer de mama

A lo largo de décadas los mecanismos implicados en el ciancer de mama han sido
exhaustivamente investigados, sin embargo, todavia existen retos que debemos enfrentar a la hora
de establecer un diagndstico precoz y especifico de cada paciente, de cara a predecir su respuesta y
resistencias adquiridas al tratamiento.

Como hemos visto, los miRNAs han mostrado un potencial valor prondstico, ademas de como
dianas terapéuticas. Es por eso que, desde que en 2005 se informé por primera vez una
desregulacion de miRNAs en ciancer de mama, son muchos los estudios que han dirigido sus
esfuerzos a investigar la expresiéon de miRNAs en cdncer de mama y su papel en el desarrollo de la

enfermedad (87).

Gasparini y colaboradores aseguran que la deteccion combinada de los miRNAs miR-155,
miR-493, miR-30e y miR-27a, junto con las técnicas rudimentarias de deteccion
inmunohistoquimica, separa las pacientes de cincer de mama triple negativo en un grupo de alto
riesgo y otro de bajo riesgo (88). Este trabajo deja clara la utilidad y posibles aplicaciones en el
campo.
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Tabla 3. MicroRNAs desregulados en cancer de mama (KEGG hsa05206)
miRNAs Genes diana ‘ Funcién Referencias

miRNAs supresores de tumores
. T Torio2008(89),
miR-206 ESRI Sefializacion ER Adams200790)
miR75p | AIBLCCNDLEZFI Proliferacion %"gg‘@_%)o% Q) Yu
miR-125a,b HER2,HER3 Crecimiento dependiente de anclaje %%?&&6@’ Soott
. L Gregory 2008(95),
miR-200c BMI1,7ZEB1,7EB? Sefializacion TGEB Shimono 200996)
let-7 g}%}?’ HMGAZ, LINZ, Proliferacion y diferenciacion ]2%}6?5(8_%1)2005 €2, Yu
Christophersen 2010,
miR-34a CCNDI,CDK6,EZE3MYC | Proliferacion, reparacion del DNA 99) Sun 2008, (100)
Welch 2007 (101)
miR-30e ITGB3, UBC9 Supresor del crecimiento celular Wu 2009 (102)
. FZD3ITGASM- .
miR-31 RIPMMPI6RDX,RHOA Metsstasis Valastyan 2009(103)
miR335 TNBLTPRNGMERTE, | Metistasis Tavazoie 2008 (104)
miR27b CYPIBI Respuesta del tumor a drogas anti- Touchiya 2006 (105)
cancerigenas
miR-126 IRS1 Progresion fase G1/G0a S Zhang 2008 (106)
miR-101 EZH? Actividad oncogénica y metastasica Varambally 2008 (107)
miR-145 Il){oerp;ejs_ijén de cMycmediada Supresor de la invasion celular y metastasiy Sachdeva 2009 (108)
miR-146a/b | NFkB Regulador de NEKB, y de la invasion | Bhaunik 2008 (109)
miR-205 ERBB3, VEGEA Inhibe invasion y crecimiento tumoral | Wu 2009(110)
Frankel 2008 (111), Qi
. BCIL-2, TPM1, PDCD4, .
miR-21 ’ ; ’ Apoptosis 2009(112), Zhu
PTEN, MASPIN 2008(113)
miR-155 RHOA Senalizacion TGER Kong2008(114)
miR-10b HOXDI0 Metéstasis Ma 2007 (115)
miR-373 CD44 Metastasis Huang 2008(116)
miR-27a ZBTBI0, Mye1 Progresion del ciclo celular. G2ZM Mertens 2007 (117)
miR221/222 | p27Kipl Resistencia a Tamoxifeno Miller 2008 (118)

1.4. Desregulacion de miRNAs en células madre de cancer de mama

(BCSCs)

El proceso de transicién epitelio-mesénquima (EMT) es esencial durante el desarrollo
embrionario de los mamiferos; sin embargo, este proceso se ha relacionado con el inicio de
procesos cancerosos y su progresion. Estd caracterizado por la pérdida del marcador epitelial E-
caderina, de proteinas de adhesion celular y de la polaridad de la célula (119).

El estudio de EMT es importante también en el ciancer de mama para establecer el inicio de la
carcinogénesis, ya que las células cancerosas reproducen el comportamiento de las células madre
normales. Yu y colaboradores fueron los primeros en estudiar la expresiéon de miRNAs en células
madre de cancer de mama (BCSCs del inglés breast cancer stem cells), para ello compararon la
expresion de miRNAs en BCSCs autorrenovables y células diferenciadas provenientes tanto de
lineas celulares como de tumores primarios de mama (120).
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Tabla 4. miRNA implicados en células madre de cancer de mama (BCSCs).
Procesos relacionados

miRNA

Dianas  Reguladores
Reprimidos en BCSCs

. Lin28 | Propicia la actividad tumorigénica e influencia la formacién de mamoesferas in vitro.
Familia RAS T f on d ol ——
let] HMGA? bloqueasu | Aumenta la formacién de tumores y su potencial metasttico in vivo.
biogénesis | Inhibe la diferenciacion celular, mantiene la proliferacion y promueve EMT.
. . Recula EMT.
Familia Bmi-1 - - - —
. - Relevante para las funciones de células madre en células cancerosas in vitro
miR200 | Suzl? . n ,
Induce propiedades tipo células madre.
Ubc9 Capacidad de mantenimiento celular y propiedades anti-apoptdticas.
Familia Modulador de las propiedades tipo células madre de BCSCs.
. ITGB3 - > ——
miR30 AVEN Regula la formacién y el crecimiento no adherente de mamoesferas.
Controla genes implicados en apoptosis y proliferacion de BCSCs.
. Asociado a resistencia a quimioterapia v tasas de supervivencia de los pacientes de
. Bmil - ~ —
miR128 - Influye en el ntimero y tamafio de las mamoesferas in vitro.
ABCCS5 — - ——
Reduce el crecimiento tumoral e induce la apoptosis in vivo.
regulacién | Influye en el auto mantenimiento celular y EMT.
miR34c | Notch4 | mediante | Actiasobre la formacion de mamoesferas in vitro.
metilacion | Controla la migracién de células tumorales.
miR16 Win] B Aumenta el niimero y tamafio de las mamoesferas.
P Responsable de la sensibilidad a doxorrubicina.
Sobreexpresados en BCSCs
miRI81 | ATM TGEB Induce la formacién de mamoesferas.
Conlleva un descenso de los niveles de E-caderina.
mi495 | REDDI - Promueve la formacion de colonias in vitro.
Aumenta la formacion de tumores in vivo.

BCSCs: Células madre de cancer de mama (del inglés Breast cancer stem cells).
EMT: Transformacion epitelio-mesénquima.

2. RUTAS ALTERADAS EN CANCER DE MAMA

2.1. Importancia y regulacion de la ruta de las MAP cinasas

La estimulacién de la mayor parte de los receptores de membrana conduce, de una manera
mas o menos directa, a la activaciéon de proteina cinasas y a la fosforilaciéon de proteinas diana
como parte del mecanismo de regulacion de procesos celulares por agonistas. Existen rutas que
conducen a la activacion de diversas proteina-cinasas activadas por segundos mensajeros, como las
dependientes de AMP ciclico (PKA), de calcio y calmodulina (CaMK) o de calcio y fosfolipidos
(PKCQ). Existe otro grupo de proteina cinasas, conocidas con el nombre de MAP cinasas (MAPK,
del inglés mitogen activated protein kinases), que forman parte de un importante grupo de vias de
transduccion de sefiales extracelulares (121). Existen al menos una docena de MAPK, entre ellas
destacan ERK (del inglés extracellular signal regulated kinases), JNK (del inglés c-Jun-N-terminal
kinase) y p38.

Estas vias se organizan en modulos que contienen una proteina G y tres proteina cinasas que
actiian en serie. Las MAPK son activadas por fosforilacion catalizada por MAPK cinasas (MAPKK,
MAP2K o MEK), a su vez fosforiladas y activadas por MAPKK cinasas (MAPKKK), reguladas por
proteinas G (122).

Las vias de las MAPK son activadas por estimulos extracelulares que incluyen hormonas,
mitdgenos, factores troficos y de crecimiento, citoquinas inflamatorias y diversas formas de estrés
celular (osmotico, oxidativo, radiacidn, etc.); participan en el control de la expresién génica por
receptores de membrana, regulando procesos tan importantes como proliferacion, diferenciacién
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y transformacion celulares, desarrollo, apoptosis, respuesta a estrés inducido y choque térmico u
osmotico e inflamacion cronica (123).

2.2. Importancia de la ruta de senalizacion PI3K/Akt en cincer de mama

La ruta PI3K/Akt/mTOR es una ruta metabdlica que concluye en la transcripcion de genes
anti-apoptoticos, favoreciendo la supervivencia celular y asocidindose con procesos tumorigénicos.

La cascada de sefializacion se inicia a través del reclutamiento de la proteina-cinasa PI3K a la
membrana plasmatica a través de la union con la subunidad reguladora de PI3K, p85. La
actividad cinasa de PI3K produce el fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato o PIP;, que sirve como
ligando para reclutar la serina/treonina cinasa Akt (c:Akt o PKB) a la membrana plasmdtica. Una
vez en la cara interna de la membrana, Akt es fosforilado por otra serina/treonina cinasa, la
cinasa 1 dependiente de fosfatidil inositol-3 (PKD1), resultando en la activacion de Akt.

La activacion de Akt controla la supervivencia celular a través de la fosforilacién de proteina-
cinasas como mTOR, inactivacion de proteinas apoptoticas (como BAD, caspasa 9, p53 o FOX), y
activacion de factores de transcripcién (NF- KB, HIF-la, CREB) que tiene como consecuencia un
incremento en la transcripcién de genes anti-apoptdticos, como Mcl-1, o factores de crecimiento,
como VEGF (124, 125). El resultado es un incremento en la supervivencia celular, proliferacion,
crecimiento ¥ metabolismo de la célula (126, 127).

Las actividades cinasas son reguladas por las fosfatasas que acttian eliminando los
fosfatos de las proteinas diana. Existen evidencias de que PTEN desfosforila PIP;,
actuando por tanto como regulador de la ruta de sefalizacion de PI3K, PTEN suprime el
crecimiento celular tumoral ejerciendo un efecto antagonista al de las proteinas tirosina
cinasas, regulando la invasién de las células tumorales y la metastasis a través de las
interacciones con las adhesiones focales. La inactivacion de PTEN debida a alteraciones
epigenéticas o genéticas puede resultar en la pérdida de la expresion de la proteina en
varios tumores esporadicos, encontrandose en el 28% de pacientes con cancer de mama
en un estudio (128).

2.3. Importancia de la ruta de senalizacion de Notch

La ruta de sefalizacion de Notch es un sistema de diferenciacion celular altamente conservado
entre las especies de organismos (129). En mamiferos existen cuatro receptores de Notch,
NOTCHI1, NOTCH2, NOTCH3 y NOTCH4. Entre las funciones que son controladas por la
ruta de senalizacion Notch destaca su importancia en la comunicacion intercelular implicada en
la regulacion de procesos que controlan la diferenciacion celular durante el desarrollo
embrionario o la vida adulta, estando implicada en numerosos tipos de cancer (130). Ademss la
inhibicién de la expresién de Notch tiene efectos antiproliferativos en cultivos celulares y en
modelos murinos (131, 132).

2.4. Receptores de membrana iniciadores de la cascada de senalizacion.

Entre los receptores de membrana que activan las principales rutas de transduccion de sefales,
mediante activacion directa de PI3K, encontramos a los receptores acoplados a proteinas G
(GPCR del inglés G-protein-coupled receptor) y receptores tirosina cinasa (RTK, o TKR del inglés
tyrosine kinase receptor).
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Los GPCR, también conocidos como receptores de 7 dominios transmembrana, constituyen
una de las mayores superfamilias de proteinas conocida (con cerca de 800 genes humanos
conocidos), responsable de la iniciacion, tras un estimulo extracelular, de la transduccion de
sefiales, bien mediada por AMPc (adenosin monofosfato ciclico), GMPc (guanosin monofosfato
ciclico) o por PI3K. Entre sus papeles destacan la transduccién de la percepcién sensorial, la
regulacion del comportamiento y del sistema inmune, la modulacion de la homeostasis celular y
estan implicada en la proliferacién celular, asi como en la capacidad de metastasis y el crecimiento
tumoral (133, 134). Se han descrito mutaciones en las proteinas G que las activan como
oncogenes y que han sido encontradas en diversos tipos de tumores (135).

Se clasifican mediante el sistema GRAFS (Glutamate, Rhodopsine, AMP, Fungical,
Smoothened):

*  Clase A: Receptores semejantes a rodopsina (incluye receptores de quemoquinas,
interleucinas, angiotensinas, somatostatinas, y melatoninas entre otros).

*  Clase B: Receptores de secretina (incluye los receptores hormonales clasicos y los

regulados por secretina o glucagon).

Clase C: Receptores metabotropicos de Glutamato (mGluR).

Clase D: Receptores fungicos involucrados en la determinacion sexual.

Clase E: Receptores de AMPc.

Clase F: Frizzled/ Smoothened, de las vias Wnt y Hedgehog, respectivamente.

L

Los RTK son receptores de membrana de alta afinidad a factores de crecimiento, citoquinas y
hormonas (incluyendo estrégenos y progesterona) (136). La activacion de GPCR puede dar lugar
a la fosforilacion y activacion de algunos RTK en ausencia de sus agonistas, como los receptores
de EGF (EGFR), PDGF (PDGFR) e IGF-1 (IGFR), lo que inicia la activacién de la via
Ras/MAPK. Los RTK han demostrado su papel en la transduccion de sefiales de la regulacion de
procesos de la célula, por lo que desempeian un papel critico en el desarrollo y progresién de
numerosos tipos de cancer (137). Entre las 20 clases de RTK conocidas destacamos:

* RTK clase I: Familia de los receptores para el factor de crecimiento epidérmico
(EGFR del inglés Epidermal Growth Factor Receptor).

* RTK clase II: Familia de los receptores de insulina (IGFR, del inglés Insulin Growth
Factor Recepton).

* RTK clase IIl: Familia de los receptores del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFR, del inglés Platelet-derived Growth Factor Receptor).

* RTK clase IV: Familia de los receptores del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGFR, del inglés Fibroblast Growth Factor Receptor).

* RTK clase V: Familia de los receptores del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGFR, del inglés Vascular Endoteliar Growth Factor Receptor).

* RTK clase VI: Familia de los receptores del factor de crecimiento de hepatocitos
(HGFR, del inglés Hepatocyte Growth Factor Receptor), conocidos como cMET.

* RTK clase VII: Familia de receptores de Trk.
RTK clase VIII: Familia de receptores de membrana activados en respuesta a efrina.

* RTK clase IX: Familia de receptores tirosina cinasa UFQO, codificados por AKL.

Como hemos visto, las proteina-cinasas juegan un papel fundamental en casi todos los
procesos bioldgicos, apoptosis, ciclo celular, progresién, ordenacion del citoesqueleto,
diferenciacion celular, desarrollo, respuesta inmune, funcion del sistema nervioso o
transcripcion. La desregulacion de alguna proteina cinasa tiene lugar en numerosas
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enfermedades, incluyendo cancer, diabetes, enfermedades autoinmunes, cardiovasculares
o trastornos del sistema nervioso.

2.5. Importancia de la familia HER en cdncer

Cohen descubrié la importancia de la familia ERBB cuando describié por primera vez la
funcién del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), revelando su acciéon como proteina-tirosina
cinasa (138), ademas fue el primer receptor del que se encontrd relacién directa entre su
sobreexpresion y el desarrollo de cancer, es por ello uno de los receptores mas estudiados por su
papel en transduccion de sefiales y oncogénesis (139). Pero no solo EGFR, toda la familia ERBB,
formada por EGFR o HER1, ERBB2 o HER2, ERBB3 o HER3 y ERBB4 0o HER4, se encuentra

entre las familias de sefializacion mds estudiadas en biologia (Figura 6), (140).

Los receptores HER se expresan de manera ubicua en epitelio, mesénquima y células
neuronales. Entre sus ligandos encontramos factores de crecimiento como EGF o TGF-u;
neuregulinas 1, 2, 3 y 4; EPR (effector cell protease receptor-1); o betacelulina (BTC), entre otros.
No se conoce ningun ligando para HER2, por lo que se supone que su activacién ocurre por la
unioén a otros miembros de la familia mediante heterodimerizacién. Tras la activacion del receptor
por parte del ligando, pasa de su forma monomnérica inactiva a un dimero con actividad cinasa

(141).

Consisten en un dominio extracelular al que se une el ligando, un segmento hidrofébico
transmembrana simple y un dominio intracelular con actividad cinasa. El dominio II del
fragmento extracelular participa en la formacion de homo- y hetero-dimeros. Los homodimeros
formados por HER2/HER2 y HER3/HER3 no son funcionales, ya que HER2 no posee dominio
extracelular y HER3 no tiene dominio catalitico, sin embargo una sobreexpresion de HER2 fuera
de lo normal puede dar lugar a un homodimero de HER2 funcional. Los heterodimeros de HER2
con HER1 y HER3, sin embargo, son completamente funcionales (Figura 6B) (142).

B
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Figura 6 A. Rutas acopladas a la familia de receptores de membrana EGFR, asociadas con control del ciclo celular,
evasion de la apoptosis v reparacion del DNA. Nrg, Neuregulina. EGF, factor de crecimiento epidérmico. PI3K,
fosfoinositol-3inasa. (A) Ruta Akt/mTOR. (B) Ruta RAS/Raf. (C) Ruta MAPK. B. Representacién esquemdtica de la
estructura secundaria de los diferentes receptores de membrana de la familia EGFR. Se representan los receptores HER1,
HER2, HER3 y HER4, sus dominios y los factores de crecimiento que conforman sus ligandos de tipo 1, 2 3 y 4.
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Al tratarse de receptores tipo RTK, su activacion inicia la transduccion de senales de las rutas
MAPK, PI3K/Akt/mTOR, Ras/Raf, ]NK o la ruta de la fosfolipasa C (PLC), entre otras,
responsables de la internalizacion al ntcleo de factores de transcripciéon que favorecen la
proliferacion y supervivencia celular. Su desregulacion, por tanto, contribuye en la iniciacion de
procesos oncogénicos en cancer de pulmén, cancer de colon y cidncer gastrico, cincer de mama,
cancer de cabeza y cuello, glioblastoma y cancer de pancreas (Figura 6A) (141).

EGFR

Aproximadamente la mitad de los casos de cancer de mama triple negativos (TNBC) e
inflamatorios (IBC) sobreexpresan EGFR, por lo que el tratamiento con inhibidores de EGFR ha
sido evaluado en numerosos estudios para tratar estos tipos de cancer de mama tan agresivos.
Recientes trabajos han revelado que la ruta de sefalizacion activada por EGFR regula el EMT,
migracion e invasion tumoral, indicando que la elevada expresion de EGFR actia como predictor
de mal prondstico en si mismo. Aunque los recientes estudios indican que la terapia dirigida a
EGFR puede tener un papel prometedor en TNBC y IBC, se necesita de unos biomarcadores
adecuados que determinen qué pacientes responden mejor a dicho tratamiento. (143).

HER2

HER2 se encuentra sobreexpresado en el 20 - 30% de todos los canceres de mama,
usualmente ocurre por amplificacion del proto-oncogén ERBBZ, el ntimero de copias se puede
determinar mediante FISH. Ademas, se estima que un 1,6% de las pacientes son portadoras de
mutacion activadora en ERBBZ (144). La sobreexpresion de HER2 constituye un factor
prondstico, siendo de mal prondstico hasta la implantacion de la terapia anti-HER?2.

HER3

HER3 juega un importante papel en promover la supervivencia celular, ya que la subunidad
reguladora de PI3K (p85), se une preferentemente a HER3, debido a su cantidad de residuos de
fosfo-tirosinas, lo que lleva a la activacion de PI3K y de la ruta Akt/mTOR. La sobreexpresion de
HER3 es un pronostico de menor supervivencia en pacientes de cancer de mama (145). De
hecho, la coexpresion del heterodimero formado por HER2 y HER3 constituye una importante
unidad oncogénica asociada a peor supervivencia (146).

HER4

La expresion de HER4 es considerado como factor de buen prondstico en cancer de mama, ya
que las evidencias sugieren que promueve la diferenciacion celular e inhibe el crecimiento de las
células de cincer de mama (147). Sin embargo, trabajos recientes demuestran que ciertas
isoformas de HER4, promueven la carcinogénesis y aumentan la capacidad de migracién de la
célula (148-150). Por otro lado algunos trabajos sugieren que la localizacion subcelular de su
dominio intracelular determina el prondstico; ademds, parece que la localizacién nuclear de
HER4 media en la adquisicién de resistencia a trastuzumab (terapia anti-HER2) en pacientes

HER2 positivas (151, 152).
Receptores HER en el nucleo

Ademis de su papel mas que conocido como receptores de membrana y su accion en el
citoplasma, los receptores de la familia HER pueden internalizarse y traslocarse al nucleo, donde
participan en la sefializacion celular por si mismos (153). Entre las funciones de estos receptores
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en el nucleo se incluyen proliferacion celular, reparacion del DNA, transcripcién de genes,
desarrollo y expansion tumoral (154). La regién C-terminal de los receptores HER contiene una
secuencia transactivadora de genes, entre sus dianas destacan CCNDI, NOSZ, AURKA, PCNA,
CDK2, genes de la glia, GFAP, SI00B (141). EGFR se ha encontrado localizado en el nucleo en
numerosos tipos de cincer, incluyendo cidncer de mama, por lo que se discute el papel de la
localizacion nuclear de los receptores HER en los procesos de metastasis, progresion del tumor y
resistencia a radioterapia (154, 155).

3. PERFILES MOLECULARES Y USO DE MUESTRAS FFPE EN
ESTUDIOS MOLECULARES

Las técnicas empleadas para la caracterizacién molecular de tumores suelen requerir de una
gran calidad de las muestras, tanto a la hora de conservarlas como a la hora de extraer el material,
en este caso RNA, por lo que se emplean muestras frescas o material congelado en condiciones
optimas. Sin embargo, cada vez son mas los estudios moleculares llevados a cabo utilizando
material parafinado (FFPE del inglés formaline fixed paraffine embbeded), por su mayor
disponibilidad con caracter retrospectivo. Sin embargo, los analisis de perfiles transcriptomicos
(mRNA) empleando muestras parafinadas son técnicamente un reto ya que, en estas condiciones,
los acidos nucleicos no se conservan de manera adecuada (156) Esto debido a la fuerte
degradaciéon enzimdtica y quimica del RNA durante el proceso de fijacién, a su continuo
deterioro a lo largo del tiempo, y a la interferencia en la reaccion de retrotranscripcion, necesaria

en técnicas como la PCR (157-161).

El material parafinado es ideal para estudios histoldgicos, ya que el proceso de fijacion e
inclusion en parafina conduce a un mantenimiento idéneo de la estructura tisular, evitando la
putrefaccion del tejido. Sin embargo, Por un lado, el proceso de fijacion e inclusién en parafina
produce entrecruzamientos entre las moléculas de RNA vy las proteinas, haciendo al RNA mas
resistente a la extraccion. Ademds, se obtiene un peor rendimiento de la extracciéon y una peor
calidad e integridad del RNA, debido a la degradacion enzimatica y quimica, que ocurren antes y
durante el proceso de fijacién. Sin embargo, los miRNAs no se ven afectados de manera
significativa durante el proceso de fijacion, son una diana menos susceptible de degradacion
quimica y enzimatica, y pueden extraerse ficilmente a partir de muestras parafinadas dado su
pequefio tamafio (20-22 nucleétidos) y su alta estabilidad (162, 163).

Se ha propuesto que la proteccion de los miRNA frente a la degradacion se debe a su fuerte
asociacion con proteinas del complejo RISC, siendo tan sélo un bajo porcentaje de miRNAs
maduros los que se encuentran libres en las células (164). En comparacion con los mRNAs,
parece que los miRNAs no son tan susceptibles a los efectos negativos de la fijacion asociados a
muestras parafinadas, por lo que resultan candidatos idoneos para ser estudiados empleando
material parafinado, lo que les da un valor afiadido a la hora de su estudio como potenciales
biomarcadores en cancer (165).
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4. ESTUDIOS MOLECULARES EN MUJERES JOVENES CON
CANCER DE MAMA

Es atin tema de debate controvertido si el cancer de mama en mujeres jovenes se trata de una
entidad biolodgica diferenciada del cincer de mama en mujeres mayores, o si su comportamiento y
peor prondstico son un reflejo de la mayor frecuencia de subtipos agresivos que presenta este
grupo de edad. Existen estudios contradictorios tanto a favor como en contra de que su
comportamiento tenga una base bioldgica diferente (56, 57, 59).

4.1. Biomarcadores prondstico en cdncer de mama de mujeres jovenes

Lin y colaboradores, 2011, determinan que en mujeres menores de 35 anos, las mutaciones en
TP53, el porcentaje de Ki67 y la expresion de HER2 tienen mayor peso como factores prondstico
que el estatus hormonal. Sugieren que, en vista del limitado valor prondstico que muestran los
receptores hormonales en este grupo de edad, los biomarcadores empleados para cancer de mama
en general, sin tener en cuenta la edad de la paciente, podrian no ser del todo adecuados para
mujeres muy jovenes con cancer de mama (166).

Anderson y Matsuno, 2006, basandose en la distribucion de la edad de diagnostico y en su
tasa de mortalidad, definieron el cincer de mama como una mezcla de, al menos, dos tipos de
cancer (167). El primero tendria su edad de aparicion alrededor de los 50 afios y el segundo se
daria en mujeres de mas de 65 afios, pudiendo ser definidos como pre y post-menopausicos,
atendiendo al principal evento hormonal que diferencia ambos grupos. Aun asi, los autores
destacan en su trabajo que “Como minimo, no se debe ver el cincer de mama como una entidad
bioldgica unica nunca mas. El concepto de un modelo de mezcla debe conformar la base para el
nuevo marco conceptual. Por ello, si el cincer de mama consiste en una mezcla de al menos dos
tipos, necesitamos una aproximacion estratificada mds que unificada para la investigacion,
prevencion y tratamiento del cincer de mama.” Su aseveracion pone de manifiesto la necesidad
de un enfoque diferente tanto en la investigacién como en el tratamiento del cincer de mama. El
hecho de que el cancer de mama en mujeres muy jovenes no forme un pico de frecuencia mas
elevado en la edad de aparicion puede deberse, simplemente, al hecho de que su proporcién es
mucho menor si la comparamos con el cancer de mama pre y post-menopausico. Esto no implica
necesariamente que la biologia subyacente no sea una entidad diferenciada dentro del ciancer de

mama.

4.2. Estudios de la expresion de genes en mujeres jovenes

Como se ha destacado antes, existen trabajos que apoyan esta hipotesis, asi como otros que la
desmienten, sugiriendo que el diferente comportamiento bioldgico es una consecuencia natural
de la acumulacion de subtipos agresivos, y que la existencia de un perfil molecular distintivo de
mujeres muy jovenes es un artefacto producto de este hecho (56, 57, 59, 64, 168, 169).

Anders y colaboradores, 2008, describieron en dos trabajos una expresion diferencial de genes
en mujeres menores de 45 afios en comparacién con mujeres mayores de 65 afos. Estos genes
Unicos de tumores mamarios de mujeres jovenes se relacionan con funcién inmune, hipoxia,
BRCALI, apoptosis, deacetilacion de histonas, asi como con maultiples rutas oncogénicas,
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incluyendo PI3K/Akt/mTOR, Myc, Ras, E2F1 y B-cateninas, p53, PTEN y MAP cinasas. Los
autores, ademas, asocian este perfil de expresion génica a un peor prondstico (56, 57).

Recientemente, Colak 2013, revelaron una expresion de genes diferente en tejido tumoral
mamario segun la edad, separando los perfiles en mujeres muy jovenes (menores de 35 afios),
mujeres jovenes (de 35 a 45 afios), pre-menopausicas (de 45 a 55 afios) y mujeres mayores (de 55
afios en adelante). Analizando por separado los perfiles distintivos de cada grupo, destacan que los
procesos bioldgicos enriquecidos asociados con genes desregulados en mujeres muy jovenes
(menores de 35 afos) incluian control del ciclo celular, morfogénesis, proliferacion y muerte
celular, entre otros. De manera similar al perfil obtenido para mujeres jovenes (de 35 a 45 afios),
los anilisis de redes bioldgicas indicaron alteraciones en las rutas de sefalizacion de MAPK,
PI3K/Akt y NFkB, ademas de revelar como potencialmente importantes los genes ILIRN, ESR1 y
la familia de ERBB2 (169).

4.3. Estudios en miRNAs en mujeres jovenes

En cuanto al papel de los miRNAs en la apariciéon de cancer de mama en mujeres muy jovenes,
poco se conoce. Dos trabajos similares relacionan la presencia de un polimorfismo funcional en el
gen del miR-146a con un adelanto en la edad de aparicion de cincer de mama (170, 171). Del
mismo modo, se relaciona un polimorfismo en la zona de unién del miR-502, localizada en la
region 3’UTR del gen SETS8, con un adelanto en la edad de aparicion de ciancer de mama (172)
(Song 2009). Recientemente, un estudio en mujeres libanesas con cincer de mama reveld una
sobreexpresion del miR-155 en pacientes menores de 40 afos, al compararlo con mayores de 40
afios (173) (Nassar 2014). Existe también asociacion descrita entre el perfil de miRNAs y el cancer
de mama familiar no debido a BRCA1/2, un tipo de cincer que se origina principalmente en
mujeres jovenes (174, 175).

La identificacién de un grupo de pacientes de cidncer de mama segun su prondstico y basado
en el perfil de rutas oncogénicas ofrece la oportunidad de un tratamiento personalizado segun el
riesgo de recurrencia, y, ademds, permite incorporar terapias segin la biologia del tumor de
manera individual, con el fin ultimo de mejorar el pronostico de la enfermedad en los pacientes.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS







Hipotesis

Los tumores de mama en mujeres muy jovenes, menores de 35 afios, aunque representen
menos del 3% del total son de especial relevancia. Se trata de mujeres que acaban de incorporarse
a la vida productiva profesional y personalmente, ya que se encuentran en plena edad
reproductiva, en muchos casos sin haber satisfecho las necesidades reproductivas. Estas mujeres
cuentan con un periodo largo de vida laboral siendo seguidas clinicamente durante largos

periodos de tiempo.

El diagndstico en este grupo de mujeres es menos eficaz y, debido a las actuales técnicas de
diagnéstico, sufre un retraso en el tiempo respecto a mujeres de més edad (principalmente por la
mayor densidad mamaria de las mujeres jovenes), detectindose cuando el tumor ha alcanzado un
tamafo considerable.

Los tumores de cincer de mama en estas mujeres, que se identifican y se tratan en la practica
clinica segiin su respuesta a receptores hormonales y sobreexpresién de HER2, presentan sin
embargo, caracteristicas clinicas diferenciadas, puesto que son mas agresivos, presentan una mayor
capacidad metastitica, tienen tamafios mas grandes, suelen ser menos diferenciados y tener una
mayor capacidad proliferativa. Como consecuencia, estos tumores responden peor al tratamiento
y se asocian con mal prondstico.

Todo ello nos lleva a pensar que estos tumores podrian constituir un subgrupo como entidad
propia, el estudio de la etiologia y biologia de éstos tumores permitiria mejorar el diagnostico, y
quizd cambiar las pautas terapéuticas asignadas por otras mejor adaptadas a su perfil,
considerando las necesidades especificas de las pacientes de este grupo de edad.
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Objetivos

El objetivo fundamental de este trabajo de tesis ha sido la caracterizaciéon molecular del cincer

de mama en mujeres muy jovenes, consideradas asi a las pacientes menores de 35 afios, Para ello,

nos hemos planteado los siguientes objetivos especificos:

Evaluar la utilidad de muestras de tejido conservadas en parafina (FFPE) para
estudios moleculares basados en microRNA

Identificar un perfil molecular en tumores de pacientes muy jévenes con cincer de
mama utilizando la expresion de miRNAs mediante plataformas moleculares de alto
rendimiento.

Evaluar a nivel molecular las lineas celulares procedentes de mujeres jovenes para
establecer su utilidad como modelo en estudios funcionales.

Validar el perfil de expresion de miRNAs empleando bases de datos publicas.

Determinar aquellas rutas metabolicas desreguladas por los miRNAs mediante la
utilizacién de bases de datos anotadas publicas.

Seleccionar miRNAs representativos y validar su expresion con otra tecnologia en una
muestra de pacientes independiente.

Detectar la expresion de genes diana seleccionados en muestras de tejido tumoral de
pacientes:

* Mediante el andlisis de la expresion de mRNA.

*  Mediante la cuantificacién de proteina por tincién inmunohistoquimica.

59

>
%
[92]
=
O
&
=

OBJETIVOS







MATERIALY
METODOS






Parte

DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo realizado en esta tesis doctoral puede separarse en tres grandes bloques; en el
primero se evalua la viabilidad de las muestras de tejido conservadas en parafina y su idoneidad
para el empleo en estudios moleculares. En un segundo bloque se estudia la expresién de
miRNAs en cidncer de mama en mujeres jovenes y, en el ultimo bloque se estudia la expresion de
genes y proteina en tejido tumoral mamario de pacientes jovenes. Estos dos ultimos bloques
constituyen el grueso del trabajo de esta tesis, cuyo tema se centra en evaluar si el cincer de mama
en mujeres jovenes se trata de una entidad biologica diferente dentro del cincer de mama general

(Figura 7).
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Figura 7. Diagrama del dlseno experlmental llevado a cabo en este trabajo. Los cuadros de color en cada
analisis y test realizado corresponden al grupo de muestras sobre el que ha sido realizado, el cédigo de
colores se detalla en cada apartado individualmente. FFPE, tejido parafinado (formaline-fixed paraffin-
embedded); OCT, tejido congelado incluido en criomoldes OCT (optimal cutting temperature); RIN,
medida de la integridad del RNA (RNA integrity number); QqRT-PCR, PCR cuantitativa en tiempo real; Ct,
ciclo umbral de deteccion; FDR, test de correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg
(false discovery rate); EGA, base europea de datos gendmicos (European Genome-phenome Archive); SAM,
Andlisis de la significatividad sobre microchips de expresion (singnificance analysis of microarray); RQ,
Cantidad relativa de material (relative quantification).
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1. EVALUACION DE LA IDONEIDAD DEL USO DE TEJIDO
INCLUIDO EN PARAFINA EN ESTUDIOS MOLECULARES

Durante el afo 2011 se recogieron en un Biobanco hospitalario un total de 14 muestras
tisulares para ser criopreservadas procedentes de pacientes afectas de cancer de mama que no
habian sido sometidas a ningtin tratamiento previo.

En este trabajo se plantea el andlisis de la integridad del RNA total y del RNA de pequeiio
tamafio obtenido de estas 14 muestras de tejido congelado conservado en OCT y de sus
correspondientes bloques de parafina procedentes del mismo tumor mamario.

Para este estudio se partié de dos formatos de conservacion de muestras: congelados 6ptimos
(CO) y parafinas (FFPE). El estudio se baso en la extraccion del RNA total, incluyendo los RNAs
de pequefio tamanio, de todas las muestras (14 parejas congelado éptimo/parafina) y su analisis
comparativo de integridad. Para ello, la extraccion de RNA se realizo con kits comerciales y se
analiz6 tanto la integridad del RNA total como la de los RNAs de pequefio tamafio.

Finalmente, se analizaron mediante PCR cuantitativa en tiempo real los valores de Ct medios
de estas muestras para tres mictoRNAs, un snoRNA y dos mRNAs con el objetivo de evaluar la
recuperacion de estas moléculas a partir de los distintos formatos de conservacion de la muestra
de partida. La finalidad ultima es determinar la calidad e idoneidad de las muestras de tejido
incluido en parafina para futuros estudios moleculares basados en RNA.

2. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MICRORNAS EN
PACIENTES JOVENES DE CANCER DE MAMA

El estudio del cincer de mama en mujeres jovenes como entidad bioldgica diferenciada del
cancer de mama se basé en la obtencion de un perfil molecular mediante el andlisis de la
expresion de microRNAs. Para este trabajo se han empleado un total de 89 muestras de tejido
mamario procedente de pacientes de cincer de mama, 3 muestras de tejido normal de mujeres
sanas, 7 lineas celulares y los datos depositados online de 745 pacientes de cancer de mama. El
trabajo consta de varias partes diferenciadas, que se detallan a continuacién.

2.1. Fase I: Andlisis exploratorio de Ila expresion de microRNAs en

pacientes jovenes de cincer de mama.

Analisis de la expresion en muestras procedentes de pacientes

En esta fase se realizd, en primer lugar, una seleccion exhaustiva de pacientes procedentes del
Hospital clinico universitario de Valencia, atendiendo a criterios demogréficos y clinicos. Una vez
seleccionada la muestra, se obtuvieron cortes de tejido tumoral mamario FFPE, de los que se
extrajo el RNA total, incluyendo la fracciéon micro, que contiene los miRNAs. Posteriormente se
analizo la expresion de 1100 miRNAs humanos, incluidos en el chip de Affymetrix microArray
2.0 empleando esta plataforma disponible. Se analizaron 37 muestras de RNA; 22 muestras
procedentes de pacientes menores de 35 afios, 12 procedentes de pacientes mayores de 65 afios y
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3 muestras de tejido mamario normal procedente de mujeres sanas. Estas tltimas muestras se
emplearon como control para discernir aquellas diferencias debidas a la edad de las pacientes.

Una vez obtenida la expresion de los miRNAs en las muestras, se analizaron estadisticamente
las diferencias entre mujeres jovenes y mujeres mayores, seleccionandose los miRNAs
significativamente diferentes para realizar, mediante agrupamiento jerarquico, el perfil molecular
distintivo de cancer de mama en mujeres muy jovenes.

Los miRNAs ejercen su funcion reprimiendo el mRNA de genes, de modo que, para evaluar
su posible implicacion en los procesos que le confieren mayor agresividad al cincer de mama en
mujeres jovenes o en el desarrollo de la enfermedad, debemos estudiar los genes diana que son
reprimidos por estos miRNAs desregulados. Para ello se analizo el enriquecimiento de rutas, de
manera que se obtuvieron aquellas rutas en las que los miRNAs tienen una mayor representacion,
obteniendo, ademas, los posibles genes diana.

Con los resultados de este andlisis se seleccionaron las rutas mas relevantes, asi como miRNAs
y los genes diana mas representativos o interesantes desde un punto de vista traslacional.

Analisis de la expresion en lineas celulares

Con el fin de comprobar si la desregulacién de miRNAs observada en pacientes de cancer de
mama muy jovenes se reproduce en lineas celulares, se analizd, de manera similar al analisis
realizado sobre muestras de pacientes, la expresion de los miRNAs en lineas celulares de cancer de
mama procedentes de mujeres jovenes, y se comparé con la expresion en lineas de mujeres de mas
edad. Las lineas celulares se crecieron en cultivo por triplicado, para asegurar la reproducibilidad
del estudio, recogiéndose las células de cada una de las réplicas y tratindolas como muestras
separadas. Se analizaron los miRNAs diferencialmente expresados en ambos grupos de lineas
celulares. Por ultimo, se tratd de reproducir el perfil de expresién de miRNAs obtenido en
muestras de pacientes y caracteristico de mujeres jovenes, para evaluar la adecuacion de estas
lineas celulares como modelo para el estudio del cancer de mama en mujeres jovenes.

Anilisis de la expresion de miRNAs en una serie independiente mayor de pacientes, obtenida a
partir de bases de datos online

Con el fin de reproducir los resultados de perfil de expresién obtenidos en el estudio realizado
con pacientes, se emplearon datos de estudios moleculares depositados en bases de datos online,
concretamente EGA. Se seleccionaron los datos de expresion de miRNA obtenidos mediante la
plataforma Agilent y se filtraron los datos de miRNAs humanos, asi como los datos clinicos
relevantes para el estudio. De las 1460 muestras depositadas en el estudio, se analizaron un total
de 33 mujeres menores de 35 afios y 720 mayores de 65. Se evaluaron los miRNAs
diferencialmente expresados y se realizd un andlisis de enriquecimiento de rutas para, en ultima
instancia, comparar los resultados con los obtenidos en los otros anilisis.

2.2.  Fase II: Validacion de la expresion de los miRNAs seleccionados

Para validar los resultados obtenidos en la primera fase de este trabajo, se seleccioné una
nueva serie de muestras de tejido tumoral mamario procedente de pacientes del Hospital Clinico
Universitario de Valencia, con caracteristicas similares a las empleadas en la primera fase. Se
obtuvo muestra de 21 pacientes jovenes, 17 mayores de 65 afos y 17 pacientes con edades
comprendidas entre los 45 y los 65 afos. Este ultimo grupo fue introducido en el analisis para
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asegurarnos de que las diferencias observadas no eran un reflejo de los dos grupos de cancer de
mama descritos hasta la fecha, postmenopausico y pre-menopausico.

La validacion se llevé a cabo, pues, en una serie de mujeres independiente de la de la Fase I,
mediante una técnica diferente. En esta fase se analizd la expresion de miRNAs en el tejido
tumoral mediante PCR cuantitativa (QRT-PCR). Mediante anilisis estadisticos se comparo la
expresion obtenida en los tres grupos, primero como grupos independientes y después
considerando el grupo de mujeres mayores e intermedias como un Unico grupo para afadir
robustez a los resultados, en el caso de que ambos grupos fuesen estadisticamente iguales.

Por ultimo, se realizd un analisis de enriquecimiento de rutas con los miRNAs validados, con
el fin de recrear el perfil de cincer de mama en mujeres jovenes obtenido, empleando inicamente
dichos miRNAs. Esta reproduccién permitiria aislar los biomarcadores, aportando relevancia
traslacional al estudio.

3. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE GENES DIANA (MRNA) Y
DE PROTEINA EN CANCER DE MAMA EN MUJERES
JOVENES

Con el fin de confirmar la acciéon de los miRNAs seleccionados sobre los genes diana
relevantes, se analizd la expresion de los genes diana, por un lado mediante la cuantificacién del
mRNA vy por otro lado mediante la observacion de la cantidad de proteina in situ.

3.1  Anadlisis de la expresion de genes mediante gRT-PCR de mRNA

El analisis de la expresién de los genes seleccionados se llevd a cabo en la misma serie de
pacientes empleada para el analisis de miRNAs mediante qQRT-PCR (Fase II del apartado
anterior). Un total de 56 muestras de tejido tumoral FFPE procedente de pacientes de cancer de
mama fueron analizadas. Para ello se extrajo el RNA total de las muestras de tejido FFPE y se
cuantifico la cantidad de mRNA mediante sondas especificas empleando la técnica qRT-PCR.
Con los datos obtenidos se realizaron tests estadisticos para evaluar la expresion diferencial en
mujeres jovenes con cancer de mama.

3.2.  Anadlisis de la proteina in situ

Para este estudio se emplearon 60 muestras tumorales de mama procedente de pacientes del
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Se seleccionaron los genes mas relevantes y se analizd
la cantidad de proteina en el tejido tumoral mamario de pacientes menores de 35 afios y mayores
de 45.Para este analisis se construyeron 5 TMAs a partir del tejido FFPE, que incluian muestra de
tejido normal de 60 pacientes ademis de tejido normal procedente de 3 mujeres sanas. Se
realizaron cortes y se incubaron con anticuerpos especificos para la proteina mediante tincién
inmunohistoquimica; por ultimo, un patélogo experto evalué la cantidad de proteina,
asignandole un valor relativo, asi como la localizacion de la tincion y, por tanto, de la proteina.
Posteriormente se analizaron estadisticamente los datos y se valoré la diferencia o no en la
expresion de proteina entre ambos grupos de mujeres, atendiendo a aspectos como la intensidad y
la localizacion de la tincién.
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MATERIAL EMPLEADO

1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. Muestras de tejido tumoral

Todas las muestras de tejido proceden de pacientes de cidncer de mama o mujeres sanas del
Hospital Clinico Universitario de Valencia que fueron sometidas a cirugia. El trabajo ha sido
aprobado por el comité de ética.

Pacientes para el estudio de la viabilidad de muestras FFPE en estudios con miRNA

Las 28 muestras analizadas en este trabajo son muestras tisulares procedentes de 14 pacientes
afectas de cancer de mama durante el afio 2011, que dieron su consentimiento para la obtencién
y conservacién de su muestra en un Biobanco hospitalario y para que ésta pudiera ser utilizada en
futuros estudios biomédicos.

Tabla 5. Caracteristicas tumorales de las muestras empleadas en el estudio de viabilidad.

ER PR HERZ Ki67 CGC Ce
%) (% (MHQYFESH) % % %

pl | pN
BCl | 52 | CDI |[LUM| I 19 | Tlc [N1(mi)| +100)| #100)|  -(14) 51 70

60
BC2 | 52 |[CMPI|LUM | I 1,5 | Tlc | NOGn) | +100) | +(100) -(1+4) 10 | 50 65
BC3 | 54 |CDI |[LUM| I 1,5 | Tlc| Nla |+100)| +60) -(1+4) 30| 55 60
BC4 | 66 | CDI |[LUM| I 1,8 | Tle | NOGn) | +100) | +30) -(1+) 5 80 60

55
60
60

BC5 | 50 | CDI |[LUM| I 13 | Tlc |NOGn)| +80) | +40) | -(2+/na) | 30 | 70
BC6 | 70 | CDI |LUM| 1 22 | T2 |NI(mi)| +(100)| +80) -(1+4) 10| 60
BC7 | 55 | CDI |LUM| 1 1,1 | Tlc | NOGsn) | +100) | +(100) -(1+) 5 70

BC8 | 84 | CDI |[LUM| 1 35 | T2 | NOGsn)| +100) | +80) -0 251 10
BCO | 47 | CDI |[LUM| I 1,2 | Tle | NOGn) | +(100) | +(100) -0 5 80 60
BC10| 58 | CDI |[LUM| 1 09 | Tlb|NOGn)| +100) | +100)| -@+/ma) | 20 | 90 70
BC11 | 8 | CDI | IN I 09 |Tlb| NO -0 60 | 50 50

I 60

I 60

50

70

BC12 | 50 | CDI | LUM L1 | Tle| NO |HI00)| +80) | -@2+/na) | 13 50
BC13 | 73 | CDI | LUM 08 | Tlb|NOGn)| +(100) | +100)| -(2+/na) | 10 35
BCl4| 52 | CDI| IN | II 30 | T2 | Nx - - -0 70 50

CO=congelado optimo; COP=parafina del congelado ¢ptimo.Dx: diagnostico. CDI=carcinoma ductal
infiltrante; CLI=carcinoma lobulillar infiltrante; CMPI=carcinoma micropapilar infiltrante. LUM= luminal;
TN-=triple negativo; (sn)= (sentinel node) ganglio centinela; (mi)=microinvasor; ER=receptor de estrogenos;
PR=receptor de progesterona; IHQ=inmunohistoquimica; na=no amplificado; CtC=porcentaje de
celularidad tumoral de muestras congeladas; CtP=porcentaje de celularidad tumoral de muestras fijadas e
incluidas en parafina.
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Para el analisis de la viabilidad del tejido incluido en parafina como objeto de estudio en
técnicas moleculares, se emplearon muestras de tejido de tumor de mama procedente de pacientes
que no habian recibido tratamiento previo, de las que se disponia tanto de tejido almacenado en
condiciones ¢ptimas de congelaciéon, como de tejido fijado en formalina e incluido en parafina
(FFPE). Las caracteristicas clinicas e histologicas de los tumores empleados se encuentran

detalladas en la Tabla 5.
Pacientes para el estudio de la expresién de miRNAs en mujeres jévenes con cincer de mama

Para llevar a cabo este estudio, se seleccionaron un total de 37 muestras, 22 mujeres menores
de 35 afios (“grupo de estudio”) y 12 mayores de 65 afios (“control mayores”), empleamos 3
. [(3 ” sl e ., .
mujeres sanas (“control sanas”) como control para el analisis global de la expresion de miRNAs.

Pacientes en la base de datos de cancer de mama
desde el afio 1998 al 2012 (N=5381)

y

| Seleccidn segtin la edad |

l

Mujeres <35 afios (n= 215)

| Mujeres >35 afios (n= 5172) |
|

! I} v
Sin mutacidn en

Mujeres 45-65

afios que han
teni

dola

Mujeres >65
afios (n=3140)

BRCA {n=180)

Muestra tumoral

menopausia |

T

disponible(n=148)

FASE EXPLORATORIA
(n=22)

FASE EXPLORATORIA
{n=12)

VALIDACION
(h=21)

VALIDACION
(h=17)

VALIDACION
(n=17)

N=55

Mujeres >35 anos N=36 Mujeres <35 aifos N=43

TOTAL: 89 PACIENTES

Figura 8. Diagrama de flujo del proceso de seleccion de pacientes para el estudio. Se representa el proceso
de seleccion de pacientes y muestras empleadas y los criterios de seleccion. Se muestra en cada paso el
numero de casos seleccionados (n). Se muestran los grupos finales (mujeres menores de 35 afos y mujeres
mayores de 65 afos) en cada fase (exploratoria y fase de validacién) junto con el numero de muestras
empleadas de cada grupo (N). BRCA: gen del cancer de mama 1 6 2 (del inglés breast cancer gene).

Para minimizar el sesgo introducido, se procuré emparejar los grupos segiin su subtipo
molecular, teniendo en cuenta también caracteristicas tumorales como el grado de diferenciacion,
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estadio, tamafio tumoral, afectacién de los nodos linfiticos y sobreexpresion del factor de
proliferacion Ki67.

Para la fase de validacion, se seleccionaron 21 mujeres menores de 35 afios, 17 mayores de 65
afios y 17 pacientes de un nuevo grupo con edades comprendidas entre 45 y 65 afios (“control
intermedias”).

El proceso de seleccion de las integrantes del estudio se llevo a cabo sobre la base de datos del
Hospital Clinico Universitario de Valencia, que cuenta con registro de 5381 pacientes (ver la
Figura 8). Las caracteristicas clinicas de las pacientes de cancer de mama empleadas en este
estudio se detallan en la tabla 6.

Los criterios para la seleccion de los grupos de estudio fueron los siguientes:

Grupo de estudio

Pacientes con cdncer de mama diagnosticado a los 35 afios o antes.
Sin mutacién conocida en BRCA1/2.

Sin haber recibido tratamiento neoadyuvante.

Pacientes no metastasicas.

* ¥k X ¥ X

Distribucién de la muestra representativa en cuanto a caracteristicas clinicas y
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Grupo control mayores

Pacientes con cdncer de mama diagnosticado a los 65 afios o en adelante.
Sin mutacién conocida en BRCA1/2.

Sin haber recibido tratamiento neoadyuvante.

Pacientes no metastasicas.

* ¥k ¥ ¥ X

Muestra representativa con caracteristicas clinicas y tumorales similares al grupo de
estudio.

Grupo control intermedias

Pacientes con cdncer de mama diagnosticado entre los 45 y los 65 afios de edad.
Sin mutacién conocida en BRCA1/2.

Sin haber recibido tratamiento neoadyuvante.

* K% ¥k X

Pacientes no metastasicas.

Grupo control sanas

* Mujeres libres de cancer.
* Con edades similares al grupo de estudio de mujeres menores de 35 afios.
* Con parametros demograficos y caracteristicas similares al grupo de estudio.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de las pacientes de cincer de mama empleadas en el estudio.
| FaseIN-34(%) |

Fase I1N=55 (%)

| B5@2)" >65@12)  <B5(2l) 4565@-17)  >65(a-17)
Media de edad (SD) 3141(4.04) | 73.3(10.18) | 314@287) | 5694(5.58) | 069.4(4.48)
Media de IMC(SD) 2198(3.53) | 29.44(6.66) | 23.95(.50) | 30.15(8.04) | 30.23(6.55)
1 1(4.55) 3(25.00) 3(14.29) 8 (47.06) 3(17.65)
II| 8(36.36) 3(25.00) 7(33.33) 5(29.41) 12 (70.59)
1| 13(59.09) 6 (50.00) 11(52.38) 4(23.53) 2(11.76)
CDI| 19(86.36) 11(91.67) 19 (90.48) 13 (76.47) 12 (70.59)
CLI 0(0.00) 0(0.00) 1(4.76) 0(0.00) 2(11.76)
Otros | 3(13.64) 1(8.33) 1(4.76) 4(23.53) 3(17.65)
<2em| 3(13.64) 9 (75.00) 3(14.29) 11(64.71) 14 (82.35)
25cm| 15(68.18) 2(16.67) 15(71.43) 6(35.29) 3(17.65)
>5cm|  4(18.18) 1(8.33) 3(14.29) 0(0.00) 0(0.00)
Positiva | 10 (45.45) 4(33.33) 7(33.33) 6(35.29) 3(17.65)
Negativa | 12 (54.55) 8 (66.67) 14 (66.67) 11(64.71) 14 (82.35)
ER+| 17(77.27) 9 (75.00) 14 (66.67) 14 (82.35) 14 (82.35)
ER-| 5(22.73) 3(25.00) 7(33.33) 3(17.65) 3(17.65)
PR+ | 15(68.18) 7(58.33) 14 (66.67) 13 (76.47) 13(76.47)
PR-| 7(31.82) 5(41.67) 7(33.33) 4(23.53) 4(23.53)
HER2+| 10(4545) 3(25.00) 5(23.81) 2(11.76) 2(11.76)
HER2-| 12(54.55) 9 (75.00) 16 (76.19) 15 (88.24) 15 (88.24)
1-14% | 5(22.73) 3(25.00) 5(23.81) 8 (47.06) 5(29.41)
14-30% 8(36.36) 5(41.67) 11(52.38) 7(41.18) 10 (58.82)
>30% | 9(40.91) 4(33.33) 5(23.81) 2(11.76) 2(11.76)
Sibpomeal 2 R
Luminal A| 5(22.73) 3(25.00) 3(14.29) 8 (47.06) 5(29.41)
Luminal B| 6(27.27) 4(33.33) 10 (47.62) 4(23.53) 9(52.94)
TN 2(9.09) 2(16.67) 3(14.29) 3(17.65) 2(11.76)
Luminal/HER2 |  5(22.73) 2(16.67) 2(9.52) 0(0.00) 1(5.88)
HER2| 4(18.18) 1(8.33) 3(14.29) 2(11.76) 0(0.00)

IMC: indice de masa corporal, expresado en kg/m’. ER: receptor de estrogenos; PR: receptor de
progesterone; HER2: receptor ERBB2; +/-: presencia (+) y ausencia (-) de sobreexpresién del receptor.
HER?2 se considera positivo (+) cuando los analisis inmunohistoquimicos muestran +++/+++ or ++/+++ (y
el analisis FISH muestra amplificacion). *Una de las 22 muestras iniciales menores de 35 afos fue
eliminada del estudio debido a una pobre calidad en los controles de calidad (QC) metodologicos.

1.2. Muestras procedentes de cultivo celular

Para el estudio de la expresion de miRNAs en lineas celulares se emplearon 7 lineas celulares
de tumor mamario procedentes de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD),
Se seleccionaron 4 lineas de mujeres jovenes, HBL100, HCC1500, HCC1937 y Hs 566(B).T.
Como control se emplearon 3 lineas celulares de cincer de mama, tipicas y ampliamente usadas:

MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7. Las caracteristicas de las lineas se detallan en la tabla 7.
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Tabla 7. C aracteristicas de las lineas celulares empleadas en este estudio.

Receptores Tipo de Edad

Subtipo Condiciones Suplementos

expresados tumor
37°C
HCC1500 | Basal EGP2 CDI 32 | PRMI S0, | 10%SBE
37C 1% Lglu
HCC1937 | Basil EGP2 col | 24 | ReMI 3 1% PirSod
59%CO
2| 10% SBF
HBLIOO | Basal - Normal | 27 | DMEM 31C 1% Lelu

5%CO, 10%SBF
37C 1% PirSod

Hs566.B(T) - - Carcinoma | 35 DMEM 59%CO, 10% SBE
MDAMB231 | Basal | EGFR, TGEf | Carcinoma | 51 Leﬂ?fgi“ 37°C 10% SBF
MDAMB468 | ~ EGFR, TGEa | Carcinoma | 51 Leﬂ?fgm 37°C 10% SBF

. 37C 1% Insulina
MCF7 Luminal| ER, IGFBP CDI 69 DMEM 5%CO, 10%SRF
EGP2: Glicoproteina epitelial 2; EGFR: Receptor de factor de crecimiento epidérmico; TGFEp/a: Factor de crecimiento
transformante B/a; ER: receptor de estrégenos; IGFBP: Proteina de union al factor de crecimiento insulinico; RPMI:
medio RPMI 1640; DMEM: Modified Eagle’s Medium; SBF: suero bovino fetal; Lglu: Lglutamina; PirSod: piruvato
sodico.

Las lineas celulares procedentes de mujeres jovenes, excepto Hs566.B(T), crecieron formando
capas adheridas al frasco de cultivo. Todas ellas mostraron morfologia epitelial a excepcion de la
linea Hs566.B(T), cuyas células mostraban una morfologia alargada similar a un fibroblasto. Las
lineas HBL100 y HCC1937 iniciaron su crecimiento formando agregados celulares en monocapa
mientras que las lineas HCC1500 y Hs566.B(T) crecieron inicialmente como células aisladas,
obteniendo un crecimiento en monocapa mas tardio en el caso de HCC1500.

1.3. Datos obtenidos a partir de bases de datos online

Mediante busqueda bibliografica se detectaron varios conjuntos de datos de expresién de
microRNAs y tumores de cincer de mama; sin embargo, existen pocos estudios lo bastante
grandes como para proporcionar suficiente nimero de mujeres jovenes. Se decidio, por tanto,
emplear los datos del estudio mas grande con datos clinicos completos encontrado. Los datos
usados son originarios del grupo Cambridge Breast Unit del Doctor Carlos Caldas (Dvinge et al.,
2013). En este trabajo se estudia la desregulacion de microRNAs en 1302 tumores de cancer
primario e invasivo de mama, ademds de 116 muestras de tejido adyacente tumoral y 28 lineas de
cancer de mama. Los datos estan depositados en European Genome Archive (www.ebi.ac.uk/ega)

en el EBI bajo el codigo de acceso EGADO00010000438.
Asi pues, se solicitaron los datos crudos a este organismo, obteniéndose:

* Los datos demograficos, fenotipicos y patologicos.
* Los datos de la expresion ya normalizados de los microRNAs (plataforma Agilent).

Estas muestras se obtuvieron con el consentimiento del comité de ética de Cambridge y
Vancouver, donde se realizé el analisis molecular de las muestras, depositadas en los bancos de
tumores respectivos a raiz de un estudio inicial METABRIC (Molecular Taxonomy of Breast
Cancer International Consortium) (176).

Los datos de expresién se obtuvieron mediate matrices donde hibridan microRNAs de la
compania Agilent Technologies Inc. La plataforma consta de ocho matrices individuales por
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www.ebi.ac.uk/ega

portaobjetos. Cada serie contiene un total de 10.226 sondas Unicas, de las cuales 3.388 son
dirigidas contra secuencias de miRNAs maduros candnicas (2.645) o putativas (743) identificados
a partir de secuenciacién de alto rendimiento, dirigidas a un total de 1406 miRNAs o
estrechamente relacionados. Las sondas restantes fueron dirigidas contra otros RNAs no
codificantes, incluyendo rRNAs, snRNAs, snoRNAs, piRNAs y otros (177). Sin embargo,
finalmente, los datos depositados del estudio contemplan solamente datos de expresion de 853
microRNAEs, ya filtrados por su buena sefial y normalizados, de 1.440 muestras (1.302 tumores de
cancer de mama, 116 muestras normales, 28 muestras de lineas celulares de cancer de mama).

Para nuestro estudio, se emplearon los datos de expresién de microRNAs de pacientes de
cancer de mama, para evaluar las diferencias en su expresiéon segiin la edad al diagnostico de las
pacientes.

2. MATERIAL COMERCIAL

2.1. Kits comerciales empleados

Se utilizaron los siguientes kits comerciales siempre siguiendo las especificaciones del fabricante:
*  CoolSafe™ 110, ScanVac (LaboGene™ ApS, Lynge, Denmark).

*  RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit de ambion® (Applied Biosystems™
by Life Technologies™, Carlsbad, California, USA).

* mirVana™ miRNA Isolation Kit de ambion® (Applied Biosystems™ by Life
Technologies™, Carlsbad, California, USA).

* TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™ by Life
Technologies™, Carlsbad, California, USA).

* High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems™ by Life
Technologies™, Carlsbad, California, USA).

* TagMan® PreAmp Master Mix (Applied Biosystems™ by Life Technologies™,
Carlsbad, California, USA).

* TagMan® Universal Master Mix no UNG (Applied Biosystems™ by Life
Technologies™, Carlsbad, California, USA).

* TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems™ by Life Technologies™,
Carlsbad, California, USA).

* TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems™ by Life Technologies™,
Carlsbad, California, USA).

* LabChip® Agilent RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA, USA).
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* LabChip® Agilent Small RNA Assay (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
USA).

* FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit (Affymetrix Ltd., Santa Clara, CA, USA).
*  Affymetrix GeneChip® miRNA 2.0 (Affymetrix Ltd., Santa Clara, CA, USA).

*  GeneChip® Eukaryotic Hybridization Control Kit (Affymetrix Ltd., Santa Clara,
CA, USA).

* PAM50-Based Prosigna Breast Cancer Assay (Nanostring technologies, Seattle, WA,
USA).

* HER2 IQFISH pharmaDx™ (Dako, Glostrup, Denmark).

*  Dako EnVision™ System-HRP (DAB) (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
USA).

2.2. Sondas empleadas

Los cebadores y las sondas empleados en este trabajo estan basados en los ensayos de expresiéon
de TagMan®. La informacion completa de las sondas empleadas estd detallada en el Anexo .

* TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems™ by Life Technologies™,
Carlsbad, California, USA).

* TagMan® Gene Expresion Assays (Applied Biosystems™ by Life Technologies™,
Carlsbad, California, USA).

2.3. Anticuerpos empleados

*  Anti-HER2. Anticuerpo policlonal de PharmaDX (Dako Corp.) Clon A0485.

*  Anti-HER4p180. Anticuerpo monoclonal LS-C50208 - LSBio. (LifeSpan
BioSciences, Inc.) Clon EP2270Y.

3. PROGRAMAS Y HERRAMIENTAS EMPLEADAS

3.1. Programas empleados

* Cluster Eisen software. http://www.eisenlab.org/eisen/page_id=7
*  Cytoscape 3.2.1. (Cytoscape Consortium). www.cytoscape.org
*  Expert Software v.B.01.02.S1136.(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA).

* Expression Console. (Affymetrix Ltd., Santa Clara, CA, USA).
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www.cytoscape.org

3.2.
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GeneChip® Eukaryotic Hybridization Control Kit (Affymetrix Ltd., Santa Clara,
CA, USA).

GraphPad Prism 6.0. (Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
Notepad++. https://notepad-plus-plus.org

Paquete de Microsoft Office 2010.

R-studio. https://www.rstudio.com

R versiones 1386, 3.0, 3.1.1y 3.2.0. https://cran.r-project.org/

Treeview Eisen software. http://www.eisenlab.org/eisen/?page_id=7

Herramientas online y bases de datos empleadas

Diana TOOLS: http://diana.imis.athena-
innovation.gt/DianaTools/index.php?r=mirpath/index

Doubling-Time software online: http:/www.doubling-time.com

EGA (European Genome Archive): http:/www.ebi.ac.uk/ega

EnrichR: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/enrich

Ensmbl: http://www.ensembl.org

Gene Cards: http://www.genecards.org

GEO (Gene Expression Omnibus): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes: http://www.genome.jp/kegg
miRBase: The microRNA database: http://www.mirbase.org

miRTarBase: http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw

microT-CDS: http://www.microrna.gr/microT-CDS

Pomeloll: herramienta para el cilculo de diferencias estadisticas en archivos de
expression. http://pomelo2.iib.uam.es

REACTOME: A curated pathway database: http://www.reactome.org
Statpages: http://statpages.org

TargetScanHuman: Prediction of microRNA targets (version 5.2)
http://www.targetscan.org/vert_50

UNIPROT: http://www.uniprot.org/uniprot
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https://www.rstudio.com/
https://cran.r-project.org/
http://www.eisenlab.org/eisen/?page_id=7
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=mirpath/index
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=mirpath/index
http://www.doubling-time.com/
file:///C:/Users/Gloria/Dropbox/Casa/www.ebi.ac.uk/ega
http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/enrich
http://www.ensembl.org/
http://www.genecards.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
http://www.genome.jp/kegg
http://www.mirbase.org/
http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/
http://www.microrna.gr/microT-CDS
http://pomelo2.iib.uam.es/
http://www.reactome.org/
http://statpages.org/
http://www.targetscan.org/vert_50
http://www.uniprot.org/uniprot

METODOLOGIA

1. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO BIOPSIADO
PARA SU PREPARACION Y CONSERVACION

1.1. Tratamiento del tejido biopsiado para su congelacion dptima

Las muestras de tejido solido se congelan en criomoldes de plastico incluidas en OCT (del
inglés optimal cutting temperature), mediante congelacion rapida por inmersion en isopentano
previamente enfriado a -110°C en congelador portitil (CoolSafe™ 110, ScanVac, LaboGene™
ApS, Lynge, Denmark). Finalmente las muestras se almacenan en congeladores mecanicos de -80

°C durante un tiempo indefinido.

1.2. Inclusion en parafina del tejido biopsiado

En primer lugar y tras recibir de cirugia la pieza de tejido, se procede a su tallado. Este proceso
consiste en hacer secciones de la muestra para su mejor fijacion. Tras esto, se fijan las muestras
por inmersién en un bafio de formol tamponado al 4%. A continuacién, las muestras se someten
a un progresivo proceso de deshidratacion que permite eliminar el agua existente en el tejido. Esta
operacion se lleva a cabo empleando bafios sucesivos de 3 horas de duraciéon, en alcoholes de
graduacion creciente 50%, 70%, 80%, 95% vy alcohol absoluto. Tras la deshidratacion las
muestras se someten a un proceso de aclarado, en que se sustituye el agente deshidratante (etanol
en nuestro caso) por una sustancia miscible en el medio de inclusion, el xileno. Para ello, se
sumergen las muestras tisulares en 3 bafios sucesivos en xileno de 30 minutos cada uno. Una vez
completado este proceso, se procede a la infiltracion de la muestra, que consiste en infiltrar
completamente la muestra histopatologica en parafina liquida a una temperatura entre 58° y
65°C, dependiendo del punto de fusion de la misma. Para facilitar la completa impregnacién y
eliminacion total de los restos de xilol se realizan dos bafios sucesivos en diferentes recipientes.

1.3. Control histoldgico de las muestras

Se realizd un corte adicional de 3-5 um de cada una de las muestras, que se colocé sobre portas
pretratados con poli-L-lisina. A estos cortes histolégicos se les realizd una tincion hematoxilina-
eosina (H&E), sirviendo asi como control histologico de los casos a estudiar. De este modo, se
determino el porcentaje de celularidad tumoral presente en cada muestra analizada.
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2. TRATAMIENTO DE CULTIVO CELULAR PARA SU
CRECIMIENTO, MANTENIMIENTO Y CONSERVACION

2. 1. Cultivo de las lineas celulares

Las caracteristicas de las lineas y las condiciones de cultivo se indican en la tabla 8. Las células
se crecieron en cultivo siguiendo las condiciones recomendadas del proveedor. Cuando los
cultivos llegaban a una confluencia del 80-90%, las c¢lulas fueron tripsinizadas con tripsina al
0,05% vy se dividieron en un ratio de 1:2 en medio fresco para permitir la expansion de los
cultivos. Para la recogida del pellet, las células se pasaron a placas Petri de 10 mL y al alcanzar una
confluencia del 95%, se recogieron las células mediante raspado con Cell Scraper. Seguidamente,
las células recogidas se centrifugaron a 1.500 rpm durante 10 minutos y se guardaron a -80 °C en

tanque de isopropanol hasta préximo uso.

2.2. Cilculo del tiempo de doblaje

Para calcular el tiempo de doblaje de las lineas celulares se hicieron recuentos de células a
intervalos regulares en el pase 8. En el dia O las células se cultivaron por triplicado en frascos de
25 cm2 en sus correspondientes medios de cultivo con una poblacion inicial de 1 x 10° células. Se
tifieron las células con azul de Trypan y se hicieron recuentos en cada triplicado en camara de
Neubauer en intervalos de 24 h durante 10 dias seguidos. A partir de los datos obtenidos se

calcul6 el tiempo de doblaje mediante la herramienta online http://www.doubling-time.com.

3. EXTRACCION DE MATERIAL GENETICO

3.1. Extraccion de RNA a partir de tejido congelado

En el caso de las muestras que sufrieron el proceso de descongelacion, éstas se incluyeron de
nuevo en OCT, almacendndose de nuevo a -80 °C hasta su utilizacion. Posteriormente, se

trataron exactamente igual que el material congelado ¢ptimo.

Para la extraccién de RNA total de tejido congelado en OCT almacenado a -80°C se partié de
10 criosecciones de 10 pm, realizadas en criostato a -20°C, y recogidas en un microtubo de 2 ml
conservado en hielo seco, empleandose el kit comercial mirVana™ miRNA Isolation Kit de
ambion® (Applied Biosystems™ by Life Technologies™, Carlsbad, California, USA). Este kit se
basa en una extraccién orgdnica seguida de una inmovilizacion del RNA sobre filtros de fibra de
vidrio (extraccién en fase sélida) para purificar el RNA total, incluidos los miRNAs, de muestras

tisulares.

En resumen, a cada tubo de 2 ml que contiene las criosecciones de tejido se le afnadié una
bolita de acero de 5 mm (QIAGEN, Hilden, Germany) y se dejo enfriar en hielo seco 5 minutos.
La disrupcién y homogenizacién del tejido se realizd empleando el equipo 7issueLyser LT

(QIAGEN, Hilden, Germany). Para ello, se colocaron los microtubos de 2 ml que contenian las
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muestras con la bola de acero en el rotor del equipo de disrupcion y se les afadieron 600ul de
tampon de lisis del kit, inicidndose inmediatamente la disrupcion y homogenizacion de las
muestras durante 30 segundos a 50Hz. Seguidamente, se descarté la bola de acero, pasandose el
lisado a un microtubo de 1,5 ml nuevo, al que se le afladieron 60ul de la soluciéon miRNA
Homogenate Additive del kit, dejandose la mezcla en hielo durante 10 minutos tras haberse
agitado vigorosamente. A continuacion, se afiadieron 600pl de fenol acido:cloroformo a pH 4,5
(premezclado con alcohol isoamilico en proporcion 125:24:1 fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico), agitdindose la mezcla durante 30 segundos y centrifugandose posteriormente durante
10 minutos a 10.000 x g a temperatura ambiente. Se transfirié la fase acuosa a un nuevo
microtubo al que se le afiadieron 750l de etanol 100%. La mezcla se paso por la columna, que
contenia el filtro de fibra de vidrio (extraccion en fase solida), mediante centrifugacion durante 15
segundos a 10.000 x g. Seguidamente se realizé un lavado con 700pl de la solucion de lavado 1y
otros dos lavados de 500ul con la solucion de lavado 2/3 suministradas en el kit. Finalmente se
eluyé el RNA total (que incluia miRNAs) con 80ul de agua libre de RNasa precalentada a 95°C,
almacenandose el RNA extraido a -80°C para su conservacién, previamente se alicuotaron 2 pl
para medir la concentracion con NanoDrop, como control de la extraccién y para evitar

descongelaciones innecesarias que degradarian el RNA.

3.2. Extraccion de RNA a partir de tejido incluido en parafina

Para la extraccién de RNA total del tejido fijado en formaldehido e incluido en parafina,
conservado a temperatura ambiente, se partié de 4 secciones de 20 pm, realizadas en microtomo a
temperatura ambiente y recogidas en un microtubo de 1,5 ml, empleindose el kit comercial
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit de ambion® (Applied Biosystems™ by Life
Technologies™, Carlsbad, California, USA).

En resumen, a cada tubo de 1,5 ml que contiene las secciones de tejido se le anadieron 1000
ul de xilol 100%, agitdndose vigorosamente y dejindose la mezcla durante 3 minutos a 50°C. A
continuacion se centrifugd la mezcla durante 3 minutos a 10.000 x g y se elimino el xilol. Se
repitié este paso con xilol para conseguir desparafinar mejor la muestra. Seguidamente, se
realizaron 2 lavados de la muestra con etanol 100%, lo que permitio eliminar los restos de xilol y
acelerar el secado de la muestra, que se dejo secar al aire durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién, se afiadieron 200 pl de tampén de digestion y 4 ul de proteasa,
suministrados en el kit, incubdndose la mezcla a 50°C durante una hora y, posteriormente,
durante 15 minutos a 80°C. En este momento, se afiadieron a cada muestra 240 pl de la solucion
del kit lsolation Additive y 500 ul de etanol 100%. La mezcla se pasé por columna, mediante
centrifugacion durante 30 segundos a 10.000 x g. Seguidamente se realizé un lavado con 700 pl
de la solucién de lavado 1 y otros dos lavados de 500 pl con la solucion de lavado 2/3
suministradas en el kit. Tras los lavados, se afadieron 60 pl de la mezcla de DNasa en el centro
del filtro de la columna y se dejo a temperatura ambiente durante 30 minutos. De nuevo, se
realizé un lavado con 700 ul de la solucion de lavado 1 y otros dos lavados de 500 pl con la
solucién de lavado 2/3 suministradas en el kit. Finalmente, se eluyo el RNA total (que incluia
miRNAs) con 70 pl (2 x 35 pl) de agua libre de RNasa, almacenandose el RNA extraido a -80°C

para su conservacion tras alicuotar 2 pl para la medida de concentracion.
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3.3. Extraccion de RNA a partir de pellet de células

Para la extraccion de RNA total a partir de cultivo celular, se recogié con scrapel un pellet de
entre 10’y 107 células, lavadas previamente con 1mL de PBS, y se pasaron a un tubo preparado
para su congelacion a -80°C hasta el momento de la extraccion. Se emple6 el kit comercial
miRVana™ miRNA Isolation Kit de ambion® (Applied Biosystems™ by Life Technologies™,
Carlsbad, California, USA).

Resumiendo, a cada pellet se le afiade 600 pl de solucién de lisis y se vortea vigorosamente
para provocar la disrupcion celular, en caso necesario se ayudé con disrupcién mecanica mediante
un TissuelLyser LT (QIAGEN, Hilden, Germany), en cuyo caso se homogeneizan durante 30
segundos a 50 Hz. Tras esto, se anadieron 60 pl de Homogenate Additive incluido en el kit que se
mezclaron concienzudamente, dejando la mezcla en hielo 10 minutos. Tras este tiempo se
procede a la extraccién orginica, para lo cual se afadieron 600 pl de mezcla fenol
dcido:cloroformo a pH 4,5 y se centrifugd a 10.000 x g a temperatura ambiente durante 5
minutos, tras lo cual se transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo (aproximadamente 600 ul). En
este momento se afiadieron 750 ul de etanol al 100% y se pasé la mezcla por columna mediante
centrifugacion durante 15 segundos a méxima velocidad, descartando el liquido sobrante, hasta
haber pasado todo el volumen. Seguidamente se realizé un lavado con 700 ul de la solucion de
lavado 1y otro lavado de 500 pl con la solucion de lavado 2/3, ambas suministradas en el kit. Por
ultimo, se eluyé el RNA retenido en el filtro con 35 pl del Elution Buffer proporcionado (o agua
libre de RNasas en su defecto) a 95°C centrifugando a mixima velocidad durante 30 segundos,
tras lo cual se repiten estos pasos con otros 35 ul para obtener un volumen total de 70 pl, de los
que se alicuotaron 2 pl para medir su concentracién vy, el resto, se congelo a -80°C.

4. TECNICAS DE CUANTIFICACION Y MEDIDA DE LA
CALIDAD DEL MATERIAL EXTRAIDO

4.1. Cuantificacion del RNA total por espectrofotometria de absorcion

El RNA extraido se cuantificé por espectrofotometria de absorcién UV-Vis empleando el
equipo Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington DE, USA). Con tan solo 1 pl
de RNA, este equipo determina la concentracion y la pureza de la muestra.

La concentracion se determina a partir de la absorbancia a 260 nm, de acuerdo a la Ley de
Lambert-Beer:

A=¢"1'cC

siendo: A = absorbancia
= coeficiente de extincién molar [para ssRNA a 260 nm, € = 0,025(ug/ml)-1cm-1]
I = distancia en cm
¢ = concentracién molar

La pureza de la muestra se determina en base a la relacion de absorbancias 260/280 y
260/230, que deben ser ambos préximos a 2 para RNA puro y para asegurar que no quedan
restos de reactivos empleados en la extraccidn, respectivamente.
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4.2. Andlisis de la integridad del RNA total

La calidad y concentracion del RNA total extraido se determiné con el RNA 6000 LabChip®
junto con el 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).

La integridad del RNA total se determiné empleando el equipo Agilent 2100 Bioanalyzery el
LabChip® Agilent RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA).
Esta tecnologia se basa en la electroforesis capilar y este ensayo permite analizar muestras de RNA
total de concentracién entre 25 y 500 ng/l, empleando 1 pl de muestra. El resultado del an4lisis
se puede visualizar como una electroforesis convencional, en la que se observan los fragmentos de
RNA separados por tamafio, ademas de proporcionar perfiles o electroferogramas de cada una de
las muestras. Esta tecnologia aplica un algoritmo complejo que determina automdticamente un
valor de RIN (RNA Integrity Number), con valores entre 1y 10, para cada una de las muestras
analizadas. El RIN considera todo el perfil electroforético, incluyendo presencia y ausencia de
productos de degradacién, resultando una medida de la integridad del RNA fiable. El valor de
RIN es muy reproducible y nos permite hacer una valoracién numérica de la integridad del RNA
y establecer comparaciones entre muestras.

Los LabChip® se prepararon siguiendo las instrucciones del fabricante. Los reactivos se
dejaron 30 minutos a temperatura ambiente antes de su utilizacion. El gel se preparé utilizando
una columna de 550 pl que se centrifugd a 1500 x g durante 10 min para el filtrado del gel.

Se desnaturalizo 1 pl del marcador de peso molecular (RNA 6000 /adder® Ambion) y 1 pl
RNA de cada una de las muestras a analizar durante 2 min a 70°C y se introdujeron en los
pocillos correspondientes. Finalmente el LabChip® se agito en vortex durante 1 min a maxima

potencia y se introdujo en el Agilent 2100 Bioanalyzer.

El Agilent 2100 Bioanalyzer permiti¢ visualizar los resultados en un ordenador mediante
Expert Software v. B.01.02.S51136. El bioanalizador usa fluorescencia entre 670 nm y 700 nm para
determinar la calidad e integridad del RNA total. Para cada muestra, el software calculd el
cociente del area de los picos de RNA ribosomales (28S/18S), y el resultado se visualizé mediante
un electroferograma. El cociente debe encontrarse alrededor de 2 ya que el peso molecular del

28S es el doble al del 18S.

4.3. Anadlisis de la integridad del RNA de pequeno tamano

La integridad del RNA de pequeiio tamafio se determiné empleando el equipo Agilent 2100
Bioanalyzer y el Agilent Small RNA Assay (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA).
Esta técnica permitié evaluar el contenido de especies de RNA de pequeiio tamafo, en tan solo
10 ng de RNA total, para cada una de las muestras. Se trata de una alternativa mas rapida y
mucho mas sensible que los geles de agarosa o poliacrilamida convencionales para el andlisis y la
deteccion de pequenos fragmentos de RNA en el rango entre 6 y 150 nucleotidos. El perfil o
electroferograma de cada muestra permite visualizar facilmente la regién correspondiente a los
miRNAs y, ademss, este ensayo determina el porcentaje y la concentracién de miRNAs presentes
en cada muestra. La metodologia seguida es la misma que la empleada en el anilisis de la

integridad del RNA total arriba detallada.
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5. TECNICAS DE ANALISIS DE LA EXPRESION DE MATERIAL
GENETICO (RNA Y MIRNA) MEDIANTE PCR
CUANTITATIVA

La evaluacion de la expresion de los genes se llevé a cabo mediante la cuantificacion relativa de
los mRNAs de dichos genes por PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Se trata de una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, en la que se mide, en tiempo real, la
cantidad de producto amplificado por cada ciclo de la PCR, obteniendo asi una curva de
amplificacion de la que nos valemos para cuantificar la cantidad inicial de producto.

La técnica de la PCR se desarrolld por primera vez por Mullis et al, 1986, y desde entonces ha
sido una de las técnicas basicas en laboratorios de todo el mundo (178). El objetivo basico de la
misma consiste en la amplificacién especifica de nucledtidos a partir de un molde de DNA. Esta
técnica se basa en dos conceptos: la desnaturalizacién y renaturalizacion del DNA dependiente de
la temperatura, y la resistencia a altas temperaturas de la polimerasa del organismo 7Zermus
aquaticus (Taq). La Taq polimerasa (como el resto de polimerasas) se encarga de sintetizar una
secuencia de nucledtidos a partir de una hebra molde, actualmente se emplean diversas
polimerasas resistentes a altas temperaturas. La PCR consiste en aumentar y disminuir la
temperatura alternamente en ciclos, en los siguientes pasos:

* Desnaturalizacién. La temperatura sube por encima del nivel de desnaturalizacion del

DNA. Ambas hebras del DNA se separan.

* Hibridacién. La temperatura disminuye a un nivel en el que permite la union de la
Taq polimerasa y de los cebadores a las hebras del DNA desnaturalizadas, que sirven

de molde.

* Elongacién: La temperatura desciende permitiendo la sintesis de DNA de doble
cadena por parte de la Taq polimerasa. Una vez sintetizado la Taq polimerasa se suelta

de la hebra.

Tras cerrarse un ciclo de temperatura se inicia otro con los mismos pasos, esta vez, ademas de
con la hebra completa de DNA como molde, cuenta con los fragmentos cortos de la secuencia
especifica de nucledtidos como sustrato, cuya cantidad aumentard de manera exponencial.

La especificidad de secuencia se consigue empleando unos cebadores complementarios a la
secuencia nucleotidica problema, que se unen en el paso 2 del ciclo de temperatura y permiten el
inicio de la polimerizacion del DNA por parte de la Taq. Obtenemos como producto final el
fragmento de DNA de secuencia especifica amplificado varios ordenes de magnitud,
permitiéndonos detectar la presencia de pequefas cantidades de dicha secuencia.

La qRT-PCR (PCR cuantitativa a tiempo real) es una variacion de esta técnica, descrita en
primer lugar por Higuchi et al. 1993, en la cual se detecta la cantidad de producto amplificado
(amplicon) a tiempo real, es decir, en cada ciclo (179). Esto se consiguié mediante la
incorporacion en la reaccion de un agente intercalante fluorescente (BrEt), que permitia detectar
la cantidad de producto sintetizado a tiempo T, mediante la acumulacion de fluorescencia. La
cinética de la acumulacion de la fluorescencia con cada ciclo depende directamente de la cantidad
inicial de DNA, pudiendo extrapolar asi dicha cantidad.
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En la actualidad se emplean tanto agentes de unién al DNA de doble cadena (como el SYBR
Green), como sondas fluorescentes unidas a los cebadores, que solo emiten fluorescencia al tener
lugar la elongacién en cada ciclo de la PCR, aumentando asi intensidad de fluorescencia al
aumentar la cantidad de producto amplificado que es sintetizado. Al detectar tinicamente la

secuencia amplificada es un método mucho més especifico y preciso.

En el anilisis de expresion tanto de mRNAs como de miRNAs en este trabajo se han
empleado sondas TagMan®. Este método se caracteriza por un fluorocromo unido a una sonda
especifica con secuencia complementaria al fragmento que queremos amplificar, al igual que un
elemento extintor de la fluorescencia, al producirse la fase de elongacién de la PCR, el
fluorocromo es escindido de la sonda y separado del extintor, emitiendo asi su fluorescencia
(Figura 9A). Para llevar a cabo la PCR vy detectar la fluorescencia se requiere de instrumental
adaptado para tal fin. Para la cuantificacion de RNA mediante esta técnica, se requiere de un paso
previo adicional, la sintesis mediante la retrotranscripcion del DNA complementario (cDNA)
empleando el RNA como molde, por parte de una transcriptasa reversa.
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Figura 9. A. Método empleado por las sondas TagMan para reportar la fluorescencia. R: fluorocromo o
reporter; Q: extinguidor de la fluorescencia o quencher. B. Representacion de la curva tipica obtenida en
una RT-PCR. El eje X muestra el ciclo de la reaccion de PCR en el que se encuentra y en el eje Y viene dada
la intensidad de fluorescencia emitida por el fluorocromo unido a la sonda, directamente relacionada con la
cantidad de producto amplificado. La curva en verde muestra el patrén de una muestra negativa y
corresponderia con una expresion basal, mientras que la curva azul muestra el patrén tipico de una muestra
amplificada.
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La cinética de la reaccion sigue una curva sigmoidea tipica de una funcién logistica, por lo que
obtendremos por cada muestra una curva similar a la representada en la Figura 9B. La curva
consta de 3 fases, una fase exponencial, en la que la cantidad de producto aumenta de manera
exponencial, hasta que la enzima alcanza su rendimiento maximo y se pasa a la fase lineal, donde
la cinética de la enzima sigue un comportamiento lineal, de modo que se puede calcular su
pendiente. La fase de meseta o estacionaria es la ultima fase, en la que la cantidad de producto
llega al nivel de saturacion de la enzima y se caracteriza por un aumento lento. El ciclo umbral o
C; es aquel ciclo en el que la curva corta con un nivel de intensidad llamado umbral, que marca
un limite por encima del cual una muestra se considera significativamente positiva.
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5.1. Transcripcion reversa o sintesis de cDNA.

La sintesis del DNA complementario (c(DNA) se llevo a cabo a partir de cantidades idénticas

de RNA total (200ng), partiendo de una dilucién de RNA total de 50 ng/pl.
Transcripcion reversa de mRNA

Para el andlisis de expresion de genes se realizd la sintesis de cDNA mediante el kit Hjgh-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™ by Life Technologies™, Carlsbad,
California, USA). En este caso la sintesis de cDNA se baso en el uso de cebadores aleatorios. Para
cada reaccion de 10 pl, 200 ng de RNA total se incubaron con 1 pl de tampon RT 10X, 0,4 pl de
dNTPs 100mM, 1 pl de cebadores aleatorios 10X, 0,5 ul de MultiScribe™ Reverse Transcriptase
50 U/ul, 0,5 pl de inhibidor de RNasa y agua libre de nucleasas durante 10 minutos a 25°C,
seguidos de 120 minutos a 37°C y 5 minutos a 85°C en el termociclador vapo.protect™
(Eppendorf, Hamburg, Germany) en placa de 96 pocillos.

Transcripcion reversa de microRNA

Para el analisis de RNAs de pequefio tamafo, se empled el kit comercial TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™ by Life Technologies™, Carlsbad,
California, USA), para el analisis de los sSRNAs. En este caso, la sintesis de cDNA es especifica
para cada miRNA o snoRNA maduro, por ello se empled una mezcla de cebadores para realizar
una Unica sintesis de cDNA por muestra, de acuerdo al protocolo Protocol for Creating Custom
RT and Preamplification Pools using TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems™ by Life
Technologies™, Carlsbad, California, USA).

Se preparé una mezcla de los cebadores especificos de miRNA/snoRNA a estudiar a una
concentracion de 0,5X cada. Para cada reaccion de 15 pl, 200 ng de RNA total se incubaron con
6 ul de lIa mezcla de cebadores, 0,3 ul de dNTPs 100 mM, 3 pl de MultiScribe™ Reverse
Transcriptase 50 U/pl, 1,5 ul de tampon RT 10X y 0,2 pl de inhibidor de RNasa 20 U/ul
durante 30 minutos a 16°C, seguidos de 30 minutos a 42°C y 5 minutos a 85°C en el
termociclador vapo.protect™ (Eppendorf, Hamburg, Germany) en placa de 96 pocillos.

5.2. Preamplificacion

La preamplificacion consiste en realizar una primera fase de amplificacion antes de llevar a
cabo la qRT-PCR, de éste modo se aumenta la cantidad de base del sustrato y se facilita su
posterior deteccion en los casos en que éste sea limitado.

Se llevo a cabo en los ensayos en los que se obtuvo sistematicamente una baja deteccion de las
mismas.

Para ello se prepar6é una mezcla a concentracion 0,01 de las sondas que iban a ser empleadas
en la qRT-PCR, 3 ul de esa mezcla y 6 ul de TagMan® PreAmp Master Mix se anadieron a 2,5 ul
de Ia muestra de cDNA obtenida de la reaccion de transcripcion reversa en placa de 96 pocillos.
Las preparaciones se incubaron en termociclador 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C y 50
ciclos de desnaturalizacion a 95°C 15 segundos y de amplificacion a 60°C 1 minuto, y se repitid
14 ciclos. Posteriormente se diluyé el producto de la preamplificacion en una relacion 1:10
previamente a la realizacion de la qRT-PCR para no saturar la reaccion de amplificacion.

82



5.3. PCR cuantitativa en tiempo real (qQRT-PCR)

Los analisis de recuperacion de RNAs de pequefio tamafio (miRNA y snoRNA) y mRNAs se
llevaron a cabo mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) empleando el equipo
Applied Biosystems™ 7900HT Fast Real-Time PCR system con el programa de analisis 7900HT
Fast system SDS v2.4, y los kits TagMan® MicroRNA Assays y TagMan® Gene Expression
Assays  (Applied Biosystems™ by Life Technologies™, Carlsbad, California, USA),

respectivamente.

Para cada reaccion de 10 pl, se mezcld 1 pl del cDNA sintetizado con 0,5 pl del
correspondiente TagMan® Assay 20X, 5 ul de la correspondiente TagMan® Universal Master
Mix 2X y 3,5 pl de agua libre de nucleasas. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C y 50 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C 15 segundos y de
amplificacion a 60 °C 1 minuto. Se realizé triplicado de PCR para cada una de las muestras en
placa de 384 pocillos. Cada placa se disené de modo que incluia el mismo nimero de ensayos
junto con el control endégeno adecuado en cada caso, asi como una representacién equitativa de
muestras de casos y controles para evitar posibles sesgos de metodologia.

5.4. Mérodo 224 para obtener el valor de expresion relativa

Este método derivativo asume ciertas suposiciones ademdis de un diseflo experimental
concreto, previamente descrito en Livak et al (180). La cantidad inicial de moléculas normalizada
mediante un gen de referencia y en relaciéon a una muestra control viene dada por:

2—AACT

Como se ha explicado anteriormente, la reaccion de amplificacion sigue una cinética
sigmoidal, la ecuacién que describe la amplificacién en su base exponencial por PCR viene dada
por:

Xn = XO (1 + Ex)n

Donde:

X,, = Numero de moléculas del amplicon a ciclo n de la reaccion.

X, = Numero inicial de moléculas en la muestra de interés.

Ey = Eficiencia de la amplificacion en el segmento de la curva de interés.
n = Namero de ciclos.

El ciclo umbral (Cy) indica el nimero de ciclos requerido para que la cantidad de producto
amplificado alcance un umbral fijo siguiendo esta ecuacion:

XT = XO (1 + Ex)CT’X = KX

Donde:

Xt = Numero de moléculas en el ciclo umbral.

Crx = Ciclo umbral para una amplificacion dada.

Ky = Constante dada en la fase exponencial de la amplificacion.

Tendriamos una ecuacion similar para la amplificaciéon del mRNA del gen de referencia o
normalizacion en cada una de las muestras:

Ry =Ry (1 + ER)‘Tr = Ky
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Siendo:

Ry = Numero de moléculas de mRNA del gen de referencia en el ciclo umbral.
Ry = Numero inicial de moléculas de mRNA del gen de referencia.

ER = Eficiencia de la amplificacion del gen de referencia.

Cr r = Ciclo umbral para la amplificacion del gen de referencia.

K = Constante dada en la fase exponencial del gen de referencia.

Dividiendo X por Ry, obtenemos la expresién:

Xr  Xo(1+Ex)T* Ky K
Rr  Ry(1+ERp)TR  Kg

Al asumir que la eficacia de la amplificacion problema y del gen de referencia es la misma,
tenemos que:
EX = ER =F
Xy(1+E)Ar =K

Donde:

Xy = cantidad de molécula problema normalizada por muestra X /R,

ACy = la diferencia entre el ciclo umbral del gen problema y el ciclo umbral para el gen de
referencia (CT’X — CT'R).

Modificando esto en la expresion, obtenemos:
Xy = K(1+ Eg)~4¢r

El paso final consiste en dividir Xy de una muestra (g) por Xyde la muestra empleada para la
calibracion (cb, muestra control):

Xyg K1 +E)Cra

= = (1 + E)™84cr
Xvep KA+ E)™8Crep ( )

Siendo:

AACT == ACT,q - ACT,Cb
Calculamos la expresion relativa, reemplazando en la formula:
Z—AACT
En la prictica, en primer lugar calculamos la media aritmética de los Cy:

Wi = Cri+Crp++Cry Yie1Cri
er = n - n

Donde n es el namero de réplicas y Cr, cada uno de los valores de Crreplicados por muestra.
Es util calcular también la desviacion estandar de los ciclos umbral (SD.), para garantizar una
media confiable y una variacién entre réplicas minima, la SD. debera ser menor a 0,1,
correspondiendo este valor a un coeficiente de variacion (Cy) del porcentaje. Siendo:
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n

1 _
SDee = | ) (Cre = Mg, )’

i=1
Doénde:
n=numero de réplicas de una muestra.
SD
Cy = == 100
Cr

Una vez obtenidos los valores medios de Cj para normalizar los valores, calculamos la
diferencia por muestra entre el Cr propio y el Cr del gen de referencia correspondiente a la
misma muestra problema.

ACy = CT,X - CT,R

Una vez obtenidos los valores de Cr normalizados por muestra () (ACrq), se obtiene la
diferencia de cada muestra con el valor de Cr normalizado del calibrador (ACr ¢}, ) (el calibrador
consiste en una muestra con condicién nula, es decir control, de la que nos servimos para
establecer un limite basal de referencia).

AACT == ACT,q - ACT,Cb

Este valor sera el que deberemos sustituir en la ecuaciéon derivada de la expresion relativa,
obteniendo asi los valores de expresion del gen problema:

2 —AACT

Mediante este método se estimé la expresion relativa de todas las muestras en todos los
ensayos, teniendo en cuenta los casos en los que la SD de valores triplicados excedia de 0,1 vy,
ademas, uno de los valores triplicados estaba desviado claramente de los otros dos (atribuyéndose
a un error en la qRT-PCR), éste se eliminaba dejando los dos restantes como validos. Con estos
valores se realizaron los analisis estadisticos pertinentes. Para el tratamiento de los datos se
emplearon los programas SDS 2.4 y RQ manager (Life Technologies), asi como el procesador de

hojas de cilculo Microsoft Office Excel 2010.

6. ANALISIS DE LA EXPRESION GLOBAL DE MIRNAS
MEDIANTE LA PLATAFORMA AFFYMETRIX

Un chip de RNA (del inglés RNA microarray) es una superficie sélida a la cual se une una
coleccion de fragmentos de RNA. Las superficies empleadas para fijar el RNA son muy variables y
pueden ser de vidrio, plastico e incluso de silicio. Los chips de RNA se usan para analizar la
expresion diferencial de genes, y se monitorean de manera simultinea los niveles de miles de
ellos. Su funcionamiento consiste, basicamente, en medir el nivel de hibridacién entre la sonda
especifica y la molécula diana, que se indica generalmente mediante fluorescencia y a través de un
andlisis de imagen, lo cual indica el nivel de expresion del gen mediante su RNA mensajero. Del
mismo modo y bajo el mismo principio, se puede analizar la cantidad de expresion de miRNAs
mediante chips con sondas especificas para los mismos (181).
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6.1. Hibridacion del RNA total de las muestras en chip de Affymetrix
Genechip® miRNA 2.0

En este estudio se empled el chip de Affymetrix Genechip® miRNA 2.0 (Affymetrix Ltd.,
Santa Clara, CA) para medir la expresién de RNA no codificante. Con este fin, se diluyeron todas
las muestras de RNA total a una concentracion final homogénea, 40ng/ul en un volumen de
10ul. En el ensayo de hibridacién se emplearon 8ul, es decir un total de 320ng. Las 37 muestras
se marcaron con biotina y se hibridaron durante 18 horas (segiin el protocolo estindar
establecido por el fabricante), cada muestra en un chip GeneChip® miRNA 2.0 Array
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), que comprende un total de 4553 secuencias de RNA de

pequeio tamafo, incluyendo 1105 secuencias de microRNAs.

6.2. Marcaje del RNA con Biotina

Para el marcaje de las muestras de RNA se empled el kit comercial FlashTag™ Biotin HSR
RNA Labeling Kit (Affymetrix Ltd., Santa Clara, CA). Brevemente, a 8 ul de RNA total se le
afiadieron 2pl de RNA Spike Control Oljgos proporcionado en el kit, a esta mezcla se le
afiadieron 5ul del Poli(A) Tailing Master Mix (que contiene Tampén de reaccion 10X, Cloruro de
Magnesio 25mM y 1yl de ATP Mix diluido 1:500 en tampén Tris 1mM) se mezcld suavemente
sin vortear, y se incubd a 37°C durante 15 minutos para permitir la union de las colas poli(A).

Para la reaccion de ligamiento, las muestras fueron centrifugadas y se les afadio a cada muestra
4ul de FlashTag Biotin HSR Ligation Mix 5X y 2ul de ligasa T4 DNA, por separado para evitar
auto-ligamientos, se mezcld suavemente sin vortear y se centrifugd, tras lo cual se incubé durante
30 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo afadiendo 2,5ul de HSR Stop
Solution, del mismo kit. Tras mezclar y centrifugar los 23,5ul de muestra ligada se alicuotaron
2,5ul que sirvieron para comprobar la eficacia de reaccion mediante ELOSA QC Assay. La
muestra restarte se almacené a -20°C hasta el momento de hibridacion en el chip, sin superar
nunca las dos semanas.

6.3. Hibridacion del RNA con las sondas de RNA de pequeno tamanio

incluidas en el chip

Para la reaccién de hibridacion se prepard previamente el horno de hibridacién de Affymetrix
a 48°C, ajustando la agitacion a 60rpm. Los chips se dejaron a temperatura ambiente durante 15
minutos y fueron marcados adecuadamente. Se coloco una punta de pipeta sin filtro en la seccién
superior derecha del chip para permitir una correcta inyeccion de la mezcla de hibridacion y evitar
burbujas.

Se preparo la mezcla de hibridacion con los siguientes reactivos proporcionados, en este orde:
50 ul de Hybridization Mix 2X, 15ul de Formamida al 27,5%, 10ul de Dimetilsulféxido (DMSO),
5 ul de la mezcla Eukaryotic Hybridization Controls 20X, proporcionada en GeneChip®
Eukaryotic Hybridization Control Kit (Affymetrix Ltd., Santa Clara, CA), que previamente se
incub6 a 65°C durante 5 minutos, 1,7ul de oligos control B2 a una concentracién 3nM (Control
Oligo B2). Las cantidades mencionadas son por muestra, para la preparaciéon de la mezcla se
adaptaron a la cantidad de muestras a preparar, en nuestro caso 37, calculando un margen de
error del 10%. Se anadieron 81,7ul de la mezcla de hibridacion a 21,5 pl de la muestra de RNA

marcada con biotina obteniendo un total de 103,2ul, que se incubaron a 99°C durante 5 minutos
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seguidos de otros 5 minutos a 45°C. Se inyectaron 100ul de la mezcla preparada a cada chip, uno
por cada muestra, tras lo cual se quité la pipeta previamente introducida para facilitar la salida del
aire y se cubrié con Tough-Spots® para minimizar la evaporacion. Los chips se colocaron
entonces en el horno de hibridacién, previamente calentado a 48°C, donde se incubaron en
agitacion a 60 rpm durante 18 horas.

6.4. Lavados y tincion del chip

Una vez pasado el tiempo de hibridacion se pasé al lavado y revelado de los chips. Para ello se
extrajo la mezcla de hibridacion restante en el chip y se sustituyd por el tampon Array Holding
dejandolos enfriar a temperatura ambiente. Tras lo cual se prepar¢ la estaciéon de lavado Fluidics
Station 450, que se empled para los lavados y revelado de los chips siguiendo el protocolo
establecido para chips de formato 100. Brevemente consiste en 10 ciclos de lavado con tampén de
lavado A (Wash Butfer A) a 30°C, seguido de 6 ciclos con tampdn de lavado B ( Wash Buffer B) a
50°C. Para el revelado se tifid la sonda con Stain Cocktail 1 durante 5 minutos a 35°C. Tras la
tincion se lavo la muestra en 10 ciclos con tampon de lavado A nuevamente ( Wash Buffer A) a
30°C, y se vuelve a incubar la muestra con Stain Cocktail 2 a 35°C durante 5 minutos, seguida de
otros 5 minutos cn la Stain Cocktail 1 a 35°C. Por ultimo se lavo la muestra en 15 ciclos con

tampon de lavado A (Wash Butfer A) a 35°C y se llené el chip con Array Holding Buffer.

6.5. Escaneado del chip y deteccion de la intensidad de fluorescencia

Tras los lavados y la tincién de las sondas se procedid al escaneado del chip mediante el
GeneChip Scanner GCS3000 con autocargado (Affymetrix Ltd., Santa Clara, CA) que registro las
imagenes con ayuda del programa proporcionado Affymetrix® GeneChip® Command
Console® (AGCC) 4.0 (Affymetrix Ltd., Santa Clara, CA), que computé dichas imagenes,
guardadas en un archivo con extension tipo .DAT, y las transformdé a valores de intensidad
numéricos y analizables, almacenandolos en archivos tipo .CEL. Los archivos fueron depositados
en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus) con codigo de acceso GSE48088
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi’acc=GSE48088).

7. TECNICAS DE ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINA
IN SITU

7.1. Construccion de los Tissue-Microarrays

La construccion de 7issue-MicroArray (TMA) permite incluir en tnico un bloque de parafina
(bloque receptor) cilindros de tejido parafinado de multiples pacientes (bloques donadores),
pudiendo asi realizar andlisis inmunohistoquimico de un gran numero de muestras a la vez. Para
este trabajo se construyeron 5 TMAs en los que se incluyeron dos cilindros de tejido tumoral
duplicado de 90 pacientes, ademas de varias muestras de tejido normal de las pacientes empleado
como control, con la finalidad de comprobar el correcto funcionamiento de la técnica. Del mismo
modo se incluyeron en los TMA muestra de tejido normal procedente de mujeres libres de
cancer, para descartar tincion inespecifica. Cada uno de los TMA fue posteriormente cortado en
secciones de 3um de grosor, cada corte fue montado sobre un portaobjetos y embebido
completamente en parafina para su almacenamiento.
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De cada una de las muestras que se incluyo en este estudio se obtuvo un bloque de tejido
parafinado. Para seleccionar la region del bloque mas adecuada en cada uno de ellos se realizé, al
microtomo, un corte de unos 4um de grosor que se tiid con hematoxilina-eosina y fue
examinado y marcado por un patologo (zona tumoral para los bloques a estudio y zona normal
para los bloques control) (Figura 10). La misma region seleccionada en la tincion fue seleccionada
en el bloque de parafina. Los tejidos se incluyeron en el bloque receptor mediante una aguja, se
perforé parcialmente el bloque de parafina virgen (receptor) dejando un orificio en el que se
incluyé un cilindro de tejido que previamente se extrajo, también mediante aguja, de uno de los
bloques donadores. Este paso se repitié para cada una de las muestras que se incluyeron. Este
proceso se realizé utilizando un Tissue-Arrayer (Manual Tissue Microarrayer, MTA1675. Beecher
Instrument Inc, Wisconsin, USA).

- - - ‘.“ b »]
atoxilina-eosina para el control histolégico del porcentaje de celularidad
tumoral. A y D, tejido mamario sano; B y E, tejido mamario tumoral procedente de mujer joven; C y F,
tejido mamario tumoral procedente de mujer mayor.

PR e o A at. ~ N 2

Figura 10. Cortes tefiidos con Hem:

7.2. Estudio inmunohistoquimico de las muestras

Tanto la técnica inmunohistoquimica (IHC) como la de hibridacion in situ fluorescente
(FISH) se realizaron sobre cortes de 3pm de grosor, obtenidos de los TMA previamente realizados,
recogidos sobre portaobjetos recubiertos de poli-L-lisina.

Para la tincién IHC, el tejido fue desparafinado mediante lavados sucesivos con xilol y
posteriormente rehidratado mediante lavados consecutivos en un gradiente de concentraciones
decrecientes de etanol: etanol absoluto, etanol al 95%, 80% y por ultimo al 70%, se finalizé con
un lavado con agua destilada.

Para el desenmascaramiento antigénico las muestras fueron sumergidas en tampén de
desenmascaramiento y sometidas a presiéon mediante autoclave o incubadas en un bafio a altas
temperaturas, segin el caso. Tras esto, las muestras fueron enfriadas a temperatura ambiente y se
bloqueé la actividad de la peroxidasa endogena mediante incubacion con peréxido de hidrogeno
al 3% con azida sodica (NaN3) a 15mM durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras un
lavado concienzudo con tampén salino Tris 1X (TBS), las secciones de tejido fueron incubadas
con el anticuerpo primario durante 1 hora o 30 minutos, segtin el caso, tras lo cual, se volvieron a
lavar con TBS 1X y se incubaron con el anticuerpo secundario por 30 minutos (EnVision™ FLEX
anti rabbit, Dako, Glostrup, Denmark). Para la tincion se empledé el cromogeno
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Diaminobenzidina (DAB) al 5% (Dako, Glostrup, Denmark) ademas de hematoxilina 4cida para
contrastar. Una vez revelada la tincién, se deshidraté la muestra mediante lavados sucesivos en
xilol tras etanol en concentracion creciente (70%, 80% y 95%) hasta etanol absoluto, una vez
deshidratada la muestra, se anadi6 al portaobjetos medio de montaje Entellan® y se aislé con un
cubreobjetos.

Las secciones fueron examinadas mediante microscopia y la intensidad de la tincion fue
calificada mediante un patologo en una escala relativa (0 = tincion negativa, 1+ = baja tincion,
menor al 25% de las células tumorales, 2+ = tincidon media, aproximadamente el 50%, 3+ =
tincion elevada, el 100% de las células tumorales se encuentran tefidas), incluyéndose la
localizacion de la tincién (membrana, citoplasmética o nuclear). En el caso de la cuantificacién
del Ki67 se dio como un porcentaje de células teftidas respecto del total de células tumorales.

La determinacion inmunohistoquimica de HER2 se realiz6 mediante HercepTest™ (Dako,
Glostrup, Denmark) que incluye el anticuerpo Rabbit Anti-Human HERZ y el anticuerpo
secundario  Visualization Reagent, que contiene  inmunoglobulinas de cabra y anti-
inmunoglobulinas de conejo aisladas por afinidad. Se siguieron las recomendaciones del
fabricante y se empled un Autostainer Immunostaining System. El desenmascaramiento
antigénico se hizo por calor en bafio a 95°C en tampon citrato 40 minutos. El anticuerpo se
incubd sobre el corte por 30 minutos.

Para la tinciéon de HER4 se emple6 el anticuerpo monoclonal Anti-ERBB4/HER4 (phospho-
Tyr1162, clone EP2270Y) (LifeSpan Bioscience, Inc, Seattle, WA) a una concentracion 1:100
respecto a la proporcionada por el fabricante y se incubd con el anticuerpo secundario
EnVision™ FLEX anti rabbit, (Dako, Glostrup, Denmark). Se incubo con tampon citrato a pH6
en autoclave a 1,5 atm durante 3 minutos para el desenmascaramiento antigénico. Posteriormente
se incubd con el anticuerpo primario durante 60 minutos y 30 minutos con el anticuerpo
secundario.

7.3. Hibridacion de fluorescencia in situ para el estudio de la amplificacion

de HER2

La técnica de hibridaciéon in situ fluorescente se emplea para comprobar la amplificacion
génica de HERZ, de manera que obtenemos la expresiéon de HER2 de manera mas eficiente que
mediante IHC, ambas técnicas son complementarias, realizindose FISH en los casos en los que el
resultado de la tincion IHC no sea concluyente.

La determinaciéon de la amplificacion de HERZ se realiz6 de manera rutinaria en el
departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de Valencia, mediante
HER2 IQFISH pharmaDx™ (Dako, Glostrup, Denmark), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Primeramente se realizd el desenmascaramiento antigénico del tejido empleando tampon
citrato sédico a pH6 (Dako REAL Target Retrieval Solution 1X. Dako group. Glostrup,
Denmark) en autoclave durante 4 minutos, tras lo cual se realizé un lavado de 5 minutos con
tampodn salino citrato sodico 2X.

Posteriormente se incubd con proteinasa K (Dako group, Glostrup, Denmark) durante 10
minutos a 37°C para la digestion y rotura de membranas celulares y se lavo con tampon citrato
sodico 2X durante 5 minutos.
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Tras la fijacion del tejido en formol tamponado, se deshidrataron las muestras mediante
lavado en etanol en concentracién creciente (70%, 96% y 100%), y se hibridaron con 6pul de una
mezcla de la sonda para el gen HERZ y del centrémero del cromosoma 17 (HER2/CEN-17
IQFISH Probe Mix). Tras una breve incubacion a 90°C 5 minutos para desnaturalizar el DNA, se
mantuvo la hibridacién a 37°C durante una noche en cimara humeda. Se eliminaron las
hibridaciones inespecificas mediante lavado astringente por inmersién en solucién de NP40 al
0,3% y tampon citrato sédico 2X a temperatura ambiente seguido de otro lavado a 72°C durante
5 minutos.

Finalmente se tifteron los ntcleos celulares mediante incubacion con 4',6-diamino-2-fenilindol
(DAPI) (Abbot laboratories. Illinois, EEUU) y se observaron las muestras mediante microscopia
de fluorescencia. Se contaron entonces el niumero de genes, en color rojo, y de centromeros, en
verde, considerandose amplificacion del gen HERZ cuando el ratio de copias entre HER2 y el
centromero del cromosoma 17 fue superior o igual a 2,2.

7.4. Determinacion inmunohistoquimica de las muestras de cincer de

mama

La determinacion inmunohistoquimica del tejido se llevd a cabo mediante la determinaciéon
del estatus hormonal, midiendo la expresiéon de receptores de estrogenos (ER) y progesterona
(PR), la expresion del receptor para el factor de crecimiento epidérmico ERBB2 (HER2) o la
amplificacion génica del gen que codifica para el mismo (HERZ), asi como la medida de la
proliferacion celular, que vino dada por el porcentaje de células que expresan la proteina Ki67.
Para la determinacion se han seguido los criterios generales aprobados por el 12th St Gallen
International Breasct Cancer Conference 201 1.

Tabla 8. Interpretacién de los resultados de la determinacion del estatus hormonal y de HER2 en
muestras de tejido tumoral mamario

Procina.

Pt |

Negativo No conduyente

Tincién completa e intensa de Tincién completa de membrana
ER/PR-THC membrana en > 10% de células | levemoderada en < 10% de B

infiltrantes células infiltrantes

Tincién completa e intensa de Ausencia de tincion o tincion Tincién completa de membrana
HER2-IHC membrana en > 30% de células débilei eta de membrana levemoderada en > 10% de

infiltrantes eoieincompietademe células infiltrantes

Numero de copias del gen por Numero de copias del gen por Numero de copias del gen por
LIER2-FISH nudeo>6 nudeo <4 nideo4-6

Ratio copias/centromero > 2,2 Ratio copias/centromero < 1,8 Ratio copias/centromero 1,8-2,2

ER: Receptor de estrogenos, PR, receptor de progesterona; HER2, receptor del factor de crecimiento

epidérmico ERBB2, IHC, tincién inmunohistoquimica; FISH, Hibridacién in situ fluorescente.

De manera complementaria, se evalué el subtipo molecular de las muestras de tumor mamario
mediante la realizacion del PAM50, empleando un minimo de 100ng del RNA total extraido, con
un ratio 260/280 superior a 1,75. El fundamento y metodélogia empleados se encuentra descrito

en Bastien 2012 y Cheang 2015 (182, 183).
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ANALISIS ESTADISTICOS
Y BIOINFORMATICOS

1. ANALISIS ESTADISTICOS

Los tests estadisticos que han sido implementados en este trabajo se han realizado bien
mediante los programas informaticos SPSS y Graphpad Prism 6; mediante R (empleando los
paquetes incluidos en el proyecto R/Bioconductor); y mediante las herramientas online

POMELO y Statpages.

1.1. Test de normalidad y de homogeneidad de varianzas

Las distribuciones aproximadamente normales son muy comunes, como queda explicado por
el teorema central del limite (Figura 11). Cuando en un fendmeno se sospecha la presencia de un
gran numero de pequeias causas actuando de forma aditiva e independiente es razonable pensar
que las observaciones serdn “normales”. Hay métodos estadisticos para probar empiricamente esta
asuncion, por ejemplo, el test de D'Agostino-Pearson (184-186). El test de Kolmogorov-Smirnov,
antes ampliamente usado, ahora parece estar desaconsejado.
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Figura 11. Representacién de la curva de Gauss caracteristica de una distribucién normal. Se representa la
densidad de poblacién en base a una variable independiente. u se refiere a la media poblacional v ¢ a la
desviacion estandar. Se muestran los porcentaies de la poblacién contenidos por la curva, que corresponden
con la probabilidad de seleccionar a un individuo aleatoriamente comprendido entre dos valores de la
variable independiente dados.

En estadistica, el Test de Shapiro-Wilk se usa para contrastar la normalidad de un conjunto
de datos. Se plantea como hipotesis nula que una muestra xy, ..., X, proviene de una poblacion
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normalmente distribuida. Se considera uno de los test mas potentes para el contraste de
normalidad, sobre todo para muestras pequenas (n<30) (187).

L (., axg)’

El estadistico del test es: W=o0g0T—"
Yizq (=)

Donde x(;) es el nimero que ocupa la i-ésima posicion en la muestra;

X es la media de la muesta.

mTy—1
mTv—lv—lm)l/Z’

Las variables a; se calculan (a4, ..., a,) = C

donde: m = (my, ..., m,)7;

siendo (Mg, ..., my) los valores medios del estadistico ordenado (de variables aleatorias
independientes e identicamente distribuidas, muestreadas de distribuciones normales); V' es la
matriz de covarianzas de ese estadistico.

Siendo la hipotesis nula que la poblacién estd distribuida normalmente, si el p-valor es menor
a & (nivel de confianza) entonces la hipdtesis nula es rechazada (se concluye que los datos no
vienen de una distribucién normal). Si el p-valor es mayor a @, no se rechaza la hipotesis y se
concluye que los datos siguen una distribucién normal.

En este trabajo se han realizado tests de normalidad en aquellos conjuntos de datos a los que
se les iba a someter a un test de comparacién entre grupos; es decir, a los valores de expresion
obtenidos para los diferentes miRNAs y mRNAs validados mediante qRT-PCR. Previamente, se

identificaron los valores extremos mediante el método de ROUT con un valor de Q del 1%.

1.2. Comparaciones entre grupos

Seglin si asumimos que nuestra muestra sigue una distribuciéon normal o no, los métodos
empleados para comparar los grupos seran paramétricos (si asumimos una distribucion normal) o

no paramétricos (en caso de que la distribucion de la muestra no se ajuste a la normalidad).

Si enumeramos los genes con / = 1; ...;/V entonces para el Fésimo marcador molecular

estamos considerando el contraste de hipodtesis siguiente:
H;: El marcador 7 no tiene una expresion diferencial entre las condiciones consideradas.
K;: El marcador 7 tiene una expresion diferencial entre las condiciones consideradas.

Estos contrastes se plantean para cada uno de los NV marcadores evaluados. Denotaremos G =
{1; ... ;M el conjunto de hipdtesis nulas que estamos evaluando. El numero de hipotesis que
vamos a contrastar es conocido a priori ya que corresponde con el nimero de marcadores que
estamos evaluando. Denotamos por Gy (con Gy = G ) las hipdtesis nulas que son ciertas.
Denotamos por Ny = |Gy| el cardinal del conjunto Gy. Debemos notar que el conjunto Gy no es
desconocido. No se sabe ni cudntas ni cudles son las hipétesis nulas ciertas. Esto supondria que se
conocen los genes que se expresan diferencialmente y esto es precisamente el objetivo que

perseguimos (188).
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Pruebas paramétricas de comparacién de medias entre grupos: T-student y ANOVA

En estadistica, una prueba t de Student, prueba T-Student, o Test-T es cualquier prueba en la
que el estadistico utilizado tiene una distribucion t de Student si la hipotesis nula es cierta. Se
aplica cuando la poblacién estudiada sigue una distribuciéon normal pero el tamafio muestral es
demasiado pequefio como para que el estadistico en el que estd basada la inferencia esté
normalmente distribuido, utilizindose una estimacion de la desviacién tipica en lugar del valor
real.

Esta prueba se puede utilizar tnicamente si se puede asumir que las dos distribuciones poseen la

misma varianza. El estadistico ¢ para probar si las medias son diferentes puede ser calculado como

sigue:
X, —-X
‘= 1 - 2
lexz n_l + n_z
Donde
o |m-DsE - s
X1xz ny+n,—2

Notese que las férmulas de arriba, son generalizaciones del caso que se da cuando ambas

muestras poseen igual tamafio (sustituyendo n por ny y n,).
Siendo:

Sx,x, un estimador de la desviacion estindar comin de ambas muestras (esto se define asi

para que su cuadrado sea un estimador sin sesgo de la varianza comun sea o no la media iguales),
n = nimero de participantes de los grupos 1y 2.

Con n — 2 grados de libertad para cada grupo, y el tamafio muestral total menos dos (esto

es, Ny + Ny, — 2) es el namero de grados de libertad utilizados para la prueba de significancia.

En el caso de que ambos grupos posean diferentes varianzas se emplea una variante conocida
como prueba t de Welch y es utilizada tinicamente cuando se puede asumir que las dos varianzas
poblacionales son diferentes (los tamafios muestrales pueden o no ser iguales) y por lo tanto

deben ser estimadas por separado (189). El estadistico ¢se calcula como sigue:

X, - X,
t=——
Sx,—%,
donde
st | s3
Sfl_fz = Tl_l + Tl_z

s2 es el estimador sin sesgo de la varianza de las dos muestras,

n=numero de participantes de los grupos 1y 2.

Notese que la verdadera distribucion de este estadistico de hecho depende (ligeramente) de dos
varianzas desconocidas.
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En estadistica, el andlisis de la varianza (ANOVA, ANalysis Of VAriance, en inglés) es una
coleccion de modelos estadisticos y sus procedimientos asociados, en el cual la varianza esta
particionada en ciertos componentes debidos a diferentes variables explicativas. El analisis de la
varianza parte de los conceptos de regresion lineal. Un analisis de la varianza permite determinar
si diferentes tratamientos muestran diferencias significativas o por el contrario puede suponerse
que sus medias poblacionales no difieren (190). El andlisis de la varianza permite superar las
limitaciones de hacer contrastes bilaterales por parejas (que son un mal método para determinar
si un conjunto de variables con n > 2 difieren entre si).

La prueba ANOVA parte de algunos supuestos: la variable dependiente debe medirse al menos
a nivel de intervalo, debe existir independencia de las observaciones, la distribucion de los
residuales debe ser normal, debe cumplirse homocedasticidad.

La técnica fundamental consiste en la separacion de la suma de cuadrados (SS, del inglés sum
of squares) en componentes relativos a los factores contemplados en el modelo. Como ejemplo,
mostramos el modelo para un ANOVA simplificado con un tipo de factores en diferentes niveles:

SStotal = SSerror T SSractores

El ntimero de grados de libertad (gl) puede separarse de forma similar:

Ilrotal = 9lerror + 9lractores

Para evaluar la asociacion de los miRNAs procedentes del chip de Affymetrix, tanto el t-test
como la ANOVA se realizaron por permutaciones (20000) mediante la herramienta online
POMELOII (http://pomelo?2.iib.uam.es/) como se describe en Morrissey y Diaz-Uriarte 2009.
(191). Para evaluar las diferencias en las medias de expresion de los miRNAs validados entre los
grupos, se empled el programa Graphpad Prism 6.

Test de Tukey

Se trata de un método empleado para la correccion de multiples comparaciones tras aplicar un
test ANOVA de k grupos (posthoc) para encontrar medias significativamente diferentes.
Compara todos los posibles pares de medias entre si e identifica aquellas diferencias entre medias
que son mayores que el error estindar esperado. Se trata de un método conservador cuando existe

diferente tamafno muestral entre grupos.

El estadistico del test de Tukey se define como:

Yy— Vg

qS = SE

Siendo Y4 la mayor de las medias y ¥z la menor, y SEla desviacion topica de los datos.

El valor g¢ puede ser entonces comparado con el valor q obtenido tras un test de student, si en
valor de gs es mayor al valor q critico obtenido, ambas medias son significativamente diferentes

El test de Tukey assume que las observaciones son independientes entre si y entre grupos, que
las meadias se encuentran dentro de la normalidad y que existe homogeneidad de varianzas. Por
ello esta correccion se ha llevado a cabo en aquellos casos en los que se ha realizado un test
ANOVA mediante el programa Graphpad Prism 6.
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Pruebas no paramétricas de comparacién de grupos: U de Mann Whitney y Kruskall-Wallis

El test de la U de Mann-Whitney (o prueba de rangos de Wilcoxon) es la versién no
paramétrica de la t de Student, evalua la diferencia entre dos grupos cuando estos no se ajustan a
una distribuciéon normal (185).

La prueba de Mann-Whitney asume que las observaciones de ambos grupos son
independientes, las observaciones son variables ordinales o continuas. Que bajo la hipdtesis nula,
la distribucion de partida de ambos grupos es la misma, y que bajo la hipdtesis alternativa, los
valores de una de las muestras tienden a exceder a los de la otra (192).

Para calcular el estadistico Use asigna a cada uno de los valores de las dos muestras su rango

para construir:

n(ny + 1)
U =nmn, —2 — Ky
n,(n, +1
U2:n1n2+¥_ 2

donde ny y n, son los tamafos respectivos de cada muestra; Ry y R, es la suma de los rangos
de las observaciones de las muestras 1y 2 respectivamente.

El estadistico U se define como el minimo de U; y U,.

Los calculos tienen que tener en cuenta la presencia de observaciones idénticas a la hora de
ordenarlas. No obstante, si su nimero es pequefio, se puede ignorar esa circunstancia.

En estadistica, la prueba de Kruskal-Wallis (de William Kruskal y W. Allen Wallis) es un
método no paramétrico para probar si un grupo de datos proviene de la misma poblacion.
Intuitivamente, es idéntico al ANOVA con los datos reemplazados por categorias. Es una
extension de la prueba de la U de Mann-Whitney para 3 o mas grupos.

Ya que es una prueba no paramétrica, la prueba de Kruskal-Wallis no asume normalidad en
los datos, en oposicion al tradicional ANOVA. Si asume, bajo la hipdtesis nula, que los datos
vienen de la misma distribucion.

El estadistico viene dado por:

Z?=1ni(ﬁ~ - f)z

9 X (ry —7)°

K=(N-1)

donde:
Nn; es el naimero de observaciones del grupo i,
1;j es el rango (entre las observaciones) de la observacion j en el grupo {,
N es el niumero total de observaciones,

ni .
_ 22, Tij
ri. = -

, ¥ = (N +1)/2 es el promedio de 7y;.

Finalmente, el p-valor es aproximado por PT(X§_1 =K )

Estas pruebas se aplicaron a los analisis de validacion de la exresion de miRNAs y mRNAs
mediante Graphpad Prism 6 en el caso de que las distribuciones no cumpliesen con la normalidad.
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Test de Dunn

El test de Dunn es un método de correccién post-hoc que se aplica tras un resultado
significativo en el test de Kruskall-Wallis, ya que al realizar contrastes de multiples muestras la tasa
de error tipo I aumenta. Este test emplea correctamente los mismos rangos que la prueba de
Kruskall-Wallis y mantiene la varianza propia de la hipétesis nula del test de Kruskall-Wallis para
determinar cual de los pares de muestras evaluados son significativamente diferentes (193).

Prueba de la Chi-cuadrado de Pearson (x2)

La prueba x? de Pearson es considerada como una prueba no paramétrica que mide la
discrepancia entre una distribucion observada y otra tedrica (bondad de ajuste), indicando en qué
medida las diferencias existentes entre ambas, de haberlas, se deben al azar en el contraste de
hipotesis. También se utiliza para probar la independencia de dos variables entre si, mediante la
presentacion de los datos en tablas de contingencia (194).

La formula que da el estadistico es la siguiente:

2 Z (observada; — esperada;)?
X esperada;

Los grados de libertad (gl) vienen definidos por:

gl=0-Dk-1)
Siendo 7 el numero de filas y k el de columnas de la tabla de contingencia.

Cuanto mas se aproxima a cero el valor de chi-cuadrado, mas ajustadas estan ambas
distribuciones. Por tanto, no se rechaza H cuando:

X <xi(r—Dk-1)
Donde t representa el valor proporcionado por las tablas de significacion estadistica.

Se empleo la prueba x? para establecer la diferencia en la distribucion de variables categoricas
no aproximables a continuas. El nimero de muestras con tincién positiva (presencia) en mujeres
jovenes frente a mujeres mayores. Se calculd la tabla de contingencia de 2 x 2 de los casos
observados en ambos grupos y se calculé el estadistico mediante la herramienta online stat-pages
(http://statpages.org/ctab2x2.html).

Coeficiente de correlacion de Pearson

En estadistica, el coeficiente de correlacion de Pearson es una medida de la relacién lineal
entre dos variables aleatorias cuantitativas. A diferencia de la covarianza, la correlacién de Pearson
es independiente de la escala de medida de las variables (194).

En el caso de que se esté estudiando dos variables aleatorias x e y sobre una poblacién; el
coeficiente de correlacion de Pearson se simboliza como py 5, siendo la expresion que nos permite
calcularlo:

Oxy E[(X — pux)(Y — py)]
O0x 0y B O0x 0y

Pxy =
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Donde gyy es la covarianza de (X,Y); oy es la desviacion tipica de X y gy es la desviacion tipica
XY X P y Oy p

de Y.

El valor del indice de correlacion varia en el intervalo [-1,1]. Una correlaciéon de O indica que
no existe correlacion alguna entre las variables. Valores por encima de O indican que la

correlacion es positiva y por debajo, negativa.

En el analisis de la viabilidad del material parafinado, para evaluar la correlacion entre los Ct
medios de los mRNAs, snoRNAs y miRNAs evaluados entre los tipos de muestra, se empled el
programa Graphpad Prism 6 para realizar una correlacién de Pearson con un intervalo de
confianza del 95% y un p valor < 10%,

Regresion logistica

En estadistica, la regresion logistica es un tipo de analisis de regresion utilizado para predecir el
resultado de una variable categdrica (una variable que puede adoptar un numero limitado de
categorias) en funcion de las variables independientes o predictores. Es util para modelar la
probabilidad de un evento ocurriendo como funcién de otros factores. El analisis de regresién
logistica se enmarca en el conjunto de Modelos Lineales Generalizados (GLM, del inglés
generalized linear model) que usa como funcién de enlace la funcion logit (195). Las
probabilidades que describen el posible resultado de un tnico ensayo se modelan, como una
funcion de variables explicativas, utilizando una funcién logistica.

La regresién logistica analiza datos distribuidos de manera binomial de la forma
Y; ~ B(p;,n;), parai =1, ..., m; donde los numeros de ensayos Bernoulli n;son conocidos y las
probabilidades de éxito p; son desconocidas.

El modelo es entonces obtenido a base de lo que cada ensayo (valor de 1) y el conjunto de
variables independientes puedan informar acerca de la probabilidad final. Estas variables
explicativas pueden pensarse como un vector X; kdimensional y el modelo toma entonces la
forma:

= (),

Los logits de las probabilidades binomiales desconocidas son modeladas como una funcién

lineal de los X;.

. _ Di —
logit (p;) = In (_1—pi) = Bo+ Bixyi+ -t BrX,

Notese que un elemento particular de X; puede ser ajustado a 1 para todo 7, obteniéndose
una constante independiente en el modelo. Los parametros desconocidos ff; son usualmente
estimados a través de maxima verosimilitud.

La interpretacion de los estimados del parametro [5; es como los efectos aditivos en el
logaritmo de la razén de momios para una unidad de cambio en la fésima variable explicativa. En
el caso de una variable explicativa dicotomica, por ejemplo género, eP es la estimacion de la razén
de momion (en inglés odds ratio) de tener el resultado para dos grupos dados.

En este trabajo, se empled regresion logistica para estimar la influencia de las variables tamafio
tumoral y porcentaje de Ki67 sobre la cantidad de miRNA expresada en las muestras procedentes
de pacientes, analizadas mediante chip de Affymetrix. Se realiz6 mediante la herramienta online
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POMELOII (http://pomelo2.iib.uam.es/) como se describe en Morrissey y Diaz-Uriarte 2009
19D).

1.3. Correccion por multiples comparaciones

Conocidos el ntimero de contrastes de hipdtesis (), una vez hemos realizado todos los
contrastes y tomado una decision sobre si rechazamos o no cada hipétesis nula, nos indica
cuantas hipotesis nulas hemos rechazado (R) mediante una variable aleatoria. La variable aleatoria
V'nos estd dando el numero de falsos positivos o errores tipo I (no hay expresion diferencial pero
decidimos que la hay de un modo erréneo) mientras que 7'nos da el numero de falsos negativos o
error tipo II (se acepta la hipdtesis nula cuando ésta es falsa). Ambas variables indican error y son
importantes, pero no son observables (196, 197).

Benjamini & Hochberg

Uno de los problemas que se presentan a la hora de analizar datos masivos, como son los
microchips de expression, es la aparicién de errores de tipo I, ya que permiten evaluar miles de
genes simultineamente. La tasa de falsos positivos FDR (del inglés false discovery rate) es una
manera de conceptualizar la tasa de dichos errores tipo I al evaluar la hipdtesis nula cuando se
realizan multiples comparaciones (188).

La correccién por multiples comparaciones FDR, proporciona un control de falsos positivos
menos estricto que los métodos FWER (del inglés familywise error rate), proporcionando mds
poder, pero también una mayor tasa de errores tipo I, por lo que los resultados deben ser tomados
con precaucién. Adn asi, es el método recomendado a la hora de realizar analisis de datos
derivados de tecnologias de alto rendimiento como los microchips de expresion.

Se define Q como la proporcion de falsos positivos dado un ntiimero de positivos R.
Q="V/R
La tasa de falsos positivos (FDR), viene dada por la expresion:
FDR = Q, = E[Q] = E [L] - E[K]
V+S R
Siendo Sel nimero de positivos ciertos.
La aproximacién de Benjamini & Hochberg controla la tasa de falsos positivos bajo un umbral

o, del siguiente modo:

Tenemos Hy, ... Hy, hip6tesis nulas para cada cual obtenemos un p-valorPy, ..., By, siendo m el
numero de tests realizado, para un o dado, se busca la mayor k-ésima hipétesis para la cual se
cumple que:

P(k) < a.

k
m
Se rechazan, pues, todas las Hg cuando 7= 1,...,k

Este procedimiento es valido mientras los m1 tests sean independientes.

Los recursos empleados en este trabajo de tesis para realizar los métodos estadisticos incluyen
una correccion FDR por Benjamini & Hochberg, que fue realizada autométicamente.
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Test de Bonferroni

La probabilidad de rechazar la hipotesis nula cuando es cierta es baja, sin embargo esta se
multiplica al aumentar el namero de hipédtesis evaluadas, aumentando la probabilidad de un
evento que, en principio era poco probable y, por tanto, la probabilidad de cometer un error de
tipo L.

La correccion por multiples comparaciones de Bonferroni se basa en la idea de que, si un
sujeto esta evaluando m hipotesis, una manera de controlar la tasa de error FWER es evaluar cada
una bajo un nivel de significacién de a/m, siendo o el valor que se habria fijado para una Unica

hipotesis(198).

Este métodod de correccion es muy conservativo si hay un gran numero de pruebas
simultdneas, aumentando considerablemente la probabilidad de cometer un error de tipo II
(falsos negativos) (199).

1.4. Curvas de supervivencia

Para el estudio de asociacion de la expresion diferencial de miRNAs con la supervivencia
global se emplearon los datos de supervivencia, en dias, obtenidos de los datos del estudio
METABRIC. Los casos son censurados ya que no se conoce el destino final de todas las muestras.
Se clasificaron como O a aquellas pacientes vivas y aquellas que murieron por causa no
relacionada con la enfermedad o de las que se dejo el seguimiento por otros motivos. Se
clasificaron como 1 a aquellas pacientes con exitus derivado de la enfermedad.

Mediante Graphpad Prism 6 se construyeron las curvas de supervivencia Kaplan-Meier y se
calcularos los estadisticos Mantel-Haenszel y Gehen-Wilcoxon con su riesgo asociado (HR, del
inglés hazard’s ratio).

Estimador de Kaplan-Meier

En el analisis de la supervivencia, el estimador de Kaplan-Meier es un estimador no
paramétrico de la funciéon de supervivencia. Este estimador tiene en cuenta la censura. El
estimador admite una representacion grafica por medio de una funcién escalonada (200).

Sea S(t) la funcién de supervivencia de una determinada poblacion, es decir, la probabilidad
de que uno de sus integrantes viva mds alld de un tiempo t. Para una muestra de esta poblaciéon de
tamafio N, sean t; < t; < -+ < Tty los tiempos que discurren hasta la muerte todos ellos.

Entonces, para cada t;, se define:

d; el nimero de muertes en el momento t; y

n;, el numero de sujetos en riesgo justo antes de ti. De no haber censura, ni es el namero de
supervivientes inmediatamente antes del momento ti. Con censura es el nimero de supervivientes
menos el nimero de casos censurados: solo se observan los sujetos vivos que no se han caido del
estudio en el momento en que ocurre una muerte.

El estimador de Kaplan-Meier de S pues

— n; — di
S(t) - 1—[ n;

t;<t
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El estimador de Kaplan-Meier tiene diversas aplicaciones. En medicina se usa para medir la
fraccién de pacientes todavia vivos tiempo después de un tratamiento. Uno de los problemas
tipicos en el andlisis de la supervivencia consiste en determinar si dos curvas de Kaplan-Meier (por
ejemplo, las correspondientes a dos cohortes de pacientes que han sido sometidos a tratamientos
distintos) son o no significativamente distintas (200).

Test de Mantel-Haenszel-Cox

La prueba Mantel-Cox, también conocida a veces como la prueba logrank, es una técnica
estadistica para contrastar las funciones de supervivencia de dos poblaciones. Es una prueba no
paramétrica que puede usarse en presencia de datos censurados (201).

La prueba de Mantel-Cox compara las estimaciones de la funcién de riesgo de dos grupos en
cada unidad de tiempo en que ocurre un evento. Se construye comparando el niimero observado
y esperado de sucesos en uno de los grupos en cada uno de esos momentos y agrupando los
resultados para obtener un valor global (202).

Test de Gehen-Wilcoxon

En ausencia de datos censurados, el test se reduce a un test de Mann-Whitney (o Wilcoxon de
dos muestras). Aunque el test de logrank suele ser mas apropiado, el test de Wilcoxon
modificado da mayor peso a las muertes que suceden antes en el tiempo, por lo que a veces aporta
mayor informacién desde el punto de vista biolégico (192).

1.5. Valor de significatividad y poder estadistico

El valor de significatividad, llamado p-valor, se basa en asumir que la hipdtesis nula es
verdadera y calcula la probabilidad de que, dada la muestra, bajo la hipotesis nula puedan
observarse valores tan extremos como los que presenta la muestra. Por tanto, cuanto menor sea el
p-valor, menor la probabilidad de que encontremos esos valores extremos observados bajo la
hipétesis nula, lo que se traduce en una mayor probabilidad de que Ia hipotesis nula sea falsa.

Tipicamente se rechaza la hipotesis nula cuandoel pvalor es menor que un o = 0,05. Cuando
el test es de una cola (es decir, si en nuestro caso solo evaluamos si la media es superior o inferior,
no ambas condiciones), o pasa a ser el doble (o lo que es lo mismo, el pvalor pasaria a ser su
mitad), rechazando la hipétesis nula cuando p-valor es menor a un o = 0,1.

El poder se define como la probabilidad de rechazar la hipotesis nula cuando, en efecto, ésta es
falsa. Ergo, mayor poder estadistico nos garantiza que no se ha cometido un error de tipo II (que
consiste en aceptar la hipotesis nula siendo falsa).

Sea la probabilidad de un error tipo II B, el poder se definird como 1 — f.

En ultima instancia el poder depende del tamafio efectivo de la muestra, de la significacion y
del tamaino muestral. Para calcular el poder para un ttest empleamos la funcién de R
‘power.t.test()’, en el caso de un test ANOVA ‘power.anova.test()’. Si conocemos el valor de poder
que se pretende alcanzar, se puede calcular del mismo modo el tamafio muestral necesario para
alcanzar ese poder. Tipicamente se acepta un poder que sea mayor que IT = 0,8, que es el valor
limite que empleamos en este trabajo.
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1.6. Combinacion de p-valores mediante el método de Fisher

Consideremos k estudios independientes en los se realiza un procedimiento de pruebas de
hipotesis donde

Hi,O H 91’ = 91"0 VS. Hi,l : 91’ > 91',0
Siendoi =1,2,...,k.

Si T; y p; corresponden al estadistico de prueba y al p-wvalor para el i-ésimo estudio,
respectivamente, Hy; serd rechazada si p; < @, siendo @ una probabilidad de error tipo I
definida de antemano. Ahora, es posible obtener una medida de resumen que tenga en cuenta los

resultados obtenidos para cada uno de los kestudios.

Meta-analisis se puede definir como la identificacion sistemdtica, valoracion y sintesis de
informacion proveniente de k estudios independientes que intentan responder la misma pregunta
de investigacion. Esta sintesis, que implica la combinacién de la evidencia proporcionada por
cada estudio, tiene como objetivo obtener un estadistico que resuma toda la informacién
obtenida en ellos a través de la verificacion de una hipdtesis nula comun, analizando
simultdineamente un mismo parametro @ de interés. Esto, precisamente, responde la pregunta en
el parrafo anterior.

En investigaciones biomédicas, uno de los métodos mas utilizados para obtener este estadistico
de resumen es la combinacién de p-valores. Para su utilizacién deben darse los siguientes
supuestos: los k estudios deben ser independientes, deben rechazar una hipétesis nula Hy comun,
y las pruebas de hipotesis realizadas deben ser unilaterales y en la misma direccion para los &
estudios (203). El objetivo de esta metodologia es determinar el efecto unidireccional cuando se
combina la informacién de los diferentes estudios utilizando los p-valores. Observese que bajo el
procedimiento de hipétesis (1), las condiciones (i)-(iii) se satisfacen.

Dentro de los métodos de combinacion de p-valores disponibles en la literatura, el método de
Fisher es uno de los mas empleados en el campo bioldgico, y estd fundamentado en la
probabilidad de la transformacion integral (204).

Si F; g es la funcion de distribucion acumulada de T; bajo H; g, entonces F;(T;) ~ U(0, 1); por
lo que p; ~ U(0, 1). Por tanto, Cr = —log(p;) ~ Exp(1) ;donde: i=1,2,..., k

Siendo el estadistico de prueba para el método de Fisher, pues:
k
Xk = —2 Z In(py) ~ X3k
i=1

La prueba de Fisher puede ser interpretada como la probabilidad de rechazar la hipotesis nula
en al menos uno de los estudios de los k que hacen parte de la combinacién. Sin embargo, la
interpretacion mas adecuada consiste en indagar si la acumulacién de informacion entre las
pruebas sobre las hipotesis nulas similares puede rechazar una hipotesis nula compartida (205).
Este método rechaza la hipotesis Hy comun si P (X,Z: > X%k) < .

El principal inconveniente del método de Fisher es su sensibilidad a p-valores pequeios,
permitiendo el rechazo de la hipdtesis nula en favor de la hipdtesis alternativa unilateral (205).
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En este trabajo se ha realizado el método de Fisher para combinar los p-valores de los tres
grupos de muestras estudiadas independientemente. Para ello se combinaron los p-valores en un
estadistico que sigue una distribucion x? con 2k grados de libertad, siendo & el numero de p-
valores que se combinan. Se empled el paquete CombinePValue v1.0 de R en el entorno R
Studio, empleando la funcién ‘competitive.test()’.

2. ANALISIS BIOINFORMATICOS

2.1. Manejo, tratamiento y filtrado de datos

Muestras de pacientes y lineas

A partir de la base de datos del Hospital clinico de Valencia se recogieron los datos de las
pacientes seleccionadas para el estudio en los siguientes campos: ID muestra, edad al diagnostico,
cédigo de biopsia, subtipo, tipo histolégico, %RE, %RP, %Ki67, HER2, grado histoldgico,
tamafio tumoral, nédulos afectos, neoadyuvancia, tratamiento, metastasica de inicio, radioterapia,
nacionalidad, consumo de tabaco, consumo de alcohol, dieta especial, IMC, HRT, edad de
menarquia, edad de menopausia, nimero de hijos, edad del primer embarazo, lactancia, uso de
anticonceptivos orales, estado de mutaciones en BRCA, antecedentes familiares, recaidas, otras
comorbilidades.

Una vez seleccionadas las pacientes y extraido el material, se filtraron segtin la concentracion
de RNA obtenida y su calidad. En el caso de las lineas celulares se creé un archivo indicando Ia
procedencia de la linea, la edad de la paciente, el subtipo, los receptores que expresa, las
mutaciones que presenta y el medio de cultivo empleado.

Una vez obtenidos los archivos de expresién de miRNAs el filtrado de los datos se realizé de
igual manera en los datos procedentes de pacientes o de lineas celulares de cancer de mama. Una
vez obtenido el archivo “*.CEL” tras el escaneado del chip de hibridacién, se volcaron en el
programa Expresion Console (Affymetrix, Carlsband, USA), dénde se realizé la normalizacion de
los valores obtenidos en cada chip.

Datos a partir de bases de datos online

Se obtuvieron los datos de expresion de miRNAs ya normalizados, asi como 16 parametros
fenotipicos, demograficos y patoldgicos de las 1302 muestras estudiadas: edad de diagnostico,
edad en la ultima revisidn, etnia, tamafio tumoral en milimetros (mm), numero de nodos
linfaticos afectados, localizacion de la metastasis, grado histoldgico, estadio tumoral, resultado de
la enfermedad, tipo histoldgico, estado de los receptores hormonales (de estrogenos y
progesterona), estado receptor HER2 y subtipos intrinsecos PAMS50.

Se construyd una matriz de expresion con los datos normalizados obtenidos y otra con los
datos clinicos con identificador comun.

Normalizaciéon mediante el método RMA

Al comparar chips diferentes procedentes de muestras diferentes, generalmente implica la
correccion de errores sistematicos debidos a variaciones en el protocolo o en la intensidad de
tincion, al tratarse de sucesos independientes. El método de normalizacion RMA, del inglés
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Robust Multi-array Average (media robusta multi-chip), consta de tres pasos: un primer paso de
ajuste de fondo, normalizacion de cuartiles y por ultimo una sumarizaciéon mediante un modelo
de estimacién que emplea el test de la mediana polish de Tukey (206).

En este trabajo los valores de intensidad de los chips de hibridacion se normalizaron
empleando el programa proporcionado por Affymetrix Expression Console, empleando el
método “RMA + DABG”. Los valores obtenidos fueron expresados en una escala log2.

Filtrado de los datos

De los 20248 valores de intensidad por muestra disponibles se seleccionaron aquellos
correspondientes a los 1100 miRNAs humanos, que nombrados con el prefijo hsa- (hAomo
sapiens). Una vez seleccionados se calculd la expresion media umbral, por encima de la cual se
considera expresién por encima de la basal. Para ello se seleccionaron miRNAs de plantas,
concretamente /fotus japonica (lja-), pinus taeda (pta-) y gossypium raimondii (gra-), y se calculd
una media de los valores de expresiéon obtenidos. Ya que esos miRNAs no se expresan en
humanos, todo valor por debajo del medio obtenido se considera no expresion. Se seleccionaron,
pues, aquellos miRNAs que mostraban expresién por encima de este umbral en al menos 3
muestras.

Con los valores de expresion de los miRNAs seleccionados se construyd una matriz de datos
de expresién normalizados, con los miRNAs en filas y nombre de muestra codificado, en
columnas, a partir de la cual se realizaron los andlisis.

2.2. Agrupacion jerdrquica

En mineria de datos, el agrupamiento jerarquico es un método de andlisis de grupos empleado
para construir una jerarquia de grupos.

En este trabajo, se ha empleado el paquete de EisenSoftware que incluye el programa Cluster
para la agrupacion y Treeview, para la visualizacion de los datos. Constituyen un sistema de
andlisis de agrupamiento para datos masivos de expresion de genes obtenidos mediante chip de
hibridacion del DNA, aunque nuestros datos contengan la expresion de miRNAs, la técnica y
métodos de anilisis son los mismos, por lo que se decidid que este sistema era adecuado. La
métrica de similitud de genes que se emplea es una variante del coeficiente de correlacion y se
encuentra descrita en Eisen y colaboradores, 1999 (207).

Brevemente, supongamos que G; equivale a los datos de expresion transformados para el gen G
dada una condicion 7. Para dos genes cualesquiera X'e Y observados en una serie de condiciones
N, un valor de similitud puede ser calculado como sigue:

w53, (505

i=1,N

o, = Z (G —NGO)Z

i=1,N

Donde

Siendo Go un parametro de ajuste (del inglés offse) determinado a la media de las
observaciones en G, asi sera la desviacion estiandar de Gy S(X V) es equivalente al coeficiente de
correlacion de Pearson para las observaciones Xe Y.
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El criterio de enlace de los grupos elegido es una variante del agrupamiento de enlace
promedio o UPGMA (del inglés Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) (208).
Se trata de una estrategia de agrupamiento aglomerativa, cuyo algoritmo construye un
dendograma que refleja la estructura presente en una matriz de distancias por pares.

En este trabajo se realizd el test de agrupacién jerarquica sobre los miRNAs cuya expresion
obtenida a partir del chip de hibridacion resulté ser significativamente diferente segiin el grupo de
edad. Esto se evalué mediante un t-test como se describe antes en Mérodos estadisticos. Se realizd
sobre los datos de las 22 muestras procedentes de mujeres menores de 35 afos, el grupo de 17
muestras mayores de 35 afios y las 3 mujeres sanas, que se emplearon como control de edad. Se
realizd también sobre las muestras de lineas celulares, donde sirvié para agrupar tanto las lineas
celulares empleadas como los miRNAs expresados, por su similitud. Por tltimo se empleo con los
datos obtenidos a partir del estudio METABRIC, en este caso se realizd sobre un total de 83
muestras (33 procedentes de pacientes jovenes y 50 muestras de mujeres mayores de 65 afios

seleccionadas al azar).

2.3. Estimacion del efecto acumulativo de los miRNAs sobre los genes diana

Se parte de la expresion de los 91 miRNAs significativamente diferentes en mujeres jovenes.
Empleando a las mujeres mayores como referencia se ha obtenido un valor de Fold Change, que
indica cuanto mas se expresa un miRNA dado en funcion de mujeres mayores.

Un miRNA tiene varios genes diana a los que silencia, por lo tanto, si se asume un efecto
aditivo de los mismos, el efecto de un miRNA siempre sera el mismo y proporcional al namero de
dianas, suponiendo que la cantidad del gen es suficiente para que este efecto se acumule y nunca
llegue a la saturacién. En este caso, puede permitirse esta asuncién ya que, lo que se pretende es
estimar el efecto global que ejerce la desregulacion de los miRNAs en los genes y, por ende, en las
rutas metabolicas.

A su vez un gen puede estar reprimido por varios miRNAs, y el efecto acumulativo que estos
ejerzan dependera, unicamente, de la expresion de dichos miRNAs. Podemos, por tanto, asignar
un valor de expresion a los miRNAs, que serd en cierto modo equivalente a su accién represora,
tomemos el Fold Change obtenido al realizar el t-test.

La accion represora que un miRNA ejerza se verd repartida entre la cantidad de genes diana
que posea. Se puede deducir que, si se divide el valor de expresién de un miRNA (Fold Change)
por el numero de genes diana se obtendra un valor de represion por cada gen, es decir, la
represion que esta sufriendo ese gen debida a ese miRNA.

Se ha de tener en cuenta que el valor obtenido por gen es su represion debida a los miRNAs,

por tanto valores negativos indicaran sobreexpresion del gen.

Se descargaron tanto las dianas tedricas con un valor superior a 0,9 (microT-CDS) como las
validadas (miRTarBase) de los 88 miRNAs desregulados en mujeres jovenes (tres de los 91
miRNAs identificados en un primer analisis se excluyeron de la base de datos miRBase v21 por
tratarse de fragmentos de tRNA). Por cada miRNA se obtuvo una lista de sus genes diana, a los
que se le asigné un valor de represion individual, el Fold Change dividido entre el nimero de
genes diana de dicho miRNA. A continuacién, se combinaron los valores obtenidos para cada gen
mediante un modelo aditivo, obteniendo una lista de genes con su valor de represion final.
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Se generé un archivo de texto con el nombre de todos los genes diana de los miRNAs
validados y su valor de represion global para cada uno de ellos. El procedimiento completo se
explica en el Anexo III.

2.4. Andlisis de enriquecimiento de rutas

El andlisis de enriquecimiento de rutas pretende elucidar qué rutas se encuentran raguladas
dada una serie de miRNAs, es decir, qué rutas estdn enriquecidas en genes que son, de hecho,
dianas de dichos miRNAs y, por tanto, podrian estar influenciadas por esos miRNAs.

El analisis de enriquecimiento de rutas en este trabajo se llevd a cabo en R empleando las
herramientas online enrichR, REACTOME y DIANA-miRPath 2.0, de DianaTOOLS, descritas
en Chen 2013, Joshi-Tope 2005 y Vlachos 2012, respectivamente (209-211).

Analisis de enriquecimiento mediante Diana miRPath

Para el andlisis de enriquecimiento mediante Diana miRPath, se tomaron unicamente los
miRNAs significativamente diferentes, se separaron por grupos segun los nodos seleccionados a
partir el analisis de agrupamiento jerarquico llevado a cabo sobre los datos de expresion de las
muestras procedentes de pacientes de cincer de mama. Se generd una lista de los miRNAs de
cada nodo en base a su nomenclatura miRBase v.19. Los miRNAs seleccionados se cotejaron en
la base de datos microT-CDS, en la que se encuentran todas las dianas tedricas de los miRNAs, se
empled un valor limite de 0.8, con el que se obtiene una media de 350 genes diana. Tras esto se
llevo a cabo el anilisis de enriquecimiento de los genes diana en la base de datos de rutas KEGG
(version 67).

El algoritmo empleado es el test exacto de Fisher de una cola, debido a que la hipotesis nula es
detectar rutas Gnicamente enriquecidas en dianas especificas. Se obtuvo, ademas el valor EASE,
un método de ajuste conservador para el estadistico de Fisher (212), a ambos p-valores se les
aplico el método FDR de Benjamini y Hochberg como correccion para multiples comparaciones.
Se abordaron dos estrategias para el analisis del enriquecimiento, en primer lugar el servidor
combiné los genes diana de los miRNAs seleccionados en un supergrupo comun (unién de
genes), dicho supergrupo fue incorporado en el anilisis de enriquecimiento; por otro lado, se
calcula inicialmente la significacion de los miRNAs individualmente entre todos los pares posibles
de miRNA-ruta, realizando el analisis de enriquecimiento repetidamente; una vez hecho esto, el
servidor combina los p-valores individuales calculados y proporciona un p-valor combinado
mediante el método de combinacién de probabilidad de Fisher, empleado como algoritmo de
meta-andlisis para unir los pvalores de dos tests independientes que se basen en la misma
hipotesis.

Anilisis de enriquecimiento global

Para el analisis de enriquecimiento se descargaron los genes diana en la base de datos de
dianas de miRNAs validadas miRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/) y teodricas,
microT-CDS (http://www.microrna.gr/microT-CDS), filtrando aquellas con un score de 0.9,
posteriormente se cotejaron con las bases de datos de rutas KEGG (versién 74) y Reactome por
separado. KEGG y Reactome son bases de datos online de libre acceso, en las que se recogen
rutas metabolicas de organismos especificos, incluyendo el reactoma humano (213, 214).
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Se realiz6 un anilisis de enriquecimiento en ambas bases de datos empleando erichR
(http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/enrich) teniendo en cuenta las dianas tedricas y validadas,
en su totalidad y tras haber seleccionado solo aquellas dianas cuyo valor de represién absoluto se
encontraba por encima del tercer cuartil (75%), para dotas de sentido biolégico al andlisis y tener
en cuenta Unicamente aquellos genes cuya desregulacion global debida a los miRNAs tenia como
resultado una mayor o menor represion de los genes. El procedimiento seguido completo se
encuentra detallado en el Anexo III.

El algoritmo implementado en EnrichR para la obtencion de rutas enriquecidas calcula el p-
valor a partir de la prueba exacta de Fisher, que prueba la proporcién suponiendo una
distribucion binomial, asi como la independencia de la probabilidad de cualquier gen
perteneciente a cualquier grupo. Se emplea el método de correccion por multiples comparaciones

FDR de Benjamini & Hochberg.

Se calcula, ademds, una clasificacion basada en el rango, derivada de comenzar el test exacto de
Fisher para muchos conjuntos de genes al azar con el fin de calcular un rango medio y su
desviacion estandar para cada uno de los rangos esperados para cada término en la libreria de
genes, finalmente se calcula un zscore para evaluar la desviacion del rango esperado. El valor
combinado se calcula tomando el logaritmo del p-valor de la prueba exacta de Fisher y
multiplicando ese valor por el Z-score de la desviacion del rango esperado.

2.5. Construccion de la red de interacciones

Para construir la red de interacciones entre genes y miRNAs de manera integrada en una ruta

metabolica, se empleo el programa Cytoscape v.3.2.1.

Empleando el lenguaje R, y tras instalar las librerias KEGGgraph, KEGG.db y org.Hs.eg.db, se
descargaron de la base de datos KEGG, para cada una de las rutas seleccionadas, un archivo con
las interacciones por su coédigo KEGG (hsa*****), los datos se procesaron de modo que se
construy6 un archivo de texto con las parejas de interacciones de genes de cada una de las rutas,
modificindose el codigo del gen al nombre del gen reconocible por Cytoscape.

El archivo de texto generado se cargd entonces en Cytoscape y se generé una red de
interacciones para cada ruta mediante el disefio Perfused force directed. Se cargd también el
archivo de atributos (compuesto por el nombre del gen y un valor de represiéon estimado
calculado con anterioridad) que, seguin el valor de represién estimado, coloreé los nodos de la red
de interacciones en funcion de la represion que ejercen el global de los miRNAs desregulados en

mujeres menores de 35 afnos en referencia a mujeres mayores de 65 aios.

En el caso de la ruta miRNAs en cdncer (hsa05206), se seleccionaron los genes (nodos) mas
relevantes para representar la ruta metabolica y aquellos que mostraban desregulacion debida a los
miRNAs con expresion diferente en mujeres muy jovenes. Se le anadié una tabla de atributos
representativo de la expresion de los miRNAs en mujeres jovenes, que se empled para colorear el
borde de los nodos correspondientes a los miRNAs en funcion a la expresion obtenida.

2.6. Busqueda de sitios de union de miRNAs conservados en la zona 3’'UTR

de genes diana mediante TargetScan

Empleando la base de datos online TargetScan 6.2 (http://www.targetscan.org/vert_61/), se
buscaron sitios de union a miRNAs conservados de los genes diana seleccionados previamente.
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Para ello se calculan dos valores, el valor contexto y la probabilidad de union conservada, Per (del
inglés conserved targeting probability), cono se describe en Garcia y col 2011 y en Friedman y col
2009, respectivamente (215, 216).

Brevemente, el valor contexto tiene en cuenta los siguientes factores: contribucion del tipo al
que pertenece el sitio (octamero, heptamero,...), contribucién de la posicion en 3’, contribucién
de la cantidad de parejas Adenina-Uracilo y su localizacion en el sitio (AU), posicion del sitio,
cantidad de sitios diana (TA) y estabilidad de la semilla del sitio de unién (SPS).

Para cada diana predicha de cada miRNA se calcula la suma de cada valor de contexto de cada
sitio para un miRNA dado.

Para controlar por tipo de sitio y secuencia de unién, se calcula una razon senal-fondo (S/B)
para cada sitio, esta razén se convierte a la probabilidad de unién conservada preferente (Pcy).

Per =(S/(B-1))/(S/B)

Este valor refleja la estimacién Bayesiana de la probabilidad de que un sitio se encuentre
conservado debido a la seleccion positiva de la unién a miRNAs en lugar de mantenido por azar u
otra cuestién no relacionada con los miRNAs. Los sitios predichos de una familia de miRNAs se

pueden agrupar por su Peragregado, calculado como:
1—((1 = Pgp)sitiol - (1 — Pep)sitio2 - ... - (1 — Pgp)sition)

Ya que sitios superpuestos no pueden estar ocupados por diferentes miRNAs al mismo
tiempo, estos son eliminados de la tabla de dianas predictivas para maximizar el valor contexto.
Estos sitios se emplean para calcular el Poragregado.

Cuando un sitio se encuentra en una region UTR que se superpone a una regiéon de pauta de
lectura abierta, el Por no se calcula, ya que la conservacion puede estar debida a la traduccion del
sitio.

2.1. Andlisis comparativo de los estudios

Para obtener resultados mas robustos se unificaron y compararon lo resultados de los tres
estudios realizados: muestras procedentes de pacientes, muestras de lineas celulares y datos

obtenidos a partir de bases de datos online del estudio METABRIC.
Diagrama de Venn

Los diagramas de Venn son esquemas usados en la teoria de conjuntos, mediante los cuales es
posible representar las relaciones de interseccion, inclusion y disyuncién dentro de un universo de

elementos sin cambiar la posicion relativa de los conjuntos (ver Figura 12).

Figura 12. Representacién de un diagrama de Venn de dos grupos. Los grupos se encuentran representados
por circulos, el espacio que comparten es su interseccion. Se muestra el universo de exclusion de ambos
grupos (izquierda), inclusién en uno de los grupos (centro) e inclusién en ambos grupos (derecha).
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Se representd en un diagrama de Venn el universo de los miRNAs analizados, tomando como
criterio de inclusion en un grupo el ser significativo para dicho grupo. Se hizo, en primer lugar,
para el total de los miRNAs analizados en todos los grupos vy, después, para los miRNAs
sobreexpresados y reprimidos por separado. Los grupos establecidos fueron:

BCA: muestras de tumor procedente de pacientes con ciancer de mama analizadas
mediante chip de Affymetrix.

CLA: muestra de células procedente de cultivo celular de lineas celulares
procedentes de tumor mamario analizadas mediante chip de Affymetrix.

MBD: datos procedentes de muestras de pacientes obtenidos a partir de bases de
datos online y depositados a partir del estudio realizado por el consorcio

METABRIC.

Se construyd una matriz de 1 y 0, en la que 1 indica inclusién en el grupo y O exclusion, por
cada miRNA analizado en cada uno de los grupos de muestras estudiadas. La inclusion en el
grupo indica que dicho miRNA es significativo para ese grupo.

Una vez construida la matriz se representé el correspondiente diagrama de Venn mediante la
funcién VennCount incluida en R/Bioconductor, que indica el nimero de miRNAs
significativos para cada grupo, asi como los coincidentes entre grupos.

Meta-anilisis mediante el método de Fisher

Se combinaron los p-valores obtenidos en los tres estudios mediante el método de Fisher,
descrito anteriormente en la seccion Métrodos estadisticos, empleando el paquete de R
“CombinePValue v1.0” en el entorno R Studio, empleando la funcién ‘competitive.test()’. Al
provenir de 3 estudios diferentes, los miRNAs de los que se disponia el p-valor no fueron los
mismos en los tres casos, por ello, para el calculo del estadistico F, se eliminaron aquellos
miRNAs para los que no se contaba con p-valor de los tres estudios, quedando un total de 100
miRNAs. Los resultados se representaron mediante un grifico de Manhatan en el que se
representa el -logaritmo del p-valor obtenido.
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ANALISIS DE LA VIABILIDAD DEL
TEJIDO TUMORAL BIOPSIADO
CONSERVADO EN PARAFINA PARA EL
ESTUDIO MOLECULAR

Para el analisis de la viabilidad del tejido biopsiado de tumor incluido en parafina como objeto
de estudio en técnicas moleculares, se emplearon muestras de tejido de tumor de mama
procedente de pacientes, de las que se disponia tanto de tejido almacenado en condiciones
optimas de congelacion, como de tejido fijado en formalina e incluido en parafina (FFPE). Las
muestras de tejido empleadas muestran un porcentaje de celularidad por encima del 50% en
todos los casos.

1.1. Andlisis de la integridad del RNA total

Se extrajo RNA total a partir de unas 10 criosecciones de 10 um de tejido congelado, y a partir
de 4 secciones de 20 pm de tejido parafinado. La cantidad de RNA total extraido fue suficiente
en todos los casos para poder realizar este estudio (Tabla 9).

Tabla 9. Valores de concentracion de RNA total y RIN de cada una de las muestras analizadas.
ID Muestra [RNA] (ng/ul) = RIN | ID Muestra [RNA] (ng/pl)  RIN

BC1CO 166,8 8,3 BC1COP 53,1 2,1
BC2CO 212,6 7,8 BC2COP 79,1 1,9
BC3CO 257,3 8,8 BC3COP 191,3 2,4
BC4CO 155,0 9,7 BC4COP 79,5 1,2
BC5CO 116,5 9,0 BC5COP 120,0 2,4
BC6CO 219,5 9,3 BC6COP 57,0 2,5
BC7CO 361,2 9,6 BC7COP 142,6 1,7
BC8CO 161,1 9,2 BC8COP 184,9 2,4
BC9CO 391,0 9,4 BC9COP 137,1 2,0
BC10CO 79,3 9,2 BC10COP 112,3 1,3
BC11CO 141,7 8,7 BC11COP 137,3 2,2
BC12CO 64,6 7,9 BC12COP 67,0 1,1
BC13CO 67,6 8,7 BC13COP 87,5 1,4
BC14CO 65,2 9,0 BC14COP 102,1 2,4

ID Muestra=identificacion de la muestra; [RNA]=concentracion de RNA expresada en ng/ul;
CO=congelado ¢ptimo; COP=parafina del congelado 6ptimo.

Se analizé la integridad y calidad de este RNA total empleando el equipo Agilent 2100
Bioanalyzer, que permite hacer una estimacion del nivel de integridad de una muestra de RNA
total en base a un valor numérico, RIN (RNA Integrity Number), cuyo rango es de 1 a 10,
indicando mayor integridad de la muestra cuanto mas cercano a 10 es el valor. El RIN para cada
una de las muestras, asi como la concentracion de RNA obtenida, se encuentran detallados en la

Tabla 9.

El valor medio de RIN de las 14 muestras de tejido fresco congelado fue de 8,9 (+ 0,6, rango
entre 7,8 y 9,6), valor indicativo de muy alta calidad de las muestras. En cambio, el RIN medio de
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sus correspondientes parafinas fue de 1,9 (+ 0,6, rango entre 1,1y 2,5), caracteristico de muestras
muy degradadas. Como cabia esperar, la calidad del RNA total aislado a partir de tejido fresco
congelado y mantenido en condiciones 6ptimas fue muy superior a la calidad de las muestras
descongeladas y parafinadas. En la Figura 13 se pueden ver los perfiles electroforéticos
(electroferogramas) de un congelado éptimo junto al de su parafina asociada. En el Anexo III se
muestran los perfiles electroforéticos de las muestras analizadas.
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Figura 13. Anilisis de la integridad del RNA total. En el electrofeograma se muestran los perfiles
electroforéticos e imagenes tipo electroforesis mostrando la integridad del RNA total extraido de una
muestra congelada optima (CO) y su correspondiente bloque de parafina (COP). M indica el patron de
tamafos empleado. En el eje de abscisas se representa la intensidad de fluorescencia emitida por la banda
electroforética [FU]. En el eje de ordenadas se muestra el tamafio del fragmento de RNA recuperado en
nucledtidos (nt). 5S, 18S y 28S hacen referencia a los fragmentos de RNA ribosomal del mismo nombre,
cuya presencia da una medida de la integridad del RNA extraido.

En los perfiles electroforéticos de todas las muestras congeladas ¢ptimas aparecen dos picos
bien definidos correspondientes a los rRNAs 18S y 28S, e incluso se observa un pico adicional
correspondiente al rRNA 5S, que indican que la integridad de estas muestras es muy buena. Por
otro lado, en los perfiles de las muestras procedentes de bloques de parafina se observa la
desaparicion completa de estos picos ribosomales, que indica fuerte degradacion. El perfil de
muestras parafinadas muestra una acumulacion de fragmentos de RNA de tamafio medio inferior

a 200 nucledtidos (Ver Figura 13 y Anexo III).

1.2. Anadlisis de la integridad de los RNAs de pequeno tamano

Para cada una de las muestras, se analizaron 10ng de RNA total con el ensayo Agilent Small
RNA Assay (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) empleando el equipo Agilent
2100 Bioanalyzer. Este ensayo permitié observar la distribucién de las moléculas de RNA de
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pequeno tamafo en el rango entre 6 y 150 nucleotidos, proporcionando ademads la concentracién
de moléculas de RNA de pequeiio tamafo, la concentracion de miRNAs y el porcentaje de
microRNAs presentes en cada muestra, de acuerdo a la relacion miRNA/small RNA [(moléculas
de miRNAs) / (total de moléculas de RNA de pequefio tamafio)]. Todos estos valores se detallan
en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores de concentracién de moléculas de RNA de pequefio tamafio.

ID [PRNA] [miRNA] miRNA ID [PRNA] [miRNA] miRNA
Muestra  (pg/pl)  (pg/pl) % Muestra  (pg/pl) (pg/m1l) %
1CO 666,6 132,4 20 1COP 5578,3 2276,6 41
2CO 1317,9 494,71 38 2COP 55279 2011,2 36
*3CO 4037,9 23931 59 3COP 3162,3 1100,5 35
4CO 1117,8 295,5 26 4COP 4398,9 1318,8 30
5CO 1024,3 280,5 27 5COP 2701,2 774,1 29
6CO 835,8 259,3 31 6COP 5012,8 1598,9 32
7CO 1104,1 225,7 20 *7COP 86643,8 32329,3 37
8CO 696,3 2234 32 8COP 2311,7 717,5 31
9CO 827,1 204,7 25 9COP 1589,6 357,0 22
10CO 923,4 288,5 31 10COP 1482,1 341,3 23
11CO 610,2 180,2 30 11COP 1518,7 331,5 22
12CO 1234,4 562,2 46 12COP 14289 3339 23
13CO 1222,7 4894 40 13COP 1493,7 326,9 22
14CO 979,1 362,9 37 14COP 2421,7 606,8 25

ID Muestra=identificacion de la muestra; pPRNA=moléculas de RNA de pequefio tamafio; CO: congelado
optimo; COP: parafina del congelado ¢ptimo.*Valor eliminado en la determinacién del valor medio por su
elevada desviacién. Concentracion de miRNA y porcentaje de miRNAs determinados a partir de 10 ng de
RNA total para cada una de las muestras analizadas.

Para una misma cantidad de RNA total de partida (10 ng), tanto la cantidad de pequefios
RNAs como de miRNAs obtenida a partir de muestras parafinadas ([pRNA]media =
3837,4+1856,4 pg y [miRNA]media = 1184,7£685,5 pg) fue mayor que la obtenida a partir de
muestras congeladas ([pRNA]Jmedia = 966,1£229,9 pg y [miRNA]media = 307,6+132,5 pg). En las
muestras FFPE degradadas, las moléculas grandes se han perdido y aparecen fragmentos de RNA
pequefios, productos de degradacion, que pueden estar ocasionando una sobrestimacion de la
cantidad de moléculas de pequefio tamafio. Asi que, para una misma cantidad de RNA de
partida, siempre tendremos una mayor cantidad de fragmentos pequefios en muestras degradadas
que en congeladas ¢ptimas (56). En cambio, no se observan grandes diferencias de porcentaje de
miRNAs recuperados (relacion entre miRNAs/pequefios RNAs) entre los distintos tipos de
muestras: 29+5% para muestras parafinadas y 31 +8% para congeladas.

El analisis de RNAs de pequeio tamano con el Agilent 2100 Bioanalyzer proporcioné el perfil
electroforético para cada muestra, detectando distintas regiones: miRNAs (entre 10-40nt), tRNAs
(entre 60-80 nt), rRNAs pequefios como el 5Sy 5,8 S (entre 120-155 nt) y snoRNAs (entre 60-300
nt, aunque la escala llega hasta 150 nt). En el Anexo IV se pueden observar los perfiles
electroforéticos de todas las muestra congeladas éptimas con sus correspondientes parafinas.

Las muestras congeladas optimas presentan un perfil homogéneo entre ellas, se aprecian
principalmente 3 picos con abundancia de moléculas de RNA, entre 60-80 nt, de alrededor de 90
nty de cerca de 150 nt, correspondientes probablemente a tRNAs y rRNAs bien conservados, y a
determinados snoRNAs.
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En cambio, las parafinas muestran un perfil muy caracteristico, con intensa sefial de un tnico
pico entre los 60-80 nt. La region comprendida entre los 10-40 nt es donde se encuentran los
miRNA, el hecho de no ver un pico tan intenso en esta regién indica que estos no son la
poblacion mas abundante dentro de la region de pequefios RNAs, probablemente debido a que el
analisis de pequefios RNAs se llevo a cabo con RNA total.

1.3.  Anadlisis de Ia conservacion de RNAs especiticos

Se analizé mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) la recuperacién de moléculas
de RNA especificas en los distintos tipos de muestras (congelados y parafinas), partiendo de la
misma cantidad de RNA total para cada una de las muestras. Los RNAs analizados fueron los

miRNAs hsa-miR-21, hsa-miR-125b y hsa-miR191, el snoRNA RNU6B y los mRNAs GAPDH vy

HPRT1. Los valores de Ct medios y su desviacion tipica pueden encontrarse en el Anexo II.
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Figura 14. Valores de los Ct medios de las sondas estudiadas obtenidos para cada una de las muestras
conservada en parafina y en congelacién y la diferencia en Cts entre ambos formatos de congelacién. A,
Valores de los Ct obtenidos para cada una de las muestras. El eje de las Y representa los Ct, mientras que el
X son las diferentes muestras. B, Representacion de DCt (Ct medio muestra parafinada - Ct medio
muestra congelada). Los valores en la zona azul indican diferencia positiva, es decir, mayores Ct en
parafinas; en la zona roja se indican valores de diferencia de Cts negativos, mayores en muestras congeladas.
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En la figura 14A se representan los valores de Ct medios en muestras congeladas y parafinadas,
para las sondas empleadas. Puede observarse que, en general, los miRNAs se detectaron a Ct muy
similares en todos los tipos de muestras. Por otro lado, los mRNAs se detectaron a Ct mas bajos
en muestras congeladas optimas que en muestras sometidas a un proceso de degradaciéon
(parafinas). Y finalmente, el snoRNA se detecté un Ct menor en muestras parafinadas. Cabe
destacar que un Ct menor implica mayor cantidad detectada y mejor extraccion del RNA.

Con el fin de mostrar las diferencias entre muestras pareadas (congelado-parafina), se
representé la diferencia del Ct medio de cada muestra congelada y su correspondiente muestra
parafinada (DCt = Ct medio muestra parafinada - Ct medio muestra congelada) (Figura 14B y
Anexo V).

Los resultados indican que para los mRNAs, GAPDH y HPRTT1, el valor de Ct medio de cada
muestra congelada 6ptima fue mucho menor, en general, que el de su correspondiente muestra
parafinada, siendo el resultado de la diferencia positivo. En cambio, el comportamiento del
snoRNA RNU6B fue completamente contrario: se detectd a un valor de Ct mucho mas bajo en
cada muestra procedente de parafina que en su correspondiente muestra congelada, siendo la
diferencia un valor negativo. Los miRNAs se detectaron, en general, a valores de Ct muy similares
entre las muestras congeladas y sus correspondientes muestras parafinadas, y por ello se
encuentran alrededor del valor 0, aunque en general encontramos valores ligeramente mas bajos
en la muestra congelada.

Correlacion de los Ct medios
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0 10 20 30 40

Congelado

Figura 15. Correlacion de los Ct entre las muestras de tejido conservado en parafina y su correspondiente
par congelado. Ct: ciclo umbral; r: coeficiente de correlacion de Pearson. RNU6B: RNA nuclear de
pequeiio tamaino. GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. HPRT1: hipoxantina-guanina
fosforribosil-transferasa. Lineal(ref): referencia de correlacion lineal positiva perfecta (r=1).

Se analizé la correlacion entre cada par de muestras, para lo que se representé el Ct medio de
cada congelado 6ptimo con respecto al de su correspondiente muestra parafinada (Figura 15) para
el total de moléculas de RNA analizadas. Se calculo el coeficiente de correlacion de Pearson (r)
para un intervalo de confianza del 95% dando un p valor < 0,0001 (test de dos colas) y una
correlacion estadisticamente significativa con r = 0,7312 entre las muestras congeladas y sus
correspondientes parafinas, siendo los valores de Ct correspondientes a los mRNAs GAPDH y
HPRTI los que mostraron una peor correlacién entre los pares congelado-parafina. En la Figura
18, la linea representa la correlacion perfecta (r = 1), los puntos cercanos a la linea de referencia
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indican una buena correlacién entre muestras pareadas, mientras que los puntos mas alejados de
la linea representan una correlacion mas débil entre las muestras. Considerando sélo los
pequenos RNAs (los tres miRNAs y el snoRNA), la correlacion entre muestras congeladas y sus
parafinas mejord, pasando de r=0,7312 a r= 0,9248.

Por otro lado, también se evaluo la variacion de Ct medio de cada poblacién muestral
(congelados y parafinas). Para ello, se representé el Ct medio de los triplicados de cada una de las
muestras agrupadas por poblacién muestral para cada uno de los RNAs estudiados (Figura 16). A
continuacion, se realizd un test de normalidad y, por ultimo, se llevdo a cabo una prueba
paramétrica del anilisis de medias para dos grupos (t-test de muestras pareadas), ya que todas las
poblaciones pasaron el test de normalidad. Se aplicé correccion de comparaciones multiples de
Bonferroni, estableciendo una significacion estadistica de p-valor < 0,008).

El andlisis de medias mostré diferencias significativas entre las parafinas y congelado para los
RNAs de pequefo tamafio Asa-miR-125b (p-valor 0,002, -1,48 1C95%-2,32 - -0,64), hsa-miR-191
(p-valor < 0,0001, -0,79 1C95%-1,09 - -0,48) y RNUG6B. Cabe senalar que para los miRNAs /Asa-
miR-125by hsa-miR-191 la diferencia de Ct medio entre parafinas y los otros dos grupos fue entre
1 v 2 veces menor para las parafinas. En cambio, esta diferencia de Ct medio en el caso del
snoRNA RNU6B (pvalor < 0,0001, -3,74 1C95% -4,28 - -3,21) fue mucho mds marcada,
obteniéndose un Ct medio unas 4 veces menor en parafinas que en los otros dos grupos. En el
caso de hsa-miR-21 (pvalor 0,84, 0,048 1C95%-0,46 - 0,57) no se detectaron diferencias entre
ninguno de los grupos. Respecto a los mRNAs, el estudio de Ct para el GAPDH (p-valor <
0,0001, 7,04 1IC95% 5,61 - 8,48) mostré diferencias muy significativas entre las muestras
congeladas y parafinas, con un Ct medio unas 7 veces inferior en congelados 6ptimos.
Finalmente, para el mRNA de HPRTI (pvalor < 0,0001, 4,99 IC05% 3,77 - 6,21) se observaron
diferencias significativas entre los grupos: el Ct medio de los congelados 6ptimos fue unas 5 veces
inferior respecto al grupo de las parafinas.
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Figura 16. Diferencias en la recuperacién de los RNA estudiados, medida por el Ct medio, en muestras
congeladas y parafinadas. Las lineas marcan la media y la desviaciéon estindar (SD). CO se refiere a las
muestras congeladas y CP a las parafinadas. **P-valor<0,01. ****, P-valor < 0,0001.
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ANALISIS DEL PERFIL DE EXPRESION DE
MIRNAS EN CANCER DE MAMA DE
MUJERES JOVENES

1. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS MIRNAS SOBRE
MUESTRAS TUMORALES DE PACIENTES

1.1. Andlisis de Ia intensidad de sefal de los chips y control de calidad

Para llevar a cabo este estudio, se seleccionaron un total de 37 muestras, 22 mujeres menores
de 35 afos y 12 mayores de 65 afios, empleamos 3 mujeres sanas como control para el analisis
global de la expresién de miRNAs. Se procuré emparejar los grupos segin su subtipo molecular,
teniendo en cuenta también el grado de diferenciacion, estadio, tamafio tumoral, afectacién de
los nodos linfaticos y sobreexpresion del factor de proliferacion Ki67 (Tabla 7).

1.2. Andlisis de Ia intensidad de sefal de los chips y control de calidad

Los controles metodologicos y de calidad de la intensidad de sefial se llevaron a cabo mediante
el programa Expression Console, como se ha detallado en “Metodologia”.
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Figura 17. Histograma con los valores de intensidad obtenidos en cada uno de los chips de Affymetrix. A:
sin normalizar. B: tras normalizar los valores mediante RMA-DABG. El eje de las X representa los rangos de
intensidades del chip, el eje de las Y muestra el conteo de valores que se encuentran en dichos rangos.
Obtenido mediante el programa Expression Consolev.1.4.1 proporcionado por Affymetrix.
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Los valores de intensidad obtenidos por cada chip se detallan en la Figura 17, donde se puede
observar una distribucién normal de las intensidades, con pico modal entre los valores 4,86 y
5,20, lo que nos indica que en este rango es dénde se sitian la mayoria de valores del chip. El
valor mas bajo de intensidad es 4,392 y el maximo 15,998.

Log Intensidad relativa de las sondas

096

e

opFecy el

LA

T

E
s ca =t )

i

. =

L

-0 58
H
-1.07
o — e W o — em W o D e e 0O S — ) e, 0oL oML f f f f M~ D s 0D 2w —
F oo EFT TR I AEREEEDDODDN TSNS EESEEE0 s RTFEE S B
b Jer i S S S A A Al Sl = % % % % % LR R T a0 00 e R R 8 R
FY Y Y oy oy Dy oy oy Doy oy ) DD O OO0 O g Q0 00 oSN}
S S S S SRS ERS e SRS e - = - = - B = O Q0 z2 O Q U = = O
@ dadad BaBaa@aadada@sspooon— 2 am & -z D oo @p 2B 2 a
A A EFE O OCARARAAOCARAR O OOCOoOoo0 e] Low Z Z o000
L e ) e ) e = T ) mm omom ! T T — = ML e e )
I R R e R R I A - B S T T = = a Booppon &2 EoE
LOg Senal de expreslon relatwa tras normallzar
138
084 : T
T - 1 e T 7 ] - & w T = e T .
T . T ' [ i * ' ' ' ' H M . 1 v T i v T ' T v v T T v [ T 7 7 ' 7 ' H
H . . . ' ' ' ) ' ' ' . . A K ' ' 1 ' ' ' ' | H ' . . H ! ' ' ' ' |
O S T S S-S R S S S R SR e R T T TS R S S S S S T R
xS S N R S S R T F S-S T S-S S N SO SR N S S-S S S-S B S S
e [T A T A A R A A A A T A R I SR TR I S I N R R A R R E] .
i H . ' . ' ) I h H ' ' . ' H i . i ' ! 1 ) 1 ' 1 ! ' " [ [ ! ' H ' ! 1
1 O S - - S S S S S T S S S S SN S ) I A T
- R s - L PR . H - . = 1\
079 h '
N
BT 0 T = m o T © o - © 2 = N, TR O G
= I = T T ol W o B & = o == S 0 B 4 (N B S 40 B N S S S S o 0 B 5 B o o B e B S ol Sl ~ )
N A R A R AR REBER A0 R9a 0000 8IXXLEBER
Yy ey ey Yy Doy Oy oy oy oy C S T RS e e v ) & oo Q) &y Y NS
R R R - L S L - T T - S - B D o0 72 O 0O = =2 O
& & & d & 2 8 2 & & =2 g & =2 T 28 A =2 O A @& D @ &
0000000000000 0El328%2 o) $ R = ZZ20 00200
Bom o om o@D @S mom R omom @ R EERmmom = u L T e ]

Figura 18. Distribucién de la intensidad de las sondas obtenida para cada chip antes y después de la
normalizacién. Diagrama de cajas que representa, para cada chip, el logaritmo de los valores de intensidad
distribuidos en valor minimo y maximo, primer y tercer cuartil y mediana. La linea roja marca la mediana
de la intensidad entre todos los chips. Obtenido mediante el programa Expression Console v.1.4.1
proporcionado por Affymetrix.

Tras la normalizacion mediante RMA (Robust Multi-array Average) y DABG (Detected Above
Background), el valor minimo pasé a ser 0,519 y el miximo 14,056. Se tuvo que excluir del
estudio el chip correspondiente a la muestra BCVY048, debido a que sus niveles de intensidad no
se ajustaron a la distribucion que el test RMA es capaz de procesar. Podemos observar en la Figura
18 que tras la normalizacién todos los chips tienen una distribucién similar, garantizando que los
resultados de intensidad obtenidos puedan ser comparables entre si.

1.3. Anadlisis de la expresion de miRNAs en tumor de mama de mujeres

jovenes

De los 1100 miRNAs humanos incluidos en el chip, tras el filtrado segiin controles de calidad,
normalizacion y eliminacion de aquellos con una expresion uniformemente baja o con una
varianza menor a 1,5, nos quedamos con 251 microRNAs para su estudio.
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De ellos, el test-t empleado para evaluar la diferencia de expresién de microRNAs de mujeres
jovenes frente a mujeres mayores, reveld 121 resultados significativos (p valor<0,05), de los que 91
aguantaron correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg (FDR). Los
resultados estdn representados en la Figura 22 vy los valores obtenidos para los microRNAs
analizados se encuentran en el Anexo VI.

Sobreexpresado en mujeres jovenes

Reprimido en mujeres jovenes

Figura 19. Representacion de la expresion de los microRNAs expresados en mujeres jévenes respecto a
mujeres mayores, ordenados por localizacién cromosémica. El color rojo indica sobreexpresion en mujeres
jovenes, mientras que el verde indica represién en mujeres jovenes. Los puntos grises corresponden a
microRNAs cuya expresion no cambia.

Al representar los valores de expresion por orden cromosdémico observamos que no existe
agregacion cromosdmica y que la expresion de los miRNAs se distribuye homogéneamente por el
espectro cromosémico. Aun asi, existen zonas con tendencia a acumular miRNAs
sobreexpresados o reprimidos. Los cromosomas 5, 10, 16, 18, 20 y 21 no contienen ningtn
miRNA reprimido y si miRNAs sobreexpresados en mujeres jovenes. Por otro lado, no se
observan miRNAs sobreexpresados en los cromosomas 13, 17 y X. (Figura 19).

1.4. Andlisis de las caracteristicas tumorales como factor mediador en la

significatividad obtenida.

Se evalu¢ la distribucién de las caracteristicas tumorales en los diferentes grupos de estudio,
para analizar la homogeneidad de la muestra y minimizar el efecto de un desequilibrio de una de
las caracteristicas en los resultados obtenidos (Figura 20).

Alternativamente, se realizaron test estadisticos de la misma manera que para la edad,
teniendo en cuenta como variable dependiente las caracteristicas tumorales por separado, de
modo que, aplicando el concepto de mediacién, si uno de los miRNAs, con resultados
significativos al analizar los datos teniendo en cuenta la edad, exhibiese una expresion
significativamente diferente para alguna de las caracteristicas tumorales, esta significatividad
atribuida a la edad podria ser resultado de un efecto mediador, en este caso la caracteristica
tumoral en cuestion.
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FASE I: Exploratoria

FASE 1I: Validacion
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Figura 20. Histograma de la distribucién de las caracteristicas tumorales de las pacientes estudiadas. Se
representa el porcentaje de casos en cada una de las categorias por grupo de edad. ER+: casos positivos para
los receptores de estrogenos; PR+: positivo para receptores de progesterona; HER2+: positivo para el
receptor del factor de crecimiento epidérmico HER2. TN se refiere al suptipo triple negativo.
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Tabla 11. Diferencias en la expresion de los miRNAs asociadas a las caracteristicas tumorales

estudiadas.
Tamafio tumoral Grado histoldgico ‘
miRNA pvalor | FDR Expresion | miRNA p-valor FDR Expresion |
hsa-miR-145 9,48 x 103 | 0,995 -2,731 hsalet-7b 1,09 x 10-3 | 0,274 8,061
hsa-miR-503 1,92x 102 {0,995 2,443 hsa-let-7c 3,84x 103 | 0,461 7,270
hsa-miR-93 1,99x 102 {0,995 | 2,437 hsa-miR-342-5p | 5,50x 103 | 0,461 6,083
hsa-miR-30b* 3,64x10-2 |0,995| 2,423 hsamiR-342-3p | 8,24x 103 | 0,517 5,613
hsa-miR-151-5p 2,56x 102 [0,995| 2,420 hsa-miR-98 1,58 x 102 | 0,645 4,738
hsa-miR-342-3p 3,26x 102 [0,995| -2,216 hsa-miR-99a 1,79 x 102 | 0,645 4,596
Porcentaje de ki67 hsa-miR-193b* 1,80 x 10-2 | 0,645 4,578
pvalor | FDR Ganglios afectados |
hsa-miR-18a 8,60x 104 | 0,159 | 3,760 miRNA p-valor FDR Expresion ‘
hsa-miR-92a 1,27x 103 | 0,159 | 3,590 hsa-let-7b 1,09 x 10-3 | 0,274 8,061
hsa-miR-505* 430x 103 {0,360 | 3,063 hsalet-7¢ 3,84x 103 | 0,461 7,270
hsa-miR-1301 1,10x 102 | 0,534 | 2,706 hsa-miR-342-5p | 5,50x 103 | 0,461 6,083
hsa-miR-17 1,67x 102 {0,534 | 2,525 hsa-miR-342-3p | 8,24x 103 | 0,517 5,613
hsa-miR-98 2,08x10-2 [0,534| -2,435 hsa-miR-98 1,58 x 102 | 0,645 4,738
hsa-miR-342-5p 2,16 x10-2 {0,534 | -2,419 hsa-miR-99a 1,79 x 102 | 0,645 4,596
hsa-miR-664* 2,17x 102 [ 0,534 | -2,418 hsa-miR-193b* 1,80x 102 | 0,645 4,578
hsa-miR-503 2,34x 102 |0,534| 2,393 Tamafio tumoral
hsa-miR-30a* 2,67x10-2 |0,558| -2,328 miRNA p-valor FDR Expresiéon
hsa-miR-146b-5p | 3,24x 102 | 0,608 2,239 hsa-miR-145 9,48 x 103 |0,995| -2,731
hsa-miR-29b-2* 3,70x 102 | 0,608 | -2,179 hsa-miR-503 1,92 x 102 0,995 2,443
hsa-let-7b 3,88x 102 [0,608| -2,159 hsa-miR-93 1,99 x 102 0,995 2,437
hsa-miR-200b 4,02x10-2 |0,608| -2,133 hsa-miR-30b* 3,64 x 102 {0,995 2,423
hsa-miR-1975 424x102 |0,608| -2,121 hsa-miR-151-5p | 2,56 x 102 {0,995 2,420
hsa-miR-193b 495x 102 | 0,608 | -2,041 hsa-miR-342-3p | 3,26x 102 [0,995| -2,216
hsa-miR-30a 498 x10-2 |0,608| -2,045

FDR se refiere al p-valor corregido para multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.

Ninguno de los miRNAs significativamente diferentes en mujeres jovenes produjo resultados

significativos al realizar el correspondiente test estadistico con las caracteristicas tumorales como
variable, lo que indica que los resultados no son un artefacto debido a la distribucién diferencial
de las caracteristicas tumorales en la poblacion objeto de estudio. Los resultados obtenidos
pueden observarse en la Tabla 11, donde se muestran los miRNAs para los que se obtuvieron
valores de significacién menores a 0,05; como puede observarse, ninguno de los miRNAs
significativos asociados a caracteristicas tumorales se mantuvieron significativos al aplicar la
correcciéon por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg (FDR).

1.5. Agrupacion jerdrquica de muestras y miRNAs obtenidos segiin el grupo

de edad

Con los 121 microRNAs con expresién significativamente diferente en ambos grupos, se
construyo el cluster no supervisado del perfil de expresion mediante agrupacién jerarquica
centrada en la mediana.
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Figura 21. Clustering jerarquico centrado en la mediana y visualizacién de la expresion de los miRNAs
significativamente desregulados en mujeres jévenes. Se representa la expresién de los microRNAs, en
vertical, por cada muestra analizada, en horizontal. La expresion se muestra en diferentes intensidades de
verde cuando esta por debajo de la mediana, rojo por encima y en negro sin cambios respecto a la mediana.
Las muestras se encuentran categorizadas por edad en mujeres menores de 35 afios (rosa), mayores de 65
afios (morado) y libres de cancer (azul).

En la figura 21 podemos ver como se separan claramente mujeres jovenes de mayores en dos
grupos, observamos también que las mujeres mayores son mas similares al perfil de expresién del
grupo de muestras de tejido normal de mujeres sanas, ya que se agrupan con las mayores. Se
observa a primera vista dos grupos de expresion, el nodo 113 y el nodo 103, que dividen los
microRNAs en aquellos sobreexpresados en mujeres jovenes en la parte de arriba (en color rojo) y
los reprimidos en mujeres jovenes (abajo en color verde) (Tabla 12).
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Nodo

Tabla 12. Nodos desre

. Correlacién |

gulados en mujeres jovenes seleccionados.
Sobre-expresados en mujeres jévenes

ID miRBase v.15 ID miRBase v.19

p-value

Expresion'

Nodo 18 hsa-miR-1275 hsa-miR-1275 4,99 x 10-5 -
hsa-miR-1207-5p | hsa-miR-1207-5p | 2,00 x 10-4 -
hsa-miR-4281 hsa-miR-4281 2,49 x 104 -
hsa-miR-1268 hsa-miR-1268a 4,99 x 10-5 -
hsa-miR-663 hsa-miR-663a 9,99 x 10-5 -
hsa-miR-149* hsa-miR-149-5p 4,99 x 10-5 31x 104 6,423
hsa-miR-762 hsa-miR-762 499 x 10-5 31x 104 6,646
hsa-miR-3196 hsa-miR-3196 4,99 x 10-5 31 x 104 6,745
hsa-miR-1908 hsa-miR-1908 4,99 x 10-5 31 x 104 5,411
hsa-miR-1228* hsa-miR-1228-5p | 4,99 x 10-5 31x 104 6,016
hsa-miR-3141 hsa-miR-3141 4,99 x 10-5 31x 104 5,295
hsa-miR-92b* hsa-miR-92b-5p 4,99 x 10-5 31x 104 4,981
hsa-miR-1915 hsa-miR-1915-3p 5,99 x 104 ,69 x 10-3 3,836
hsa-miR-2861 hsa-miR-2861 9,99 x 10-5 ,99 x 104 4,355
hsa-miR-638 hsa-miR-638 4,99 x 10-5 31 x 104 4,691
hsa-miR-1469 hsa-miR-1469 -

Nodo 60 0,723 hsa-miR-3172 hsa-miR-3172
hsa-miR-1274b hsa-miR-1274b
hsa-miR-720 hsa-miR-720
hsa-miR-4284 hsa-miR-4284
hsa-miR-1973 hsa-miR-1973
hsa-miR-3175 hsa-miR-3175
hsa-miR-4299 hsa-miR-4299

Correlacié Expresion!
hsa-miR-15b hsa-miR-15b-5p 6, ] 2,003
hsa-miR-22 hsa-miR-22-3p 2,54 x 10* 1 J -2,446
hsa-miR-152 hsa-miR-152 7,49 x 10° 2 ] 2,949
hsa-miR-28-5p hsa-miR-28-5p 1,89 x 10° 9,49 x 10° 3,137
hsa-miR-27b hsa-miR-27b-3p 2,99 x 10° 2,18 x 10° 23,637
hsa-miR-28-3p hsa-miR-28-3p 4,99 x 10° 6,31 x 10" 4,425
hsa-miR-29a hsa-miR-29a-3p 2,31 x 10* 5,78 x 10* 2,117
hsa-miR-195 hsa-miR-195-5p 4,84 x 10° 1,97 x 10* 2,457
hsa-miR-26a hsa-miR-26a-5p 5,49 x 10* 3.47x10° 3,771
hsa-miR-30c¢ hsa-miR-30¢-5p 3,49 x 10" 2,47 x 10° 3,424
hsa-miR-30a hsa-miR-30a-5p 3,42 x 10* 7,98 x 10* 22,211
hsa-miR-26b hsa-miR-26b-5p 1,51 x 10" 4,55 x 10* 2,561

Nodo 51 0,751 hsa-miR-500 hsa-miR-500a-5p 1,34 x 107 4,26 x 10 2,723
hsa-miR-500* hsa-miR-500a-3p 3,29 x 10° 1,41 x 10* 3,287
hsa-miR-324-3p | hsamiR-324-3p 1,71 x 10* 4,59 x 10* 22,611
hsa-miR-502-3p | hsa-miR-502-3p 1,44 x 10* 450x 10* 22,721
hsa-miR-339-3p | hsamiR-339-3p 2,15 x 10* 5,57 x 10* 2,527
hsa-miR-339-5p | hsamiR-339-5p 1,31 x 10* 4,22 x 10* 2,729

Nodo 62 0,72 hsa-miR-139-5p | hsa-miR-139-5p 5,54 x 107 2,22 x 107 3,131
hsa-miR-132 hsa-miR-132-3p 4.99x 10” 6,31 x 107 5,572
hsa-miR-379 hsa-miR-379-5p 424 x 10" 9,36 x 10* -2,140
hsa-miR-409-3p | hsa-miR-409-3p 1,64 x 10* 4,59 x 10* 2,624
hsa-miR-134 hsa-miR-134 3,86 x 10 8,83 x 10* -2,199
hsa-miR-127-3p | hsamiR-127-3p 2,01 x 10* 5,26 x 10* 2,531
hsa-miR-433 hsa-miR-433 4,49 x 10* 9,73 x 10* -2,149
hsa-miR-181a-2* | hsamiR-181a-2-3p 9,28 x 10” 3,14 x 10* 2,921

Nodo 72 0,684 hsa-miR-23a hsa-miR-23a-3p 2,49 x 107 1,93 x 10° 4,478
hsa-miR-183 hsa-miR-183-5p 1,09 x 10° 5,99 x 10 -3,907
hsa-miR-421 hsa-miR-421 4,89 x 10* 1,04 x 10-1 -2,107
hsa-miR-128 hsa-miR-128a-3p 3,25 x 10* 7,66 x 10* -2,320
hsa-miR-181d hsa-miR-181d 2,29 x 10° 1,04 x 10* -3,500

Nodo 78 0,667 hsa-miR-30e* hsa-miR-30e-3p 2,24 x 10° 1,04 x 10 -3,490
hsa-miR-30c-2* | hsa-miR-30c-2-3p 1,71 x 10* 4,59 x 10* 2,564
hsa-miR-30a* hsa-miR-30a-3p 9,98 x 10* 5,85x 10” 3,776
hsa-miR-29¢ hsa-miR-29¢-3p 1,31 x 10* 4,22 x 10* -2,740
hsa-miR-29b-2* | hsa-miR-29b-2-5p 7,54 x 10° 2,718 x 10* -2,988

Nodo 80 0,665 hsa-miR-361-5p | hsa-miR-361-5p 8,83 x 10° 3,12 x 107 2,862
hsa-miR-99b hsa-miR-99b-5p 1,74 x 10* 4,60 x 10* -2,594
hsa-miR-574-3p | hsa-miR-574-3p 3,99 x 10* 2,66 x 10”° 4,306
hsa-miR-125a-5p | hsa-miR-125a-5p 4,99 x 10° 6,31 x 10* 4,764
hsa-miR-455-3p | hsamiR-455-3p 3,64 x 107 1,53 x 10* 3,159
hsa-miR-23b hsa-miR-23b-3p 2,49 x 10* 1,93 x 10° 4,541

FDR, p-valor tras la correcciéon por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg, del inglés false
discovery rate. 1. La expresion relativa del grupo de mujeres jévenes respecto a la mediana global.

El nodo 103 contiene los microRNAs sobreexpresados en mujeres jovenes. Presenta una
correlacion de 0,504, mostrandonos un grupo homogéneo y bien diferenciado, contiene los
microRNAs con los resultados mds significativos del test-t. Observamos que, a su vez, este nodo
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consta de dos grupos diferenciados visiblemente diferentes, el nodo 60, con un buen valor de
correlacion de 0,723, en la parte superior del nodo; y el nodo 18, con un valor de correlacion del
0,907, en el que observamos una gran homogeneidad de las muestras, asi como de los miRNAs
que conforman el nodo. La informacién relevante a estos nodos se encuentra en la Tabla 12.

Por otro lado, el nodo 113, con una correlacion de 0,121, contiene los microRNAs menos
expresados en mujeres jovenes, en comparaciéon con mujeres mayores y mujeres libres ce cdncer.
Se trata de un grupo menos homogéneo, lo que se refleja en su baja correlacion, asi como al
visualizar la desviacion de la mediana de los miRNAs. Se pueden identificar a su vez subgrupos
dentro del mismo, detallados en las tablas 13 y 14.Seleccionamos los 8 nodos en funcién de varios
criterios, como son la correlacién obtenida, la homogeneidad como grupo y la diferenciacién
entre ambos grupos estudiados. Seleccionamos aquellos que mostraron un valor de correlacion
por encima de 0,65.

Los miRNAs que componen cada nodo se analizaron por separado para obtener una vision
global de cada nodo, asi como la posible funciéon metabélica de cada uno de ellos. Con este fin se
realizaron analisis de enriquecimiento de rutas con los miRNAs que componen cada nodo

mediante DIANA miRPath.

1.6. Analisis individual del enriquecimiento de rutas metabdlicas
en genes diana de los miRNAs que constituyen los nodos
seleccionados

A continuacion se describen, en orden de aparicion en el arbol de agrupacion, cada uno de los
nodos considerados, los miRNA que lo componen vy las rutas enriquecidas obtenidas mediante los

diferentes analisis con DIANA miRPath, considerando los posibles genes diana de los miRNAs
incluidos y su papel en las rutas metabdlicas (gene union).

Nodo 60

El nodo 60 es el primero que encontramos al analizar desde arriba el arbol, es uno de los dos
sub-nodos que representan al grupo de los miRNAs sobreexpresados en mujeres jovenes.

NODO 60 m_‘ |
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hsa-miR-3172
hsa-miR-1274b
hsa-miR-720
hsa-miR-4284
hsa-miR-1973
hsa-miR-3175
hsa-miR-4299

Figura 22. Expresién relativa centrada en la mediana de los miRNAs que componen el nodo 60. Se
representa la expresion de los microRNAs, en vertical, por cada muestra analizada, en horizontal. La
expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por
encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran categorizadas en mujeres
menores de 35 afos (rosa), mayores de 65 afios (morado) y libres de cincer (azul).
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Este nodo muestra una correlacion de 0,723, lo que indica que se trata de un nodo bastante
homogéneo en cuanto a la expresion de los miRNAs. Los miRNAs que componen el nodo son
hsa-miR-3172, hsa-miR-1274b, hsa-miR-720, hsa-miR-4284, hsa-miR-1973, hsa-miR-3175 vy hsa-
miR-4299.

Se observa una expresiéon generalizadamente mayor en mujeres jovenes, a excepcion de dos
muestras jovenes, BCVY101, y BCVY081, ambas muestras presentan un subtipo luminal/HER2,
expresando tanto receptores hormonales como HERZ2, existen otras muestras jévenes con este
subtipo (BCVY014, BCVY141 y BCVY103) que se asemejan, sin embargo, al resto de las
muestras del grupo (Figura 22). La expresién de la muestra joven BCVY180 se corresponde con
las mujeres mayores, como ya se ha mencionado con anterioridad, por norma la expresion de esta
muestra se parece mas a la de mujeres mayores, agrupandose junto a éstas, por lo que se va a
obviar en el resto de comentarios.

Al realizar el analisis de enriquecimiento de rutas de los genes diana se obtuvieron las rutas
enriquecidas detalladas en el Anexo VII. El analisis se realizd con los miRNAs hsa-miR-720, hsa-
miR-4284, hsa-miR-1973, hsa-miR-3175 y hsa-miR-4299, ya que los miRNAs hsa-miR-3172 y hsa-
miR-1274b se han excluido de la base de datos de miRBase v. 19 al tratarse en realidad de tRNAs
(RNA de transferencia). Entre las rutas enriquecidas se observan varias rutas sindpticas y
neuronales, asi como de transporte de RNA, rutas de sefalizacién importantes como Wnt y
ERBB, de sintesis de la matriz extracelular y una ruta directamente relacionadas con procesos
cancerosos, como es la leucemia mieloide aguda. Cabe destacar que la mayoria de rutas estin
acopladas a la ruta de sefalizacion del calcio.

Nodo 18

Siguiendo en el grupo de miRNAs sobreexpresados en mujeres jévenes, destaca el nodo 18
que, con una correlacion de 0,924, es el grupo mas homogéneo. En este nodo se encuentran los
miRNAs con valores mas elevados de significacion del t-test entre mujeres jévenes y mayores.
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hsa-miR-1207-5p
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hsa-miR-1268
hsa-miR-663
hsa-miR-149%
hsa-miR-762
hsa-miR-3196
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Figura 23. Expresion relativa centrada en la mediana de los miRNAs que componen el nodo 18. Se
representa la expresion de los microRNAs, en vertical, por cada muestra analizada, en horizontal. La
expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por
encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran categorizadas en mujeres
menores de 35 aios (rosa), mayores de 65 afios (morado) y libres de céncer (azul).
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Se observa una expresion generalizadamente mayor en mujeres jovenes en todas las muestras
de los grupos a excepcion de las muestras BCVY012, BCVY084, BCVY141 y BCVY075, que
presentan una expresiéon menor a la mediana, mas similar al grupo de mujeres mayores, las
muestras BCVY012 y BCVY141 son luminal B, mientras que BCVY084 es luminal/HER2 y
BCVYO075 es triple negativa, por lo que no se observa ningin patrén diferente en cuanto a
expresion de receptores. En cuanto al grupo de mujeres mayores, también observamos que existen
dos muestras (BC1, luminal B, y BC5, HER2 positivo) que tienen la expresién en algunos de los
miRNAs superior al resto de muestras de su grupo (Figura 23).

Se trata del grupo de miRNAs que mas homogéneamente se expresa por muestra, aun asi
podemos diferenciar tres grupos, el primero formado por los miRNAs hsa-miR-1275, hsa-miR-
1207-5p, hsa-miR-4281, hsa-miR-1268a, el siguiente formado por hsa-miR-663a, hsa-miR-149-3p,
hsa-miR-762, hsa-miR-3196, hsa-miR-1908, hsa-miR-1228-5p, hsa-miR-3141, hsa-miR-92b-5p; y
por ultimo el grupo formado por hsa-miR-1915-3p, hsa-miR-2861, hsa-miR-638 y hsa-miR-1469.

Al realizar el analisis de enriquecimiento de rutas de los genes diana se obtuvieron las rutas
enriquecidas detalladas en la Tabla 7. Entre las rutas enriquecidas se observan varias rutas
sindpticas y neuronales, al igual que en el nodo 60, ademis encontramos que la ruta Guia de
axones tiene el pvalor mas elevado. Encontramos también rutas de sedalizacién candnicas
importantes como MAPK, Hedgehog, PI3K/Akt, Wnt, HIF-1 y VEGF, alguna ruta relacionada
con la movilidad celular, como son Guia de axones y Regulacion del citoesqueleto de actina, y
rutas directamente relacionadas con procesos cancerosos, como son Rutas en cancer, Cdncer de
prostata, Carcinoma de célula basaly Desregulacion transcripcional en cincer. Cabe destacar que,
como en el nodo 60, muchas rutas estin acopladas a la ruta de sefalizacion del calcio, que,
ademas, encontramos entre las rutas enriquecidas por este nodo con un p-valor de 4,62 x 10°.

Nodo 80

El nodo 80 es el primero de los nodos reprimidos en mujeres jovenes seleccionados. Esta
compuesto por los miRNAs hsa-miR-361-5p, hsa-miR-99b, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-125a-5p, hsa-
miR-455-3p y hsa-miR-23b. Se puede observar en la Figura 24.
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Figura 24. Expresion relativa centrada en la mediana de los miRNAs que componen el nodo 80. Se
representa la expresion de los microRNAs, en vertical, por cada muestra analizada, en horizontal. La
expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por
encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran categorizadas en mujeres
menores de 35 afios (rosa), mayores de 65 afios (morado) y libres de cdncer (azul).

Se trata de un nodo cuyos miRNAs poseen una elevada expresion en general, excepto en las
muestras BCVY145, BCVY103, BCVY143, BCVY178, BCVY105, BCVY056, BCVY082 vy

BCVY134, en las que el total de los miRNAs que conforman el nodo se encuentran muy
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reprimidos, agrupandose juntas. Estas muestras no pertenecen a tumores con el mismo subtipo,
pero todas expresan receptor para estrogenos excepto BCVY143 y BCVY134.

Al realizar el andlisis de enriquecimiento de rutas de los genes diana mediante estadisticos
conservadores, se obtuvieron las rutas enriquecidas detalladas en el AnexoVI. Entre las rutas
enriquecidas se observan principalmente rutas de sefializacion importantes como MAPK, Wnt,
TGEB, mTOR, ERBB o por receptores tipo Toll; rutas relacionadas con sintesis de la matriz
extracelular y de uniones celulares; también encontramos aquellas rutas directamente relacionadas
CON Procesos cancerosos, como es rutas en cincer, carcinoma de células renales o tipos de
canceres agresivos como son el de pulmén y pancreas. Se debe destacar la ruta del metabolismo
del D-Glutamato y su implicacién en la activacion de la actividad celular y proliferacion, por su
asociacion con la ruta de sefializacion del calcio, al ser un activador de los canales de calcio.

Nodo 62

El nodo 62 se compone de los miRNAs hsa-miR-139-5p, hsa-miR-132, hsa-miR-379, hsa-miR-
409-3p, hsa-miR-134, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-433 y hsa-miR-151a-2*. Con una correlacion de
0,72, muestra una diferencia notable entre la expresion en las muestras de mujeres jovenes vy las
de mujeres mayores y, especialmente, con aquellas libres de enfermedad.

Este nodo es particularmente interesante, debido a la elevada expresién de todos sus miRNAs
en todas las muestras procedentes de tejido normal de pacientes sin cidncer (en especial las
muestras NOR-17 y NOR-20), que, ademds, se corresponde con una expresion también elevada,
aunque no tanto como en estas mujeres, de las muestras procedentes de mujeres mayores. En
comparacion, la expresion de estos miRNAs en mujeres jovenes es notablemente menor, lo que
identifica a este nodo como un candidato para establecer aquellos miRNAs y genes diana
desregulados exclusivamente en mujeres jovenes con cincer de mama. Cabe destacar que la
muestra BCVY180, que aun siendo joven es la tnica muestra que agrupa con las mujeres
mayores, tiene unos niveles de sobre-expresién similares a los de las mujeres normales (Figura 25).
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Figura 25. Expresion relativa centrada en la mediana de los miRNAs que componen el nodo 62. Se
representa la expresion de los microRNAs, en vertical, por cada muestra analizada, en horizontal. La
expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por
encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran categorizadas en mujeres
menores de 35 aios (rosa), mayores de 65 afios (morado) y libres de céncer (azul).

Tras el andlisis de enriquecimiento de rutas por genes diana, se obtuvieron rutas de
sefializacion como TGF- B, PI3K/Akt, mTOR, ERBB, Wnt o P53, entre otras; rutas relacionadas
con la adhesion y movilidad celular; rutas relacionadas con varios tipos de sinapsis y con procesos
neuronales como guia de axones y potenciacion y depresién a largo plazo; y rutas directamente
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involucradas en procesos cancerosos como en leucemia mieloide aguda, Cancer de pulmoén, de
pancreas, de prostata o de endometrio, por sefalar algunos. La lista completa de rutas se puede
observar en el Anexo VI

Nodo 78

Este nodo con correlacion de 0,684 se encuentra enriquecido en la familia miR-30 (hsa-miR-
30e*, hsa-miR-30c-2a, hsa-miR-30a*, hsa-miR-29¢ y hsa-miR-29b-2*). Se encuentra mis expresado
en mujeres mayores, excepto en las muestras BC23-9DP, BC6, BC1y BC5.

Se observa que la expresion de los miRNAs de la familia miR-30 en mujeres sin cancer es
similar a la de mujeres mayores, con una mayor expresion, sin embargo, de los miRNAs de la
familia miR-29, las mujeres normales tienen una expresiéon menor, similar a la de mujeres jovenes

(Figura 26).
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Figura 26. Expresion relativa centrada en la mediana de los miRNAs que componen el nodo 78. Se
representa la expresion de los microRNAs, en vertical, por cada muestra analizada, en horizontal. La
expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por
encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran categorizadas en mujeres
menores de 35 aios (rosa), mayores de 65 afios (morado) y libres de céncer (azul).

Las rutas obtenidas mediante el analisis de enriquecimiento de genes muestran unos p-valores
corregidos muy significativos. Se deben destacar las rutas relacionadas con adhesion celular, la
interaccion entre la matriz extracelular y el receptor (pvalor 5,02 x 10°7) con 23 genes de la ruta
enriquecidos y adhesiones focales (pvalor 1,31 x 10"), con 40 genes enriquecidos en los 5
miRNAs que componen el nodo.

Entre las rutas destacadas se encuentran otras relacionadas con sefalizacion PI3K/Akt, MAPK,
Wnt, con procesos cancerosos como cancer de pulmon, de prostata o melanoma, entre otros y
relacionadas con sinapsis y rutas neuronales como depresién y potenciacién a largo plazo.

Nodo 48

El nodo 48 tiene la mayor correlacién dentro de los nodos reprimidos en mujeres jovenes
(0,754), en el cual se observa una menor expresiéon en mujeres jovenes frente a mujeres mayores y
normales (Figura 27).

Este nodo incluye dos sub-nodos diferenciados, el nodo 37, compuesto por hsa-miR-22, hsa-
miR-152, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-27b y hsa-miR-28-3p, con una correlacién de 0,793; y el nodo
35 (correlacion de 0,815) formado por hsa-miR-29a, hsa-miR-195, hsa-miR-26a, hsa-miR-30c y hsa-
miR-30a. Quedarian excluidos de estos dos nodos los miRNAs hsa-miR-15b y hsa-miR-26b.
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Figura 27. Expresion relativa centrada en la mediana de los miRNAs que componen el nodo 48. Se
representa la expresion de los microRNAs, en vertical, por cada muestra analizada, en horizontal. La
expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por
encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran categorizadas en mujeres
menores de 35 afios (rosa), mayores de 65 afios (morado) y libres de cdncer (azul).

Tras el analisis de enriquecimiento, se obtuvieron un gran numero de rutas de sefalizacion
posiblemente desreguladas, en concreto Adhesiones focales obtuvo un p-valor corregido de 2,90 x
10%. Otras rutas también relacionadas con movilidad celular y adhesién mostraron p-valores
corregidos muy significativos, como son Interaccion ECM-receptor (pvalor 3,60 x 10"7) y
Regulacion del citoesqueleto de actina (pvalor 1,37 x 10™7).

Encontramos otras rutas relacionadas con sefializacion celular, como son PI3K/Akt, mTOR,
p53, MAPK, ERBB, Wnt y TGE, todas ellas obtuvieron valores de significacion corregidos
inferiores a 1 x 10"°. También rutas relacionadas con varios tipos de sinapsis neuronales y con
procesos como guia de axones, potenciacion y depresién a largo plazo. También encontramos
rutas directamente involucradas en procesos cancerosos como en ciancer de pulmon, de prostata,
rutas en cancer, melanoma, cidncer colo-rectal o glioma, entre otros. Las rutas obtenidas junto con
sus valores de significacion se encuentran listadas en el Anexo VI.

Nodo 51

El nodo 51 contiene los miRNAs de la familia miR-500 y miR-339: hsa-miR-500, hsa-miR-
500%, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-339-3p y hsa-miR-339-5p. Presenta un valor de
correlacion de 0,751 y muestra una clara diferencia de expresién entre ambos grupos. Todas las
muestras del grupo de mujeres mayores, junto con las muestras normales, muestran una mayor
expresion, excepto las muestras BC1 y BC5 vy, ligeramente, la muestra BC17-3DP. Por su parte, las
muestras procedentes de mujeres jovenes muestran una expresion notablemente menor a la
mediana, a excepcion de las muestras BCVY177 y BCVY075, que muestran valores de expresiéon
mas similares a los encontrados en las muestras procedentes de mujeres mayores junto con las
mujeres normales (Figura 28).
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Figura 28. Expresion relativa centrada en la mediana de los miRNAs que componen el nodo 51. Se
representa la expresion de los microRNAs, en vertical, por cada muestra analizada, en horizontal. La
expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por
encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran categorizadas en mujeres
menores de 35 aios (rosa), mayores de 65 afios (morado) y libres de céncer (azul).

El analisis de enriquecimiento de rutas de los genes diana de los miRNAs que componen el
nodo 51, revelaron pocas rutas posiblemente relacionadas, de las cuales la mas significativa fue
infeccion por Escherichia coli (pvalor 1,32 x 10°). Cabe destacar la presencia de la ruta
Desregulacion transcripcional en cdncer, que obtuvo un pvalor corregido de 3,20 x 10° y las rutas
Cincer de pulmon y Leucemia mieloide cronica, aunque el p-valor corregido por Benjamini &
Hochberg alcanzado por estas rutas fue 1,97 x 10? y 2,28 x 10?, respectivamente. El resto de
rutas no se consideraron relevantes desde un punto de vista traslacional.

Nodo 72

El nodo 72 (correlacién 0,684) lo componen los miRNAs hsa-miR-23a, hsa-miR-183, hsa-miR-
421, hsa-miR-128 y hsa-miR-181d.
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Figura 29. Expresion relativa centrada en la mediana de los miRNAs que componen el nodo 72. Se
representa la expresion de los microRNAs, en vertical, por cada muestra analizada, en horizontal. La
expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por
encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran categorizadas en mujeres
menores de 35 afos (rosa), mayores de 65 afios (morado) y libres de cincer (azul).

Los valores de expresion en este nodo se encuentran menos diferenciados por edad, aunque
sigue la tendencia de una menor expresion en mujeres jovenes. En este caso, las sanas tienen una
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expresion mas similar a las mujeres jovenes, al igual que las muestras BC20-6DP, BC17-3DP y
BC1. Algunas muestras jovenes tienen una expresion mds alta que el resto, especialmente
BCVY141 y BCVYO075. La expresién mds uniforme en ambos grupos y que muestra mayor
diferenciacion entre grupos, es la del miRNA hsa-miR-23a (Figura 29).

En cuanto a las posibles rutas desreguladas por este nodo, el andlisis de enriquecimiento de los
genes diana, la ruta con p-valor corregido mas significativo fue potenciacion a largo plazo (p-valor
7,50 x 10™), encontramos otras rutas relacionadas con procesos neuronales, como varias sinapsis,
sefializacion por neurotrofina y depresién a largo plazo. Entre las rutas relacionadas con
sealizacion, destacamos la sefalizacién mediante ERBB (pvalor 7,33 x 10%), asi como las rutas de
sefializacion por mTOR, MAPK, insulina y p53, todas con pvalor < 1 x 10° (Anexo VII).

Clasificacion de las rutas desreguladas segn los genes diana

Las rutas obtenidas se clasificaron en categorias y se calculé el porcentaje de representacién para
cada una de esas categorias.

Total

® adhesion y movilidad
M senalizacién

M sinapsis neuronales
W angiogénesis

M apoptosis

B cancer

m ciclo celular

M ritmo circadiano

" hormonal

= RNA

M otros

Nodo 18 Nodo 48 Nodo 51 Nodo 60

Nodo 62 Nodo 78 Nodo 80

-

Figura 30. Distribucién de las rutas asociadas a los genes diana predichos por DIANA miRPath de los
miRNAs desregulados en total y por nodo seleccionado. Las graficas correspondientes a nodos sobre-
expresados y reprimidos en mujeres jovenes se muestran con el fondo rojo y verde, respectivamente. Las
rutas de KEGG obtenidas se categorizaron segiin su pertenencia a uno de los grupos representados en la
leyenda. Se representa el numero de rutas de una categoria respecto al total.
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Encontramos en todos los analisis de enriquecimiento de rutas de los genes diana, rutas que
pueden incluirse en cuatro categorias: relacionadas con rutas de sefalizacion celular canoénicas
(19,43%), que se asocian a procesos de proliferacién celular, apoptosis y diferenciacion;
relacionadas con procesos neuronales como sinapsis, guia de axones, potenciacién y depresiéon a
largo plazo y sintesis de neurotansmisores (16,25%); rutas relacionadas con adhesion, movilidad y
migracion celular (8,13%); y rutas relacionadas directamente con procesos cancerosos vy
tumorigénicos (16,96%), sobre todo encontramos cancer de pancreas, pulmon, de células renales,
melanoma y otros cdnceres agresivos y metastasicos (Figura 30).

1.7. Andlisis de enriquecimiento de rutas en los miRNAs que

componen cada nodo

Para la seleccion de los miRNAs mas relevantes, en primer lugar, se realizo el analisis de
enriquecimiento de rutas por parte de los miRNAs directamente, obteniendo asi qué miRNAs
estan mas asociados a qué rutas de las obtenidas. La lista de las rutas y los p-valores asociados se
encuentra en el Anexo VII.

Nodo 60

Respecto a los miRNAs del nodo 60, de las rutas obtenidas, sélo 6 se mantuvieron
significativas tras aplicar estadisticos mas conservadores, destacando la ruta de biosintesis del
condrioitin sulfato y el papel de hsa-miR-4229, con un p-valor inferior a 1 x 10" (Figura 31).
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Figura 31. Heat-map del p-valor corregido mediante FDR del anilisis de enriquecimiento de rutas de los
miRNAs del nodo 60. El anilisis se ha realizado mediante uniéon de rutas (pathway union) realizado
mediante DIANA miRPath. Se representa el inverso del logaritmo en base 10 del p-valor en escala de
colores desde el blanco al rojo. Las rutas remarcadas son aquellas que se mantienen significativas tras aplicar
pruebas estadisticas mas conservadoras. En verde oscuro se marcan aquellas relacionadas con procesos
neuronales, en azul las relacionadas con matriz extracelular y uniones celulares.
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Nodo 18

Los miRNAs del nodo 18 se asociaron principalmente a rutas de sintesis de la matriz
extracelular y adhesion celular, asi como relacionadas con procesos neuronales. Se destaca el
enriquecimiento en los miRNAs hsa-miR-1275, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-762 y hsa-miR-92b-5p
de dichas rutas, ademas, hsa-miR-149-3p es el miRNA con un p-valor mas significativo asociado a

la ruta de sefalizacion PI3K/Akt (Figura 32).
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Figura 32 Heat-map del pvalor corregido mediante FDR del analisis de enriquecimiento de rutas de los
miRNAs del nodo 18. El anilisis se ha realizado mediante uniéon de rutas (pathway union) realizado
mediante DIANA miRPath. Se representa el inverso del logaritmo en base 10 del p-valor en escala de
colores desde el blanco al rojo. Las rutas remarcadas son aquellas que se mantienen significativas tras aplicar
pruebas estadisticas mds conservadoras. En verde oscuro se marcan aquellas relacionadas con procesos
neuronales, en azul las relacionadas con matriz extracelular y uniones celulares.

Nodo 80

De las 17 rutas enriquecidas en los miRNAs del nodo 80, ocho mantuvieron resultados
significativos mediante estadisticos conservadores. Se encontraron rutas relacionadas con la
movilidad y adhesion y de sefializacion, ademas de, la ruta de sefializacion MAPK, asociada a hsa-
miR-125a-5p. Destacar los miRNAs hsa-miR-23b-3p y hsa-miR-99b-5p, asociados principalmente a
rutas de movilidad celular (Figura 33).

Nodo 62

El analisis de enriquedimiento de rutas del nodo 62 apuntaron a las rutas de sefalizacion de TGEF-

B (pvalor de 1,79 x 10-4) y PI3K/Akt (pvalor de 3,58 x 10%). Ocho de las 29 rutas aguantaron
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estadisticos mas conservadores. Destacamos entre las que no aguantan estos estadisticos las rutas
de sefalizacién de mTOR, Wnt y ERBB (pvalores de 2,24 x 107, 2,82 x 107 y 3,46 x 107,
respectivamente) el enriquecimiento en los miRNAs hsa-miR-1275, hsamiR-1207-5p, hsa-miR-
762 y hsa-miR-92b-5p de dichas rutas, ademds, hsa-miR-149-3p es el miRNA con un p-valor mas
significativo asociado a la ruta de sefializacion PI3K/Akt (Figura 33).
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Figura 33. Heat-map del p-valor corregido mediante FDR del anilisis de enriquecimiento de rutas de los
miRNAs de los nodos 80 y 62. El analisis se ha realizado mediante union de rutas (pathway union)
realizado mediante DIANA miRPath. Se representa el inverso del logaritmo en base 10 del p-valor en escala
de colores desde el blanco al rojo. Las rutas remarcadas son aquellas que se mantienen significativas tras
aplicar pruebas estadisticas mas conservadoras. En verde oscuro se marcan aquellas relacionadas con
procesos neuronales, en azul las relacionadas con matriz extracelular y uniones celulares.
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Nodo 78

De las 21 rutas de sefializacion obtenidas del nodo 78, 14 se mantuvieron significativas, entre
las cuales se encontraron adhesiones focales y interaccion receptor-ECM, asociada a hsa-miR-29;
sefializacion PI3K/Akt asociada a los miRNAS hsa-miR-29¢, hsa-miR-30a y hsa-miR-30e* y
sinapsis glutamatérgica asociada al hsa-miR-30c-2. Ademds se encontré a hsa-miR-30e*, asociado a
varias rutas directamente relacionadas con varios tipos de cancer (Figura 34).
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Figura 34. Heatmap del pvalor corregido mediante FDR del anilisis de enriquecimiento de rutas de los
miRNAs del nodo 78. El anilisis se ha realizado mediante uniéon de rutas (pathway union) realizado
mediante DIANA miRPath. Se representa el inverso del logaritmo en base 10 del p-valor en escala de
colores desde el blanco al rojo. Las rutas remarcadas son aquellas que se mantienen significativas tras aplicar
pruebas estadisticas mds conservadoras. En verde oscuro se marcan aquellas relacionadas con procesos
neuronales, en azul las relacionadas con matriz extracelular y uniones celulares y en marron las
relacionadas con sefializacion celular.

Nodo 48

El analisis de enriquedimiento de rutas del nodo 48 dio como resultado 48 rutas significativas
tras aplicar métodos conservadores, indicando que se trata de un nodo cuyos miRNAs cuentan
con numerosas dianas y que su desregulacion puede ser relevante para la célula. Entre las rutas
enriquecidas destacan varias relacionadas con matriz extracelular y adhesion, destacando
biosintesis de condroitin sulfato (p-valor x10), interaccién receptor-matriz extracelular, biosintesis
de heparan sulfato y adhesiones focales, asociados principalmente a hsa-miR-29a, ademds de hsa-

miR-195, hsa-miR-27b y hsa-miR-159.

Entre las rutas relacionadas con procesos neuronales destacan potenciacion y depresién a largo
plazo (con los miRNAs hsa-miR-30a y hsa-miR-30c, y hsa-miR-27), regulacién por neurotrofina
(hsa-miR-30a, hsamiR-30c, hsa-miR-29, hsa-miR-27 y hsa-miR-195) sinapsis dopaminérgica (hsa-
miR-30a, hsa-miR-30c y hsa-miR-27) y por tltimo guia de axones con fuerte presencia de hsa-miR-
30a y hsa-miR-30c. En cuanto a las relacionadas con rutas de sefalizacion destaca la ruta de
sefalizacion PI3K/Akt, enriquecida en todos los miRNas del nodo excepto hsa-miR-28-3p y hsa-
miR-28-5p. Ademas encontramos la ruta de sefializacion de ERBB y otras como MAPK, mTOR,
Wnty TGE.

135

RESULTADOS




Destaca el papel de hsa-miR-27b, hsa-miR-29a, hsa-miR-30a, hsa-miR-30c y hsa-miR-195. Se
selecciond también a hsa-miR-28-5p ya que los miR-28 fueron los menos correlacionados con el
resto del nodo y, de ellos el hsa-miR28-5p mantenia asociacion con mas rutas (Figura 35).
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Figura 35. Heatmap del p-valor corregido mediante FDR del anilisis de enriquecimiento de rutas de los
miRNAs del nodo 48. El analisis se ha realizado mediante union de rutas (pathway union) realizado
mediante DIANA miRPath. Se representa el inverso del logaritmo en base 10 del p-valor en escala de
colores desde el blanco al rojo. Las rutas remarcadas son aquellas que se mantienen significativas tras aplicar
pruebas estadisticas mds conservadoras. En verde oscuro se marcan aquellas relacionadas con procesos
neuronales, en azul con matriz extracelular y uniones celulares y en rojo con sefnalizacion celular.
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hsa-miR-500a-5p

hsa-miR-339-5p
hsa-miR-500a-3p
hsa-miR-502-3p
hsa-miR-324-3p

El analisis de enriquedimiento de rutas del nodo 51 mostré 17 rutas enriquecidas, de las que 6

Nodo 51

se mantuvieron significativas. De ellas destaca tinicamente la sinapsis dopaminérgica. Aunque no
se mantuvieron significativas tras analizar los resultados mediante estadisticos conservadores,

destacan entre las rutas Guia de axonesy Senalizacion ERBB (Figura 36).

Nodo 51
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Nodo 72
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miRNAs de los nodos 51 y 72. El anilisis se ha realizado mediante union de rutas (pathway union)

realizado mediante DIANA miRPath. Se representa el inverso del logaritmo en base 10 del p-valor en escala
procesos neuronales, en azul las relacionadas con matriz extracelular y uniones celulares y en marrén las

aplicar pruebas estadisticas mdas conservadoras. En verde oscuro se marcan aquellas relacionadas con
relacionadas con sefializacion celular.

Figura 36. Heatmap del p-valor corregido mediante FDR del anilisis de enriquecimiento de rutas de los
de colores desde el blanco al rojo. Las rutas remarcadas son aquellas que se mantienen significativas tras



Nodo 72

El analisis de enriquecimiento en los miRNAs del nodo 72 en las rutas metabolicas produjo
34 resultados significativos, de los cuales 22 se mantuvieron significativos mediante estadisticos
mas conservadores. La ruta con mayor valor de significacion obtenido fue la biosintesis de
condrioitin sulfato (pvalor corregido < 10™"), enriquecida en hsa-miR-23a-3p (Figura 36).

Seleccion de los miRNAs mas relevantes para su estudio como marcadores moleculares

La seleccion de los miRNAs se realizo teniendo en cuenta tres criterios de seleccion; en primer
lugar se seleccionaron aquellos més relevantes seguin las rutas enriquecidas en dichos miRNAs de
las seleccionadas como relevantes desde un punto de vista traslacional; se tuvo en cuenta el valor
de significacién obtenido en el test-t; por ultimo, se llevé a cabo una busqueda bibliografica para
hallar aquellos miRNAs cuyo papel en procesos cancerosos habia sido confirmado en otros
trabajos previamente y podian tener valor transcripcional. Los criterios de seleccion se encuentran

en la Tabla 13.

Tabla 13. Seleccion de miRNAs para la validacion y los criterios empleados.
Representaciéon = Relevancia

miRNA Significacion rutas traslacional
Nodo 18 | hsa-miR-92b-5p v v v
hsa-miR-149-5p v v
hsa-miR-1207-5p v v
hsa-miR-1228-5p v v
hsa-miR-1275 v v
hsamiR-3196 v
Nodo 80 | hsa-miR-125a-5p v v
Nodo 62 | hsamiR-132-3p v v
hsa-miR-139-5p v
Sobre-expresion
hsa-miR-379-5p v en mujeres sanas
hsa-miR-409-3p v
hsa-miR-433 v
Nodo 48 | hsa-miR-27b-3p v v
hsa-miR-195-5p v v
hsa-miR-30c-5p v v
4 Representacion
hsa-miR-28-5p del nodo
Nodo 72 | hsa-miR-23a-3p v v
Nodo 78 | hsa-miR-30e* v v
Los cuadros en gris con el simbolo v resaltan los criterios seguidos para Ia seleccion de cada miRNA.
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Los miRNAs seleccionados se encuentran enriquecidos en las mismas rutas que consideramos
relevantes en el andlisis de enriquecimiento de rutas de los miRNAs que componen los distintos
nodos; esto quiere decir que con los miRNAs seleccionados reconstruimos las rutas enriquecidas
en la totalidad los miRNAs desregulados en el perfil molecular diferencial de mujeres jovenes con
cancer de mama (Tabla 14, Figura 37 y Anexo XVIII). A excepcién de los miRNAs hsa-miR-433,
hsa-miR-1228-5p y hsa-miR-3196, que fueron seleccionados por su elevado p-valor en el test de
expresion diferencial en mujeres jovenes, en el caso de hsa-miR3196 y hsa-miR-1228-5p, asi como
su implicacion probada en cancer de mama y en otros canceres (217-219).

Tabla 14. Rutas significativamente enriquecidas en los genes diana de los miRNAs seleccionados.

p-valor
KEGG ID Ruta KEGG ajustado Ne genes Ne miRNAs
hsa04722 | Senalizacién por neurotrofina 3,08E-16 44 12
hsa04151 | Senalizacion por PI3K/Akt 4,34E-14 87 14
hsa04510 | Adhesiones focales 3,46E-12 58 14
hsa04150 | Senalizacién por mTOR 4,22E-12 25 11
hsa04720 | Potenciacion a largo plazo 2,63E-11 26 11
hsa04910 | Senalizacion por Insulina 4,55E-11 42 11
hsa05211 | Carcinoma de células renales 1,70E-10 27 9
hsa04120 | Proteolisis mediada por ubiquitina 4,19E-10 42 10
hsa05223 | Cancer de pulmén no de células pequefias 4,59E-10 21 10
hsa04010 | Senalizacion por MAPK 6,32E-10 68 13
hsa05215 | Cancer de prostata 1,03E-09 30 9
hsa05220 | Leucemia mieloide crénica 2,92E-09 25 8
hsa05222 | Cancer de pulmon de células pequeias 4,52E09 28 12 70}
hsa04012 | Senalizacién por ERBB 7,90E-08 29 11 8
hsa05212 | Cancer de pancreas 1,03E-07 23 10 é
hsa05213 | Cancer de endometrio 1,87E-07 19 9 8
hsa04370 | Senalizacion por VEGF 2,59E-07 22 11 ~
hsa04360 | Guia de axones 2,96E-07 40 14
hsa04960 | Reabsordion de sodio regulada por aldosterona 3,37E-07 15 8
hsa05161 | Hepatitis B 5,68E-07 43 11
hsa04914 | Maduracion del oocito mediada por progesterona | 8,49E-07 26 11
hsa05221 | Leucemia mieloide aguda 9,65E-07 19 9
hsa04930 | Diabetes tipo 11 1,39E-06 17 8
hsa05200 | Rutas en cancer 7,26E-06 77 13
hsa00310 | Degradacion de lisina 9,59E-06 16 10
hsa04728 | Sinapsis dopaminérgica 9,59E-06 34 12
hsa00061 | Biosintesis de acidos grasos 1,17E-05 1 1
hsa05210 | Cancer colorrectal 1,73E-05 20 9
hsa04115 | Senalizacién por p53 2,71E-05 21 13
hsa04912 | Senalizacion por GnRH 2,80E-05 25 11
hsa04664 | Sefalizacion por Fc epsilon RI 4,73E-05 21 9
hsa04380 | Diferenciacion del osteoclasto 5,52E-05 34 10
hsa04350 | Senalizacion por TGFE-B 7,30E-05 25 11

Se muestran las rutas con un pvalor<10®. Se emple6 un valor umbral en microT-CDS de 0,9.
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Figura 37. Heat-map del p-valor aplicando estadisticos conservadores y corregido mediante FDR del analisis
de enriquecimiento de rutas de los miRNAs seleccionados. El analisis se ha realizado mediante unién de
rutas con DIANA miRPath. Se representa el -logaritmo del p-valor en escala de colores del blanco al rojo.
En verde oscuro se marcan rutas relacionadas con procesos neuronales, en azul con matriz extracelular y
uniones celulares y en rojo con sefializacion celular.

1.8. Anadlisis de enriquecimiento de rutas en bases de datos online de dianas

del total de miRNAs desregulados

Implementando la herramienta online EnrichR, se llevé a cabo el analisis de la desregulacion
de rutas global sobre dianas validadas (miRTarBase) y tedricas (microT-CDS), empleando en un
primer lugar la totalidad de los genes diana y después tras seleccionar aquellos con sentido
biologico y desregulacion real, seleccionando aquellos cuyo valor absoluto de represion debida a
los miRNAs se encontraba por encima del 75%, es decir, aquellos genes mas afectados por la
desregulacion de los miRNAs (Anexo IX).

Enriqueciminto KEGG y REACTOME a partir del global de los genes diana validados

Se obtuvieron 64 de los 88 miRNAs con dianas validadas en miRTarBase, obtenemos 6955
dianas, con las que se realiz6 el analisis de enriquecimiento tanto en KEGG como en Reactome.

Empleando KEGG se obtuvieron unicamente tres rutas con p-valor ajustado menor a 0,05:
“_ . M. ”» . . . ’ . ” . .
ribosoma”, “ciclo celular” y leucemia mieloide cronica”, sin embargo, en Reactome se obtuvieron
109 rutas con p-valor ajustado significativo (Anexo X). De ellas la gran mayoria estin relacionadas
con el control del ciclo celular (30,91%), con el procesado, regulacion, transporte y degradacién
del RNA (25,45%) y un 16,36% se relacionan con rutas de sefializacion como Wnt, Hedgehog y
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PI3K, entre otras, encontramos también rutas relacionadas con uniones y movilidad celular y con
apoptosis, con una presencia del 7,27% y del 6,36%, respectivamente.

Enriqueciminto KEGG y REACTOME a partir de los genes diana validados m4s afectados

Tras obtener las dianas validadas de los 64 miRNAs desregulados con dianas validadas, se
seleccionaron aquellos cuyo valor de represion se encontraba por encima del tercer cuartil y, por
tanto, estaban mas afectados por la desregulacion de miRNAs. Se puede observar en el histograma
de frecuencias del Anexo II que el grueso de los valores esta en torno a 0, por lo que, pese a que
haya muchos miRNAs desregulados y muchos genes diana, realmente se ven afectados una parte
mucho menor. Asi, de las 6955 dianas que obtuvimos anteriormente, 1321 fueron seleccionadas
segun este criterio.

Empleando KEGG se obtuvieron 15 rutas enriquecidas, la mayoria relacionadas con procesos
cancerosos, destacan sefalizacion por ERBB, adhesiones focales y uniones adherentes (Tabla 15).

Empleando la base de datos Reactome se obtuvieron 121 rutas enriquecidas con p-valor
ajustado significativo. Entre ellas destacan rutas asociadas al procesado, transporte y traduccién
del RNA (27,27%); relacionadas con receptores RTK (14,05%), de los cuales la familia de EGFR
representd el 58,82%; las rutas relacionadas con el ciclo celular y su progresion representaron un
10,74% del total de rutas; un 9,9% de las rutas estaban asociadas a respuesta inmune,
principalmente mediante receptores tipo Toll; en menor medida se encontraron rutas
relacionadas con apoptosis, reparacion del DNA, MAPcinasas y respuesta a estrés, cada una con
menos de un 3% de representacion del total de rutas. La lista completa de las rutas obtenidas, su
categorizacién asi como sus p-valores se encuentra detallada en el Anexo XII.

Tabla 15. Rutas KEGG enriquecidas en genes diana validados afectados por los miRNAs
seleccionados por encima del 75%.

Ne genes/

Ruta KEGG Total p-valor ajustado*  Zscore combinado

Ciéncer de prostata 28/86 1,40E-06 1,38E-04 -2,058 18,298
Ciclo celular 31/104 1,81E-06 | 1,38E-04 -1,824 16,218
Céncer de pancreas 23/73 1,95E-05 9,86E-04 -1,903 13,175
Leucemia mieloide aguda 23/75 2,78E-05 1,06E-03 -1,880 12,882
Ribosoma 22/71 3,65E05 | 1,11E-03 -1,587 10,799
Cancer de pulmon de células no

pequefias 17/53 2,00E04 | 5,08E-03 -1,726 9,121
Céncer de pulmon de células pequefias 22/85 3,32E04 | 6,17E-03 -1,550 7,886
Glioma 18/62 3,65E04 | 6,17E-03 -1,491 7,588
Céncer de vejiga 14/40 3,54E-04 6,17E-03 -1,319 6,712
Senalizacion por ERBB 21/85 7,61E-04 1,16E-02 -1,464 6,528
Carcinoma de células renales 18/69 1,06E-03 1,34E-02 -1,236 5,331
Uniones adherentes 19/75 1,04E-03 1,34E-02 -1,187 5117
Adhesiones focales 36/192 1,26E-03 1,47E-02 -1,403 5,922
Cancer colorrectal 20/84 1,49E-03 1,61E-02 -1,172 4,837
Melanoma 17/11 3,15E-03 | 3,19E-02 -1,001 3,449

*p-valor ajustado para multiples comparaciones.
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Enriqueciminto KEGG y REACTOME a partir de los genes diana tedricos

Del mismo modo se llevé a cabo el andlisis de enriquecimiento teniendo en cuenta las dianas

tedricas, para tener una vision global y evitar introducir sesgos al dejar fuera posibles genes diana

que aun no se han validado experimentalmente.

Se filtraron las dianas tedricas segun el score dado por microT-CDS, quedando aquellas con

un valor mayor a 0,9. Se obtuvieron 12558 genes diana, tras el enriquecimiento se obtuvieron

rutas principalmente relacionadas con procesos neuronales (NGF es el factor de crecimiento

nervioso), destaca las rutas guia de axones, presente en ambas bases (Tabla 16).

Guia de axones

Ne genes/

Total

82/126

p-valor

6,73E-06

Tabla 16. Rutas enriquecidas en genes diana tedricos de los miRNAs desregulados.

pvalor
ajustado*

1,19E-03

Z-score

-1,898

Score
combinado

12,786

Senalizacion por MAPK

126/248

2,22E-04

1,95E-02

2,105

8,289

Potenciacion a largo plazo

Reactome
Guia de axones

45/617

187/327

5,00E-04

6,64E-08

2,93E02

9,08E-05

-1,789

2,211

6,315

20,579

Senalizacion por NGF

154/287

1,45E-05

9,88E-03

-2,335

10,784

*p-valor ajustado para multiples comparaciones.

Enriqueciminto KEGG y REACTOME a partir de los genes diana teéricos mas afectados

A continuacioén se realizd el mismo andlisis considerando solo las dianas mds afectadas por la

desregulacion de miRNAs, es decir, aquellas con un valor de represiéon por encima del tercer

cuartil, una vez calculado de nuevo con todas las dianas tedricas. Tras filtrar quedaron 1660 genes

diana tedricos, cuyo analisis destacd como enriquecidas las rutas detalladas en la tabla 17.

Tabla 17. Rutas enriquecidas en genes diana tedricos afectados por los miRNAs
Ne genes/

p-valor

Score

Total pvalor ajustado* Zscore = combinado

Leucemia mieloide cronica 18/75 1,24E-04 | 1,60E-02 | -2,084 8,613
Sefalizacion MAPK 37/248 4,36E-04 1,60E-02 | -1,979 8,178
Carcinoma de células renales 16/69 4,10E-04 1,60E-02 | -1,901 7,858
Potenciacion a largo plazo 16/67 3,09E-04 | 1,60E-02

Reactome

Senalizacion por NGF 51/287 4,23E-06 | 4,65E-03 | -2,345 12,593
Senalizacion NGF via TRKA 39/206 1,71E-05 | 7,68E-03 | -2,297 11,187
Sefalizacion por FGFR en enfermedad 35/177 2,10E-05 | 7,68E-03 | -2,294 11,169
Sefializacion por FGFR 31/162 1,05E-04 | 2,89E-02 | -2,251 7,976
Senalizacion por PDGF 33/184 1,87E-04 | 3,74E-02 | -2,251 7,395
Transduccién de sefiales 30/161 2,04E-04 | 3,74E02 | -2,196 7,215
Sefializacion de activacion de FGFR 28/149 2,93E-04 | 4,02E02 | -2,165 6,960
Biogénesis de la mitocondria 13/42 2,73E-04 | 4,02E02 | -1,924 6,184
Senializacion EGFRVIII en cancer 31/181 5,84E-04 | 493E-02 | -2,237 6,735
Sefializacion de sobre-expresion de 31/179 4,95E-04 | 493E-02 | -2,221 6,685
Senalizacion EGFR 31/179 495E-04 | 4,93E02 | -2,221 6,685
Sefializacion por union al ligando de 31/181 5,84E-04 | 4,93E-02 | -2,210 6,651
Senalizacion por EGFR en cancer 31/181 5,84E-04 | 4,93E-02 | -2,209 6,651

*p-valor ajustado para multiples comparaciones.
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1.9. Red de interacciones de las rutas desreguladas seleccionadas

Se construyé una red de interacciones a partir de la base de datos KEGG por cada ruta
seleccionada, sobre dicha red se visualizaron los genes diana validados de los miRNAs
desregulados en mujeres jovenes para estimar el efecto global del conjunto de los miRNAs sobre
las rutas metabdlicas mas relevantes seleccionadas segin el numero total de miRNAs desregulados
y su p-valor. Los valores de represion estimados para cada gen diana explicados por los miRNAs
desregulados en mujeres jovenes en relacién a mujeres mayores indican la desregulacién global de
la ruta en mujeres jévenes debida a la desregulacién de miRNAs, por lo que a menor valor de
represion, mayor expresion de los genes diana. Los resultados se muestran en el Anexo XII y se
describen a continuacion en el mismo orden en el que se encuentran en el aAnexo.

Adhesiones focales

La ruta de Adhesiones focales mostré una desregulacion en numerosos genes de la misma.
Tras el analisis del efecto de los miRNAs desregulados sobre dianas validadas se obtuvo un valor
de represién por parte de los miRNAs menor en mujeres jovenes que en mujeres mayores, lo que
indica que la ruta estd principalmente sobre-expresada en mujeres jovenes. Por otro lado, los
genes PTEN y AKTI muestran valores de represién por parte de los miRNAs mayores,
encontriandose éstos reprimidos. Destacamos la sobre-expresion del colageno, integrinas,
caveolinas y lamininas, por otro lado AK7Z y AKT3 estan sobre-expresados, al igual que varios
receptores de crecimiento. Encontramos también mayor expresién de BCLZ, IGFR, HRAS,
MAPKy CCNDI, CCND2vy CCND?3, que controlan la proliferacion. Al tener en cuenta las
dianas tedricas, la represion de algunas dianas se ve afectada, apareciendo mas dianas con mayor
represién, como es el caso de algunos genes codificantes de proteinas de coligeno, las proteinas
AKT se encuentran ahora principalmente reprimidas, al igual que BRAF, IGFRy MAPKI. PTEN,
sin embargo, aparece menos reprimido.

Biosintesis de condroitin sulfato

La Biosintesis del condroitin sulfato se encuentra ligeramente afectada, teniendo como dianas
validadas de los miRNAs desregulados en mujeres jovenes, a cuatro de los 11 genes responsables
en el caso de dianas validadas y seis en el caso de las dianas tedricas, que muestran una mayor
desregulacion.

Regulacién del citoesqueleto de actina

La ruta Regulacion del citoesqueleto de actina se encuentra sobre-expresada, a excepcion de los
genes WASF? y ABIZ, que estin muy reprimidos. De entre las dianas sobre-expresadas
destacamos integrinas y actininas, oncogenes como NRAS, HRAS, RACI y RAC3, MAPK, y
receptores de factores de crecimiento como PDGFRAy FGFR3. Al considerar las dianas tedricas
la expresion de los genes dianas pasa a estar mas reprimida generalizadamente, aunque HRAS
permanece menos reprimido

Potenciacion a largo plazo

Todas las dianas validadas que pertenecen a la ruta Potenciacion a largo plazo se encuentran
sobre-expresadas. Destacando varios fosfodiesterasas del fosfatidil inositol (PLCB), asi como
fosfatasas, calmodulinas, los oncogenes NRAS, HRASy RAFI, y varias MAPcinasas. Cuando se

consideran las dianas tedricas, aumenta la represion sobre la ruta, especialmente en MAPKI,
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BRAF y calmodulinas, sin embargo, aparecen nuevas dianas con valores de represién menores,
destacando CAMK4, RAPIB y subunidades de receptores de glutamato, GRINZA, GRIAZ y
GRMS5.

Guia de axones

En cuanto a la ruta Guia de axones, a excepcion del gen SRGAPI, cuya expresion se encuentra
reprimida, estd ligeramente sobre-expresada en pacientes jovenes de cancer de mama. Destacamos
el papel de RAC3, CDC42 vy varias cinasas de la familia PAK (PAKI, PAKZ y PAK6). HRASy
MAPKI, asi como varios genes codificantes de efrina (EFNA4, EFNA5, EFNBI) y sus receptores
(EPHAZ2, EPHA4, EPHA7y EPHBJ). Al mirar las dianas tedricas, muchas de ellas pasan a estar
muy reprimidas, especialmente algunas semaforinas, como SEMAJF, receptores de efrina y

MAPK]
Sinapsis dopaminérgica y Sinapsis GABAérgica

Las rutas responsables de las Sinapsis dopaminérgica y Sinapsis GABAérgica se encuentran
ligeramente sobre-expresadas, a excepcién de los genes AKTI y ARNTL, en la sinapsis
dopaminérgica. Destaca FOS, numerosas proteinas G (GNAS, GNBZ, GNB4, GNG5, GNG?7,
etc), fosfatasas, receptores de GABA (GABARAP, GABARAPL2, GABRB3, entre otros), varias
MAP cinasas, CREBI, CREB5 y CREB3L2, FOSy CLOCK. Al tener en cuenta las dianas
tedricas, la represion se ve fuertemente aumentada en ambas rutas, estando reprimidos los genes
AKT, CREB, calmodulinas y proteinas G. FOS, sin embargo, mantiene su bajo valor de
represion.

Sefializacién por neurotrofina

La Senalizacion por neurotrofina esti sobre-expresada, a excepcion de AK7TI, destacando,
ademds de numerosos genes diana compartidos con las otras rutas comentadas, PTPNII,
FOXO3, receptores de NFKB, MAP cinasas, AKTZ, NTRK3 SHCZvy SHC3, JUN, TP53y TP73.
Si se consideran las dianas tedricas muchas dianas ven su represién aumentada, como PTPN/1,

NGFR, BRAF, calmodulinas y RHOA, entre otras.
Sefializacién mediante mTOR

El gen de la proteina mTOR se encontraria sobre-expresado, al igual que la mayoria de genes
de esta ruta, como [RS!y RPTOR, excepto, como se observa, AKT1. Al tener encuenta las dianas
teoricas la expresion de muchas dianas se encuentra mas reprimida, sin embargo mTOR esta
ahora fuertemente sobre-expresado en mujeres jovenes.

Sefializacién de PI3K

La ruta de Senalizacion de PI3K esta globalmente sobre-expresada, excepto los genes AKT1 y
BCL2L11. Destacando entre sus genes diana proteinas G, coldgeno, lamininas, integrinas,
interleucinas, receptores de factores de crecimiento, NFEKB, IGFR, IRSI, HRAS, YWHAE,
MAPcinasas, cinasas dependientes de ciclina, BCLZ y BCLZL1 (BCL2L11 estaria reprimido),
TP53, FOXO3, RHEB, y el resto de genes compartidos con la ruta de mTOR. Como sucede hasta
ahora, al considerar las dianas teoricas, aparecen muchos mds genes desregulados y aumenta la
represién ejercida sobre la ruta por los miRNAs desregulados en mujeres jovenes con cincer de
mama, encontrando los genes de las proteinas de la familia AKT vy los, receptores tipo RTK,
principalmente reprimidos.
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Sefializacién ERBB y Sefializaciéon TGF-p

Las rutas de Seralizacion por ERBBy Senalizacion por TGFS comparten muchos de los genes
ya comentados, destacan los genes de los receptores de membrana ERBBZy ERBB3, TGFA, Myc
y JUN, en relacion a ERBB; en la ruta de sefalizaciéon de TGF-B, destacan TGFBRZ, BAMBI,
genes de la familia SMAD vy de proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs). En el caso de
considerar las dianas tedricas, destacamos que varia la represion sobre ERBBZ, que se encontraria
ahora mds reprimido que en mujeres mayores, sin embargo aparece una nueva diana interesante,
ERBB4, que, junto con ERBB3, se encontrarian menos reprimidos, es decir sobre-expresados, en
tumor de mama de mujeres jovenes.

Sefializacién MAPK

La Senalizacion por MAPK estd generalizadamente sobre-expresada con excepcion de AKT 'y
JUND y CACNGS, que se encuentran ligeramente reprimidos. Muchas de las proteinas en esta
ruta ya han sido comentadas arriba, pudiendo afiadir NFATCI y NFATC3, HSPAS, DUSP,
ELK4, canales de calcio, caspasas y RAPIB. Se observa un aumento de las dianas menos
reprimidas al tener en cuenta las dianas validadas, pero, como en el resto de rutas comentadas,
aparecen ahora numerosas dianas muy reprimidas.

MicroRNAs en cancer

Por ultimo se evalud la expresién de los miRNAs y los genes diana en la ruta miRNAs en
cincer (hsa05206). En este caso se represent6 la expresion de los miRNAs y la represion de éstos
sobre los genes (Figuras 38 y 39). Se observa que, en efecto, algunos de los miRNAs desregulados
se encuentran descritos en la ruta, y que su represion (en la gran mayoria de ellos) coincide con
una menor represiéon de los genes diana (por tanto estando estos sobre-expresados). Sin embargo,
se aprecia que la expresién de muchos genes diana de los miRNAs desregulados en mujeres
jovenes, menos reprimidos en mujeres jovenes, no se explica por los miRNAs incluidos en esta
ruta, ademas los miRNAs responsables de su represion descritos en la ruta (no se representan en
la Figuras 38 y 39) no se encuentran desregulados en mujeres jovenes.

Muchos de los genes diana de la ruta miRNAs en cancer, son también dianas validadas de
otros miRNAs, no descritos en a ruta, pero desregulados en cancer de mama de mujeres jovenes.

Observamos que al analizar las dianas tedricas los genes diana varian, asi como su valor de
represiéon. Como hemos visto, en el caso de PTEN pasa de estar poco reprimidos a muy
reprimido, lo que indica que existen mas genes diana no validados que podrian cambiar
radicalmente la accion sobre PTEN. Otros genes también ven afectada su represion, como ZEBI,
ZEB2, IGFZBP1 y MAPKI, que muestra valores de represiéon mucho menores al considerar las
dianas teoricas.

Los datos obtenidos se deben tomar con precaucion, ya que la desregulacion de la ruta varia
mucho segiin se consideren las dianas validadas o las tedricas.
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Figura 38. Red de interacciones de los miRNAs desregulados en cincer de mama y sus dianas validadas en
la ruta metabdlica miRNAs en cancer (hsa05206). Los genes diana de los miRNAs desregulados se
muestran en escala de colores desde el verde (poca represién por parte de los miRNAs) hasta el rojo (mucha
expresion por parte de lor miRNAs). El borde remarcado muestra aquellos miRNAs de la ruta que se
encuentran desregulados en mujeres jovenes, en escala de colores desde el azul (reprimidos en mujeres
jovenes) hasta el rojo oscuro (sobre-expresado en mujeres jévenes). Aquellos genes incluidos en el recuadro
gris corresponden a aquellos genes de la ruta que son dianas de los miRNAs desregulados en mujeres
jovenes, pero que, sin embargo, estos miRNAs no aparecen en la ruta.
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Figura 39. Red de interacciones de los miRNAs desregulados en cincer de mama y sus dianas teéricas en la
ruta metabdlica miRNAs en cancer (hsa05206). Los genes diana de los miRNAs desregulados se muestran
en escala de colores desde el verde (poca represién por parte de los miRNAs) hasta el rojo (mucha expresion
por parte de lor miRNAs). El borde remarcado muestra aquellos miRNAs de la ruta que se encuentran
desregulados en mujeres jovenes, en escala de colores desde el azul (reprimidos en mujeres jovenes) hasta el
rojo oscuro (sobre-expresado en mujeres jovenes). Aquellos genes incluidos en el recuadro gris
corresponden a aquellos genes de la ruta que son dianas de los miRNAs desregulados en mujeres jovenes,
pero que, sin embargo, estos miRNAs no aparecen en la ruta.
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2. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESION DE MIRNA EN
LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA EN MUJERES
JOVENES

Para evaluar la reproducibilidad del perfil hallado en muestras de tumor de pacientes en
lineas celulares y establecer asi su adecuacion como modelo para estudios funcionales, se llevo a
cabo el analisis de la expresién de miRNAs en las lineas celulares de cincer de mama procedentes
de mujeres jovenes, HBL100, HCC1500, HCC1937, Hs566(B).T y se comparé con la expresion
de lineas procedentes de mujeres mayores (MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7). Las
caracteristicas de las lineas celulares y de las pacientes de origen han sido descritas en el apartado
Material y Métodos, Tabla 7.

Las lineas celulares se incubaron por triplicado el dia O con una poblacién inicial de células
viables. Los recuentos se hicieron cada 24-48 h durante 7-19 dias en funcién de la linea celular. El
tiempo de doblaje la linea celular HBL100 fue de 36,48 horas; de 66,92 horas para la linea
HCC1500; y HCC1937 doblé la cantidad de sus células en 35,32 horas. El tiempo de doblaje
para la linea celular Hs566.B(T) no pudo ser calculado por tener un crecimiento anormalmente
lento, manteniéndose el nimero de células constante desde del dia O hasta el dia 14.

Para el analisis de expresion de miRNAs mediante chio de Affymetrix se obtuvieron tres
réplicas procedentes del mismo cultivo celular de las que se recogio en el pase 4 el pellet de células
y se extrajo el RNA como esta descrito en material y métodos, se midio la cantidad y calidad del
RNA extraido y se homogeneizaron las concentraciones de las muestras a 50ng/ul. Una de las
lineas tuvo que ser excluida del estudio al no alcanzar los estdndares de concentraciéon necesarios
debido a su lento e inusual crecimiento en cultivo.

Para el anilisis se llevaron a cabo los mismos controles de calidad y métodos de normalizacion
y filtrado que los realizados con las muestras de tejido procedente de pacientes del Hospital
Clinico Universitario de Valencia. Tras este procedimiento se obtuvieron un total de 279
miRNAs humanos maduros para el estudio de su expresion segiin la edad de las pacientes de
procedencia de la linea celular.

2.1. Andlisis de la expresion de miRNAs en tumor de mama de mujeres

Jjovenes

El ttest realizado sobre estos datos mostréd 148 miRNAs con una expresion significativamente
diferente en lineas de mujeres jovenes, cuyo FDR era menor a 0,05 vy, por tanto, aguantaban la
correccion para multiples comparaciones de Benamini & Hochberg. Los resultados obtenidos se
pueden encontrar en el Anexo V vy los valores de expresion se representan en la figura 40.

Al representar los valores de expresion obtenidos para cada uno de los miRNAs por orden
cromosomico del gen codificante de los miRNAs estudiados, observamos que los miRNAs se
expresan de manera homogénea a lo largo de los cromosomas. Sin embargo, se observa una
agregacion de miRNAs sobreexpresados en mujeres jovenes en los cromosomas 5, 6, 11, 14, 15y
16, en los que no se observa ningiin o casi ningin cromosoma reprimido. Del mismo modo, en
los cromosomas 13 y X se observa una tendencia a acumular miRNAs menos expresados en
mujeres jovenes (Figura 40).
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Figura 40. Representacién de la expresion de los microRNAs en lineas celulares de cincer de mama.
Estudio realizado sobre lineas procedentes de mujeres jovenes (HBL100, HCC1500, HCC1937) respecto a
procedentes de mujeres mayores (MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MCF7). Los valores de expresion de los
miRNAs se encuentran ordenados por localizacion cromosémica. El color rojo indica sobreexpresion en
mujeres jovenes, mientras que el verde indica represion en mujeres jovenes. Los puntos grises corresponden
a microRNAs cuya expresion no cambia.

2.2. Agrupacion jerdrquica por lineas celulares y miRNAs segiin la edad

Mediante los programas Cluster y Treeview se construyd un heatmap representativo de la
expresion de los miRNAs significativos en cada muestra para visualizar el perfil de expresion
obtenido, se encuentra representado en la Figura 41. En ¢l se observa que la agrupacion
jerarquica centrada en la mediana llevada a cabo, agrupa las muestras en dos grupos principales,
muestras de lineas celulares procedentes de mujeres jovenes y muestras procedentes de mujeres
mayores; ademds, las muestras se agrupan con aquellas procedentes de la misma linea celular,
pero de diferente réplica de crecimiento del cultivo, lo que asegura la fiabilidad de la agrupacion y
de los datos de expresion obtenidos.

Estos resultados refuerzan la hipotesis inicial de que el cancer de mama de mujeres jovenes se
diferencia del cincer de mama general a nivel molecular, pudiéndose establecer un perfil tnico y
distintivo de tumor procedente de mujeres jovenes, tanto en muestras de pacientes como en
lineas celulares.
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Figura 41. Representacién del perfil de miRNAs desregulado en lineas celulares procedentes de mujeres
jovenes comparado con aquellas procedentes de mujeres mayores. El cluster se ha obtenido mediante
agrupacion jerarquica centrada en la mediana. Se representa la expresion de los microRNAs, en horizontal,
por cada linea analizada, en vertical. La expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando
esta por debajo de la mediana, rojo por encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las lineas se
encuednt)ran categorizadas en procedentes de mujeres jovenes (tonos de rosa) y mayores de 45 afios (tonos de
morado).
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Comparacion de los miRNAs obtenidos en el estudio de las muestras procedentes de pacientes y
de lineas celulares

De los miRNAs con expresion significativamente diferente tanto en el estudio de muestras de
pacientes como procedentes de lineas celulares un total 50 miRNAs se encontraban compartidos
entre ambos grupos; sin embargo, 7 de esos miRNAs dieron valores contradictorios de expresion,
por lo que no se tuvieron en cuenta, quedandonos asi 43 miRNAs significativos y con expresiéon
coherente en ambos grupos. De ellos, 35 se encontraban sobre-expresados en mujeres jévenes y 8
reprimidos (Anexo XIII).

Posteriormente, se reconstruyé el perfil de expresion de miRNAs obtenido en muestras a
partir de tumor biopsiado de pacientes. Para ello, los chips de hibridaciéon de muestras de
pacientes y de lineas celulares se volvieron a analizar y normalizar todos juntos, tal y como se hizo
para los analisis de los chips de hibridacion de muestras procedentes de pacientes.

Se seleccionaron los miRNAs cuya expresion en todas las muestras mostrd expresion diferente
entre mujeres jovenes y se construyo el perfil de expresion mediante agrupacién jerarquica sobre
las muestras para comprobar su similitud. En la Figura 42 se muestra la correlacion de las réplicas
de cada linea celular.
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HCC1937 R2
HCC1937 R3
HCC1937 R1
Figura 42. Agrupacién jerarquica de la expresion de los miRNAs desregulados en pacientes muy jévenes de
cancer de mama por réplica de las lineas celulares analizadas. Se representa la expresion de los microRNAs,
en vertical, por cada linea celular, en horizontal. La expresién se muestra en diferentes intensidades de

verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por encima y en negro sin cambios respecto a la mediana.

El cluster de las lineas celulares MDA_MB231 y MDA_MB468 obtuvo un valor de correlaciéon
de 0,844, el cluster de las réplicas de la linea MCF7 una correlacién de 0,977. En cuanto a las
lineas de mujeres jovenes, las réplicas de HBL100 se correlacionaron con un valor de 0,941; sin
embargo, su expresién no se asemejo al resto de lineas, HCC1500 y HCC1937 obtuvieron una
correlacion de 0,920 y 0,877, respectivamente, agrupindose todas ellas en un nodo con
correlacion 0,790.

Al realizar la agrupacion jerarquica por miRNAs se comprobd que las muestras de lineas
celulares procedentes de mujeres jévenes HCC1500 y HCC1973 agruparon con las muestras de
pacientes jovenes, mientras que las lineas celulatres de mujeres mayores agruparon con las
muestras de pacientes mayores y las muestras de mujeres sanas. Dos de las tres réplicas de
HBL100, sin embargo, agruparon junto con las mujeres mayores, confirmando lo que se obtuvo
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en el perfil de lineas celulares, que HBL10O es la linea celular que menos reproduce el perfil de
expresion de miRNAs en mujeres jovenes (Figura 43).
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Figura 43. Representacién del perfil de expresion de los miRNAs desregulados en muestras procedentes de
mujeres jévenes tras analizar las muestras de pacientes y lineas celulares conjuntamente. Se representa la
expresion de los microRNAs, en horizontal, por cada muestra analizada, vertical. La expresion se muestra en
diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de la mediana, rojo por encima y en negro sin
cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran categorizadas en tumores procedentes de mujeres

menores de 35 aios (rosa), mayores de 65 afios (morado) y tejido de mujeres libres de cancer (azul).
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3. ANALISIS DEL PERFIL DE EXPRESION DE MIRNAS EN UNA
SERIE CON UN TAMANO MUESTRAL MAYOR OBTENIDA A
PARTIR DE BASES DE DATOS ONLINE (METABRIC)

Para validar la existencia de un perfil de miRNAs en cincer de mama de mujeres jovenes, se
decidié emplear los datos disponibles en bases de datos online, debido a su accesibilidad y a la
gran cantidad de muestras disponibles, que de otro modo son dificilmente accesibles en la
practica experimental. Para ello, se descargaron los datos de expresién de miRNAs en cancer de
mama depositados en la base de datos europea de datos gendmicos (European Genome Atlas) con
cédigo de acceso EGAD00010000438. Tras normalizar los datos de expresion obtenidos, se
construyo una matriz con los datos de expresion y las caracteristicas clinicas, se filtraron los datos
segun su edad, obteniendo 33 mujeres jovenes menores de 35 afios y 558 mayores de 65 afos
cuyas caracteristicas clinicas se muestran en el Anexo XIV.

3.1. Andlisis de la expresion de miRNAs en tumor de mama de mujeres

Jjovenes

Tras filtrar aquellos miRNAs con expresiéon uniformemente baja, nos quedaron 485 miRNAs
que sometimos a un test t para evaluar las diferencias entre ambos grupos, mujeres jovenes y
mayores de 65 afios. Se obtuvieron 56 miRNAs con resultados significativos, de los cuales 31
tenfan una mayor expresién en tumor de mujeres jovenes, mientras que 25 mostraban una
expresion menor en este grupo de pacientes. Los resultados obtenidos se detallan en el Anexo V.

DolreeNpresado e mjeres jovenes

0l 11 12 | 1 14 15 | 16 Vi 20[2

Rey rimido en mujeres jovenes

Figura 44. Representacién de la expresién de los microRNAs expresados en mujeres jovenes respecto a
mujeres mayores obtenida a partir de los datos depositados en bases de datos online (METABRIC),
ordenados por localizacién cromosémica. El color rojo indica sobreexpresion en mujeres jovenes, mientras
que el verde indica represion en mujeres jovenes. Los puntos grises corresponden a microRNAs cuya
expresion no cambia significativamente.

En cuanto a la distribucion cromosémica de los miRNAs de los datos obtenidos a partir de los
datos depositados en bases de datos online, se observa en la Figura 44 que los cromosomas con
mayor concentracion de miRNAs sobreexpresados en mujeres jovenes son los cromosomas 7, 9,
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10, 11, 12 y 13, 19, 20, 22 y el cromosoma sexual X, destacando especialmente la agregacion en
los cromosomas 13 y X. Por otro lado, la representacion de miRNAs reprimidos se halla mas
generalizada, encontrandose miRNAs reprimidos en los cromosomas 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 13,
13, 14, 16, 17 20, 21 y 22. Sin embargo, se observa una mayor agregacién de estos en los

cromosomas 1, 2, 6, 8, 14, 15y 17.

3.2. Perfil de expresion mediante agrupacion jerdrquica de los datos

analizados

Para realizar el clustering jerarquico y construir el perfil de expresién de miRNAs centrado en
la mediana, se realizd6 un re-muestreo aleatorio de 50 muestras de la poblacién de mujeres
mayores debido a su mayor tamafio comparado con la poblacién de mujeres jovenes (558 mujeres
mayores frente a 33 jovenes). Se realizd la agrupaciéon tanto supervisada (Figura 45) como no
supervisada, en ambos casos se obtuvo un perfil de expresion de miRNAs segtin el grupo de edad
en el que se observa un nodo reprimido en mujeres jévenes y otro sobre-expresado. Los subtipos
se encuentran bastante equilibrados en ambos grupos de edad y no se observa agrupacion por
subtipos.

EommE i B E BN mEm NN (T 0
_H B Menores de 35 Luminal A " Her2 enriquecido M Normal
B Mayores de 65 Luminal B M Basal O Indeterminado

Figura 45. Clustering jerarquico supervisado centrado en la mediana y visualizacién de la expresién de los
miRNAs significativamente desregulados en mujeres jovenes en el estudio de los datos procedentes del
estudio METABRIC. Se representa la expresion de los microRNAs, en horizontal, por cada muestra
analizada, en vertical. La expresion se muestra en diferentes intensidades de verde cuando estd por debajo de
la mediana, rojo por encima y en negro sin cambios respecto a la mediana. Las muestras se encuentran

categorizadas en mujeres menores de 35 afios (rosa) y mayores de 65 afios (morado).
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3.3. Comparacion y meta-andlisis de los resultados obtenidos en los tres

estudios

Se validé la existencia de un perfil de expresion caracteristico de pacientes de cincer de mama
menores de 35 afos en tres estudios realizados: a partir de muestras tumorales de pacientes de
cancer de mama del Hospital Clinico Universitario de Valencia (BCA); a partir de lineas celulares
procedentes de mujeres jovenes y de mujeres mayores (CLA) y a partir de datos depositados en

bases de datos online obtenidos del estudio previo sobre cancer de mama METABRIC (MBD).
MiRNAs coincidentes en los tres perfiles moleculares de mujeres jévenes generados

Mediante un diagrama de Venn se representaron los miRNAs con expresion
significativamente diferente en al menos uno de los estudios realizados, observiandose los miRNAs
que comparten los grupos de muestras (Figura 46).

De los miRNAs coincidentes, se eliminaron 14 miRNAs cuya expresion no mostré la misma
tendencia en los resultados (es decir, sobre-espresado o reprimido). Los p-valores corregidos y la
expresion para cada uno de los miRNAs significativos en, al menos, dos de los tres estudios se
puede observar en la tabla del Anexo XIII.

Unicamente se hallaron 3 miRNAs con expresion diferente y coherente en los tres estudios,
los miRNAs hsa-miR-30c, hsa-miR-489, hsa-miR-663. Concretamente el miRNA hsa-miR-30c
mostré buenos valores de significacion corregidos por FDR en los tres estudios (p-valor BCA:
0,002, p-valor CLA: 0,008, p-valor MBD: 0,002. En el caso de los miRNAs hsa-miR-489 y hsa-
miR-663 mostraron un valor cercano a 0,05 en uno de los tres estudios (0,046 en BCA y 0,031 en
MBD, respectivamente). Se observa que los estudios BCA y CLA son los que comparten mayor
numero de miRNAs significativos.

Total Sobre-expresado Reprimido
MBD CLA MBD CLA MBD CLA

BCA BCA BCA

Figura 46. Comparacion de miRNAs significativos entre los diferentes estudios. Se muestran las
coincidencias entre los microRNAs significativos en los tres grupos de muestras estudiados. BCA: muestras
de tumor procedente de pacientes con cancer de mama (circulo rojo); CLA: muestra de células procedente
de cultivo celular de lineas celulares procedentes de tumor mamario (circulo amarillo); MBD: datos
procedentes de muestras de pacientes obtenidos a partir de bases de datos online y depositados a partir del
estudio realizado por el consorcio METABRIC (circulo azul). Se representa mediante diagrama de ven las
coincidencias entre los miRNAs estadisticamente significativos totales (se representa en el cuadro color
gris), los mas expresados en tumores de mujeres jovenes (en color rojo) y las coincidencias entre los
miRNAs estadisticamente significativos menos expresados en mujeres jovenes (color verde).
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Meta-anilisis de los tres estudios realizados mediante el método Fisher

Se combinaron los p-valores obtenidos en los tres estudios mediante el método de Fisher de
aquellos miRNAs analizados en los tres estudios. Se ha de tener en cuenta que los miRNAs
analizados en los tres estudios no fueron los mismos, debido a que la plataforma empleada en
BCA y CLA fue Affymetrix y en MBA fue EXIQON, tras la normalizacién vy el filtrado de los
miRNAs el nimero restante fue diferente en los tres casos. Los p-valores obtenidos de los 100
miRNAs combinados se representan en la Figura 47.

13 +
hsa-mir-663
12 - *
11 4
10 +
9 -
=
c
= 81
2
o7
<
20 61
<
5 | hsa-mir-184
L ]
4 hsa-mir-29c hsa-mir-449a . hsa-mir-132 hsamir99
* ° hsa-mir-30b hsamir-708 ; 5 L4 .
5 | hsa-mir-489 . ° hsa-mir-665
. j amir-31 . * . hs ir-10 hs '.ZOb
hsa-mir-205 ¢ * * hj amic-23b ® heamir2lq a/[.nm ’ o
5 | . . ] mir625 .
= hsa-mir-449b hsa-mie039 hs&mlvl?\ hsamir6lg hsa-mir-629 hszmir-23a
1 hsamir-130a
o4

Figura 47. Significacién de la expresion de los miRNAs tras combinar los pvalores de los tres estudios
realizados. Se muestra el -log de los 100 p-valores combinados mediante Fisher. Los valores representados
en negro son menores a un @ = 0,1 y se encuentran al lado del nombre del miRNA correspondiente, los
menores de a se representan en gris. Los miRNAs se encuentran ordenados segin su localizacion
cromosdémica.

De los 100 miRNAs analizados en el meta-analisis, 23 mostraron resultados significativamente
diferentes en cuanto a la expresion de miRNAs en mujeres jovenes, con un pvalor < 0,1. El
miRNA mas significativo fue hsa-miR-663, con un pvalor < 10"%. Encontramos también entre los
miRNAs significativos los miRNAs hsa-miR29c¢, hsa-miR-30b, hsa-miR-23a y hsa-miR-23b, hsa-
miR-17, hsa-miR-132, hsa-miR-449a y hsa-miR-449b, hsa-miR-489 entre otros (Figura 46). La lista

completa de los p-valores combinados se detalla en el Anexo XV.
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VALIDACION DE LA EXPRESION DE
MIRNAS SELECCIONADOS, GENES DIANA
Y EXPRESION DE PROTEINA EN UNA SERIE
INDEPENDIENTE DE MUJERES

1. VALIDACION DE LA EXPRESION DE MIRNAS EN TEJIDO
TUMORAL MAMRIO DE MUJERES JOVENES

Debido a la naturaleza de los datos y de los propios métodos estadisticos, los resultados
pueden estar mostrando falsos positivos, debido a la técnica empleada o debido a procesos
estocasticos dado el tamafio muestral. Se debe, por tanto, evaluar la robustez de los datos
obtenidos y confirmar que, en efecto, los miRNAs seleccionados se encuentran desregulados en
mujeres jovenes. Con este fin, se llevd a cabo un estudio de la expresion de los miRNAs
seleccionados segun el proceso antes detallado, empleando una técnica diferente, mds
concreta/directa, como es el analisis de la expresion mediante PCR cuantitativa a tiempo real
(qQRT-PCR). En este estudio se analizé la expresién de 18 miRNAs en una serie independiente de
55 pacientes de cancer de mama.

Para la selecciéon del segundo grupo de pacientes, se siguié el mismo criterio que el empleado
para la primera fase del estudio, y detallado en Material y Métodos. El estudio se llevd a cabo
sobre 55 muestras procedentes de tejido de tumor mamario de pacientes de cancer de mama. Las
muestras se agruparon en tres categorias atendiendo a su edad: 21 de las mujeres eran menores de
35 anos; 17 tenian edades comprendidas entre los 45 y los 65 afios; por ultimo, 17 pacientes eran
mayores de 65 afios.

Se anadié un grupo de edad adicional a los establecidos para el estudio de la primera fase.
Debido a que el ciancer de mama es una enfermedad que, aunque principalmente
postmenopdusica, presenta una alta frecuencia de aparicion alrededor de los 50 afos, era de
interés establecer si las diferencias encontradas al comparar mujeres muy jovenes con mujeres
postmenopdusicas de avanzada edad, se mantendrian al compararlas con mujeres peri-
menopausicas, lo que afiadiria robustez a la hipdtesis de que el perfil obtenido es exclusivo de
mujeres muy jovenes.

1.1. Andlisis de [a expresion de miRNAs en tumor de mama de mujeres

muy jovenes

Para validar la expresion de los miRNAs seleccionados en la fase I del estudio (hsa-miR125b,
hsa-miR-1275, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-149*, hsa-miR-3196, hsa-miR-1228*, hsa-miR-92b, hsa-
miR-139-5p, hsa-miR-132, hsamiR-379, hsa-miR-409-3p, y hsa-miR-433, hsa-miR-23a, hsa-miR-
27b, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-30c¢, hsa-miR-30e, hsa-miR-195-5p), se realiz6 una qRT-PCR en el

RNA total extraido a partir de 55 muestras de tejido tumoral de mama.
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MicroRNAs y control endégeno seleccionados para la validacién

Tras realizar la qRT-PCR sobre el cDNA obtenido de la retrotranscripcion selectiva de los
miRNAs objeto de estudio se obtuvieron las medidas de Ct, a partir de las cuales se pudo obtener
la cantidad relativa de miRNA en cada muestra respecto a una muestra tomada como calibrador,
mediante el método AACt.

En cuanto a la expresion de los controles enddgenos empleados (RNU43 y hsa-let-7d) sigue
unos patrones muy similares, sin embargo RNU43 se detecta mucho antes en la reaccion de
amplificacion, del orden de 5 ciclos antes, por lo que se considera su deteccion mas fiable. Cabe
destacar que su expresion es similar excepto en la muestra BCVY40, en la que se observa un
retraso notable en el Ct en cuanto al control RNU43, no asi en el control hsa-let-7d. Sin embargo,
el hecho de que varias sondas muestren una expresién anormal en esta muestra (mir-1275 y miR-
409-3p), lleva a interpretar sus resultados con precaucion.

Expresion diferencial de los microRNAs en tejido tumoral de mujeres jévenes

Tras la normalizacion de los valores mediante el control endégeno RNU43, observamos que
todos los valores de expresion relativa (RQ) se encuentran dentro de un rango normal entre O y
30, a excepcion de la muestra BCVY40, que ya hemos comentado antes, que obtiene unos valores
anormales (del orden de miles), lo que nos lleva a descartar esta muestra debido a problemas
técnicos. Por otro lado, la muestra BCVY4 presenta valores algo elevados, siendo de 97,78 para la
sonda miR-3196 y de 44,78 para la sonda miR-1228, el resto de valores entran dentro de lo
normal, si bien no son irracionalmente elevados, conviene tenerlos en cuenta para futuros
analisis. Los valores de expresion relativa obtenidos se encuentran en el Anexo XVI.

Tabla 18. Diferencias en la expresion de los miRNAs seleccionados en los grupos de edad.

Distribuci6n ANOVA Homogeneidad Media (ES)
normal pvalor! de varianzas <35 45-64 >65
hsa-miR-23a NO 0,282 0,1269 3,26(0,40) |3,95(0,49) | 4,20(0,89)
hsa-miR-27b NO 0,067 0,463 1,88(0,26) |2,24(0,23) | 2,66(0,58)
hsa-miR28-5p NO 0,583 0,2152 1,42(0,16) |1,36(0,19) | 1,58(0,31)
hsa-miR30c NO 0,0003* 0,004 0,45(0,06) |0,96(0,13) | 0,88(0,59)
hsa-miR30e-3p SI 0,83 0,8695 2,48(0,29) |2,20(0,46) | 2,63(0,58)
hsa-miR-92b-3p NO 0,0002* 0,013 0,61(0,11) | 1,74(0,27) | 1,22(0,17)
hsa-miR-125a SI 0,082 0,0022 1,42(0,14) |2,13(0,40) | 2,08(0,42)
hsa-miR-132 SI 0,023 0,0054 0,81(0,08) |1,31(0,17) | 1,56(10,28)
hsa-miR-139 SI 0,001* 0,0134 0,23(0,04) |0,92(0,14) | 1,03(0,24)
hsa-miR-149-5p NO 0,957 0,039 4,99(0,91) | 4,90(1,03) | 8,16(2,33)
hsa-miR-195 NO 0,324 0,361 1,56(0,16) | 1,14(0,15) | 1,50(0,23)
hsa-miR-379 NO 0,185 0,129 0,87(0,13) |1,23(0,17) | 1,26(0,29)
hsa-miR-409 NO 0,028 0,179 0,55(0,08) | 1,02(0,14) | 0,79(0,19)
hsa-miR-433 NO 0,0312 0,145 0,72(0,11) | 1,41(0,23) | 1,15(0,29)
hsa-miR-1207-5p NO 0,094 0,031 7,57(1,60) | 5,86(2,47) | 1,81(0,54)
hsa-miR-1228-5p SI <0,0001* <0,0001 7,89(1,46) | 1,92(0,26) | 1,42(0,22)
hsa-miR-1275 SI 0,0006* 0,031 7,33(0,92) |3,32(0,46) | 4,16(0,61)
hsa-miR-3196 NO 0,0011* <0,0001 10,87(2,29) |1,57(0,18) | 1,54(0,31)

*Mantienen la significacion tras aplicar Bonferroni. 'Cuando las distribuciones no cumplen con la
normalidad, se realizéo un test de Kruskall-Wallis en lugar de ANOVA. La homogeneidad de varianzas se
ha evaluado mediante el test de Brown-Frosythe. Las medias se muestran por grupos de edad (<35: menores
de 35 afios; 45-65: entre 45 y 65 ailos; >65: mayores de 65 afios). ES: error estandar.
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Figura 48. Expresién relativa de los miRNAs seleccionados de los nodos segin el grupo de edad mediante
gRT-PCR. Se muestran las diferencias en la expresién de los miRNAs seleccionados segtin el grupo de edad
al que pertenecen de los grupos menores de 35 afios, de entre 45 y 65 afios y mayores de 65. En el eje de las
Y se representa la expresion relativa. Se representa mediante diagrama de cajas la media, los cuartiles
primero y tercero y los valores mas alla del 10% y 90% de la muestra como puntos. *P-valor < 0,1. **P-valor

<0,0056.

En la Tabla 18 se observa que, de los 18 miRNAs seleccionados cuya expresion se evalud
mediante qRT-PCR, teniendo en cuenta un o= 0,1 (debido a que se trata de un test de una cola)
12 dieron resultados significativamente diferentes entre mujeres jovenes y mayores: hsa-miR-27b,

hsa-miR-30c, hsa-miR-92b, hsa-miR-125a, hsa-miR-132, hsa-miR-139, hsa-miR-409, hsa-miR-433,
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hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-1228, hsa-miR-1275 y hsa-miR-3196. Si aplicamos correccién por
Bonferroni dividiendo el valor de a entre el niumero de estudios simultineos realizados, 18, el
valor a corregido paso a ser 0,0056, por lo tanto, sélo aguantaron correccion por Bonferroni seis
miRNAs: hsa-miR-30c, hsa-miR-92b, hsa-miR-139, hsa-miR-1228, hsa-miR-1275 y hsa-miR-3196.
Se debe tener en cuenta que Bonferroni es un método muy estricto y que el resto de miRNAs
significativos mantuvieron, en efecto, la misma tendencia que en los resultados de la primera fase.
La distribucién de los valores de cada grupo por miRNA puede observarse en la Figura 48.

1.2. Estudio de los miRNAs desregulados seleccionados como marcadores

de [la supervivencia

Se llevé a cabo el estudio de miRNAs desregulados seleccionados como marcadores
moleculares asociados a la supervivencia, para ello se emplearon los datos de supervivencia de la
base de datos de METABRIC. Tras construir las respectivas curvas de supervivencia segiin la edad,
se comprobo que la supervivencia es diferente segtin el grupo de edad, con un p-valor de 0,11 en
el test de Mantel-Cox y 0,0028 en el test Wilcoxon. Al separar las muestras en ER negativas y ER
positivas, se observd que las ER negativas no mostraron diferencias estadisticas en cuanto a la
supervivencia, siendo estas mds acusadas en el grupo de ER positivas, estos datos deben tomarse
con precaucion, debido al reducido nimero de muestras procedentes de mujeres jévenes tras
fragmentar la muestra (Figura 49).

Supervivencia segtin el grupo Supervivencia segiin el grupo

Supervivencia segin el grupo de edad de edad en mujeres ER negativas de edad en mujeres ER positivas
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Figura 49. Curvas de supervivencia asociada a los grupos de edad y comparacién entre mujeres ER negativas
v ER positivas. En cada gréfica se representan las curvas de supervivencia segin la pertenencia al grupo de
mujeres mayores de 65 afios (color morado) o menores de 35 aios (jévenes, en color rosa).

Se estudié también la supervivencia asociada a los miRNAs hsa-miR-30c, hsa-miR-125a, hsa-
miR-17, hsa-miR-92b, hsa-miR-139 y hsa-miR-663, que fueron considerados como relevantes
marcadores moleculares, bien por sus niveles de significatividad en los tres grupos de muestras
analizados mediante microchip (pacientes, lineas celulares y datos procedentes de bases de datos
online), por haber sido validados mediante qQRT-PCR o bien por resultar funcionalmente
relevantes en la bibliografia. Las curvas de supervivencia asociadas se representan en la Figura 50.

Se observaron diferencias significativas de supervivencia segiin la expresion de los miRNAs
hsa-miR-92b y hsa-miR-139 al analizar la muestra global. En cuanto a hsa-miR-92b, mostré un p-
valor de 0,018 en el test de Mantel-Cox y un 0,043 en el test Wilcoxon, mostrando una mejor
supervivencia aquellas muestras con expresion del miRNA por debajo de la mediana (reprimido)
con un riesgo de 0,72 (IC95%: 0,54 - 0,95), esta diferencia fue mas evidente en mujeres mayores
(p-valor 0,028) que en jovenes (p-valor 0,22), probablemente debido al poco nimero de casos en
el grupo de mujeres jovenes. El miRNA hsa-miR-139 mostro un p-valor de 0,0091 en la prueba
Mantel-Cox y 0,0055 en la de Wilcoxon con un HR de 1,29 (IC95% 0,97-0,78), presentando un

mayor riesgo las muestras cuya expresion de hsa-miR-139 se encuentra reprimida. Al separar por
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edad se obtuvo en mujeres mayores un p-valor de 0,019 en Mantel-Cox y 0,013 en Wilcoxon HR

1,22 (IC95% 0,91-1,63); en mujeres jovenes el p-valor fue menos robusto, con un 0,074en

Mantel-Cox y un 0,070 en la prueba de Wilcoxon, ademds no se pudo calcular el riesgo por la

poca cantidad de muestras reprimidas.
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Figura 50. Curvas de supetvivencia asociadas a la expresién de miRNAs seleccionados como posibles
marcadores. En cada gréfica se representan las curvas de supervivencia segun la expresion por encima de la
mediana (sobrexpresado, en color rojo) o por debajo (reprimido, en color verde).
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Los miRNAs siguientes mostraron p-valores cercanos a la significacion en el test de Wilcoxon:
hsa-miR-30c (p-valor 0,089), hsa-miR-27b (p-valor 0,072), aunque los resultados no fueron
significativos. Se observo cierta correspondencia entre la supervivencia y la expresion del miRNA
por encima de la mediana en el grupo de mujeres jovenes, al separar las muestras segiin su grupo
de edad, aunque, debido al poco numero de muestras procedentes de mujeres jévenes, no se
alcanzo la significacion estadistica (ver Figura 50).

2. ANALISIS DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE LOS GENES
DIANA SELECCIONADOS Y SU PROTEINA EN MUESTRAS
TUMORALES DE MUJERES JOVENES

Con el fin de analizar la expresion de los receptores seleccionados, HER4 (gen ERBB4), NR2B
(gen GRINZB), NR3A (gen GRIN3A)y mGluR3 (gen GRM3), se midio la cantidad de RNA
mensajero de los mismos mediante qRT-PCR en una serie de muestras de tejido tumoral
biopsiado independiente, procedentes de pacientes de cancer de mama. El anilisis se llevo a cabo
sobre un total de 50 muestras divididas en tres grupos: mujeres menores de 35 afos, de entre 45 y

65 afios y mayores de 65 afios.

2.1. Estudio de la expresion en mujeres jovenes del mRNA de los genes

dianas seleccionados mediante gRT-PCR

Tras la pre-amplificacion y la amplificacion por PCR, los Ct medios obtenidos, su desviacion
tipica y los valores RQ se encuentran en la Tabla 20. No se obtuvieron resultados en el caso de la
sonda para el mRNA de GRM3, si se obtuvo expresion para las mismas muestras del gen
empleado como control, por lo que, tras repetir el experimento y obtener los mismos resultados
nulos, se determind que o bien las muestras seleccionadas no expresan GRM3, o bien la técnica

empleada no permitié detectar su nivel de expresion.

Expresion anormal de los mRNAs de genes GRINZBy GRIN3A

De modo similar, al observar la expresion de los genes GRINZB y GRIN3A se observa
expresion normal en algunas muestras, mientras que en otras se obtienen valores nulos de
expresion. Los andlisis de medias en estos casos se realizaron empleando las muestras que dieron
valores de expresion positivos. Por otro lado, los resultados obtenidos se codificaron en una
variable dicotomica de presencia/ausencia de receptor y se analizé su asociacion con los grupos de
edad mediante x*. Ninguno de los grupos analizados dio resultados significativos, si bien, parece
existir una tendencia a una menor presencia de ambos receptores en mujeres menores de 35 afios
(con un p-valor de 0,150). Particularmente se observd que (a excepciéon de un caso) cuando el
mensajero de GRINZB se encontraba ausente, también lo estaba GRIN3A, no ocurri6 asi cuando
GRINZB se encontraba presente, pudiendo en este caso GRIN3A encontrarse o no (Figura 51).
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Figura 51. Esquematizacién de la presencia de expresion de las subunidades GRIN2B y GRIN3A del
receptor de glutamato NMDAR. Se muestran los resultados en conjunto y separados por pacientes jovenes
(>35 afos) y mayores (<45 afios). Se indica el nimero total y el porcentaje calculado del total de su grupo
por gen. La columna en rojo muestra el recuento de muestras con presencia del mRNA, las de color gris,
aquellas con ausencia de mRNA.

Anilisis de la expresion diferencial en mujeres jovenes de los receptores seleccionados

Tras obtener los valores de expresién relativa mediante el método AACt, descrito
anteriormente, y eliminar los valores extremos, se realiz un analisis de medias entre los grupos.
En primer lugar se realizo un test de normalidad, tras el cual se decidié emplear un test
paramétrico (ANOVA) o no paramétrico (Kruskall-Wallis) entre los tres grupos de edad v,
posteriormente, un ttest (0 un test de Mann-Whitney en el caso de realizarse una prueba
estadistica no paramétrica) entre las muestras procedentes de mujeres menores de 35 y aquellas
mayores de 45 afios (este grupo es el resultante de unir el grupo de las mujeres de entre 45 y 65
afios y las mayores de 65).

Los valores de expresion relativa empleados se detallan en la Tabla 19 y se representan en la
Figura 52. En el caso de GRINZBy GRIN3A se emplearon los valores de aquellas muestras que
resultaron positivas en expresion para éstos genes.
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Tabla 19: Valores de expresion en tumor mamario obtenidos para los receptores ERBB4,

GRIN2By GRIN3A
N ‘ Edad ERBB4 GRIN2B GRIN3A
MCt|] SD  RQ MCt SD RQ MCt SD RQ

BCVY18579 | <35 [2638] 0,19 | 235 . ) . . } }
BCVY12681 | <35 [23,07] 0,11 | 026 [3028[0,01] 156 | 30,25 | 0,04 | 1536
BCVY133 <35 [2929] 006 | 0,14 [2929]042] 2596 | 36,22 | 0,43 2,07
BCVY14310 | <35 [22,71] 0,19 [ 6,93 . . . 35,16 | 0,18 | 10,64
BCVY15243 | <35 [2249] 032 [ 007 [30,79]0,00] 0,24 | 3440 | 0,09 | 0,19
BCVY15244 | <35 [22,69] 0,07 | 021 [2870]008] 0,68 | 32,00 [ 0,11 0,66

BCVY162 <35 |24,75] 0,29 1,58 129,36[0,04| 3794 33,87 | 0,11 16,17
BCVY176 <35 12506| 0,36 041 - - - - - -
BCVY18368 <35 12838 0,25 0,00 |27,71/034| 0,72 34,03 | 0,03 0,09
BCVY189 <35 ]128,14] 0,29 0,01 ]30,28]0,16 33,38 | 0,12

BCVY1920 <35 ]2509] 0,15 0,01 ]27,03/0,09]| 3,00 32,87 | 0,05 0,51
BCVY1924 <35 130,22 0,07 0,08 2722|003 127,98 | 31,17 | 0,06 80,05
BCVY25503 <35 12422] 0,19 1,21 3092|001 9,62 31,94 | 0,06 46,02
BCVY2734 <35 [22,78| 0,34 0,11 |3191]0,09| 0,33 31,31 | 0,30 4,79
BCVY2906 <35 [31,06| 0,20 0,21 - - - - -

BCVY4988 <35 [2653| 0,554 0,06 |3155/035| 3,74 - - -
BCVY96 <35 |32,71] 0,03 0,06 - - - - -
BCVY9649 <35 126,33 0,25 097 132,39]0,05] 18,13 - - -
BCVYVIO0 <35 ]2594]| 0,13 1,82 - - - - -
BCVYV12 <35 12262] 033 097 2941|003 | 1548 - - -
BCVYV15 <35 [27,00] 0,10 6,85 13298]0,09| 55,57 - - -

BCVYV2 <35 12385| 0,17 7,83 128,27]0,04| 1,01 - - -
BCVYV3 <35 12896]| 0,25 4,74 - - - - - -
BCVYV4 <35 - - - -
BCVYV5 <35 129,06| 0,23 0,42 - - - - - -
BCVYV6 <35 12381| 0,09 046 [2840[/009| 3,89 - - -
BCVYVT? <35 12297] 049 13,13 - - - - - -
BCVYV8 <35 126,16| 0,02 2,30 - - - - - -
BCVYV9 <35 [2460] 0,21 | 3522 - - - - - -
10COP 45-65 22,53 | 0,32 031 2934]0,11| 3,04 - - -
10DP 45-65 | 24,68 | 0,15 0,17 |33,25/0,10| 0,22 30,95 | 0,05 10,41
1DP 45-65 | 2436 | 0,07 1,00 - - - - - -
BC16 45-65 22,22 | 0,26 0,85 [31,81]0,26| 1,04 - - -
BC17 45-65 12197 0,02 0,20 |31,04]0,03| 0,32 31,36 | 0,06 2,49
BC21 45-65 | 19,61 | 0,29 291 13332]008] 0,29 33,06 | 0,13 3.41
BC24 45-65 |28,.86| 0,01 0,01 130,29]0,11| 0,61 32,78 | 0,05 1,05
BC26 45-65 | 23,39| 033 0,08 [3092]043| 0,08 3483 | 0,01 0,05
7DP >65 12297] 0,09 1,16 30,71]/008| 6,58 34,24 | 0,07 5,51
BC10 >65 121,68 0,15 1,71 ]31,73/0,10| 0,33 - - -
BC28 > 65 19,66 | 0,08 1,57 130,11/005| 1,05 31,10 | 0,15 5,15
BC30 >65 12082] 0,35 0,82 ]27,61]001] 1512 32,32 | 0,04 5,58
BC32 >65 126,50 0,07 0,36 - - - - - -
BC33 >65 21,28 0,22 548 3136|008 345 33,23 | 0,20 9,12
BC34 >65 12658 0,08 0,03 130,50(0,16| 0,39 30,11 0,07 4,95
BC35 >65 24,76 | 0,09 2,69 - - - - - -
BC36 >65 [2375| 0,24 0,10 |31,54]0,13| 0,09 - - -
BC38 > 65 19,72 | 0,36 1,54 131,63[005| 0,65 33,53 | 0,07 1,68
BC40 >65 |24,34| 0,10 0,61 13250/003| 2,55 - - -
BC41 >65 121,07] 0,02 0,69 130,56(0,05]| 1,00 33,84 | 0,09 1,00
BC43 >65 24,28 ] 0,36 0,94 - - -

MCt: Ciclo umbral medio; SD: desviacion tipica de los Ct; RQ: valor de expresion relativa, del inglés
Relative Quantification.
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ERBB4

El test de normalidad D’Agostino realizado revelé que las poblaciones de mujeres mayores de
45 afios y mayores de 65 se ajustan a la normalidad (p-valor de 0,053), sin embargo la poblacion
de mujeres jovenes no lo hace, con un p-valor de 0,033. El test de normalidad Shapiro-Wilk
rechazé la normalidad para ambas poblaciones, por lo que fueron tratadas como poblaciones que
no siguen una distribucion normal.

Se realizé un test de medias para & poblaciones no paramétrico (Kruskall-Wallis), que dio un p-
valor de 0,244 al comparar los tres grupos de edad por separado. Al juntar las poblaciones de
mujeres de mediana edad y mayores de 65 afios y realizar un test U de Mann-Whitney, el p-valor
bajé hasta 0,112. Aun asi, no se puedo rechazar la hipotesis nula, por lo que no existen evidencias
estadisticas significativas de que la expresion del gen £ERBB4 sea diferente en mujeres jovenes.

GRINZB

El test de normalidad D’Agostino & Pearson revel6 que las poblaciones de muestras jovenes y
mayores no se ajustan a la normalidad, con un p-valor de 0,0129 para las mujeres jévenes y de
0,043 para las mayores, por lo que se descarta la hipotesis nula de ajuste a la normalidad. Para el
grupo de mujeres de mediana edad no se pudo calcular el test de normalidad debido al bajo
numero de muestras, por lo que se realizd el mismo test incluyéndolas en el grupo de mujeres
mayores. De este modo el test dio un pvalor de 0,0129 para mujeres jovenes y de 0,0598 para
mayores. Para comprobar la desviacién de la normalidad, debido a la discrepancia de ambos
resultados, se realizo un test de Shapiro-Wilk que rechazé la hipétesis nula en ambas poblaciones
(pvalor en mujeres jovenes de 0,0018; p-valor en mujeres mayores de 0,0015), por lo que se
determino que ambas poblaciones no se ajustan a la normalidad.

El test no paramétrico para comparar medias entre mas de dos grupos empleado fue el test de
Kruskall-Wallis. Se obtuvo un p-valor de 0,0108, un valor significativo que confirma la diferencia
en la expresion de GRINZB entre los tres grupos. Tras unir los grupos de mujeres de mediana
edad y mujeres mayores se realizo un test U de Mann-Whitney para comparar medias, obteniendo
un valor de significacion inferior a 0,1 (0,0029). Ambos valores aguantan una correcciéon por
Bonferroni para 3 comparaciones (el valor a resultante fue 0,016), confirmando que las mujeres
jovenes tienen una expresion de GRINZB superior a mujeres de mediana edad y mayores de 65
afnos, cuya expresion es similar entre si.

GRIN3A

Los test de normalidad empleados revelaron que la expresion de GRIN3A sigue una
distribucion normal en las poblaciones evaluadas, dando p-valores > 0,05 por lo que se admite la
hipétesis nula.

El test paramétrico ANOVA para evaluar las diferencias entre los tres grupos dio un p-valor de
0,860 y el t-test, realizado en los dos grupos resultantes tras unir las poblaciones de mujeres de
entre 45 y 65 aios y mayores de 65 afos, un pvalor de 0,381. Ambos p-valores estin por encima
del umbral de significacion, por lo que se admite que las poblaciones no difieren entre si.
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Figura 52. Expresion relativa de los mRNAs de los genes ERBB4, GRINZB y GRINJA. El diagrama de
puntos de la izquierda representa la mediana, los cuartiles 1° y 3¢, y los valores minimo y méximo. El
diagrama de la derecha representa los valores individualmente, junto con la media y la desviacion tipica. El
eje de las X se representa el grupo de edad, mientras que en el eje de las Y se muestra la expresion relativa
para cada mRNA, notese que la escala de cada grafica es diferente para comodidad del lector y por
considerar los andlisis independientes entre si. El grupo denominado “>45” es el grupo resultante de juntar
el grupo de mujeres de mediana edad (45-65) con el grupo de mujeres mayores (65).

2.2. Validacion de la presencia diferencial de HER4 segiin el grupo de edad
en células tumorales mediante inmunohistoquimica en tejido tumoral

paratinado

Para evaluar la expresion diferencial de los receptores en tejido tumoral de mujeres jovenes, se
midi6 la cantidad de proteina expresada in situ, mediante tincidon inmunohistoquimica
empleando anticuerpos contra el receptor HER4. Se evaluaron un total de 60 muestras de
pacientes de cincer de mama por triplicado, junto con tejido mamario sano de 15 de ellas y 4
muestras de tejido procedente de mujeres sanas que se emplearon como control.

La tinciéon se evalué en una escala subjetiva pero estandarizada segin la evaluacién de la
tincion del receptor HER2, ampliamente evaluado en tumores mamarios.

Posteriormente se codificé de O a 5, seguin la intensidad de tincion. La tincion obtenida fue
especifica y limpia pudiéndose evaluar correctamente la tincion (Figuras 53 y 54).
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Figura 53. Tincién negativa (A) y débil (B) mediante IHC anti-HER4 de tejido mamario FFPE. A, tejido
mamario procedente de una mujer joven libre de cincer, no se observa tincion. B, tincion débil de
membrana en tejido tumoral de mama. Las tinciones se realizaron empleando desenmascaramiento
antigénico por presion en autoclave, seguida de incubacién 60’ del anticuerpo primario y 30’ del anticuerpo
secundario, la tincidn se visualizé mediante el método EnVision, con tincion de DAB al 5%.

De las 60 muestras analizadas, 29 fueron mayores, de las cuales 26 no mostraron tincion o esta
fue muy débil, mientras que sélo 3 tuvieron tincién positiva; en el caso de las 31 muestras
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procedentes de mujeres jovenes, 19 no mostraron tincion especifica para HER4 o muy débil, sin
embargo 12 muestras dieron positivo para HER4 (Figura 55A).

Al agrupar las muestras en dos grupos: “tincion” (incluye las muestras identificadas como
1+/2+/3+) y “no tincién” (aquellas cuya tincion es negativa, muy débil o débil) y someter los
grupos a un test de Pearson (X2) se obtuvieron resultados significativamente diferentes para
mujeres jovenes, con un p-valor de 0,011 (Figura 55B). Se observd ademas que las muestras
procedentes de mujeres jovenes tenian mayor intensidad que las de mujeres mayores, alcanzando
valores de intensidad de 2+ o 3+, mientras que las procedentes de mujeres mayores alcanzaron
una tinciéon de 1+ (2 muestras) y 2+ (1 muestra). Aun asi, la mayoria de las muestras en ambos
grupos mostraron tincién negativa (Figura 55C)

Figura 54. Tincién positiva de membrana mediante IHC anti-HER4 de tejido FFPE tumoral mamario. A,
tinciones categorizadas como 1+. B, tinciones categorizadas como 2+. C, tinciones categorizadas como 3+.
Las tinciones se realizaron empleando desenmascaramiento antigénico por presién en autoclave, seguida
de incubacion 60’ del anticuerpo primario y 30’ del anticuerpo secundario, la tincion se visualizd mediante
el método EnVision, con tincién de DAB al 5%.
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Figura 55. Intensidad y localizacién de la tincién del anticuerpo anti-HER4 en muestras procedentes de
mujeres jévenes comparadas con mujeres mayores. A) Distribucion de la tincién en mujeres mayores
(morado) y jovenes (rosa). B) Comparacion entre mujeres mayores y jovenes en la presencia o ausencia de
tincién, considerando como tincion positiva aquellas tinciones categorizadas como 1+ (+), 2+ (++) o 3+
(+++). C) Intensidad de tincién de HER4 en ambos grupos de edad, codificada como: 0, no tincién; 1,
tincion muy débil; 2, tincion débil; 3, tincién identificada como 1+; 4, tincion 2+; 5, tincion identificada
como 3+. D) Distribucién de la localizacion de la tinciéon en la muestra segiin los dos grupos de edad.

Se observan diferencias en la localizacion de la tincién entre mujeres mayores y mujeres
jovenes. Mientras que las mujeres mayores mostraron un patrén de tincion nuclear pricticamente
en su totalidad (15 muestras a excepcién de una muestra, cuya tincion fue citoplasmatica), las
muestras procedentes de mujeres jovenes mostraron mayor diversidad, cuatro de ellas tenian
tincion nuclear y nueve de membrana (Figuras 55D y 56). Al excluir la muestra con tincion
citoplasmatica y comparar aquellas con tinciéon nuclear o de membrana mediante un test de
Pearson (X2) entre mujeres jovenes y mayores, se obtuvo un pvalor inferior a 10°¥, indicando que
existen diferencias significativas en la localizacién de la tincion de HER4 entre mujeres jovenes y
mayores, observindose una mayor proporcién de tincion de membrana en tumores procedentes
de mujeres jovenes.

Figura 56. Tincién nuclear mediante IHC anti-HER4 de tejido FFPE tumoral mamario. Se muestra la
tincién presente en una muestra de tejido tumoral mamario de una paciente mayore de 45 afios. Las
tinciones se realizaron empleando desenmascaramiento antigénico por presién en autoclave, seguida de
incubacion 60’ del anticuerpo primario y 30’ del anticuerpo secundario, la tincién se visualizo mediante el
método EnVision, con tincion de DAB al 5%.
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PARTE 1: VIABILIDAD DEL TEJIDO TUMORAL BIOPSIADO
CONSERVADO EN PARAFINA PARA  ESTUDIOS
MOLECULARES

Las muestras frescas congeladas constituyen el material idoneo de partida para llevar a cabo
estudios moleculares a gran escala, sin embargo, este tipo de material no siempre estd disponible.
Asi pues, a menudo resulta necesario trabajar con muestras en otras condiciones de conservacion,
como son los bloques de parafina, que permiten llevar a cabo estudios retrospectivos (220)
(Klopfleisch 2011). Con el fin de evaluar la posible utilidad de las muestras conservadas en
bloques de parafina en estudios moleculares, se realizo un analisis comparativo de muestras fijadas
en formol e incluidas en parafina y muestras congeladas en condiciones ¢ptimas.

En primer lugar se llevo a cabo el analisis de la integridad del RNA total y del RNA de
pequefio tamafio. Ambos anilisis mostraron que las muestras parafinadas estan altamente
degradadas. El perfil electroforético de las muestras parafinadas presenté una acumulacion de
fragmentos de RNA de un tamafo inferior a 200 nucledtidos, debido a la degradacion derivada
del proceso de fijacion y extraccién de RNA al que se someten este tipo de muestras. En una
muestra parafinada, el proceso de fijacion en formol e inclusién en parafina provoca una
degradacién enzimdtica y una degradacion quimica del RNA, ademas, produce entrecruzamientos
entre las moléculas de RNA y las proteinas, haciendo al RNA mas resistente a la extraccién (156,
159, 161). La degradacion de las muestras viene acompaiada de la formacién de pequefios
fragmentos de RNA que puede conducir a una sobrestimacion de la cantidad de miRNAs.

Asi pues, de acuerdo con el trabajo de Becker y colaboradores, este método no resulta
adecuado para la cuantificacion exacta de miRNAs en muestras degradadas. Es practicamente
imposible cuantificar la cantidad real exacta de miRNAs presentes en una muestra bioldgica con
los métodos actualmente disponibles (221).

Es por eso que se plante6 la realizacion de qRT-PCR para evaluar la calidad del material
recuperado y su utilidad de cara a realizar estudios moleculares a gran escala. Para ello se
seleccionaron microRNAs, mRNAs y snoRNAs y se evaluaron en muestras parafinadas y en sus
correspondientes muestras pareadas congeladas.

Los resultados muestran que los miRNAs Asa-miR-125by hsa-miR-191 y el snoRNA RNU6B
en muestras parafinadas se detectan mejor (a un menor Ct) que en muestras congeladas. En el
caso de los mRNAs, GAPDH y HPRT, su detecciéon en muestras fue a un Ct muy superior al
obtenido cuando se emplearon muestras congeladas éptimas, de acuerdo a trabajos anteriores en
los que se describe que a mayor tamafo del amplicon, mayor diferencia entre el Ct al que se
detecta un gen en una muestra déptima respecto a su correspondiente parafina degradada (222).
Debido a los entrecruzamientos del RNA, la cantidad de RNA que puede extraerse de una
muestra parafinada representa solo una fraccion de la que puede obtenerse de tejido fresco
congelado, ademas cuanto mayor es la molécula de RNA entrecruzada, mas dificil resulta su
extraccion, de modo que, las moléculas mas pequefias son extraidas con mayor facilidad que las
grandes, dando como resultado una mayor representacion de moléculas de pequefio tamafo en
muestras parafinadas que en congeladas (222).

La comparacion entre muestras pareadas determind una correlacién estadisticamente
significativa con 7=0,7312 entre las muestras congeladas y sus correspondientes parafinas cuando
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se analizaron las seis moléculas de RNA estudiadas. Considerando solo el analisis de pequefos
RNAs (miRNAs y snoRNA), la correlacion entre los congelados y sus parafinas mejord
considerablemente (r pasé a 0,9248). Estudios previos demuestran esta sorprendente buena
correlacion en el andlisis de miRNAs entre muestras parafinadas y congeladas (Li, Doleshal, Xi).
De hecho, dado su pequefio tamafio, su similitud estructural y su asociacion a proteinas del
complejo RISC, los miRNAs constituyen un tipo de moléculas menos susceptibles a la

degradacion (164, 220).

Se debe tener en cuenta que en este trabajo no se han considerado algunos factores, como el
tipo y la duracion de la anestesia, la medicacién del paciente, el procedimiento quirtrgico y los

tiempos de isquemia, que podrian conducir a la alteracion de la expresiéon de determinados genes
y miRNAs, influyendo en el analisis de calidad e integridad del RNA.

Los miRNAs han demostrado ser una herramienta util como marcadores moleculares,
demostrando su valor diagnéstico y pronoéstico, ademas permiten clasificar a las pacientes de
cancer de mama de manera eficaz. Su alta estabilidad y facil recuperacién a partir de diferentes
fuentes de material, ofrece un acceso a mayor ntimero de muestras, facilitando los estudios
moleculares y la obtencion de una clasificacion molecular mas rentable y, por tanto, reproducible
y accesible por una gran mayoria de la comunidad cientifica y médica. Permiten, ademais, su
deteccion como biomarcador en suero, facilitando la obtencién de biopsias liquidas y
minimizando el uso de métodos invasivos de seguimiento (223, 224). Por todo ello, los miRNAs
constituyen un potente marcador de estudio, con valor prondstico, diagndstico y exploratorio, ya
que permiten detectar una desregulacidon epigenética que aporte informacion adicional sobre los
procesos biologicos que desencadenan la formaciéon de tumores, proporcionando una nueva via

de accion terapéutica, mediante el control de la desregulacion de los miRNAs (86).

Los resultados obtenidos sugieren que los miRNAs constituyen el marcador molecular idoneo

y mas robusto cuando se dispone de muestras parafinadas, dada su alta estabilidad y su resistencia

a la degradacion (220).

172



PARTE 2: ANALISIS DEL PERFIL DE EXPRESION DE MIRNAS EN
CANCER DE MAMA DE MUJERES JOVENES

2.1. Las mujeres jovenes, menores de 35 anos, como entidad clinica y

biolégica diferenciada

El cancer de mama se clasifica atendiendo principalmente a su subtipo molecular, el
tratamiento recibido se determina en base a esta clasificacién motivada por una mayor eficacia y,
por tanto, una mayor tasa de supervivencia final. Existe, pues, una fragmentacion del cancer de
mama en entidades diferentes, con diferentes prondstico y comportamiento general. La
segmentacion en base a la edad no es inaudita, habiéndose establecido dos tipos de cancer de
mama, basados en dos picos de edad de diagnoéstico, 65 afios y 50 afios, denominados post-
menopausicos y pre-menopausicos (aunque en algunos casos pueda ser peri-menopiusicos (167).
Es posible que estemos obviando un tercer grupo, basindonos tinicamente en su incidencia. Si
bien el cancer de mama en mujeres menores de 35 afios es poco frecuente en la poblacion,
atiende a otros factores, no menos importantes, como son la baja supervivencia de este grupo de
pacientes, y las consideraciones especiales que este grupo de edad requiere, principalmente de
cara a garantizar la fertilidad y a minimizar secuelas laborales, sociales y psicologicas (54, 65).
Ademas, se trata del grupo de edad cuyo aumento en la mortalidad por cdncer de mama ha sido

mayor desde el afio 1970.

Usualmente las mujeres jovenes presentan caracteristicas tumorales mas agresivas que
desembocan en un peor prondstico, por lo que se han llevado a cabo numerosos estudios sobre
las caracteristicas clinicas particulares del cancer de mama en mujeres jovenes (225, 226) Existe
controversia sobre si las mujeres jovenes con cincer de mama son una entidad bioldgica
diferenciada dentro del cincer de mama general o si, por el contrario, su comportamiento
particular responde a una sobre-representacion de subtipos agresivos, debida principalmente al

fallo en la deteccion precoz de tumores mamarios en este grupo de edad.

En la literatura no existen estudios previos que analicen la expresion de miRNAs en cancer de
mama de mujeres muy jévenes, sin embargo, si existen trabajos que evidencian una diferencia
molecular en este grupo de pacientes. Anders y colaboradores (2008) apuntaron a una diferencia
en la expresion de genes en mujeres jovenes (57). En este trabajo sacan dos conclusiones
relevantes, en primer lugar que en el caso de mujeres jovenes, la edad es un factor prondstico per
se, independientemente del estatus hormonal, contando con peor prondstico las pacientes mas
jovenes. Ademas, el efecto prondstico de la edad, no se muestra en pacientes mayores, enfatizando
la influencia de pertenecer al grupo de mujeres muy jovenes en el pronostico del cancer de mama.
Este resultado apoya la existencia de diferencias moleculares exclusivas y asociadas a las pacientes
mas jovenes, como demuestra nuestro trabajo. En segundo lugar, el estudio de Anders identifica
dos rutas oncogénicas con mayor probabilidad de desregulacién en tumores de mujeres jovenes,
comparado con mujeres mayores. En Azim et al 2012, también se concluye que, en efecto, existe

una complejidad biolégica afladida en pacientes de cancer de mama jovenes (227).

Un trabajo publicado recientemente, apoya las existencia de un perfil de expresion de genes

asociado a mujeres jovenes (menores de 45 afios), remarcando la importancia, en este caso, de
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rutas asociadas a la respuesta inmune, concretamente, del gen CXCL, cuya expresion se encuentra

sobre-expresada en mujeres jovenes (228).

Existe una cierta arbitrariedad en la definicion del término “joven” o “muy joven”, habiendo
estudios que clasifican a las mujeres jovenes por debajo de 45, 40, 35 e incluso 30 afos (52, 56,
174, 227, 229-234). Para poder establecer comparaciones entre estudios y definir eficazmente la
biologia molecular del cincer de mama en mujeres jovenes es necesario establecer una edad limite
estandar que atienda a criterios bioldgicos y clinicos especificos (65). Con esto en mente, Han y
colaboradores (54) realizaron un estudio de las caracteristicas clinicas de pacientes jovenes de
cancer de mama por grupos de 5 afios de edad desde 30 hasta 45 afios. Concluyen que existe una
diferencia mis evidente en la supervivencia de mujeres menores de 35 afios, proponiendo como
edad limite 35 afios (54). Es por esto que el presente estudio se ha centrado en las pacientes
menores de 35 afios de edad, en contraposicion con las mujeres mayores de 65 afios, que es la

edad comun de aparicion del cancer de mama (167).

Si se parte de la base de que, en efecto las mujeres jovenes constituyen un grupo homogéneo
dentro del cidncer de mama, su mayor agresividad, bien sea causa o efecto de un comportamiento
biologico diferente, dejara una huella molecular. Por ello se planteo el andlisis de la expresion de

miRNAs a partir de muestras de tejido parafinado del Hospital Clinico de Valencia.

Una parte importante del cancer de mama en mujeres jovenes se debe a la mutacién en los
genes BRCA1 y BRCA2, pero este grupo constituye un grupo diferente dentro del cincer de
mama, ya que se engloba dentro del cincer de mama familiar (174). De hecho, un estudio
reciente ha demostrado la diferencia molecular existente entre mujeres menores de 35 afios con
cancer de mama esporadico y con cincer de mama familiar debido a alteraciones en los genes
BRCA1/2. En este trabajo, Bastos y colaboradores destacan que ambos grupos de pacientes
presentaban las mismas caracteristicas clinicas, sin embargo, existian diferencias moleculares,
siendo el perfil de miRNAs identificado capaz de diferenciar las muestras segiin pertenecian a
cancer de mama familiar o esporadico (229). Por este motivo, en el presente trabajo se han
seleccionado unicamente pacientes de cincer de mama esporidico sin mutacién en BRCA1/2, lo

que aporta homogeneidad al grupo de mujeres muy jovenes y robustez al perfil obtenido.

El porcentaje de celularidad tumoral en la muestra puede influir en el perfil molecular
obtenido, ya que la matriz extracelular cuenta con un perfil molecular propio, pudiendo afadir
variabilidad entre los grupos al estar una muestra sobre-representada en adipocitos. Ademas, las
mujeres muy jovenes poseen una densidad mamaria mayor, lo que también podria alterar el perfil
molecular (235). Para minimizar esta variabilidad se emplearon en todos los casos muestras que

superasen el 60% de celularidad tumoral.

Debido a la baja incidencia del cancer de mama en mujeres jovenes, el acceso a muestras
tumorales de este grupo de pacientes es limitado. Como se observa en la Figura 8, se parti¢ de
una base de 5381 pacientes donde se esperaba que 296 (un 5%) fuesen menores de 35 afios. Un
total de 215 eran menores de 35 afios, se seleccionaron 180 por no tener mutaciéon en
BRCA1/2, de acuerdo con los criterios de seleccion establecidos, de las cuales se disponia de
biopsia de 148. Tras filtrar las muestras disponibles por motivos de disponibilidad de material

parafinado y calidad y cantidad del material genético extraido, se seleccionaron finalmente 43
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muestras procedentes de mujeres jovenes que no habian recibido tratamiento antes de la biopsia,

ademas, se selecciond una muestra representativa de todos los subtipos.

La exhaustiva seleccion de pacientes jovenes llevada a cabo dota al estudio de robustez y
fiabilidad en los resultados obtenidos. En trabajos previos, se han obtenido perfiles de expresién
de miRNAs asociados a subtipo tumoral y a otras caracteristicas tumorales, por lo que las
muestras de mujeres mayores, seleccionadas en base a los mismos criterios que en las pacientes
jovenes, fueron pareadas en funcién del subtipo y caracteristicas tumorales para minimizar el
posible sesgo introducido debido a las caracteristicas tumorales agresivas, m4s representadas en el

grupo de pacientes jévenes.

Se emplearon, ademas, tres muestras control de mujeres sanas jovenes, para minimizar los
efectos externos, como son los cambios moleculares propios de la edad o el estilo de vida. Se
controlé ademds, en la medida de lo posible, que estas mujeres presentasen parametros clinicos y

demograficos similares al de las pacientes jovenes (rango de edad, IMC, nacionalidad, etnia) (35,

236).

El desarrollo de nuevas técnicas de alto rendimiento para la deteccion de la expresion génica
han permitido el analisis a gran escala de la expresion de marcadores moleculares, como son los
miRNAs, pudiendo establecer perfiles de expresion asociados a determinadas enfermedades,
incluyendo tumores malignos. Cada vez mids, los miRNAs se emplean como marcadores de
diagnostico y pronodstico, y permitiendo una seleccion eficaz de los pacientes de cara a un
tratamiento personalizado y eficaz.

Debido a la idoneidad de los miRNAs como marcador molecular en muestras parafinadas
descrita en este trabajo, y al bajo porcentaje de muestras de mujeres jévenes disponibles, se
decidio emplear los miRNAs como marcador molecular. Ademss el estudio de miRNAs resulta
menos costoso que las técnicas actuales que emplean la expresion de los genes, en el ambito del
diagnostico, clasificacion y prondstico, alzindose como un marcador mas adecuado,
principalmente por su gran estabilidad frente a la degradacién, gran especificidad vy

reproducibilidad de los perfiles obtenidos (75, 79).

La plataforma Affymetrix permite el analisis mediante el chip de hibridazién GeneChip®
miRNA 2.0, por muestra, de la expresion de 15000 RNAs de pequefio tamafio no codificante,
incluyendo snoRNA, miRNAs y sus precursores, entre los que se destacan los 1100 miRNAs
humanos maduros, analizados en este estudio. Se trata de una tecnologia ampliamente usada y
respaldada por la comunidad cientifica, por lo que fue la plataforma elegida en este trabajo de
Tesis Doctoral. Para minimizar la variabilidad entre las muestras, ya que los ensayos se realizan
individual e independientemente, se necesitan métodos de normalizacion de los valores
adecuados, siendo el mas recomendado el método RMA, empleado en este trabajo (237).

Se ha demostrado la tremenda utilidad de los estudios gendmicos a gran escala, sin embargo,
éstos generan una gran cantidad de datos para analizar, por lo que el uso de herramientas de
andlisis bioinformatico se hace indispensable. Es por eso que la comunidad cientifica pone a
disposicién recursos publicos online, que facilitan el analisis de grandes volimenes de datos,
minimizando el sesgo obtenido y permitiendo la reproducibilidad de los resultados al estandarizar
y automatizar el procedimiento de anilisis. Otro problema derivado del analisis a gran escala es la
generacion de falsos positivos, por lo que se han aplicado en todo momento estadisticos
conservadores y métodos de correccion por multiples comparaciones.
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2.2. Existencia de un perfil molecular caracteristico de cincer de mama

Empleando los microRNAs como biomarcador de estudio, debido a su estabilidad y
reproducibilidad en muestras FFPE (mas accesibles) (79), en este trabajo se ha presentado un
andlisis exhaustivo de la expresion diferencial de miRNAs en cancer de mama de mujeres jévenes,
pretendiendo elucidar los mecanismos moleculares de los que se vale la célula para adquirir
caracteristicas tumorales agresivas (238). Estos resultados, ademas de aplicables para mujeres

jovenes, pueden extrapolarse a otros tumores con caracteristicas agresivas particulares.

Un 8,3% de los miRNAs analizados, 91 miRNAs, mostraron expresion diferente en mujeres
muy jovenes; de ellos 43 presentaron una expresién mayor en mujeres jovenes y 48, menor. La
exhaustiva seleccion de las muestras sugiere que estos resultados apoyan la existencia de
diferencias moleculares en tumores de mujeres jovenes. No es probable que estas diferencias sean
debidas a factores relacionados con la edad, ya que las muestras mayores presentan un perfil de
expresion mas similar a mujeres sanas jovenes. Por esta misma razén, se puede descartar, ademas,
que el perfil obtenido sea debido a una mayor densidad del estroma mamario, tipica de mujeres
jovenes, si bien es digno de estudio, ya que trabajos recientes demuestran que el estroma
contribuye a crear un entorno mas éptimo para el desarrollo tumoral que en mujeres mayores,

pudiendo aumentar su agresividad (235).

Para comprobar que no existe sesgo debido a diferencias en las caracteristicas tumorales, de
manera adicional al pareado de los grupos, se analizé la expresion de los miRNAs atendiendo a
las caracteristicas tumorales (Tabla 12). Ninguno de los miRNAs significativamente diferentes
segun la edad mostrd una expresion asociada a caracteristicas tumorales, por lo que, basindonos
en un modelo de mediacion, se puede descartar que el perfil obtenido esté debido tinicamente a
diferencias en las caracteristicas tumorales de los grupos estudiados. De hecho, un trabajo reciente
llevado a cabo sobre datos de 4467 pacientes de cincer de mama, refuerza el papel prondstico de
la edad per se, independientemente del subtipo al que pertenezca, encontrando una notable

menor supervivencia en mujeres menores de 40 afios, incluso tras corregir por subtipo tumoral

(232).

Existen evidencias de un aumento del riesgo a padecer cincer de mama en los cinco aflos que
siguen a un embarazo llevado a término y a la lactancia (7). Esto es debido al cambio molecular
que sufre la glindula mamaria tras la involucion. Algunos autores han apuntado a varios genes
desregulados en la involuciéon mamaria como responsables de proporcionar un entorno propicio
para el desarrollo de tumores, NF- KB, TGF-8, MMPs y calpainas como Cpnl y Cpn2 (239). Este
riesgo aumentado podria ser el motivo de la agresividad el cincer de mama en mujeres muy
jovenes, al proporcionar el microambiente favorable para la progresion tumoral. Sin embargo, el
perfil detectado no parece estar indicando la desregulacién propia del evento de involucion
mamaria, ya que, tras analizar la muestra de mujeres muy jévenes, se observé que solo 3 de las 22
pacientes jovenes habia llevado un embarazo a término en los 5 afios previos al diagnostico. Por
otro lado, el riesgo derivado de la lactancia es mayor en mujeres cuyo primer embarazo llevado a
término ha sido tras los 35 afios, por lo que este efecto se observaria ain mas en mujeres de 35 a

45 anos, no obstante, la supervivencia es menor en mujeres menores de 35 afos que en el resto

de grupos de edad (54).
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Una vez establecido un perfil molecular de expresion de miRNAs caracteristico de tumor
mamario en mujeres muy jovenes, se planteé la busqueda de los posibles procesos biolégicos

responsables de la iniciacién y progresién tumoral en este grupo de pacientes.

Los miRNAs poseen numerosas dianas hipotéticas, pudiéndose unir atin sin coincidencia
perfecta de la secuencia, ademads, se unen a los pseudogenes trascritos y a isoformas del mismo
modo que a sus genes diana, lo que complica el anilisis de la regulacién epigenética mediante
miRNAs (72, 73). Ademss, se descubren nuevos miRNAs, del mismo modo que se excluyen de la
lista, por tratarse estos en realidad de fragmentos de otros tipos de RNA (como tRNAs), por lo
que el analisis real y global de la expresion de miRNAs es infinitamente complejo. Los miRNAs
mantienen un equilibrio delicado con sus dianas, sin embargo, son los genes y su expresion lo que
ejerce, en ultima instancia, la accion sobre la célula, en este caso, proporcionando caracteristicas
moleculares particulares y confiriendo a las células tumorales de mayor agresividad. Por ello, es

importante el analisis de los genes diana y las rutas posiblemente desreguladas.

Para ello se realizo el analisis de enriquecimiento de rutas, mediante el cual se obtiene una
vision global de los procesos que pueden resultar alterados de la desregulacion de los miRNAs
mediante el mayor o menor silenciamiento de sus genes diana. Tras el agrupamiento jerarquico
realizado con los miRNAs que componen el perfil, se obtuvieron ocho grupos de miRNAs
(nodos) cuya expresion presenta una mayor correlacion en todas las muestras, es decir, se expresan
de manera similar, y se planted la posibilidad de que cada uno de estos grupos de miRNAs
representase unas rutas metabolicas diferentes (Figura 23 y Tabla 13). Por esto se realizd un
analisis de enriquecimiento de cada nodo por separado (Anexos VI y VII y Figuras 31 - 37). La
mayoria de los nodos apuntaron a genes diana relacionados en mayor o menor medida con rutas
metabolicas asociadas principalmente a adhesion y movilidad celular, a procesos neuronales y a
rutas de sefalizacién proliferativas; se encontraron también varias rutas relacionadas con varios

tipos de cancer (Figura 30).

Entre las rutas relacionadas principalmente con adhesion y movilidad celular se pueden
destacar Biosintesis de condroitin sulfatoy Biosintesis de hepardn sulfato, ambas moléculas son
componentes esenciales de la matriz extracelular. Particularmente el heparian sulfato es un
elemento decisivo en la formaciéon del tejido mamario en las fases de desarrollo. Estudios
recientes ligan la expresién de proteoglicanos (formados por cadenas de hepardn sulfato y
condrioitin sulfato), como el syndecan-2, a la progresién e invasién tumoral, habiendo
encontrado una mayor expresiéon en tejido de pacientes de cancer de mama (240). También
encontramos varias rutas de adhesion como son Adhesiones focales, Uniones adherentes y
Uniones estrechas, asi como la ruta Regulacion del citoesqueleto de actina. La desregulacion de

todas estas rutas favorece la invasion tumoral, la migracion vy, por tanto, la capacidad metastasica

(241-246).

También se encontraron rutas desreguladas relacionadas con sefalizacion y proliferacion celular.
Entre ellas destaca la ruta de Senalizacion de MAPK, (247-249). Algunos estudios apuntan a una
disminucion de los niveles de ER inducida por MAPK (250). También aparece enriquecida la ruta
de Senalizacion de PI3K/Akt/mTOR. Ademss, se encuentran muchas rutas de sefalizacion
iniciadas por RTK, como la familia de EGFR, IGFR, PDGFR. En concreto, encontramos la ruta
de Senalizacion de ERBB como posiblemente desregulada, habiéndose hallado tanto en el analisis

de enriquecimiento de rutas mediante dianas tedricas como en el de dianas validadas. Estas rutas
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se encontrarian sobre-expresadas en mujeres jovenes, debido a una menor expresion de los
miRNAs que silencian a sus genes diana. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en

trabajos previos de la expresion molecular en mujeres jovenes, que apuntan a rutas relacionadas

con proliferacién como Myc, MAPK y PI3K (56, 57, 227).

El perfil obtenido descubre numerosas rutas relacionadas con procesos y sinapsis neuronales,
aunque esto pudiera parecer extrafio en un principio, un andlisis mas exhaustivo reveld que estas
rutas se encuentran acopladas a la ruta de Senalizacion de calcio, vital para la actividad y
proliferacion celular y son asociadas a caracteristicas de células madre. De hecho, en varios
estudios previos de la expresion del perfil de miRNAs se encuentra una desregulacion (tras
analizar el enriquecimiento de rutas) de genes diana relacionados con procesos neuronales y

diferenciacion celular asociados a cancer pancreatico y cAncer de mama (251, 252).

Entre esas rutas encontramos Guia de axones, que esta acoplada al control del citoesqueleto de
actina y de la promocién de la angiogénesis (253) y que se encuentra enriquecida en miRNAs
desregulados en varios tipos de cancer (254-256). También destacamos la ruta de SeAalizacion por
neurotrofina, asi como numerosas rutas relacionadas con la formacion de sinapsis (Sinapsis
glutamatérgica, Sinapsis colinérgica, Sinapsis serotoninérgica, Sinapsis dopaminérgica y Sinapsis
GABAérgica). Destacamos también en este grupo a las rutas Potenciacion a largo plazo y
Depresion a largo plazo, desreguladas en un alto numero de nodos y relacionadas con la
plasticidad sinaptica y formacion de memoria, encontraindose, ademds estrechamente relacionadas

con la actividad kinasa de la célula (257).

Como hemos visto, el perfil obtenido indica rutas metabolicas relacionadas, directa o
indirectamente, con proliferacion celular, migracion y metastasis, y una pobre diferenciacion
celular, caracteristicas que pueden conferir a los tumores mayor agresividad. No obstante, el
estudio de la accion de los miRNAs es mas complejo, ya que una desregulacion de los miRNAs
puede o no traducirse en un cambio en la represion de los mRNAs diana. Un mismo gen posee
sitios de union en su region 3’UTR a varios miRNAs, por lo que, el aumento en la represion
debida a un miRNA concreto puede equilibrarse con el descenso en la expresién de otro miRNA
con la misma diana (71). Teniendo en cuenta esto se planted la estimacién de un valor de
represiéon en cada una de las dianas obtenidas, para tener una idea de la desregulacion global

sobre los genes por parte de los miRNAs desregulados en mujeres jovenes.

Teniendo en cuenta solo las dianas cuyos valores de represion o sobre-expresién se
encontraban por encima del 75%, se realizo un anilisis de enriquecimiento de rutas tanto en
dianas validadas, como en dianas tedricas. Existen numerosas dianas tedricas de los miRNAs,
teniendo alguno del orden de 700 dianas, por lo que es complicado saber si todos los sitios de
union son efectivos o no. Para ello se filtraron las dianas tedricas en base a un valor umbral de
confianza del 0,9 (se considera un valor aceptable por encima de 0,7), para reducir el nimero de
dianas y asegurar la fiabilidad de los resultados. Las dianas validadas ofrecen una mayor confianza
a la hora de asegurar las dianas, sin embargo, pueden introducir sesgos, ya que se validan
mediante diferentes técnicas, en diferentes estudios, siendo, ademas, un reflejo subjetivo del
interés cientifico. Por eso se decidio realizar el analisis tanto en dianas tedricas como en validadas
y comparar los resultados obtenidos (Anexo XI). Se obtuvieron rutas relacionadas con los mismos

procesos que los obtenidos tras el enriquecimiento por nodos.
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Se seleccionaron las rutas mas representadas, tanto por su p-valor como por la cantidad de
miRNAs asociados a esa ruta. Las rutas candidatas fueron: Sintesis del condroitin sulfato,
Adhesiones focales, Regulacion del citoesqueleto de actina, Guia de axones, Potenciacion a largo
plazo, Sinapsis GABAérgica, Sinapsis dopaminérgica, Senalizacion por neurotrofina, Sefalizacion
por TGFp, Senalizacion por PI3K, Senalizacion por ERBB, Senalizacion por mTOR y
Senalizacion por MAPK. Todas estas rutas tienen como resultado una mayor movilidad, auto-

mantenimiento y proliferaciéon, propiedades que confieren a una célula caracteristicas tumorales.

El analisis de interacciones de los genes diana afectados por la desregulacion de miRNAs sobre
estas rutas apunté a genes hub (es decir, aquellos que cuentan con un alto ndmero de
interacciones dentro de una red), ampliamente relacionados con iniciacién y progresiéon tumoral,
entre los que destacan varias MAPcinasas, Akt, mTOR, varias fosfatasas y tirosina cinasas,
relacionadas con activacion y proliferacion celular (258, 259). Ademas, numerosas proteinas RAS
se encontrarian sobre-expresadas, favoreciendo la activaciéon de la ruta de sefalizacion MAPK,
entre otras, y favoreciendo la proliferacion (260, 261). Se destacan genes asociados con el control
de la apoptosis, diferenciacion y ciclo celular, como Bel, JUN, SMAD, TGF-B. PTEN muestra una
mayor represion por parte de los miRNAs que en mujeres mayores, por lo que no ejerceria su
papel supresor de tumores (262, 263). AKT1, al contrario que el resto de cinasas, se encuentra
muy reprimida por los miRNAs, pero esto podria ser un hecho derivado de la represion de PTEN,
al haber menos PTEN, este no inactiva a la proteina AKT1, por lo que hay mas cantidad y, por
tanto, se necesitarian mas miRNAs para silenciarla (264). Destacamos también aquellas dianas
relacionadas con movilidad, como actininas, integrinas, lamininas, caveolinas y colageno.
Receptores de membrana RTK, como ERBB2, ERBB3, ERBB4, PDGFR, IGFR, VGFR, se
muestran menos reprimidos por los miRNAs, facilitando la iniciacion de las rutas de

transduccion de sefiales y, por tanto, la proliferacion (265).

2.3. Validacion del perfil caracteristico de cincer de mama en mujeres muy

jovenes

Las lineas celulares constituyen un modelo idéneo para el estudio del comportamiento
tumoral, se pueden realizar estudios de proliferacion celular, y estudiar el efecto que tiene la
desregulacion de los marcadores moleculares en las células tumorales, asi como el efecto de
diversos tratamientos. Por ello es importante identificar de base una linea celular que constituya
un buen modelo para la realizacion de estudios funcionales en ciancer de mama de mujeres

jovenes.

Aunque existen numerosas lineas celulares de cincer de mama comercializadas, pocas
proceden de mujeres menores de 35 afios. Para estudiar la adecuacion de las lineas celulares como
modelo para estudios funcionales se seleccionaron 4 lineas procedentes de mujeres menores de 35
afios: Hs500(B).t., HBL100, HCC1500 y HCCI1937; y se compararon con tres lineas
ampliamente empleadas en el estudio del cancer de mama: MCF7, MDA MB 231 y MDA MB
468. Sin embargo, la linea Hs500(B) presenté un crecimiento muy lento e irregular, siendo
descartada de inmediato. A las tres lineas restantes se les realizd un analisis de la expresion de
miRNAs, del mismo modo que el realizado sobre muestras tumorales. Las lineas se sembraron por
triplicado y no pasaron mas de 4 pases desde su cultivo hasta la recogida del pellet de células para

la extraccion de material genético; esto se hizo para controlar el sesgo introducido por la
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acumulacion de mutaciones debida a la inestabilidad génica tipica de las lineas celulares de cancer

(266, 267).

Tras el analisis de expresion, se obtuvieron 143 miRNAs desregulados en lineas de mujeres
jovenes, un namero superior al obtenido a partir de muestras tumorales de pacientes, que puede

ser debido a que se hayan producido mutaciones puntuales, a pesar de las precauciones tomadas.

Tras el agrupamiento jerarquico de lineas, las tres réplicas presentaron valores de correlacion
entre si muy buenos, cercanos a 0,9 (Figura 42), y las lineas procedentes de mujeres jovenes se
agruparon juntas, confirmando la existencia de un perfil en mujeres jovenes. Al realizar el
agrupamiento teniendo en cuenta tanto las lineas como las muestras previamente estudiadas,
tanto las lineas como las muestras procedentes de mujeres jovenes se agruparon juntas, a
excepcién de HBL100, que no sigue el mismo patrén de expresién que las lineas de mujeres
jovenes, siendo mas similar a las procedentes de mujeres mayores, de hecho, esta linea ha sido
recientemente descatalogada debido a que posee un cromosoma Y (Figuras 41 y 43). La linea
HCC1937 fue la que mostré una expresion mas similar a la de pacientes menores de 35 afos, sin
embargo, HCC1500, también muy similar en expresién a mujeres jovenes, presentd una mayor
correlacion entre sus réplicas, por lo que puede considerarse que presenta una mayor estabilidad

gendmica.

Las lineas celulares HCC1500 y HCC1937 constituyen, pues, un modelo acertado de cara a
realizar futuros estudios de proliferaciéon, estudios funcionales y de resistencia o sensibilidad a
farmacos, ya que se puede reproducir el perfil de expresién obtenido para pacientes en un gran

numero de miRNA:s.

Gracias a los repositorios online que facilitan la accesibilidad a datos gendmicos, se permite la
validacion de resultados en una muestra de datos que, de otro modo, seria muy costosa, tanto a
nivel de infraestructura como de tiempo y esfuerzo. Por ello, las bases de datos online que ponen
a disposicion los resultados masivos de otros estudios proporcionan un sustrato de estudio valioso
y de otro modo inaccesible. Debido al tamafio muestral empleado, se planted realizar el mismo
andlisis en una muestra independiente de pacientes con mayor nuimero de muestras, accesible

gracias a la base de datos EGA, que contaba con la informacion clinica necesaria, las muestras

empleadas en el estudio sobre el cancer de mama METABRIC (177).

El analisis de los datos de expresion de miRNAs del estudio METABRIC vy su papel en cincer
de mama de mujeres jovenes permitio validar la existencia de un perfil molecular distintivo de
mujeres jovenes, del mismo modo que se obtuvo en muestras procedentes de pacientes del
Hospital Clinico de Valencia y en lineas celulares de tumor mamario de mujeres jovenes. Se
obtuvieron 25 miRNAs sobre-expresados y 31 reprimidos, los cuales, tras el analisis de rutas,
apuntaron a rutas muy similares a las obtenidas en el analisis de enriquecimiento obtenido en el
estudio de muestras de paciente, principalmente rutas relacionadas con proliferacion y adhesién
celular, incluyendo los receptores de la familia ERBB. Sin embargo, los miRNAs desregulados no
coinciden con aquellos desregulados en muestras y el lineas celulares, debido, principalmente, a
que las plataformas empleadas fueron diferentes, Affymetrix en los estudios realizados en
muestras de pacientes y en lineas celulares y EXIQON en el estudio METABRIC, lo que, ademas
de generar un sesgo debido a la metodologia, implica que, de base, los miRNAs analizados fueron

diferentes, y muchos de los que se encontraban desregulados en el primer estudio, no se incluian
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en el estudio METABRIC (ANEXO XIII). No obstante, los perfiles de muestras y de lineas
celulares comparten 43 miRNAs significativamente diferentes en mujeres jovenes, lo que indica la

presencia de un poo/ de miRNAs compartido (Figuras 46).

Los resultados obtenidos en los tres estudios realizados (mostrados en la Figura 47 y en el
Anexo XIII) indican que tres miRNAs permanecen significativos en todos ellos, hsa-miR-30c, hsa-
miR-489 y hsa-miR-663, este ultimo, ademas, obtuvo el p-valor mis elevado al realizar el meta-
andlisis mediante Fisher (pvalor < 1 x 10"?). El miRNA hsa-miR-663 se ha encontrado asociado a
cancer de prostata, leucemia y otros canceres, siendo tratado como un supresor de tumores, entre
sus dianas validadas encontramos efectores de la ruta de TGF-B, HSPG2, eEF1 y p21. Ademds, un
trabajo muestra una sobre-expresién de hsa-miR-489 en cidncer de mama de tipo inflamatorio, un
tipo particularmente agresivo (268). En cuanto al hsa-miR-30c, la familia miR-30 se encuentra
fuertemente reprimida en células madre de cincer de mama, habiéndose demostrado que
controla la expresiéon de Ube9 y AVEN, entre otros genes (119). Es mds, se han encontrado
diferencias en la expresién de miRNAs que incluyen la familia miR30 en melanoma de pacientes

jovenes, menores de 30 afios, al compararlo con pacientes mayores de 60 aios (269).

Entre las rutas desreguladas se destacan en todo momento aquellas relacionadas con movilidad
celular, con procesos sindpticos y con sefalizacion celular. Como se ha comentado antes, todas
estas rutas tienen como resultado una mayor movilidad, auto-mantenimiento y proliferacion,

propiedades que confieren a una célula caracteristicas tumorales.

Si el cancer de mama en mujeres muy jovenes es, en efecto, una entidad tinica o no, ha sido
cuestion de debate continuo. Sin embargo, como ya se ha comentado, la comunidad médica
parece coincidir en que las mujeres muy jovenes presentan unas caracteristicas clinicas y
tumorales particulares que merecen una atencion especial. Dicha particularidad es un reflejo de
una bioldgica Unica y caracteristica; sin embargo, algunos autores atribuyen las posibles
diferencias en la expresién génica a la mayor representacion de subtipos agresivos mencionada
(59). Se puede decir, no obstante, que la causa de la progresion tumoral, se debe, en ultima
instancia, a cambios en la epigenética de las células tumorales. Es mas, si no existiesen diferencias
moleculares en ambos grupos de edad, estadisticamente no existirian diferencias en las frecuencias
fenotipicas, ni las diferencias encontradas en cuanto a la expresion de miRNAs, mas alla de las
propias de la edad (no se debe descartar que éstas también podrian afectar a dicha agresividad,

asociada a una mayor actividad celular y proliferacion).

Si bien los cambios descritos son intrinsecos al grupo de mujeres jovenes o el reflejo de una
mayor representacion de caracteristicas agresivas, no influye en el hecho de que existen cambios
epigenéticos que provocan tal agresividad en los tumores y que esos cambios, ademas, parecen
tener mayor presencia en pacientes menores de 35 anos. Identificar de qué mecanismos
moleculares se estd valiendo el tumor para desarrollar ese comportamiento nos aporta no solo
conocimientos sobre la biologia del cincer de mama en mujeres jovenes, si no del cancer de

mama en particular y del cancer en general.
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PARTE 3: VALIDACION DE LA EXPRESION DE LOS MIRNAS
SELECCIONADOS EN UNA SERIE INDEPENDIENTE DE
MUESTRAS MEDIANTE QRT-PCR

3.1. Seleccion de los miRNAs relevantes y representativos

Debido a los posibles sesgos introducidos en el analisis mediante el chip de hibridacion de
miRNAs (entre los que se encuentran posibles fluctuaciones en los detectores de intensidad de
fluorescencia) es aconsejable validar los resultados obtenidos analizando la expresion de miRNAs
mediante otra técnica (270). Por ello, los miRNAs representativos del perfil con resultados
relevantes se validaron en una serie independiente de mujeres mediante una técnica diferente y
mas restrictiva, como es la qRT-PCR, una técnica empleada en la comunidad cientifica, asequible
y reproducible. Ademas, la identificacién de un niimero menor de marcadores que reproduzcan el
perfil de expresiéon de miRNAs obtenidos, facilita la deteccion de los mismos, la reconstrucciéon
del perfil y la aplicabilidad desde un punto traslacional, de cara a emplear los miRNAs detectados

como marcador de prondstico y diagndstico.

Como se ha comentado, tras el analisis de enriquecimiento de rutas de los miRNAs que
componen los principales nodos desregulados se seleccionaron aquellas rutas relacionadas con
caracteristicas tumorales agresivas, como son proliferacion (sefializacion por PI3K, TGF-8, MAPK,
ERBB, mTOR, neurotrofina); adhesion celular y migracion (Biosintesis del condroitin sulfato,
Guia de axones, Sinapsis GABAérgica y Sinapsis dopaminérgica, Sdhesiones focales,
Citoesqueleto de actinay Potenciacion a largo plazo); ya que, de entre las rutas enriquecidas, estas

presentaron mayor representacién de miRNAs y mayor p-valor asociado.

Se seleccionaron los miRNAs en funcion al analisis de enriquecimiento de miRNAs en las
rutas seleccionadas, es decir, aquellos que mejor representaban a las rutas seleccionadas con mejor
p-valor. Los miRNAs seleccionados fueron: hsa-miR125b, hsa-miR-1275, hsa-miR-1207-5p, hsa-
miR-149%, hsa-miR-92b, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-132, hsa-miR-379, hsa-miR-409-3p, y hsa-miR-
433, hsa-miR-23a, hsa-miR-27b, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-30c, hsa-miR-30e* y hsa-miR-195-5p.
Ademais, se incluyeron miRNAs relevantes que presentaron una expresién marcadamente
diferente y significativa en mujeres jévenes (como el caso de hsa-miR-3196 y hsa-miR-1228*). Tras
la seleccion de miRNAs, el analisis de enriquecimiento de rutas de los mismos reprodujo las rutas

consideradas relevantes en un primer momento, lo que aseguré una buena eleccién de los

miRNAs (Figura 37).

En el analisis de expresion de los miRNAs mediante qRT-PCR, se emplearon tres rangos de
edad: pacientes menores de 35 afios, de entre 45 y 65 afios de edad y mayores de 65 afios, en
lugar de los dos rangos extremos utilizados en los anilisis anteriores. Se introdujo la categoria
intermedia para establecer si la desregulacion de los miRNAs era identificativa de mujeres jovenes
o si, por el contrario, se trata de un suceso que ocurre en otros rangos de edad y lo que

observamos es, en realidad, un perfil caracteristico de mujeres mayores de 65 afios.

Como se ha comentado anteriormente, los estudios de cincer de mama en mujeres jovenes
han establecido varios cortes a la hora categorizar a un grupo como joven, siendo el umbral mas
alto 45 anos (52, 230, 233, 234). Se puede deducir, pues, que a partir de 45 anos se considera un
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grupo homogéneo como control frente a mujeres jovenes, por lo que se empled como la edad de

corte por encima de la cual no se consideran pacientes jovenes de cincer de mama.

Los resultados de la cuantitativa mostraron que la expresion de todos los miRNAs evaluados,
el grupo de muestras de pacientes entre 45 y 65 afios se comportan del mismo modo que las
mujeres mayores de 65 aios, descartando que las diferencias que veamos sean exclusivas del grupo
de pacientes post-menopausicas, y confirmando también la distincion del cincer de mama en

mujeres muy jovenes de aquellas pre-menopdusicas (con pico de aparicion a los 50 afios) (167).

3.3. Los miRNAs son validados mediante gqRT-PCR

De los 18 miRNAs seleccionados para la validacién, 12 mostraron resultados significativos con
la misma tendencia de expresién que en la primera fase, sin embargo, solo seis de estos
aguantaron correccién por Bonferroni para multiples comparaciones. No obstante, la correccion
por Bonferroni es un método estricto, ademas, el escaso tamafo muestral reduce el poder
estadistico, por lo que se necesitan mas muestras para obtener la significacion. El hecho de que
consigamos validar la expresion de seis miRNAs y que, ademads, el resto de ellos mantenga la
tendencia a la significacion, otorga robustez a los resultados obtenidos en la primera fase del
estudio, confirmando la existencia de un perfil molecular propio de mujeres jovenes y

garantizando su deteccion mediante una tecnologia asequible como es la qRT-PCR.

3.4. Relevancia de los miRNAs validados

De los miRNAs validados mediante qRT-PCR, se destacan los seis que aguantan correccién

por Bonferroni, ya que sus valores de significacion son muy robustos: hsa-miR-30c, hsa-miR-92b,

hsa-miR-139, hsa-miR-1228, hsa-miR-1275, hsa-miR-3196.

La expresion del miRNA miR30c se ha encontrado asociada a la expresion de teniendo un
papel supresor de tumores (271, 272). Se encuentra reprimido de manera dependiente de TGF-B
en lesiones hepaticas (Roy 2015). Reprime la expresion de IER2, una proteina que promueve la
metastasis (273) (Wu 2015). Se ha descrito su desregulacion en cancer de mama hereditario sin

mutacion en BRCAL/Z, habiéndose visto su asociacion con la expresion de KRAS (175).

Sin embargo, algunos estudios evidencian el papel oncogénico del miR30c, siendo de peor
prondstico en cancer de mama debido al silenciamiento de NOV,/CCN3, que resulta en un
aumento de la invasion en células MDA-MB-231, o mediante el silenciamiento del gen supresor
de tumores p53 (271, 274). El papel que desempefia la familia miR-30 en el inicio, progresion e
invasion del cancer no est4 claro, debido a la gran cantidad de genes diana que regula, por lo que
se necesitan mdis estudios de esta familia de miRNAs para determinar su papel particular en
cancer de mama y, concretamente, en cincer de mama de mujeres muy jovenes, dénde se muestra

principalmente reprimida.
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Tabla 18. Genes diana de los miRNAs validados y su implicacién en cancer.

miRNAs

Gen diana

Funcion

miRNAs sobre-expresados en mujeres jovenes

Referencias

miRNAs reprimidos en muj

eres jovenes

miR1228* | MOAPI Homologo de Bcl, su represion permite a las células | Yan et al. 2012 (275)
escapar de la apoptosis.
miR3196 PAXZ, PAX2 estd implicado en la supresién de la Beauchemin et al.
THTPA, traduccion de proteinas (mediante WT1). Se asocia | 2011. (276)
PIK3RZ, con bajo riesgo de cancer de mama, su represién Kovacevic et al.
BBC3 promueve tumores mds agresivos. 7HTPA es un 2008. (277)
gen supresor de metastasis tumoral. PIK3RZ es un | Tajnik et al. 2012.
gen anti-apoptdtico implicado en rutas de (278)
proliferacion. BBC3 es un gen pro-apoptotico Wong et al. 2012.
asociado a tamafio tumoral. (279)
miR1275 IGFI, IGFI esta relacionado con proliferacion Castano et al. 2013.
NFIX, tumoral. NFIX se encuentra hipermetilado en lineas | (280)
Claudinll | celulares de cancer de mama. Claudin 11, molécula | Awsare et al. 2011.
de adhesion celular cuya represion estd asociada con | (281)
invasion y capacidad metastasica. Webb et al. 2013.
(282) Ozata et al.

2011. (283) Lian et
al. 2012. (284)
Katsushima et al.

2012. (285)

encontrado desregulado en varios canceres,
incluyendo glioma y de prostata, en cdncer de
mama favorece la transicion epitelio-mesénquima.
IER2, promueve la metdstasis.

miR139 RAPIB, RAPIB, familia RAS (oncogén). FOS estd implicada | Guo et al. 2012.
cFOS, en ciclo celular, diferenciacion y transformacion (286) Milde-
TOP2A, celular, su represion induce un aumento en la Langosch et al. 2013.
CXCR4 apoptosis y mayor diferenciacion celular. TOP2A, | (287)
topoisomerasa asociada a proliferacion Shen et al. 2012.
tumoral. CXCR4, se encuentra asociado con (288)
progresion y metastasis en cancer colorrectal, Bao et al. 2011. (289)
regulado por HER2-CD44 via miR-139.
miR92b PSMDI0, PSMDI0. Su inhibicion ralentiza el crecimiento Leidner et al. 2013.
FOX2 tumoral en hepatocarcinoma. Altamente expresado | (290) Qian et al.
en glioma. FOX2. Proteina que regula el procesado | 2012. (291)
alternativo.
miR30c p53, KRAS, | KRAS, actiia como oncogén. Se requiere miR-30c | Li et al. 2010. (274)
TGE-B, para inducir la apoptosis mediada por TGF-B. Shen et al. 2009.
SNAIL, SNAIL es un factor de transcripcion que promueve | (292)
IER2 la represion de la adhesion celular, habiéndose Wu et al. 2015. (273)

Tanic et al. 2012.
(175) Wang et al.
2013. (293) Dong et
al. 2014. (294) Roy et
al. 2015. (295)

El papel oncogénico del policistron 17/92 se ha descrito en varios tumores como por ejemplo
linfomas (296), retinoblastoma (297), cancer colorrectal (298), neuroblastomas (299), cancer
pancredtico (300, 301) y cancer de pulmén (302) entre otros. En especial se ha visto
sobreexpresado en tumores triples negativos y en aquellos tumores de ciancer de mama
metastasicos (303-306). Sin embargo, se ha encontrado una elevada expresién de hsa-miR-92b en
lineas celulares de cancer de mama luminal en comparaciéon con el resto de subtipos en un
estudio de 55 lineas celulares de cdncer de mama, siendo indicativo de buen prondstico (307).
Ademis se sabe que diversos miembros de este policistron tienen genes diana supresores de
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tumores como PTEN, la familia de E2F1-3, TGF-B, Smad2-4 o BCL2L11. Los resultados en datos
de METABRIC indican valores sobre-expresados de este policistrén, mientras que en muestras
procedentes del Hospital Clinico y en lineas celulares se encuentra muy sobre-expresado el
miRNA miR92b*, sin embargo miR-92a y miR-92b mostraron una expresion menor en mujeres
jovenes, por lo que no se puede concluir su implicacion en ciancer de mama de mujeres jovenes.

En cuanto a miR139, se ha demostrado su papel como supresor de tumores en glioma, cincer
de ovario, cancer colorrectal y de vejiga, y en carcinoma esofagico y de células renales (272, 294,
308-310). Se ha demostrado su papel como regulador de la metastasis en cancer de mama (311).
Entre sus genes diana destaca RAPIB, un oncogén de la familia RAS, para el que existen variantes

de procesamiento de mRNA y varios pseudogenes (Tabla 18).

Es interesante comentar que miR125a, cuya expresién es muy diferente en los grupos de edad,
aunque no aguanté correcciéon por Bonferroni, se encuentra marcadamente reprimido en células
de ciancer de mama, siendo esta represion mds marcada cuando se sobre-expresan HER2 y/o
HER3. Ademas, favorece que el tumor muestre caracteristicas mds agresivas, especialmente una

géstrico y de esoéfago (293, 314).

En cuanto a los miRNAs que se encuentran sobre-expresados en mujeres jovenes, como se
resume en la tabla 19, apuntan a genes diana relacionados principalmente con rutas que
promueven la apoptosis y la diferenciacién, por lo que una mayor represiéon de estas rutas por
parte de los miRNAs conduce a una mayor proliferacion y caracteristicas tumorales mas agresivas.

Ademis el miRNA miR-1228 promueve el crecimiento tumoral y metastasis en cincer de mama

(218).

El miRNA miR1207-5p, aunque no se mantuvo significativo tras aplicar Bonferroni, silencia a
DHCR24, cuya expresién se encuentra muy reprimida en cancer de prostata. Ademas, entre sus
genes diana destacan numerosas claudinas, proteinas asociadas con movilidad celular, invasion
tumoral y metdstasis (282, 315).

3.5. MicroRNAs como marcadores de supervivencia

En la practica clinica, los marcadores de supervivencia suponen una herramienta muy util de
cara a establecer un prondstico y administrar un tratamiento concreto (200). La estabilidad de los
miRNAs y su posible deteccién en suero, los sitian como unos marcadores de supervivencia

ideales, cuya asociacién merece ser evaluada.

Los analisis de supervivencia se llevaron a cabo sobre los datos obtenidos del consorcio
METABRIC, que contaban con los datos de supervivencia. En la muestra procedente de pacientes
del Hospital Clinico no se obtuvieron resultados concluyentes debido al tamafio muestral
reducido. Se analizaron los miRNAs validados mediante qRT-PCR y cuya expresiéon se habia
analizado en la plataforma EXIQON en el estudio de METABRIC: miR30c, miR92b, miR125a y
miR139. Se incluyo ademas, miR663, cuya expresion se valido mediante el meta-analisis, ademas
de encontrarse sobre-expresado en mujeres jovenes tanto en el estudio llevado a cabo sobre

muestras, como en el de lineas celulares y el realizado con datos del estudio METABRIC.
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Tras los andlisis de supervivencia se confirmé una menor supervivencia global en mujeres
menores de 35 afios respecto a mujeres mayores de 65. Adems4s, esta tendencia se refuerza al
separar por mujeres ER positivas y ER negativas, lo que confirma trabajos previos (54). Al estudiar
la relacion entre la desregulacion de determinados miRNAs y la supervivencia, las pacientes
mostraron una peor supervivencia asociada a la represién de los miRNAs miR92b y miR139.
Otros miRNAs mostraron cierta asociacién a la supervivencia, sin embargo los resultados no
alcanzaron la significacion, es el caso de miR30c y miR27b. Al separar la muestra por edad, las
mujeres menores de 35 afios, aunque mostraron una curva de supervivencia muy diferente segin
la expresion del miRNA, no se pudo concluir ninguna asociacién estadistica, debido al tamafo

muestral (33 mujeres jovenes) y a su fragmentacion tras separar por grupos de expresion.

Los resultados obtenidos sugieren un papel discreto como marcador de la supervivencia de los
miRNAs miR92b y miR139, aunque se necesitan mas estudios con una poblacion de muestras

mayor.

El estudio de la expresién de miRNAs ha llevado a identificar una serie de miRNAs
susceptibles de emplearse como marcadores prondstico, destacando la asociacion del miR-92b con
una mayor supervivencia. Por otro lado, el miR-30c, asociado previamente a cancer de mama, se
encuentra muy reprimido en cdncer de mama de mujeres jovenes y, aunque se necesitan de mas
estudios dirigidos, puede ser un marcador de buen prondstico. Los miRNAs hsa-miR-1228, hsa-
miR-1275 y hsa-miR-3196, se encuentran sobre-expresados en mujeres jovenes, y su posible
deteccion en suero los sitla como marcadores de prondstico candidatos en biopsias liquidas,

menos invasivas.
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PARTE 4: VALIDACION DE LA IMPLICACION DE LOS GENES
SELECCIONADOS EN CANCER DE MAMA EN MUJERES

JOVENES

4.1. Seleccion de los receptores de la ruta de NMDAR como genes

candidatos

Correlacion de los miRNAs desregulados con la ruta de EGFR vy su acoplamiento con otras rutas

de proliferacion.

La desregulacion de rutas obtenida indica, en efecto, una mayor proliferaciéon y capacidad
invasiva, que podria valerse de mecanismos similares a los que emplean las células madre
neuronales (con las que las células del epitelio mamario comparten origen ectodérmico) para

provocar una mayor agresividad de las células tumorales en mujeres jovenes.

Debido a la gran cantidad de rutas neuronales desreguladas, la atencion se centro sobre la ruta
del glutamato, una ruta que inicia una cascada de sefalizacién que conlleva una mayor
proliferacion y que se encuentra acoplada a rutas de sefalizacion como MAPK, PI3K/Akt/mTOR
y sefalizacion de calcio, todas ellas se muestran desreguladas en los anilisis realizados (Figura 57).

Ibotenic acid Nrg 1-4 0 O Glutamate
Homoquinolinic acid AQ e Yoo
e o2 BAY 36-7620

Glutamate

Q
Q Q
NMDA LY341495  5oQ QClutamate o .

°°Ca2+
QQQ

A4

Lapatinib
Erolotinib
Neratinib

inhibitor Q@
o
Glutamate 00
2 29°
PLX4032 0%
— PLX4720 Cystine
PLX4732

Perifosine

Akt ) — MK-2206

Ca?* mediated
signaling

Survival

@ |— AEZS-131
GSK2141795

e

X

TR
KL K¢

[

(
(

X

g

Riluzole

EAATS

TP I fsystem X
¢ F O

Q0
Q
Ooo

GSK2126458

AZD-6244
@ F— Gsk1120212

Proliferation ‘

© 2012 American Association for Cancer Research

CCR Molecular Pathways

AR

Figura 57. Receptores iniciadores de cascadas de sefializacion en la célula relacionados con la ruta del
glutamato. Se representan los receptores de membrana asociados a las rutas de proliferacion y sus ligandos,
asi como algunos de los firmacos que alteran las rutas en alguno de sus puntos. Figura original de Prickett,

2012.
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La ruta del glutamato parece estar relacionada con la iniciacién de procesos cancerosos,
habiendo aumentado la atencion sobre ella en las ultimas décadas. El estudio de la implicacion de
la ruta de sefalizacion glutamatérgica en la homeostasis del cincer ha aumentado
exponencialmente en la ultima década, sugiriendo que juega un papel importante en la
transformacion celular (316). La ruta del glutamato esta intimamente ligada con la ruta de
sefializacion de calcio, relevante para los procesos de desarrollo de tumores y proliferacién, siendo
las microcalcificaciones en mama un sintoma de alta actividad y, por tanto, un factor de riesgo
(317, 318). Recientemente, se han asociado receptores de esta ruta, como NMDAR vy otros
mGIluRs, a procesos cancerosos particularmente agresivos, incluyendo la transformacién maligna
de células mamarias (319-321).

No se debe descartar la implicacion de otras rutas metabdlicas, como las relacionadas con
movilidad y adhesién celular, sin embargo, la inter-relacién presente entre los tres tipos de rutas
analizados, neuronales, movilidad y matriz extracelular y rutas de sefalizacion responsable de la
proliferacién celular, indican que se avanza en la direccion correcta. Esto abre las puertas de cara
a la busqueda de nuevas dianas y estrategias terapéuticas, que permitan una calidad de vida y una

reincorporacién social satisfactoria para este grupo de pacientes.

Junto con la ruta de sefializacion del glutamato, la ruta de sefializacion de ERBB4 se presento
como posible candidata debido al enriquecimiento de los miRNAs desregulados en mujeres
jovenes, y a su interconexion con la ruta del glutamato, asi como con otras rutas también
enriquecidas importantes, como son las rutas de sefializacién PI3K/Akt y MAPK. Ademas tiene
cierta relevancia en procesos neuronales como son potenciacion y depresion a largo plazo, sinapsis
glutamatérgica, etc; rutas generalizadamente enriquecidas en los miRNAs de los nodos

seleccionados (322) (Figura 57).

Aunque los miRNAs desregulados presentan genes diana en todos los niveles de sefializacion
de las rutas, los receptores de membrana son los responsables de iniciar la transduccion de
sefiales, su papel es de maxima relevancia, siendo, ademas, susceptibles de emplearse como dianas
terapéuticas, debido a la presencia de antagonistas de sus ligandos.

Todos los genes seleccionados como candidatos son diana de miRNAs que se encuentran
reprimidos en mujeres jovenes, por lo tanto, los mensajeros de estos genes deben de encontrarse
en mayor cantidad en mujeres jovenes, lo que conduce a la sobreexpresion de la proteina a la que
codifican (Anexo XI). Dicha sobre-expresién conduciria a un aumento del metabolismo del calcio,
mayor proliferacién y supervivencia celular, procesos clave en la progresién tumoral.

La ruta del glutamato se inicia mediante el receptor de membrana NMDAR, por lo que
seleccionamos como genes candidatos aquellos que codifican para dos de sus subunidades
GRIN2B y GRIN3A, ya que se ha revelado recientemente su posible papel en la proliferacion de
tumores solidos, como el de cancer de mama (323). El trabajo de Li y colaboradores (2013) indica
una mayor actividad de la subunidad GRIN2B, o NR2B, del receptor NMDAR en los bordes de
varios tipos de tumores solidos, incluyendo tumores mamarios, lo que sugiere que podria estar
indicando el camino de expansiéon del tumor, del mismo modo que ocurre cuando ejerce su
accién normal en neuronas facilitando la plasticidad neuronal (323, 324). De hecho, la presencia
de la subunidad NR2B es mayor durante las etapas del desarrollo embrionario y hasta la tercera

semana de desarrollo post-natal, por lo que esta asociada a periodos de alta actividad proliferativa

(325-327).
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Por otro lado, GRIN3A, o NR3, otra subunidad del receptor del glutamato NMDAR, se
piensa que actua suprimiendo la actividad de NMDAR, ademas, aumenta su presencia con la
edad, siendo responsable de la pérdida de plasticidad neuronal y capacidad de aprendizaje
asociada a la edad(325). No existen referencias acerca de la expresion de este gen asociada a
cancer, sin embargo, seria util considerar la relacion entre GRIN2B y GRIN3A y su desequilibrio
como posible mecanismo de accion tumorigénica.

También relacionado con esta ruta, se selecciond el gen del receptor metabotrépico del
glutamato (GRM3), que estd asociado con migracion y proliferacion de células tumorales (320,
322, 328). Se ha descrito que un aumento en los niveles del receptor GRM3, o mGluR3, ha sido
asociado a varios cidnceres, como son glioma, cdncer de tiroides, melanoma y de eséfago (320, 328-
330). Un estudio reciente demuestra que, en efecto, un bloqueo de GRM3 inhibe la proliferacion
y promueve la diferenciacién en glioma (331). Interesantemente, se han detectado altos niveles de
los receptores mGluR3 y mGluR5 en células madre neuronales, permitiendo el mantenimiento
de la poblacion de células madre embrionarias (332). El parecido entre las células madre
neuronales y las células transformadas que originan procesos cancerosos, sugiere que estos
receptores juegan un papel importante en la transformacion epitelio-mesénquima y en la
adquisicion de caracteristicas de célula madre por parte de las células tumorales, debido al origen

ectodérmico de ambos tipos celulares (333).

Se selecciond, por tltimo, el gen ERBB4, como candidato para realizar estudios de expresion y
confirmar su desregulacion en mujeres jovenes. Aunque ERBBZy ERBB3 se presentaron como
dianas validadas sobre-expresadas de los miRNAs desregulados, conocemos el estado de HER2 en
las muestras, ya que se analiza en la rutina clinica como marcador de prondstico, su implicaciéon
en cdncer de mama estd ampliamente estudiada y su desregulacion no explica los casos HER2-
dentro de las mujeres jovenes. ERBB3, por otro lado codifica para el receptor de membrana
HER3, cuya actividad depende directamente de otros receptores de la familia de EGFR, ya que no
posee dominio extracelular y, para ser activo, necesita dimerizar con HER2 o (141).

La ruta de HER, en concreto HER2 y HER3, ha sido ampliamente estudiada en relacién al
cancer de mama, siendo marcadores de prondstico decisivos y jugando un papel clave a la hora de

dictar un tratamiento (334). Recientemente, HER4 ha sido ampliamente estudiado, al presentarse

como una nueva diana terapéutica o como factor prondstico (152, 335-337). Sin embargo, los
autores no coinciden en si se trata de un marcador de buen pronodstico o de mal pronostico,
habiendo trabajos que apoyan ambas hipotesis. La actividad de HER4 es necesaria para la
formacion de la glindula mamaria, habiéndose observado un aumento en la fosforilacion del
receptor (necesaria para su activacién) en etapas tardias del embarazo y la lactancia, ademas la
eliminacion del gen ERBB4 impide la progresion del TEB y una correcta formacion de la
glandula mamaria para la lactancia, parece ser que, ademas, HER4 es necesario para la expresion

mediante STAT5A de las proteinas lacteas B-caseina y WAP durante la lactancia (336).

4.2. La expresion de los mRNAs en tejido tumoral mamario segiin la edad

Se midio la expresiéon de ERBB4 mediante qRT-PCR, sin embargo, los resultados obtenidos
no fueron significativos, no pudiendo concluir que la expresién de este gen en mujeres jovenes
sea significativamente mayor que en mujeres mayores. Se observa, sin embargo una tendencia a
una mayor expresion, por lo que los resultados no son del todo contradictorios. Se observa una

acumulacion de valores cercanos a cero, como se ha demostrado anteriormente, la obtencion de
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material genético para el estudio de RNA de gran tamafio a partir de tejido FFPE no es 6ptima,
pudiendo encontrarse el RNA degradado en la muestra. Por ello se pretende destacar el papel
importante de los miRNAs como marcador molecular, debido a, como se ha comentado antes, su
alta estabilidad y recuperacién a partir de material parafinado, en el cual el RNA suele
encontrarse degradado, sobre todo en estudios retrospectivos en los que las muestras tienen una

cierta antigiiedad.

La expresién de GRINZB, sin embargo, si resulto significativamente mayor en mujeres jovenes,
confirmando una mayor presencia del receptor NMDAR en las células tumorales de mujeres
jovenes con cancer de mama. Sin embargo, los resultados de la qRT-PCR mostraron que la
subunidad NR2B no se encuentra presente, o a niveles muy bajos en algunas muestras, lo que
podria indicar que las células tumorales se sirven de este mecanismo sélo en algunos casos. O
bien, que esta sobre-expresion es dependiente de la localizacion sobre el tumor, ya que se ha
localizado preferentemente en los bordes tumorales; por lo tanto es posible que, aquellas muestras

en las que no se observa, correspondan a cortes procedentes del centro del tumor (323).

Se ha descrito que el receptor NMDAR es un heterodimero compuesto por NR1 y alguna de
los subtipos de NR2 (NR2A-NR2D). NR2 juega ademas un papel esencial durante el desarrollo
neuronal, habiéndose asociado diferentes patrones de expresion de sus subtipos con la edad (326,
338). Se deberia, pues, estudiar la presencia del resto de subunidades en estas muestras para

confirmar la presencia de esta subunidad en estas mujeres.

De manera llamativa, la expresion de GRIN3A también resultd positiva sélo en algunas
muestras, sin mostrar, como en el caso de GRIN2B, asociaciéon aparente a ninguna caracteristica
clinica. Sin embargo, en todos los casos en los que GRIN2B no estaba expresado, tampoco lo
estaba GRIN3A, a excepcion de uno. Si consideramos que GRIN3A acttia como inhibidor, en
cierta manera, de NMDAR, este hecho podria indicar que, efectivamente, ninguna de las

subunidades de NR2 se encuentra presente, por lo que tampoco es necesaria su regulacién

mediante GRIN3A.

En el caso del receptor GRM3 (mGluR3) no se encontrd expresion en ninguna muestra y
podria tratarse de un fallo en la deteccion o en la sensibilidad de la técnica. Sin embargo, el hecho
de que tampoco se detecte proteina en tejido de cidncer de mama en la base de datos The Human
Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/), parece indicar que este gen no se expresa en
tumores mamarios; aunque, al ser la mayoria de tejidos analizados procedentes de mujeres de

edad avanzada, a excepcién de una de 40 afos, no se puede concluir que asi sea.

Por otro lado, y como se ha comentado antes, si se ha visto presencia de GRM3 en tejido
tumoral de diferentes tipos de cancer, por lo que se necesitan mas estudios en esta direccién para
concluir la implicaciéon de este gen, aunque, en cualquier caso, no parece ser un factor relevante

en la iniciacion del cancer de mama en mujeres muy jovenes (321).

4.3. Valoracion de la cantidad de receptor in situ mediante I[HC en mujeres

muy jovenes

Se sabe que los miRNAs silencian a los genes mediante su unién a la region 3’UTR del

mRNA, pero su silenciamiento no siempre tiene como final la degradacion del mRNA. Cuando
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no existe un apareamiento completo del miRNA con la secuencia diana, el mRNA es
simplemente “secuestrado” por el miRNA y el complejo proteico RISC, que impiden la union al
ribosoma y su traduccion a proteina. Sin embargo, en estos casos el mRNA se mantiene en la
célula, posiblemente como un repositorio rdpido de proteina en caso de necesidad inmediata (70,
71, 339). Los miRNAs maduros necesitan tnicamente una secuencia semilla de 8 nucledtidos
para poder comenzar la unién a su diana, por lo que determinar si el silenciamiento de la

proteina estd desembocando en su degradacién o no resulta complicado (340).

Durante la extraccion de material genético del tejido, las proteinas son degradadas, liberando
todo el RNA que se encontrase en la célula en ese momento. No se puede concluir mediante
gRT-PCR si ese RNA se encontraba silenciado por miRNAs o no, y no se puede establecer que
existan diferencias entre mujeres jovenes y mayores a este nivel. En el trabajo de Wu vy
colaboradores (2015) llegan a la misma conclusion al evaluar la acciéon del miRNA hsa-miR30c
sobre el mRNA de /ERSZ, éste no cambia los niveles del mensajero, pero si de la proteina final
(273). Este hecho acentua la importancia de los miRNAs como marcadores moleculares,
facilmente detectables y que indican una variabilidad no detectable mediante el analisis de la

expresion de genes por qRT-PCR de sus mensajeros.

La expresion del mRNA de HER4 no result6 ser diferente de mujeres mayores en pacientes
jovenes, sin embargo, como se ha comentado, esto no indica necesariamente que no exista un
efecto sobre el receptor. Por ello debe medirse la expresion de la misma, es decir, la cantidad final
de proteina que se encuentra en tejido, para comprobar el efecto que los miRNAs estin

ejerciendo sobre la proteina.

Con este fin se realizd tincién inmunohistoquimica sobre cortes de tejido tumoral FFPE de
mujeres jévenes y mujeres mayores, asi como de tejido sano. Se emplearon anticuerpos anti-HER4
para detectar la presencia del receptor HER4. Los resultados mostraron una expresiéon mayor en
mujeres jovenes, habiendo en este grupo mayor representacion de tincion positiva y, por tanto, de
receptor HER4. Se obtuvo, ademds, un mayor niimero de muestras con tincién muy intensa en
este grupo de muestras de mujeres jovenes, mientras que en mujeres mayores la mayoria presentd

tincion débil o muy débil.

Estos resultados apoyan la hipotesis formulada, si los miRNAs que regulan la ruta de
sefializacion mediante ERBB se encuentran reprimidos en mujeres jovenes, sus genes diana, entre
los que se encuentra HER4, estaran sobre-expresados y habrd mas cantidad de proteina; aunque
no aparece como diana validada, si es una diana tedrica (Anexo XI). Las células tumorales podrian
valerse de HER4, tanto en aquellas que co-expresan HER2 como en las que no, para activar las

rutas de proliferacion provocando el crecimiento tumoral.

Los estudios realizados sobre HER4 se muestran contradictorios en cuanto a su valor
prondstico en cancer de mama, mostrindose en unos trabajos como de buen pronodstico al
promover la apoptosis celular, mientras que en otros indica mal prondstico, algunos autores
sugieren que esto depende en gran medida del anticuerpo empleado en el trabajo (341-346). Se ha
observado que la co-expresion de HER4 junto con HER2 mejora la supervivencia tras tratamiento
con Trastuzumab. Sin embargo, la co-expresion de HER4 con EGFR ha demostrado un peor

pronostico en varios tipos de cancer (347, 348).
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La falta de acuerdo entre los resultados puede deberse a la complejidad de HER4, que cuenta
con varias isoformas y, ademds, sufre escision de su dominio intracelular, pudiendo adoptar
diversas localizaciones en la célula. La mayoria de trabajos concluyen que es necesaria la liberacion
del dominio intracelular de HER4 (4ICD) y su consecuente transporte al ndcleo para que ejerza
su acciéon supresora de tumores, ya que activa la transcripcién de genes que promueven la

diferenciacion del epitelio mamario, siendo indicativo de buen pronostico (347, 349, 350).

En 2009, Thor y colaboradores ponen de manifiesto que la localizacion del dominio
intracelular es relevante a la hora de establecer un prondstico (152). De hecho, Fujiwara y
colaboradores (2014) en un trabajo reciente destacan que tanto la isoforma como su localizacién
son decisivas a la hora de determinar un buen prondstico, asociando la isoforma CYT-2 junto con
la alta presencia de 4ICD en el nticleo a un mejor prondstico (151). Del mismo modo, Wali y
colaboradores (2014) asocian una sobre-expresién de la forma CYT-1 a la aparicion de lesiones
neoplasicas en modelos murinos, sugiriendo una funcién oncogénica para esta isoforma (351). De
hecho, CYT-2 carece de una regién de 16 residuos que incluye un dominio de unién a PI3K| y

muestra un patrén de localizacion preferentemente nuclear (352, 353).

Es posible, pues que, no solo la expresion sea mayor en tumor de mama de mujeres jévenes, si
no que la localizaciéon juegue un papel importante como factor prondstico, siendo su
internalizacién al nucleo lo que ejerce su accion supresora de tumores promoviendo la apoptosis.
En mujeres jovenes, al encontrarse principalmente en membrana, no ejerceria esta accion,
dimerizando con otros receptores y activando las rutas PI3K y MAPK a las que se encuentra
asociado el receptor, lo que llevaria a un aumento de la proliferacion celular, independientemente
del estado de HER2 en estas pacientes. Se debe destacar que el anticuerpo empleado detecta la
tirosina fosforilada, pTyr1162, que se encuentra en el dominio intracelular 4ICD, que

posteriormente es escindido y transportado al nucleo.

La region 3’'UTR de ERBB4 contiene sitios de union tedricos para 411 miRNAs (incluyendo
los miRNAs con expresion desregulada validada en mujeres jovenes, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-
30c-5p y hsa-miR-125a que, ademds, se encuentra conservado entre especies). Los diferentes
transcritos de ERBB4 varian entre si considerablemente en esta region, por lo que es posible que
la desregulacion de miRNAs afecte de manera diferente a ambos transcritos del gen ERBB4,
silenciandolos de manera diferencial. Es probable, pues, que la desregulaciéon de miRNAs en
cancer de mama de mujeres muy jovenes silencie de manera preferente a una de las dos isoformas
expresadas en tejido mamario (CYT-1 y CYT-2). Es también una posible razéon de que no se hayan
observado diferencias en la expresion del mRNA de ERBB4 debido a la incapacidad de la sonda
empleada en diferenciar entre ambas isoformas. Futuros estudios son necesarios para esclarecer si
el cancer de mama en mujeres jovenes se encuentra sobre-representado en la isoforma CYT-1, lo

que podria conllevar un peor pronostico.

Ya que en el presente trabajo se han encontrado rutas relacionadas con la plasticidad neuronal
desreguladas en tumor mamario de cincer de mama, es interesante destacar que, en tejido
neuronal, HER4 se encuentra muy expresado en las etapas que van desde el desarrollo
embrionario hasta la edad adulta, siendo indicativo de plasticidad neuronal y capacidad de
aprendizaje y, por tanto, facilitando la reordenacion y formacion de sinapsis neuronales. Cuando
se alcanza una cierta edad, se produce la desensibilizacion de HER4, que deja de ser activo en

neuronas mediante la escision de su dominio extracelular (354).
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Se ha de tener en cuenta que en este estudio se han empleado pocas muestras, por lo que
cualquier conclusién es especulativa. Se requieren de subsecuentes estudios para poder arrojar
resultados que apoyen o contradigan este estudio exploratorio. En cualquier caso merece un
estudio mas exhaustivo, debido a la creciente importancia del estado de HER4 como marcador de
prondstico, tanto en mujeres jovenes como en mayores, y la consideracién de que los resultados
obtenidos en HER4 deben tomarse con precaucion a la hora de extrapolarse sobre este grupo

particular de pacientes, ya que podria no actuar en la misma linea que en pacientes mayores.

Se han encontrado diferentes patrones de metilacién en genes asociados a caracteristicas de
células madre, incluyendo GRINZB, ERBB4 vy su ligando NRGI, en diferentes subtipos de
cancer de mama, por lo que un patrén de metilacién diferente podria ser el responsable tltimo de
la desregulacion molecular en cincer de mama de mujeres jovenes, siendo la desregulacion de
miRNAs un efecto derivado de esta metilacion (355-357).

La sobreexpresion del mensajero de GRINZB, asi como de la proteina HER4, en tejido
tumoral de cidncer de mama en mujeres jovenes, sugieren que, en efecto, estas rutas se encuentran
expresadas en mayor medida en tumores de mujeres menores de 35 aflos que en mujeres de mas
edad. Ademds, proponen nuevas aproximaciones terapéuticas para este grupo de pacientes con

consideraciones especiales y caracteristicas clinicas particulares.

4.4. Posibles aplicaciones terapéuticas

La existencia de farmacos que acttian como inhibidores a diferentes niveles de la ruta del
glutamato permiten abrir la posibilidad a nuevas aproximaciones de tratamiento en mujeres
jovenes mediante la co-administracion de farmacos para los diferentes receptores desregulados
(HER4 y NMDAR), o su desacople de las rutas de proliferacion (Figura 57), (322). En el trabajo
de Li y colaboradores (2013), se obtienen resultados alentadores con el firmaco MKS801,
antagonista de NMDAR, que revierte la proliferacion e invasion tumoral en cultivos celulares y
mostroé efectos terapéuticos en ratones RIP1-Tag2, con alta proporcion de tumores solidos,
disminuyendo el tamafio y nimero de tumores (323). Existen varios antagonistas de NMDAR que
se emplean en el tratamiento de desordenes mentales, como son Riluzole, Memantine, MK-801 y
AP5, que, presentando una citotoxicidad débil, reducen notablemente la proliferacién tumoral en
leucemia (319). Estudios preclinicos también muestran una sensibilizacién a la radioterapia en

metastasis de cerebro derivada de melanoma tras el uso de Riluzole (358).

En cuanto a la aplicacion de HER4 como diana terapéutica, existen farmacos inhibidores pan-
HER, es decir, se unen a todos los receptores de la familia de EGFR, incluyendo HER4, como el
lapatinib, un firmaco ampliamente usado en cidncer de mama para tratar tumores HER2 positivos
resistentes a trastuzumab, habiéndose demostrado el mismo mecanismo de inhibicion para HER4
(359). Recientemente, se ha desarrollado un nuevo tipo de inhibidores pan-HER, que se une de
manera irreversible, disminuyendo notablemente la fosforilacion y, por tanto, la activacion de las
rutas de sefalizacién iniciadas por los receptores de la familia EGFR. De ellos, el Neratinib ha
pasado la fase pre-clinica y se encuentra en varios ensayos clinicos. Neratinib muestra resultados
muy buenos en aquellas pacientes que sobre-expresan HER2, pero, ademads, también existen
resultados preliminares alentadores, que muestran respuesta patolégica en tumores HER2

negativos cuando se tratan con Neratinib junto con quimioterapia, aunque los resultados son
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inconstantes en tumores triple negativos, poniendo de manifiesto la heterogeneidad de los

tumores y la necesidad de estratificar y seleccionar adecuadamente a los pacientes (360, 361).

Actualmente, la terapia anti-HER se administra en la prictica clinica rutinaria a pacientes con
tumores HER2 positivos, sin embargo, seria recomendable establecer también el estado de otros
receptores como HER4, especialmente en mujeres jovenes, ya que muestran una mayor expresion

de HER4 independientemente del subtipo tumoral que presenten.

La existencia de un perfil molecular diferente en cancer de mama de mujeres jovenes remarca
la necesidad de tratar a este grupo de pacientes con consideraciones especiales, asi como la
necesidad de ensayos clinicos para este grupo, o una mayor representacion de estas pacientes en
los mismos, incluyendo la edad como variable, ya que, la poca incidencia del caincer de mama en

mujeres jovenes ocasiona que los efectos sobre este grupo se diluyan en los resultados globales.

En este trabajo se ha presentado, por primera vez, un anilisis exhaustivo de la desregulacion de
miRNAs en mujeres jovenes con cincer de mama, mostrando un perfil molecular distintivo de
tumores de mama de mujeres menores de 35 afos. Se han identificado rutas metabdlicas
posiblemente desreguladas y evaluado la implicacion de genes diana candidatos, sugiriendo asi el
posible mecanismo molecular que lleva a la progresion tumoral. Ademds, se han sefialado posibles
marcadores moleculares de supervivencia y posibles dianas terapéuticas. Se necesitan futuros
estudios que amplien el conocimiento acerca del cAncer de mama en mujeres jovenes y confirmen
los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral, sin embargo, los resultados
apuntan a que el cincer de mama en mujeres jovenes es una entidad biolégica diferente, con una

etiologia clinica y molecular especifica, que merece ser tratada como tal.
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CONCLUSIONES






La conclusion principal que se extrae de los resultados obtenidos en este trabajo de
Tesis Doctoral es que el cincer de mama en mujeres muy jovenes parece constituir una
entidad biologica diferenciada dentro del cincer de mama general.

El analisis de integridad del RNA no resulta efectivo para evaluar la
idoneidad del RNA de pequeio tamafo para estudios moleculares.
Mediante qRT-PCR se ha observado que los miRNAs son mas estables y
se recuperan mejor que RNA de mayor tamafo en muestras FFPE. En
estudios moleculares a partir de material parafinado, el marcador
bioldgico més adecuado son los miRNAs.

Se ha puesto de manifiesto la existencia de un perfil molecular distintivo
de cancer de mama en mujeres menores de 35 afos. Un 8,3% de los
miRNAs analizados (91 de 1100 miRNAs humanos maduros) mostraron
una expresion diferente en cidncer de mama de mujeres muy jovenes. De
ellos 43 miRNAs tuvieron una expresién mayor que en mujeres mayores

y 48 miRNAs, menor.

El analisis de enriquecimiento de rutas en dianas tedricas y validadas,
apunté a rutas relacionadas con movilidad celular y adhesion, con rutas
de senalizacion relacionadas con proliferacion y receptores RTK, con
procesos neuronales y rutas asociadas a “sinapsis” y con varios tipos de
canceres. Se seleccionaron los receptores HER4, GRIN2B, GRIN3A y
GRM3.

El perfil de expresion diferencial de miRNAs se validé en una muestra
independiente mayor de pacientes de cancer de mama usando datos de
un estudio previo (METABRIC), obteniéndose 51 miRNAs desregulados
(25 reprimidos y 31 sobre-expresados), ademas, estos miRNAs
desregulados apuntaban a rutas similares a las obtenidas en nuestro
estudio. De entre las rutas desreguladas se destacaron aquellas

relacionadas con ERBB4, MAPK y PI3K/Akt/mTOR vy guia de axones.

Se recontruyé el perfil de miRNAs desregulado en mujeres jovenes
identificado en pacientes, mostrando la misma variabilidad que en las
muestras procedentes de pacientes. Las lineas celulares HCC1937 y
HCC1500 mostraron una expresién muy similar al de las pacientes
jovenes y una buena correlacién entre sus réplicas, constituyendo un
buen modelo para la realizacion de estudios funcionales.
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Los perfiles obtenidos mediante los tres estudios (muestras, lineas
celulares y base de datos online) mostraron 3 miRNAs comunes:

miR30c, miR489 y miR663. Ademas, el meta-andlisis reveld 22 miRNAs

con expresion diferente en cdncer de mama de mujeres jovenes.

De los 18 miRNAs seleccionados, 12 fueron validados y 6 mantuvieron
correccion por Bonferroni en una serie independiente de muestras
procedentes de pacientes de cancer de mama: miR30c, miR92b, miR139,
miR1228-5p, miR1275-3p y miR3196. Todos los miRNAs analizados
mostraron una expresion con la misma tendencia que la obtenida en el
analisis de expresion de miRNAs mediante chip de Affymetrix. Ademas
los miRNAs miR92b y miR139 se asociaron a una menor supervivencia

global.

De los genes diana seleccionados, se valido GRINZB, cuya expresion de
mRNA se encuentra sobre-expresada en mujeres jovenes, concordando
con la expresion de los miRNAs. La presencia de la proteina HER4 en
tejido tumoral fue significativamente mayor en mujeres jévenes. Ademas,
la tincion en éstas fue principalmente de membrana, en contraposicion a
la tincion nuclear encontrada  en mujeres mayores.
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ANEXO [: Caracteristicas de las sondas empleadas en el estudio.

Cadigo NCBI ID* IDs previos ID del ensayo Secuencia/ Tamario del amplicon

RNAs de pequefio tamafio (miRNAs)
MIMATO000065 |  hsalet7d-5p hsalet7d 000380 AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
MIMATO0000076 | hsamiR-21-5p hsamiR-21 000397 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
MIMATO000078 | hsamiR-23a-3p hsamiR-23a 000399 AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
MIMATO0000419 | hsamiR-27b-3p hsa-miR-27b 000409 UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC
MIMATO000085 |  hsamiR-285p hsamiR-28 000411 AAGGAGCUCACAGUCUAUUGAG
MIMATO0000244 | hsa-miR-30c¢5p hsa-miR-30c 000419 UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
MIMATO0000693 | hsamiR-30e-3p hsamiR-30e* 000422 CUUUCAGUGGGAUGUUUACAGC
MIMATO0003658 | hsamiR92b-3p hsamiR-92b 007028_mat UAUUGCACUCGUCCCGGACUC
MIMATO0004792 | hsamiR92b-5p hsamiR-92b* 002343 AGGGACGGGACGOGGUGCAGUG
MIMATO0000443 | hsamiR-125a5p| hsamiR-125a 002198 UCOCUGAGACCCUUUAACCUGUGA
MIMATO0000423 | hsamiR-125b5p| hsamiR-125b 000449 UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
MIMATO0000426 | hsamiR-132-3p hsa-miR-132 000457 UAACAGUCUACAGCCAUGGUGG
MIMATO0000250 | hsamiR-139-5p hsa-miR-139 001096 UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU
MIMATO0000450 | hsamiR-149-5p hsa-miR-149 000472 UCUGGCUCCGUGUCUUCACUQCC
MIMATO0000440 | hsamiR-191-5p hsamiR-191 002299 CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
MIMATO0000461 | hsamiR-195-5p hsa-miR-195 000494 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
MIMATO0000733 | hsamiR-379-5p hsa-miR-379 000568 UGGUAGACUAUGGAACGUAGG
MIMATO0001639 | hsamiR409-3p hsa-miR409 002332 GAAUGUUGCUCGCGGUGAACCCCU
MIMATO0001627 | hsamiR433 hsamiR433 001028 AUCAUGAUGGGCUCCUCGGUGU
MIMATO0005871 | hsamiR-1207-5p| hsamiR-1207 241060_mat UGGCAGGGAGGCUGGGAGGGG
MIMATO0005929 | hsamiR-12285p| hsamiR-1228* 002763 GUGGGGGAGAGGCUGUC
MIMATO0005582 | hsamiR-1275 hsamiR-1275 002840 GUGGGOGGGGGCAGGUGUGUG
MIMATO015080 | hsamiR-3196 hsamiR-3196 241941_mat OGGGGOGGCAGGGGOCUC

OGCAAGGATGACACGCAAATT

NR_002752 RNU6B U6B 001093 OGTGAAGOGTTCCATATTTTT

NR_002439 RNU43 U43 001095 | oA

RNA mensajeros (mRNAs)

NM_ 133445 GRIN3A NR3A, GluN34, | Hs00370290_m1 106 nt
NM_001042599 ERBB4 HER4, ALS19 | Hs00955525_ml 62 nt

NM_000840 GRM3 GPRCIC, GLUR3| Hs00168260_m1 114 nt

NM_000834 GRINZB NRZB GluNZB, | Hs00168230_m1 78 nt
NM_001256799 GAPDH GAPD, G3PD | Hs99999905_m1 122 nt

NM_000194 HPRTI HGPRT Hs01003267_m1 72 nt

*Nomenclatura miRBase v.19



ANEXO II: Procedimiento del analisis de enriquecimiento de rutas de dianas
validadas y tedricas de los miRNAs desregulados en mujeres jovenes.

setwd ("/home/jfores/Desktop/EscritorioOrdenYEquilibrio/MariaMicros/")
options(stringsAsFactors = FALSE)

DIANAS VALIDADAS

Partiendo de los microRNAs diferencialmente expresados determinamos sus dianas validadas utilizando la
base de datos miRTarBase.

MM <- read.table(file="identificadores miRBase_v21_OK.txt",sep="\t",header = T)
validated_targets <- read.csv(file="hsa MTI (2).csv",sep="\t")
table (MM$miRBase_v21 %inj, validated_targets$miRNA)

##
## FALSE TRUE
## 24 64

De los 88 miRNAs diferencialmente expresados encontramos 64 con dianas descritas en esta base de datos.

MM_filt <- MM[MM$miRBase_v21 %inj, validated_targets$miRNA,]

validated_targets <- validated_targets[,c(2,4)]

colnames(validated_targets) <- c("ID","TARGET")

validated_targets_filtered <- validated_targets[validated_targets$ID %inj MM$miRBase_v21,]

table(validated_targets_filtered[,2] == "")
##

## FALSE TRUE

## 6955 i}

Filtramos una fila de la tabla de dianas en la que observamos que el miRNA no tiene diana asociada.

validated_targets_filtered <- validated_targets_filtered[!validated_targets_filtered[,2] == "",]

Obtenemos la lista de genes diana para efectuar enriquecimiento en categorias fincionales.

write.csv(file="ValidatedTargets.csv",unique(as.character(validated_targets_filtered[,2])),row.names = |

ENRIQUECIMIENTO KEGG & REACTOME A PARTIR DE TODOS LOS
GENES DIANA

Efectuamos el enriquecimiento en categorias funcionales de Kegg y Reactome utilizando Enrichr:
http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr /enrich

Una vez efectuado el andlisis de enriquecimiento leemos los resultados de los mismos.
KeggEnrichValidated <- read.csv(file="KEGG_2015_Validated.csv",sep="\t")

KeggEnrichValidatedSig <- KeggEnrichValidated [KeggEnrichValidated$Adjusted.P.value < 0.05,]
KeggEnrichValidatedSig[,c(1,2,3,4)]
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## Term Overlap P.value Adjusted.P.value
## 1 ribosome  45/71 0.0003224431 0.03290143
## 2 cell cycle 59/104 0.0003717676 0.03290143
## 3 chronic myeloid leukemia 45/75 0.0007658903 0.04518753

ReactomeEnrichValidated <- read.csv(file="Reactome_2015_Validated.csv",sep="\t")
head (ReactomeEnrichValidated$Adjusted.P.value)

## [1] "2.85095616893118E-005" "0.000132492" "0.0001149386"
## [4] "0.000132492" "0.0001149386" "0.0001149386"

ReactomeEnrichValidatedSig <- ReactomeEnrichValidated[ReactomeEnrichValidated$Adjusted.P.value < 0.05,]
ReactomeEnrichValidatedSig[,c(1)]

ReactomeEnrichValidatedSig[,c(2,3,4)]

CALCULO DEL EFECTO COMBINADO SOBRE CADA GEN.

Generamos el fichero con los recuentos del efecto combinado ejercido por los microRNAs sobre cada gen
diana.

validated_splited <- split(validated_targets_filtered,as.character(validated_targets_filtered[,1]))

Hacemos el recuento del mimero de dianas que tiene cada microRNA.

dfcounts <- cbind(names(lapply(validated_splited,nrow)),as.numeric(lapply(validated_splited,nrow)))
colnames(dfcounts) <- c("miRBase_v21","Count")

mergedData <- merge(MM_filt,dfcounts,by="miRBase v21")

mergedData$Count <- as.numeric(mergedData$Count)

mergedData$RelStrg <- mergedData$Fold_change/mergedData$Count

rownames (mergedData) <- mergedDatal,1]

Visualizamos las primeras lineas de la tabla con el efecto relativo ejercido por cada microRNA sobre cada gen
que serd funcién de su foldchange y del niimero de dianas.

Creamos el vector de genes que utilizaremos para almacenar el efecto final sobre cada gen.

genes <- as.character(unique(validated_targets_filtered[,2]))
vecCount <- rep(0,length(genes))

names (vecCount) <- genes

vecCountPru <- vecCount

Calculamos el efecto sobre cada gen.

for(i in 1:length(validated_splited)){
for (j in 1:nrow(validated_splited[[i]])){
gen <- as.character(validated_splited[[i]][j,2])
micro <- names(validated_splited) [i]
effect <- mergedData[micro,5]
#print ("effect")
#print (effect)
#print ("Previous value")
#print (vecCountPrulgen])
#print ("Combined Value")
#print (vecCountPrulgen] + effect)
vecCountPru[gen] <- vecCountPrul[gen] + effect
#print ("Final Value")
#print (vecCountPru[gen])

Mostramos la distribucion de los valores de efecto. Y generamos el fichero de efectos definitivo. Probablemente
sera necesario modificar el anterior.

hist(vecCountPru,breaks = 100)
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Histogram of vecCountPru
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vecCountPru[vecCountPru > 0]

## TCEAL1 TGIF2  BCL2L11 PTEN RB1 E2F1 JUNB
## 0.7729721 1.5431765 0.8018298 1.5912964 2.4823874 1.3644442 0.8071498
## JUND AKT1 ARNTL AMD1 HSPG2 CDK1 MYBL2
## 0.8071498 1.6040792 0.8648307 6.6328936 0.8071498 0.8044690 1.6029582
## WASF2 GALK1 0SCP1 TMEM69 HIST2H3A PDIA6 MPRIP
## 1.2483592 2.4649302 4.6905260 1.9182460 1.8486618 3.2134395 3.2008271
## C0Q4 ATP6 CO0X2 POLR2I FASN GPI WDR77
## 1.8038113 1.6660550 1.7884810 2.4387616 2.4096953 0.3020760 2.4664900
## NUP62  TRAPPC1 ABI2 SH3BP2 AMPD2 KIAA1671 ACOX1
## 1.2499190 1.2467652 1.2336922 3.2930110 3.2930110 0.2502487 0.3831391
## HIST1H2BO HIST1H2AJ NDE1 USP6NL SRGAP1 DDT CACNG8
## 0.3831391 0.3705267 7.1155666 0.3831391 0.3831391 0.3701114 0.3799852
## DLST SAMD4B RNASEK MTA2  HNRNPAO TRAF4

## 0.3159531 0.3831391 0.3831391 1.7632200 1.7506076 3.1209056

dfsalida <- data.frame(names(vecCountPru),vecCountPru)
write.table(file = "recuentoValidated.csv",dfsalida,row.names = F,col.names = F,sep="\t",quote = F)

ENRIQUECIMIENTO BASADO EN EL CONJUNTO DE GENES MAS AFEC-
TADO.

Realizamos de nuevo el enriquecimiento haciendo uso tan solo de los genes mas afectados. Para ello dividimos

en quantiles y nos quedamos que los valores del superiores al quantil 75%, considerando los valores absolutos
del efecto.

quantile(abs(vecCountPru), probs = seq(0, 1, 0.25), na.rm = FALSE,names = TRUE, type = 7)

## 0% 25% 50% 75% 100%
## 0.001559780 0.002680808 0.012612357 0.031480237 7.115566590

quanfilt <- vecCountPrul[vecCountPru > 0.031480237 | vecCountPru < -0.031480237]

dfsalida <- data.frame(names(quanfilt),quanfilt)
dim(dfsalida)

## [1] 1321 2

write.table(file = "recuentoValidatedQuantile.csv",dfsalida,row.names = F,col.names = F,sep="\t",quote :

Efectuamos el enriquecimiento para los genes de mayor efecto.

KeggEnrichValidatedQuantile <- read.csv(file="KEGG_2015_Validated_quantile.csv",sep="\t")
KeggEnrichValidatedQuantileSig <- KeggEnrichValidatedQuantile[KeggEnrichValidatedQuantile$Adjusted.P.val
KeggEnrichValidatedQuantileSig[,c(1,2,3,4)]



##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

©0WO~NOOPD WN -

10
11
12
13
14
15

Term Overlap

prostate cancer

cell cycle

pancreatic cancer
chronic myeloid leukemia
ribosome

non small cell lung cancer
small cell lung cancer
glioma

bladder cancer

erbb signaling pathway
focal adhesion

renal cell carcinoma
adherens junction
colorectal cancer
melanoma

28/86
31/104
23/73
23/75
22/71
17/53
22/85
18/62
14/40
21/85
36/192
18/69
19/75
20/84
17/71

P.value Adjusted.P.value

1.400184e-06
1.810122e-06
1.945300e-05
2.782809e-05
3.652089e-05
2.003630e-04
3.321702e-04
3.
3
7
1
1
1
1
3

651121e-04

.537586e-04
.608790e-04
.255793e-03
.059107e-03
.044094e-03
.487362e-03
.145518e-03

0

.0001375693
0.0001375693
0.0009856191
0.0010574676
0.0011102351
0.0050758631
0.0061663382
0.0061663382
0.
0
0
0
0
0
0

0061663382

.0115653608
.0146831211
.0134153584
.0134153584
.0161484984
.0318745846
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ReactomeEnrichValidatedQuantile <- read.csv(file="Reactome_2015_Validated_quantile.csv",sep="\t")
ReactomeEnrichValidatedQuantileSig <- ReactomeEnrichValidatedQuantile[ReactomeEnrichValidatedQuantile$A:

ReactomeEnrichValidatedQuantileSig[,c(1)]

Al efectuar el enriquecimiento de este modo obtenemos muchas mas enriquecimiento en categorias funcionales.
Ademés el enriquecimiento observado es méas coherente con los resultados previos.

DIANAS TEORICAS

Partiendo de los microRNAs diferencialmente expresados obtenemos sus dianas tedricas. La informacion
sobre las dianas proviene fueron computadas mediante el algoritmo de prediccion de dianas microT y fueron
descargadas desde:

http://www.microrna.gr/microT-CDS

El algoritmo genera una lista de dianas con un score de calidad asociado.

MM <- read.table(file="identificadores miRBase_v21_OK.txt",sep="\t",header
predicted_targets <- read.csv(file="microT_CDS_dataFilt.csv",sep="\t",header
colnames(predicted_targets) <- c("ID","TARGET","SCORE")

dim(predicted_targets)

## [1] 7337705 3

En primer lugar filtramos las dianas en funcién de su Score de calidad y nos quedamos con aquellas dianas
que presenten un score mayor a 0.9.

predicted_targets_filtered <-

dim(predicted_targets_filtered)

## [1] 306022 3

predicted_targets[predicted_targets$SCORE > 0.9,]

predicted_targets_filtered <- predicted_targets_filtered[predicted_targets_filtered$TARGET != "",]

table (MM$miRBase_v21 %inj predicted_targets_filtered$ID)

##

## FALSE TRUE

##

8 80

En el caso de las dianas tedricas encontramos dianas para 80 de los 88 miRNAs diferencialmente expresados.
Nos quedamos solo con las dianas de los microRNAs diferencialmente expresados.

predicted_targets_filtered <- predicted_targets_filtered[predicted_targets_filtered$ID %in’ MM$miRBase_
dim(predicted_targets_filtered)

## [1] 12558 3

MM_filt<- MM[MM$miRBase_v21 %inj, predicted_targets_filtered$ID,]
rownames (MM_filt) <- MM_filt[,1]

Como en el caso de las dianas validadas en primer lugar efectuamos el analisis de enriquecimiento con todos
los genes diana.

write.csv(file="PredictedTargets09.csv",unique(as.character(predicted_targets_filtered[,2])),row.names



KeggEnrichPredicted <- read.csv(file="KEGG_2015_Predicted09.csv",sep="\t")
KeggEnrichPredictedSig <- KeggEnrichPredicted[KeggEnrichPredicted$Adjusted.P.value < 0.05,]
KeggEnrichPredictedSig[,c(1,2,3,4)]

## Term Overlap P.value Adjusted.P.value
## 1 axon guidance 82/126 6.734815e-06 0.001185327
## 2 mapk signaling pathway 126/248 2.215054e-04 0.019492474
## 3 long term potentiation  45/67 4.996209e-04 0.029311095

ReactomeEnrichPredicted <- read.csv(file="Reactome_2015_Predicted09.csv",sep="\t")
ReactomeEnrichPredictedSig <- ReactomeEnrichPredicted[ReactomeEnrichPredicted$Adjusted.P.value < 0.05,]
ReactomeEnrichPredictedSig[,c(1)]

## [1] "Axon guidance" "Signalling by NGF"

ReactomeEnrichPredictedSigl[,c(2,3,4)]

##  Overlap P.value Adjusted.P.value
## 1 187/327 6.643600e-08 9.075158e-05
## 2 154/287 1.446012e-05 9.876261e-03

Utilizando las dianas teéricas sin filtrar previamente encontramos muy poca sefial biolégicas. Muy poco
enriquecimiento en categorias funcionales. Computamos el efecto de los micros sobre los genes de las dianas
predichas.

predicted_targets_filtered <- predicted_targets_filtered[,c(1,2)]
predicted_splited <- split(predicted_targets_filtered,as.character(predicted_targets_filtered[,1]))

Efectuamos el recuento de los genes regulados por cada microRNA.

dfcounts <- cbind(names(lapply(predicted_splited,nrow)),as.numeric(lapply(predicted_splited,nrow)))
rownames (dfcounts) <- dfcounts([,1]

colnames(dfcounts) <- c("miRBase_v21","Count")

mergedData <- merge(MM_filt,dfcounts,by="miRBase v21")

mergedData$Count <- as.numeric(mergedData$Count)

mergedData$RelStrg <- mergedData$Fold_change/mergedData$Count

rownames (mergedData) <- mergedDatal,1]

genes <- as.character(unique(predicted_targets_filtered[,2]))
vecCount <- rep(0,length(genes))

names (vecCount) <- genes

vecCountPru <- vecCount

Efectuamos el computo del efecto.

for(i in 1:length(predicted_splited)){
for (j in 1:nrow(predicted_splited[[i]11)){
gen <- as.character(predicted_splited[[il][j,2])
#print (gen)
micro <- names(predicted_splited) [i]
#print (micro)
effect <- mergedData[micro,5]
#print (effect)
#print ("effect")
#print (effect)
#print ("Previous value")
#print (vecCountPrulgen])
#print ("Combined Value”)
#print (vecCountPrulgen] + effect)
vecCountPru[gen] <- vecCountPru[gen] + effect
#print ("Final Value")
#print (vecCountPrulgen])

hist(vecCountPru,breaks = 100)
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dfsalida <- data.frame(names(vecCountPru),vecCountPru)
write.table(file = "recuentoPredicted.csv",dfsalida,row.names = F,col.names = F,sep="\t",quote = F)

Repetimos el enriquecimiento siguiendo el método de los quintiles.

quantile(abs(vecCountPru), probs = seq(0, 1, 0.25), na.rm = FALSE,names = TRUE, type

## 0% 259, 50% 75%

1007

## 3.085223e-05 9.661726e-03 1.838153e-02 3.396862e-02 4.690526e+00

quanfilt <- vecCountPru[vecCountPru > 3.396862e-02 | vecCountPru < -3.396862e-02]

dfsalida <- data.frame(names(quanfilt),quanfilt)
dim(dfsalida)

## [1] 1660 2

write.table(file = "recuentoPredictedQuantile.csv",dfsalida,row.names = F,col.names

Leemos las tablas finales.

7

F,sep="\t",quote

KeggEnrichPredictedQuantile <- read.csv(file="KEGG_2015_Predicted09_quantile.csv",sep="\t")
KeggEnrichPredictedQuantileSig <- KeggEnrichPredictedQuantile[KeggEnrichPredictedQuantile$Adjusted.P.va

KeggEnrichPredictedQuantileSig[,c(1,2,3,4)]

## Term Overlap P.value Adjusted.P.value

## 1 chronic myeloid leukemia 18/75 0.0001237370
## 2 mapk signaling pathway 37/248 0.0004361867
## 3 renal cell carcinoma 16/69 0.0004100940
## 4 long term potentiation  16/67 0.0003089662

0.01602986
0.01602986
0.01602986
0.01602986

ReactomeEnrichPredictedQuantile <- read.csv(file="Reactome_2015_Predicted09_quantile.csv",sep="\t")
ReactomeEnrichPredictedQuantileSig <- ReactomeEnrichPredictedQuantile[ReactomeEnrichPredictedQuantile$A

ReactomeEnrichPredictedQuantileSig[,c(1)]

## [1] "Signalling by NGF"

## [2] "NGF signalling via TRKA from the plasma membrane"

## [3] "Signaling by FGFR in disease"

## [4] "Signaling by FGFR"

## [5] "Signaling by PDGF"

## [6] "Downstream signal transduction"

## [7] "Downstream signaling of activated FGFR"
## [8] "Signaling by EGFRvIII in Cancer"

## [9] "Signaling by Overexpressed Wild-Type EGFR in Cancer"

## [10] "Signaling by EGFR"

## [11] "Signaling by Ligand-Responsive EGFR Variants in Cancer"

## [12] "Signaling by EGFR in Cancer"

## [13] "Transcriptional activation of mitochondrial biogenesis"

ReactomeEnrichPredictedQuantileSig[,c(2,3,4)]

VII



ANEXO III: Perfil electroforético de las muestras descongeladas y de sus

correspondientes parafinas de RNA de pequefio tamafo.
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ANEXOS

ANEXO 1V: Diferencia del Ct medio de cada muestra congelada y su
correspondiente muestra parafinada (DCt = Ct medio muestra parafinada -
Ct medio muestra congelada).

hsa-miR-21 | hsa-miR-125b | hsa-miR-191
Ct medio Diferencia Ct medio Diferencia Ct medio Diferencia

Muestra CO | COP COPCO CO COP COPCO CO COP COPCO
BC1 |18,04]18,86 0,819 18,37 | 18,44 0,069 17,89 | 17,84 -0,058

BC2 17,9 | 18,18 0,278 18,97 | 18,07 0,897 17,96 | 16,87 -1,094
BC3 | 17,74]17,27 0,466 18,84 | 18,67 0,176 19,39 | 18,27 -1,126
BC4 |17,68] 18,08 0,404 17,62 | 17,99 0,368 17,99 117,69 0,299
BC5 | 17,37]18,57 1,204 16,79 | 18,16 1,371 17,791 16,82 0,967
BC6 |17,85]16,92 0,93 20,28 | 18,15 -2,125 18,93 | 17,21 -1,718
BC7 | 17,89 18,2 0,31 20,26 | 18,11 -2,147 18,39 | 17,87 0,525
BC8 [18,85]17,06 -1,79 21,86 | 18,19 -3,667 18,38 | 17,2 -1,175
BCY | 18,04 | 16,87 -1,166 20,68 | 17,54 3,137 18,17 | 17,06 -1,118
BC10 | 18,55 18,38 0,175 20,21 | 17,98 -2,231 18,74 | 17,79 0,945
BCI11 |18,24| 18,3 0,058 20,66 | 17,83 -2,828 18,82 | 18,65 0,167
BC12 |18,32|1942 1,091 19,82 | 18,14 -1,678 18,26 | 18,03 0,229
BC13 | 18,28 | 19,46 1,181 18,87 | 17,61 -1,26 17,84 | 17,64 0,209
BC14 [1794] 17,8 -0,137 21,07 | 18,71 -2,36 19,52 | 18,08 -1,435
RNU6B GAPDH HPRTI

Ct medio Diferencia Ct medio Diferencia Ct medio Diferencia
COP-CO CcO
BC1 |[25,98]23,22 2,753 22,25 | 35,14 12,897 27,29 | 36,67 9,378

BC2 | 24,9 | 22,32 -2,571 22,24 | 30,03 1,794 26,76 | 33,52 6,757
BC3 |25,59 22,44 -3,145 22,421 29,6 7,18 26,71 | 32,21 5,501
BC4 |26,2523,03 -3,226 22,19 | 31,63 9,44 26,41 | 33,1 6,689
BC5 [2592]22,49 -3,439 23,14 | 30 6,854 28,67 | 33,29 4,615
BC6 | 26,8 | 22,28 4,519 23,09 | 32,31 9,215 27,6 133,93 6,331
BC7 |26,61 22,32 4,284 22,89 29,51 6,613 21,54 | 32,14 4,597
BC8 |26,75 22,15 4,596 23,12 | 31,26 8,136 26,98 | 33,47 6,492
BCY9 |27,54|22,18 -5,36 23,41 28,01 4,6 217,54 |31,01 3,466
BC10 | 26,72 | 22,77 -3,951 2292 | 21,8 4,879 27,76 | 30,94 3,174
BCI11 |27,21] 21,9 5,312 24,04 | 30,05 6,002 27,45131,83 4,374
BC12 |26,22 23,08 -3,142 24,68 | 29,57 4,886 30,06 | 32,2 2,143
BC13 | 25,21 22,18 -3,026 23,69 | 26,59 2,899 28,5 129,77 1,268

BC14 | 25,8 | 22,72 -3,075 21,3 | 28,48 7,183 26,73 | 31,76 5,034
Ct: ciclo umbral; CO: congelado éptimo, CP: parafina.




ANEXO V: Tablas con los miRNAs con expresion diferente estadisticamente
significativa en pacientes jovenes con cancer de mama.

miRNAs desregulados en el estudio de muestras de pacientes del Hospital Clinico de
Valencia

hsa-miR-132 4,99E-05 | 6,31E-04 [ -5,572 ||hsa-miR-3196 4,99E-05 | 6,31E-04 6,745

hsa-miR-125a-5p | 4,99E-05 | 6,31E-04 | -4,764 ||hsa-miR-762 4,99E-05 | 6,31E-04 6,646

hsa-miR-28-3p 4,99E-05 | 6,31E-04 [ 4,425 ||hsa-miR-939 4,99E-05 | 6,31E-04 6,586

hsa-miR-92b 2,50E-04 | 1,93E-03 | -4,605 |(hsa-miR-1909 4,99E-05 | 6,31E-04 6,427

hsa-miR-23b 2,50E-04 | 1,93E-03 | -4,541 |[(hsa-miR-149* 4,99E-05 | 6,31E-04 6,423
hsa-miR-23a 2,50E-04 | 1,93E-03 | 4,478 |[hsa-miR-1228" | 4,99E-05 | 6,31E-04 6,016
hsa-miR-27b 3,00E-04 | 2,18E-03 | -3,637 [|hsa-miR-1275 4,99E-05 | 6,31E-04 | 5,887
hsa-miR-30c 3,50E-04 | 2,47E-03 | -3,424 [|hsa-miR-3197 4,99E-05 | 6,31E-04 5,768

hsa-miR-574-3p | 4,00E-04 [ 2,66E-03 | -4,306 ||hsa-miR-1908 4,99E-05 | 6,31E-04 5,411

hsa-miR-205 4,49E-04 | 2,92E-03 | -3,334 |[|hsa-miR-3141 4,99E-05 | 6,31E-04 5,295

hsa-miR-26a 5,49E-04 | 3,47E-03 | -3,771 [|hsa-miR-1202 4,99E-05 | 6,31E-04 5,226
hsa-miR-30a* 9,99E-04 | 5,85E-03 | -3,776 [lhsa-miR-3162 4,99E-05 | 6,31E-04 5121
hsa-miR-149 1,10E-03 | 599E-03 | -4,026 |/hsa-miR-1268 4,99E-05 | 6,31E-04 5,013
hsa-miR-183 1,10E-03 | 5,99E-03 | -3,907 [|lhsa-miR-92b* 4,99E-05 | 6,31E-04 4,981
hsa-miR-148a 1,15E-03 | 6,13E-03 | -3,884 |/hsa-miR-150* 4,99E-05 | 6,31E-04 4,841
hsa-miR-708 1,80E-03 | 9,18E-03 | -3,492 [|hsa-miR-638 4,99E-05 | 6,31E-04 4,691

hsa-miR-28-5p 1,90E-03 | 9,49E-03 | -3,137 ||hsa-miR-4299 9,99E-05 | 9,99E-04 5,776

hsa-miR-30e* 2,25E-03 | 1,04E-02 | -3,490 [lhsa-miR-1225-5p| 9,99E-05 | 9,99E-04 4,933

hsa-let-7b 2,25E-03 | 1,04E-02 | -3,116 |[[hsa-miR-3175 9,99E-05 | 9,99E-04 4,867
hsa-miR-181d 2,30E-03 | 1,04E-02 | -3,500 |[hsa-miR-2861 9,99E-05 | 9,99E-04 4,355
hsa-miR-22 2,55E-03 | 1,11E-02 | -2,446 [/hsa-miR-663 9,99E-05 | 9,99E-04 4,036

hsa-miR-500* 3,30E-03 | 1,41E-02 | -3,287 [lhsa-miR-1224-5p| 1,50E-04 | 1,44E-03 5,000

hsa-miR-455-3p | 3,65E-03 | 1,53E-02 | -3,159 ||hsa-miR-1207-5p| 2,00E-04 | 1,78E-03 4,861

hsa-miR-195 4,84E-03 | 1,97E-02 | -2,457 ||hsa-miR-1308 2,00E-04 | 1,78E-03 4,592

hsa-miR-139-5p | 5,54E-03 | 2,22E-02 | -3,131 |[[hsa-miR-4281 2,50E-04 | 1,93E-03 4,608

hsa-miR-1180 5,74E-03 | 2,26E-02 | -3,114 [/hsa-miR-665 3,00E-04 | 2,18E-03 4,471
hsa-miR-100 6,64E-03 | 2,57E-02 | -2,801 ||hsa-miR-602 4,00E-04 | 2,66E-03 4,084
hsa-miR-152 7,49E-03 | 2,78E-02 | -2,949 |[[hsa-miR-1915 5,99E-04 | 3,69E-03 3,836

hsa-miR-29b-2* | 7,54E-03 | 2,78E-02 | -2,988 [|hsa-miR-378b 9,49E-04 | 5,69E-03 3,704

hsa-miR-361-5p | 8,84E-03 | 3,12E-02 | -2,862 |[[hsa-miR-1973 1,10E-03 | 599E-03 3,948

hsa-miR-486-5p | 9,09E-03 | 3,12E-02 | -2,914 ||hsa-miR-4270 1,30E-03 | 6,77E-03 3,801

hsa-miR-181a-2* | 9,29E-03 | 3,14E-02 | -2,921 [[hsa-miR-494 1,95E-03 | 9,54E-03 3,459
hsa-miR-342-3p | 1,12E-02 | 3,68E-02 | -2,777 ||hsa-miR-4284 2,05E-03 | 9,83E-03 3,143
hsa-miR-29¢ 1,32E-02 | 4,22E-02 | -2,740 [/hsa-miR-548a-3p | 2,55E-03 | 1,11E-02 3,526
hsa-miR-339-5p | 1,32E-02 | 4,22E-02 | -2,729 ||hsa-miR-3180-3p| 3,89E-03 | 1,61E-02 3,326
hsa-miR-500 1,35E-02 | 4,26E-02 | -2,723 ||hsa-miR-1972 7,14E-03 | 2,72E-02 2,972

hsa-miR-502-3p | 1,44E-02 | 4,50E-02 | -2,721 ||hsa-miR-1469 7,84E-03 | 2,85E-02 2,771

hsa-miR-181a 1,50E-02 | 4,55E-02 | -2,630 ||lhsa-miR-3178 8,44E-03 | 3,02E-02 2,800

hsa-miR-26b 1,51E-02 | 4,55E-02 | -2,561 ||hsa-miR-720 9,09E-03 | 3,12E-02 2,897

hsa-miR-422a 1,52E-02 | 4,55E-02 | -2,686 [|hsa-miR-1246 9,69E-03 | 3,23E-02 2,739

hsa-miR-99b* 1,57E-02 | 4,59E-02 | -2,672 |/hsa-miR-885-3p | 1,54E-02 | 4,56E-02 2,641

hsa-miR-182 1,61E-02 | 4,59E-02 | -2,508 [|lhsa-miR-675 1,68E-02 | 4,59E-02 2,604
hsa-miR-489 1,62E-02 | 4,59E-02 | -2,602 [lhsa-miR-1274b | 1,72E-02 | 4,59E-02 2,567
hsa-miR-409-3p | 1,65E-02 | 4,59E-02 | -2,624
hsa-miR-92a 1,71E-02 | 4,59E-02 | -2,547

hsa-miR-324-3p | 1,71E-02 | 4,59E-02 | -2,611
hsa-miR-30c-2* 1,72E-02 | 4,59E-02 | -2,564
hsa-miR-99b 1,74E-02 | 4,60E-02 | -2,594




ANEXOS

miRNAs desregulados en el estudio de lineas celulares de cancer de mama procedentes de

mujeres jovenes

hsa-miR-99a 1,50E-04 | 1,28E-03 | -10,902 |[hsa-miR-29] 1,35E-03 | 5,35E-03 | -4,127
hsa-miR-27a* 1,50E-04 | 1,28E-03 | -9,746 hsa-miR-21| 1,45E-03 | 5,59E-03 [ -4,169
hsa-miR-19b 1,50E-04 | 1,28E-03 | -9,723 hsa-miR-43| 1,70E-03 | 6,20E-03 | -4,235
hsa-miR-19a 1,50E-04 | 1,28E-03 | -9,704 [|hsa-miR-20| 1,70E-03 | 6,20E-03 | -4,212
hsa-let-7a 1,50E-04 | 1,28E-03 | -7,355 hsa-miR-11{ 1,70E-03 | 6,20E-03 | -4,176
hsa-miR-23a 1,50E-04 | 1,28E-03 | -7,105 hsa-miR-27{ 2,25E-03 | 7,60E-03 | -3,673
hsa-miR-1979 1,50E-04 | 1,28E-03 | -7,067 hsa-miR-30{ 2,30E-03 | 7,68E-03 | -3,178
hsa-miR-421 1,50E-04 | 1,28E-03 | -6,737 hsa-miR-18| 2,45E-03 | 8,08E-03 | -4,000
hsa-miR-660 1,50E-04 | 1,28E-03 | -6,625 hsa-miR-27| 2,85E-03 | 8,67E-03 [ -3,786
hsa-let-7g 1,50E-04 | 1,28E-03 | -6,244 ||hsa-miR-33| 2,95E-03 | 8,84E-03 | -3,801
hsa-miR-501-5p | 1,50E-04 | 1,28E-03 | -5,026 hsa-miR-12] 3,05E-03 | 8,84E-03 [ -3,661
hsa-miR-128 1,50E-04 | 1,28E-03 | -4,697 hsa-miR-23{ 3,10E-03 | 8,84E-03 | -3,562
hsa-let-7f 1,50E-04 | 1,28E-03 | -4,695 hsa-miR-7 | 3,10E-03 | 8,84E-03 [ -2,526

hsa-miR-301a 2,00E-04 | 1,44E-03 | -6,306 hsa-miR-48] 3,10E-03 | 8,84E-03 [ -2,510
hsa-miR-27b 2,00E-04 | 1,44E-03 | -5,283 hsa-miR-19| 3,79E-03 | 1,04E-02 | -3,412

hsa-miR-15a 2,00E-04 | 1,44E-03 | -4,856 hsa-miR-30{ 4,04E-03 | 1,08E-02 | -3,510
hsa-miR-454 2,00E-04 | 1,44E-03 | -3,378 hsa-miR-36| 4,39E-03 | 1,13E-02 | -3,433
hsa-miR-98 2,50E-04 | 1,59E-03 | -5,076 hsa-miR-19| 5,09E-03 | 1,25E-02 | -3,237

hsa-miR-30b 2,50E-04 | 1,59E-03 | -5,053 hsa-miR-10| 5,59E-03 | 1,34E-02 [ -3,310
hsa-miR-320e 2,50E-04 | 1,59E-03 | 4,773 hsa-miR-43| 6,59E-03 | 1,54E-02 | -3,211
hsa-miR-26b 2,50E-04 | 1,59E-03 | -4,229 hsa-miR-29| 8,24E-03 | 1,85E-02 | -3,201
hsa-miR-320d 3,00E-04 | 1,82E-03 | -4,487 hsa-miR-62] 8,59E-03 | 1,91E-02 [ -3,136
hsa-miR-18b 4,00E-04 | 2,28E-03 | -5,292 hsa-miR-94| 1,00E-02 | 2,22E-02 | -2,975
hsa-miR-891b 4,00E-04 | 2,28E-03 [ -3,941 hsa-miR-19] 1,19E-02 | 2,56E-02 [ -2,853
hsa-miR-21 4,49E-04 | 2,51E-03 | -4,660 [|hsa-miR-18| 1,43E-02 | 2,97E-02 | -2,676
hsa-miR-503 5,49E-04 | 2,74E-03 [ -5,019 hsa-let-7i 1,44E-02 | 2,97E-02 | -2,653
hsa-miR-148b 1,10E-03 | 4,56E-03 | -4,082 hsa-miR-12{ 1,69E-02 | 3,44E-02 | -2,588
hsa-miR-92a-1* | 1,20E-03 | 4,90E-03 | -4,036 hsa-miR-19] 1,69E-02 | 3,44E-02 | -2,499
hsa-miR-424* 1,30E-03 | 5,23E-03 | -4,279
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hsa-miR-31 1,50E-04 | 1,28E-03 | 47,978 |lhsa-miR-378 1,95E-03 6,84E-03 4,014
hsa-miR-4298 1,50E-04 | 1,28E-03 | 13,546 [|lhsa-miR-1469| 2,15E-03 7,45E-03 4,299
hsa-miR-4270 1,50E-04 | 1,28E-03 | 12,423 |lhsa-miR-2861| 2,25E-03 7,60E-03 4,245
hsa-miR-1207-5p| 1,50E-04 | 1,28E-03 | 11,542 |lhsa-miR-12289 2,55E-03 8,31E-03 3,896
hsa-miR-155 1,50E-04 | 1,28E-03 | 10,376 [|lhsa-miR-205 2,60E-03 8,37E-03 3,989
hsa-miR-574-5p | 1,50E-04 | 1,28E-03 8,045 [lhsa-miR-1308 | 2,70E-03 8,59E-03 4,020
hsa-miR-4281 1,50E-04 | 1,28E-03 7,627 ||[hsa-miR-130b | 2,75E-03 8,65E-03 3,619
hsa-miR-3175 1,50E-04 | 1,28E-03 7,480 [[hsa-miR-150" | 2,80E-03 8,67E-03 4,048
hsa-miR-3141 1,50E-04 | 1,28E-03 7,251  |{hsa-miR-1181| 2,85E-03 8,67E-03 3,700
hsa-miR-744 1,50E-04 | 1,28E-03 6,863 ||hsa-miR-574-3] 3,05E-03 8,84E-03 2,705
hsa-miR-28-5p 1,50E-04 | 1,28E-03 6,837  [|hsa-miR-663 3,50E-03 9,77E-03 4,003
hsa-miR-762 1,50E-04 | 1,28E-03 6,683 [lhsa-miR-1909 | 3,50E-03 9,77E-03 3,604
hsa-miR-1268 1,50E-04 | 1,28E-03 6,637 |[lhsa-miR-1275| 3,60E-03 9,95E-03 3,578
hsa-miR-92b* 1,50E-04 | 1,28E-03 6,333 [lhsa-miR-1225-f 3,89E-03 1,06E-02 3,583
hsa-miR-874 1,50E-04 | 1,28E-03 5,948 ||hsa-miR-1246| 4,04E-03 1,08E-02 3,817
hsa-miR-654-5p | 1,50E-04 | 1,28E-03 5,913 ||hsa-miR-885-5] 4,09E-03 1,08E-02 3,419
hsa-miR-663b 1,50E-04 | 1,28E-03 5,812 [lhsa-miR-572 4,29E-03 1,12E-02 3,568
hsa-miR-25* 1,50E-04 | 1,28E-03 5,555 ||hsa-miR-1291| 4,34E-03 1,12E-02 3,214
hsa-miR-1307 1,50E-04 | 1,28E-03 5,384 [lhsa-miR-379 4,44E-03 1,13E-02 2,183
hsa-miR-3162 2,00E-04 [ 1,44E-03 5378 |lhsa-miR-943 4,69E-03 1,17E-02 3,502
hsa-miR-665 2,00E-04 [ 1,44E-03 3,431 ||hsa-miR-370 4,69E-03 1,17E-02 2,525
hsa-miR-224* 2,50E-04 [ 1,59E-03 4,180 |lhsa-miR-1975| 4,99E-03 1,23E-02 3,363
hsa-miR-1826 3,00E-04 | 1,82E-03 4,637 |lhsa-let7b 5,59E-03 1,34E-02 3,263
hsa-miR-196a 3,50E-04 | 2,08E-03 6,957 ||hsa-miR-3188| 6,09E-03 1,45E-02 3,103
hsa-miR-324-5p | 4,99E-04 [ 2,74E-03 4,534  ||hsa-miR-939 6,49E-03 1,53E-02 3,269
hsa-miR-1910 5,49E-04 | 2,74E-03 5,536  [lhsa-miR-152 7,54E-03 1,74E-02 3,173
hsa-miR-149* 5,49E-04 | 2,74E-03 5,162  [lhsa-miR-339-3| 7,54E-03 1,74E-02 3,092
hsa-miR-1224-5p | 5,49E-04 | 2,74E-03 4,381 |lhsa-miR-1290| 8,14E-03 1,85E-02 3,476
hsa-miR-432 5,49E-04 | 2,74E-03 2,362 [|[hsa-miR-664* | 8,24E-03 1,85E-02 3,232
hsa-miR-324-3p | 5,99E-04 | 2,93E-03 4,387 |lhsa-miR-1908 | 1,04E-02 2,29E-02 3,050
hsa-miR-3196 6,49E-04 | 3,12E-03 5425 [lhsa-miR-487a | 1,16E-02 2,53E-02 2,158
hsa-miR-1202 6,99E-04 | 3,30E-03 4,757 |lhsa-miR-423-5] 1,20E-02 2,58E-02 2,627
hsa-miR-1281 7,99E-04 [ 3,71E-03 4,618  [lhsa-miR-602 1,25E-02 2,66E-02 2,834
hsa-miR-3197 8,49E-04 | 3,81E-03 4,478  [|hsa-miR-935 1,29E-02 2,73E-02 2,830
hsa-miR-4284 8,49E-04 | 3,81E-03 4,121 |[hsa-miR-675 1,40E-02 2,93E-02 2,832
hsa-miR-1909* | 8,99E-04 | 3,97E-03 4,425 |lhsa-miR-1973| 1,72E-02 3,46E-02 2,803
hsa-miR-3185 9,49E-04 | 4,13E-03 4,860 |lhsa-miR-339-5] 1,73E-02 3,46E-02 2,712
hsa-miR-346 9,99E-04 | 4,21E-03 4,666 |lhsa-miR-3195| 1,82E-02 3,61E-02 2,665
hsa-miR-423-3p | 9,99E-04 | 4,21E-03 3,325 ||lhsa-miR-3187 | 1,84E-02 3,63E-02 2,654
hsa-miR-151-5p | 1,40E-03 | 5,47E-03 4,533  |lhsa-miR-378¢c | 1,88E-02 3,68E-02 2,662
hsa-miR-638 1,55E-03 | 5,89E-03 4,556 |lhsa-miR-3180-| 2,17E-02 4,21E-02 2,564
hsa-miR-2277 1,85E-03 | 6,66E-03 4,313 |[lhsa-miR-615-3] 2,36E-02 4,55E-02 2,514
hsa-miR-1915 1,95E-03 | 6,84E-03 4,215 |lhsa-miR-4299 | 2,56E-02 4,91E-02 2,424
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ANEXOS

miRNAs desregulados en el estudio de datos procedentes de METABRIC

hsa-miR-29¢* 5,00E-06 | 9,16E-04| -8,660 |(hsa-miR-17 4,00E-05 | 2,29E-03| 4,672
hsa-miR-29¢ 5,00E-06 | 9,16E-04 | -7,501 [|hsa-miR-130b 1,30E-04 | 5,95E-03| 4,254
hsa-miR-33b 1,00E-05 | 9,16E-04| -5903 |(hsa-miR-362-5p | 1,85E-04 | 6,52E-03| 4,763
hsa-miR-375 1,00E-05 | 9,16E-04 | -5,470 ||/hsa-miR-19b 2,05E-04 | 6,56E-03 | 4,257
hsa-miR-148b 1,00E-05 | 9,16E-04 | -5,301 |[hsa-miR-19a 2,15E-04 | 6,56E-03 | 3,931
hsa-miR-30c¢ 2,00E-05 | 1,53E-03| -4,927 |(hsa-miR-17* 4,90E-04 | 1,07E-02| 4,489
hsa-miR-338-3p | 3,00E-05 | 1,96E-03| -5,385 |/hsa-miR-18a 4,90E-04 | 1,07E-02| 4,469
hsa-miR-489 7,00E-05 | 3,56E-03| -5,748 ||hsa-miR-24 4,90E-04 | 1,07E-02| 3,813
hsa-miR-193a-3p| 1,55E-04 | 6,45E-03 | -4,218 |lhsa-miR-92a 1,02E-03 | 1,73E-02| 3,866
hsa-miR-30a* 1,85E-04 | 6,52E-03 | -4,183 [|hsa-miR-505* 1,06E-03 | 1,74E-02 | 3,773
hsa-miR-10a 3,20E-04 | 9,16E-03 | -4,232 ||hsa-miR-503 1,19E-03 | 1,86E-02| 4,039
hsa-miR-29b 3,60E-04 | 9,70E-03 | -4,085 |[hsa-miR-18b 1,26E-03 | 1,86E-02| 4,058
hsa-miR-592 4,85E-04 | 1,07E-02| -5,079 [[hsa-miR-130a 1,52E-03 | 2,00E-02| 3,460
hsa-miR-30b 5,35E-04 | 1,11E-02| -3,767 [/hsa-miR-505 1,65E-03 | 2,11E-02| 3,399
hsa-let-7b 6,10E-04 | 1,19E-02 | -3,884 |[[hsa-miR-93 2,29E-03 | 2,77E-02| 3,414
hsa-miR-744 6,25E-04 | 1,19E-02| -4,333 [{hsa-miR-663 2,69E-03 | 3,07E-02| 3,352
hsa-miR-200a 7,90E-04 | 1,45E-02| -3,953 | hsa-miR-31 2,15E-03 | 3,07E-02 | 3,572
hsa-miR-190b 9,55E-04 | 1,68E-02| -5,285 [[hsa-miR-301b 3,25E-03 | 3,31E-02| 3,543
hsa-miR-342-5p | 1,22E-03 | 1,86E-02| -3,475 ||hsa-miR-125b 5,26E-03 | 4,67E-02| 2,977
hsa-miR-29b-2* | 1,35E-03 | 1,94E-02| -4,833
hsa-miR-631 1,41E-03 | 1,96E-02| -4,267
hsa-miR-34a 1,46E-03 | 197E-02 | -3,457
hsa-miR-30e* 1,74E-03 | 2,16E-02| -3,519
hsa-miR-365 2,59E-03 | 3,04E-02 | -3,199
hsa-miR-499-5p | 2,88E-03 | 3,14E-02| -3,893
hsa-miR-629 3,00E-03 | 3,20E-02 | -3,208
hsa-let-7a* 3,25E-03 | 3,31E-02 | -3,452
hsa-miR-331-3p | 3,59E-03 | 3,58E-02| -3,104
hsa-mjR-342-3p | 3,67E-03 | 3,58E-02| -3,075
hsa-miR-148a 4,03E-03 | 3,85E-02| -3,076
hsa-miR-92 1 4,65E-03 | 4,35E-02| -3910
hsa-miR-193b 5,04E-03 | 4,62E-02| -2,978
hsa-miR-34a* 5,36E-03 | 4,67E-02| -2,965
hsa-miR-10a* 5,40E-03 [ 4,67E-02 [ -5,056
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ANEXO VI: Rutas enriquecidas en genes diana por nodos de miRNAs

desregulados en ciancer de mama en mujeres jovenes mediante DIANA

miRPath (genes union).

Nodo 60
ID KEGG Ruta KEGG FDR  Negenes N°miRNAs
hsa05032 Adiccion a la morfina 6,48 x 107 11 4
hsa04713 Adecuacion circadiana 1,31x 10 10 3
hsa04723 Senalizacion retrograda del endocanabioide 1,31x 10 10 4
hsa04725 Sinapsis colinérgica 4,48 x 10 11 4
hsa05221 Leucemia mieloide aguda 1,65 x 107 7 2
hsa04727 | Sinapsis GABAérgica 2,88x 107 9 4
hsa03013 | Transporte de RNA 456x10° | 12 4
hsa04721 Ciclo vesicular de las sinapsis 512x 107 7 4
hsa04726 Sinapsis serotonérgica 5,12 x 10° 10 4
hsa04962 \lilesaz)kl))sroerschign de agua regulada por 7,09 x 10° 6 )
hsa04914 Ig/:g;lssrga;frrlladel oocito mediada por 8,19 x 10 3 3 3
hsa04724 Sinapsis glutamatérgica 8,23 x 107 10 4
hsa04310 | Senalizacion Wt 9,95x10° | 11 4
hsa04728 Sinapsis dopaminérgicas 1,15x 107 10 4
hsa00532 Biosintesis del condrioitin sulfato 1,70 x 107 2 1
hsa04666 Fagocitosis mediada por Fc gamma R 1,70 x 10'2 8 4
hsa00450 Metabolismo del selenocomponente 2,01 x 107 3 2
hsa00310 Degradacion de lisina 2,40 x 10'2 4 3
hsa04012 | Sedalizacon ErbB 2,40 x 107 8 4
hsa04916 Melanogénesis 2,40 x 10 8 4
hsa00920 Metabolismo del azufre 2,58 x 107 3 1

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
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ANEXOS

Nodo 18
ID KEGG Ruta KEGG FDR Ne genes N° miRNAs
hsa04360 Guia de axones 2,95 x 10”7 36 6
hsa04010 Senalizacion MAPK 132x 107 53 8
hsa05166 Infeccion por HTLV-I 389x 107 55 9
hsa04340 Senalizacion Hedgehog 4,68 x 107 16 7
hsa05217 Carcinoma de célula basal 137 x 10° 16 6
hsa04151 Sealizacion PI3K/Akt 436x 107 61 9
hsa05215 Céncer de prostata 4,74 x 10 21 5
hsa04510 Adhesiones focales 2,09 x 10’4 39 9
hsa00591 Metabolismo del 4cido linoleico 7,02 x 104 11 6
hsa05200 Rutas en céancer 8,83 x 10’4 57 8
hsa04310 Senalizacion Wnt 944x 107 33 6
hsa04916 Melanogénesis 1,45 x 10° 22 8
hsa05202 Desregulacion transcripcional en cancer 2,85 x 10° 37 7
hsa04066 | Sealizacion HIF-1 331x10° 23 7
hsa04810 Regulacién del citoesqueleto de actina 4,28 x 10° 38 8
hsa04725 Sinapsis colinérgica 4,62 x 107 24 8
hsa04020 Sefalizacion del calcio 4,62 x 10° 32 9
hsa04150 Sefializacicon mTOR 8,85 x 10° 14 7
hsa04728 Sinapsis dopaminérgicas 8,85 x 107 26 7
hsa04270 Contraccién del musculo vascular liso 8,85 x 10° 24 8
hsa04666 Fagocitosis mediada por Fc gamma R 1,08 x 107 19 7
hsa00592 Metabolismo del 4cido alfa-linoleico 1,81 x 107 8 5
hsa04721 Ciclo de vesiculas sinapticas 1,90 x 107 15 7
hsa04370 Sealizacion por VEGF 2,07x 107 14 5
hsa04130 Interacciones SNARE 2,42 x 107 9 5
hsa04710 Ritmo circadiano 2,47 x 107 8 4
hsa00310 Degradacion de lisina 2,94 x 107 10 7
hsa04720 Potenciacion a largo plazo 3,67 x 107 14 6
hsa05161 Hepattis B 3.73x 107 26 6

FDR se refiere al pvalor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.




Nodo 80

ID KEGG Ruta metaboélica p-valor NPe genes Ne miRNAs ‘
hsa04120 | Proteolisis mediada por ubiquitina 6,73 x 10° 26 5
hsa04722 | Senalizacion de neurotrofina 6,00 x 107 22 3
hsa04010 | Senalizacion MAPK 1,07 x 10* 38 5
hsa05200 | Rutas en cancer 1,00 x 10° 45 5
hsa00534 | Biosintesis de heparan sulfato 1,59 x 10° 6 3
hsa04720 | Potenciacion a largo plazo 2,10x 10 13 4
hsa05142 | Enfermedad de Chagas 2,10x 10° 18 4
hsa05211 | Carcinoma de células renales 2,10 x 10° 13 4
hsa04310 | Sefalizacion Wnt 3,71x 10° 24 4
hsa04350 | Senalizacion TGF-beta 3,71x10° 12 4
hsa03015 | Sintesis de mRNA 3,83x10° 15 4
hsa04150 | Semalizacicon mTOR 383 x 107 12 4
hsa04530 | Uniones estrechas 3,83 x 10° 21 5
hsa04012 | Senalizacon ErbB 513x10° 15 3
hsa05222 | Cancer de pulmén 6,42 x 10° 14 4
hsa04620 | Senalizacion por receptores tipo Toll 7.15x 10° 16 4
hsa04144 | Endocitosis 7,74 x 10° 27 5
hsa00471 | Metabolismo del D-Glutamato 7.88x 10° 2 2
hsa03013 | Transporte de RNA 1,10x 10° 21 4
hsa05161 | Hepatitis B 1,15 x 107 21 4
hsa04115 | Senalizacion p53 132 x10° 12 3
hsa05212 | Céancer de pincreas 1,32 x 10 12 4
hsa04370 | Senalizacion VEGF 1,79 x 10”2 11 3
hsa04971 | Secrecion de dcido gastrico 2,61 x 10* 12 4
hsa00650 | Metaboliosmo del butanoato 4.75x 10% 6 2
hsa04622 | Sefalizacion por receptores tipo RIG-I 4,75 x 10* 11 3
hsa04664 | Senalizacion Fc epsilon RI 4,75 x 10 11 3
hsa05133 | Tos ferina 4,75 x 10* 11 3
hsa04520 | Uniones adherentes 4,75 x 10” 12 4

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.



ANEXOS

Nodo 62
ID KEGG Ruta metabdlica FDR Ne de genes Ne de miRNAs‘
hsa04350 [Sefnalizaciéon TGF-beta 1,11 x 10° 20 7
hsa04120 [Proteolisis mediada por ubiquitina 2,20x 107 28 7
hsa04062 Senalizacion por quemoquinas 1,36 x 10-5 32 1
hsa04960 [Reabsorcion de sodio regulada por aldosterona 1,90 x 10-5 11 8
hsa04151 [Senalizacion PI3K/Akt 331x 105 49 7
hsa05131 Shigelosis 1,03 x 104 15 1
hsa04530 [Uniones estrechas 2,72 x 104 24 6
hsa04510 |Adhesiones focales 3,53 x 104 31 7
hsa05220 [Leucemia mieloide crénica 6,32 x 10-4 14 6
hsa04728 Sinapsis dopaminérgicas 6,32 x 104 22 7
hsa04360 |Guia de axones 6,76 x 10-4 23 7
hsa04722 Senalizacion de neurotrofina 1,06 x 10-3 21 7
hsa04114 [Meiosis del oocito 1,23 x 10-3 21 7
hsa04144 [Endocitosis 1,23 x 103 30 7
hsa04910 [Senalizacién por insulina 1,23 x 103 22 7
hsa00780 [Metabolismo de biotina 1,33x 103 1 1
hsa05223 |Céncer de pulmén no de células pequenas 1,83 x 103 10 7
hsa04920 [Senalizacion de adipocitokina 1,86 x 10-3 13 6
hsa04914 Maduracion del oocito mediada por progesterona| 3,55 x 10-3 15 7
hsa05166 [Infeccién por HTLV-I 3,55x 10-3 36 7
hsa04012 Senalizacon ErbB 5,66 x 10-3 15 7
hsa04150 Senalizacicon mTOR 6,28 x 10-3 12 7
hsa05212 | Cancer de pincreas 7,14 x 103 13 7
hsa04540 | Uniones GAP 1,06 x 10-2 12 6
hsa04520 | Uniones aderentes 1,06 x 10-2 14 7
hsa04971 | Secrecidon de acido gastrico 1,27 x 102 13 6
hsa04720 | Potenciacion a largo plazo 1,28 x 10-2 12 5
hsa04662 | Sefnalizacion de receptor de células B 1,44 x 10-2 13 7
hsa04912 | Senalizacion de GnRH 1,76 x 10-2 14 6
hsa04725 | Sinapsis colinérgica 1,96 x 10-2 18 6
hsa04310 | Senalizacion Wnt 2,13x 102 23 7
hsa05215 | Cancer de prostata 2,73 x 102 14 6
hsa03013 | Transporte de RNA 2,73 x 102 20 7
hsa00310 | Degradacion de lisina 3,18 x 102 8 4
hsa04723 | Senalizacion retrograda del endocanabioide 3,18 x 102 17 6
hsa05213 | Céncer de endometrio 3,81 x10-2 9 6
hsa05222 | Cancer de pulmon 3,81x 102 13 6
hsa05211 | Carcinoma de células renales 3,81x10-2 12 5
hsa04115 | Senalizacion p53 4,16 x 10-2 11 6
hsa04666 | Fagocitosis mediada por Fc gamma R 4,16 x 10-2 14 7
hsa05161 | Hepatitis B 4,16 x 10-2 21 7
hsa05214 | Glioma 4,16 x 10-2 12 7
hsa04141 | Procesado de proteinas en el reticulo 417 x 102 23 7
hsa04010 | Sedalizacion MAPK 4,82 x10-2 32 7
hsa05142 | Enfermedad de Chagas 4,87 x 10-2 16 1

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.

XVII



Nodo 78

ID KEGG Ruta metaboélica FDR Ne genes N° miRNAs
hsa04512 Interaccion EMC-receptor 5,02 x 10-57 23 5
hsa04974 Digestion y absorcién de proteinas 1,93 x 10-20 27 5
hsa05020 Enfermedades por priones 1,31 x 10-15 3 4
hsa04510 Adhesiones focales 1,31 x 10-15 40 5
hsa05146 Amebiosis 8,65 x 10-15 22 5
hsa04151 Senializacion PI3K/Akt 2,53 x 10-12 52 5
hsa05222 Céncer de pulmoén 2,57 x 10-10 20 5
hsa00310 Degradacion de lisina 6,94 x 10-09 11 5
hsa05214 Glioma 4,38 x 10-07 15 5
hsa05215 Céncer de prostata 2,43 x 1005 16 5
hsa05202 Desregulacion transcripcional en cancer 8,78 x 10-05 27 5
hsa05223 Céncer de pulmoén no de células pequedias 3,23 x 10-04 11 5
hsa04728 Sinapsis dopaminérgicas 1,66 x 10-03 19 5
hsa05218 Melanoma 7,20 x 10-03 12 5
hsa05410 Cardiomiopatia hipertrofica 7,46 x 10-03 13 5
hsa00270 Metabolismo de la cisteina y metionina 7,65 x 1003 8 5
hsa04010 Sefalizacion MAPK 7,65 x 1003 31 5
hsa04722 Sefnalizacion de neurotrofina 7,65 x 10-03 17 5
hsa04730 Depresion a largo plazo 7,65 x 10-03 10 5
hsa00534 Biosintesis de heparan sulfato 7,80 x 1003 5 3
hsa04724 Sinapsis glutamatérgicas 9,08 x 10-03 16 5
hsa05200 Rutas en céncer 9,94 x 10-03 39 5
hsa04120 Proteolisis mediada por ubiquitina 1,53 x 10-02 18 5
hsa05211 Carcinoma de células renales 1,86 x 10-02 11 5
hsa05033 Adicion a la nicotina 3,32 x 1002 7 5
hsa04310 Seializacion Wnt 3,35x 1002 18 5
hsa04720 Potenciacion a largo plazo 3,75 x 10-02 10 5
hsa04713 Ritmo circadiano 4,20 x 1002 14 5
hsa04130 Interacciones SNARE del transporte 4,63 x 1002 6 5

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
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Nodo 48a
Ruta metabolica FDR Ne genes N° miRNAs
hsa04510 | Adhesiones focales 2,90 x 10-35 88 12
hsa04151 | Sefalizacion PI3K/Akt 1,45 x 10-32 128 12
hsa04150 | Sefalizacicon mTOR 6,30 x 10-20 32 12
hsa05222 | Cancer de pulmoén 2,75x10-19 39 10
hsa05215 | Cancer de préstata 3,28 x 10-19 40 10
hsa04115 | Sefalizacion p53 6,42 x 10-19 34 12
hsa04010 | Sefializacion MAPK 1,36 x 10-18 95 12
hsa05200 | Rutas en cincer 7,18 x 10-18 120 12
hsa04512 | Interaccién EMC-receptor 3,60 x 10-17 38 10
hsa04012 | Senalizacon ErbB 2,49 x 10-15 39 12
hsa04722 | Sefalizacion de neurotrofina 3,28 x 10-15 50 12
hsa05146 | Amebiosis 1,97 x10-14 41 10
hsa04310 | Sefalizacion Wnt 3,68 x 10-13 58 12
hsa04350 | Senalizacion TGF-beta 9,23 x 10-13 34 9
hsa04810 | Regulacion del citoesqueleto de actina 1,37 x 10-12 75 12
hsa04910 | Seializacién por insulina 2,93 x10-12 51 12
hsa04974 | Absorcién y digestion de proteinas 7,19 x 10-12 36 10
hsa04662 | Senalizacién de receptor de células B 1,40 x 10-10 31 12
hsa04660 | Sefializacion de receptor de células T 1,85 x 10-10 41 12
hsa04120 | Proteolisis mediada por ubiquitina 3,26 x 10-10 50 11
hsa05218 | Melanoma 4,29 x 10-10 30 10
hsa05223 | Céncer de pulmoén no de células pequeiias 8,31 x 10-10 24 11
hsa05210 | Céncer colorrectal 9,50 x 10-10 27 12
hsa04110 | Ciclo celular 4,50 x 10-09 48 11
hsa04720 | Potenciacion a largo plazo 5,81 x 10-09 28 11
hsa04360 | Guia de axones 1,86 x 10-08 51 12
hsa05220 | Leucemia mieloide crénica 5,52 x 10-08 30 10
hsa00061 | Biosintesis de dcidos grasos 7,75 x 1008 2 2
hsa04664 | Senalizacion Fc epsilon RI 7,75 x 1008 28 11
hsa05214 | Glioma 9,41 x 10-08 29 10
hsa04666 | Fagocitosis mediada por Fc gamma R 1,09 x 10-07 34 12
hsa05211 | Carcinoma de células renales 1,78 x 1007 29 11
hsa05221 | Leucemia mieloide aguda 3,20 x 1007 23 11
hsa04144 | Edocitosis 1,30 x 10-06 63 12
hsa05014 | Esclerosis lateral amiotréfica 1,37 x 10-06 22 9
hsa05212 | Cancer de pincreas 2,91 x 10-06 27 11
hsaO4141 Prcc)lcesiado (;1€A proteinas en el reticulo 4,09 x 1006 55 1
endoplasmatico

hsa05213 | Cancer de endometrio 4,09 x 10-06 21 12
hsa05161 | Hepattis B 4,40 x 10-06 51 12
hsa05410 | Cardiomiopatia hipertréfica 7,88 x 1006 30 11
hsa04370 | Senalizacién por VEGF 2,08 x 10-05 24 11
hsa00310 | Degradacion de lisina 2,34 x 1005 19 10
hsa04380 | Diferenciacion del osteoclasto 3,23 x 1005 42 11
hsa05202 | Desreglacion transcripcional en cincer 4,75 x 10-05 58 12
hsa04728 | Sinapsis dopaminérgicas 7,00 x 1005 42 12
hsa03015 | Sintesis de mRNA 1,23 x 10-04 30 11
hsa04912 | Sedalizacion de GnRH 1,59 x 10-04 30 12
hsa04730 | Depresion a largo plazo 1,92 x 10-04 25 10

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccién por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
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Nodo 48b

ID KEGG Ruta metabélica FDR  Negenes N°miRNAs
hsa05020 | Enfermedades por priones 2,11 x 10-04 6 8
hsa04540 | Uniones GAP 2,73 x 10-04 28 11
hsa04914 | Maduracién del oocito mediada por progesterona | 3,07 x 10-04 28 12
hsa05166 | Infeccién por HTLV-I 4,41 x 10-04 73 12
hsa05131 | Shigelosis 7,45 x 1004 21 12
hsa04320 | Formacion del eje dorso-ventral 1,11 x 1003 10 7
hsa05414 | Cardiomiopatia dilatada 1,11 x 10-03 29 11
hsa04724 | Sinapsis glutamatérgica 2,12 x 1003 35 12
hsa04960 | Reabsorcion de sodio regulada por aldosterona 2,52 x 10-03 14 10
hsa04930 | Diabetes mellitus tipo II 4,39 x 10-03 16 10
hsa04066 | Senalizacion HIF-1 5,96 x 10-03 33 10
hsa05203 | Carcinogénesis viral 6,23 x 10-03 57 12
hsa04725 | Sinapsis colinérgica 8,15 x 10-03 36 12
hsa04971 | Secrecién de 4cido géstrico 8,32 x 1003 23 11
hsa00562 | Sistema de sefializacion por fosfatidil-inositol 1,16 x 10-02 20 11
hsa03060 | Exportacion de proteinas 1,65 x 10-02 9 8
hsa05145 | Toxoplasmosis 1,86 x 10-02 35 11
hsa03013 | Transporte de RNA 2,12 x 1002 43 12
hsa05142 | Enfermedad de Chagas 2,16 x 1002 29 11
hsa04920 | Senalizacién de adipocitokina 2,88 x 10-02 20 11
hsa04916 | Melanogénesis 2,88 x 10-02 29 12
hsa00533 | Biosintesis del ketaran sulfato 4,13 x 1002 6 5
hsa05162 | Rubeola 4,19 x 10-02 40 10
hsa05100 | Invasion bacteriana de células epiteliares 4,52 x 1002 22 11
hsa04210 | Apoptosis 4,59 x 10-02 27 10
FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
Nodo 51
ID KEGG Ruta metabolica FDR Ne genes N° miRNAs
hsa05130 Infeccion por Escherichia coli 1,32x 10° 10 5
hsa04120 Proteolisis mediada por ubiquitina 1,55x 10* 16 5
hsa04110 Ciclo celular 7,15 x 10* 14 5
hsa05202 Desregulacién transcripcional en cancer 3,20 x 10° 17 3
hsa05014 Esclerosis lateral amiotrofica 3,20x 10° 8 4
hsa04910 Sefalizacion por insulina 8,76 x 10° 13 5
hsa04930 Diabete mellitus ttipo 11 1,19 x 10? 7 4
hsa05222 Céncer de pulmoén 1,97 x 107 9 4
hsa00510 Biosintesis de N-glicano 223 x 102 6 5
hsa05220 | Leucemia mieloide cronica 2,28 x 10* 8 4
hsa00270 Metabolismo de cisteina y metionina 4,04 x 107 5 3

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.




ANEXOS

Nodo 72

Ne Ne
IDKEGG  Rutametabolica  FDR  genes miRNAs
hsa04720 | Potenciacién a largo plazo 7.50x 107" 21 4
hsa04971 | Secrecion de dcido gastrico 3.01x1071° 20 4
hsa04012 | Senalizacon ErbB 733 x10°% 20 4
hsa04540 | Uniones GAP 7.33x 10 20 4
hsa04961 | Reabsorcion de calcio mediada por sistema endocrino | 1.56 x 107 14 4
hsa04723 | Senalizacion retrograda del endocanabioide 6.74 x 107 23 4
hsa04912 | Senalizacion de GnRH .03 x 10° 19 4
hsa04150 | Senalizacicon mTOR 141 x10° 15 4
hsa04724 | Sinapsis glutamatérgicas 328 x10° 22 4
hsa04120 | Protedlisis mediada por ubiquitina 1.03x 107 25 4
hsa04728 | Sinapsis dopaminérgicas 231x10° 24 4
hsa05202 | Desreglacion transcripcional en cdncer 231x10° 30 4
hsa04010 | Senalizacion MAPK 3.04x 107 38 4
hsa04722 | Senalizacion de neurotrofina 426x 107 22 4
hsa04910 | Sefalizacion por insulina 586 x 107 23 4
hsa04970 | Secrecion salivar 6.24 x 10° 17 4
hsa04115 | Senalizacion p53 465x10* | 14 4
hsa05221 | Leucemia mieloide aguda 5.22 x 10* 11 4
hsa04916 | Melanogénesis 1.12x 10 16 4
hsa04727 | Sinapsis GABAérgicas 1.71x10° 17 4
hsa05143 | Tripanosomiasis africana 1.82x 10 8 4
hsa04972 | Secrecion pancredtica 2.40x 107 16 4
hsa04070 | Sistema de sefializacién por fosfatidil-inositol 421x10° 14 4
hsa04725 | Sinapsis colinérgica 453x10° 19 4
hsa04726 | Sinapsis serotonergicas 453x10° 17 4
hsa05142 | Enfermedad de Chagas 471x10° 17 4
hsa04730 | Depresion a largo plazo 474x10° 12 4
hsa04810 | Regulacion del citoesqueleto de actina 487 x10° 29 4
hsa04020 | Senalizacion de calcio 516x 10> 25 4
hsa03015 | Sintesis de mRNA 551x 10 15 4
hsa05110 | Infeccion por Vibrio cholerae 594 10° 10 3
hsa05146 | Amebiosis 8.48x 107 17 4
hsa04310 | Senalizacion Wnt 1.19 x 10* 23 4
hsa05214 | Glioma L19x10% | 12 4
hsa05222 | Cancer de pulmoén 2.01x10% 13 4
hsa04210 | Apoptosis 2.03x10° 14 4
hsa04914 | Maduracion del oocito mediada por progesterona 295 x 10> 13 4
hsa04114 | Meiosis del oocito 244 x 10* 19 4
hsa04530 | Uniones estrechas 2.44 % 10* 19 4
hsa04614 | Sistema renina-angiotensina 248 x 10 4 3
hsa04630 | Senalizacion por Jak-STAT 277 x10° 20 4
hsa00562 | Metabolismo del inositol fosfato 358 x 107 10 4
hsa00650 | Metaboliosmo del butanoato 3.68 x 107 6 4
hsa05215 | Cancer de prostata 413 x 10% 13 4
hsa04960 | Reabsorcion de sodio regulada por aldosterona 439 x 107 7 4
hsa05200 | Rutas en ciancer 492 x10% 40 4

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.



ANEXO VII: Rutas enriquecidas en miRNAs desregulados en cancer de

mama en mujeres jovenes mediante DIANA miRPath (pathway union)

Nodo 15

KEGG pathway

FDR

Ne

genes

No
miRNAs

Cell adhesion molecules (CAMs) (hsa04514) 1,35E-07 14 3
Morphine addiction (hsa05032) 1,55E-07 9 4
GABAergic synapse (hsa04727) 3,08E-06 7 3
Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate (hsa00532) 3,41E-06 2 2
Axon guidance (hsa04360) 7,39E-06 26 2
Retrograde endocannabinoid signaling(hsa04723) 2,93E-04 3
Circadian entrainment (hsa04713) 1,43E-03 7 3
Calcium signaling pathway (hsa04020) 1,56E-03 19 3
Dilated cardiomyopathy (hsa05414) 3,82E-03 8 4
PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151) 6,56E-03 31 3
Regulation of actin cytoskeleton (hsa04810) 1,01E-02 29 3
HTLV-I infection (hsa05166) 1,29E-02 23 2
MAPK signaling pathway (hsa04010) 1,65E-02 47 3
Basal cell carcinoma (hsa05217) 2,49E-02 7 3
Synaptic vesicle cycle (hsa04721) 3,33E-02 11 3
Glutamatergic synapse (hsa04724) 3,74E-02 4 2
Lysine degradation (hsa00310) 3,80E-02 6 3

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccién por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
En negrita se indican las rutas que se mantienen significativas tras aplicar estadisticos muy conservadores.

Nodo 18

Ne Ne
KEGG pathway FDR genes miRNAs
Drug metabolism - cytochrome P450 (hsa00982) <1x10-16 1 1
Glycosphingolipid biosynthesis - lacto and neolacto
series (hsa00601) 3,91x10-6 2 1
Morphine addiction (hsa05032) 8,19 x 10-6 9 4
Cell adhesion molecules (CAMs) (hsa04514) 1,09 x 10-5 14 3
GABAergic synapse (hsa04727) 1,11 x 104 7 3
Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate (hsa00532) 1,45 x 104 2 2
Axon guidance (hsa04360) 3,14 x 104 26 2
Calcium signaling pathway (hsa04020) 1,14 x 10-3 23 4
Retrograde endocannabinoid signaling(hsa04723) 2,79 x 103 9 3
HTLV-I infection (hsa05166) 3,68 x 10-3 34 3
Hedgehog signaling pathway (hsa04340) 9,56 x 10-3 10 3
Circadian entrainment (hsa04713) 1,67 x 10-2 7 3
Dilated cardiomyopathy (hsa05414) 2,13x 102 8 4
Lysine degradation (hsa00310) 2,17 x 102 7 4
Melanogenesis (hsa04916) 3,30x 10-2 15 3
Basal cell carcinoma (hsa05217) 3,45x 10-2 11 4
PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151) 4,36 x 10-2 31 3

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
En negrita se indican las rutas que se mantienen significativas tras aplicar estadisticos muy conservadores.
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Nodo 48

KEGG pathway

ANEXOS

FDR  Negenes N° miRNAs

Protein digestion and absorption (hsa04974) <le-16 23 1
Fatty acid biosynthesis (hsa00061) <le-16 2 2
ECM-receptor interaction (hsa04512) <le-16 22 2
Focal adhesion (hsa04510) <le-16 76 5
Ubiquitin mediated proteolysis (hsa04120) <le-16 38 6
PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151) <le-16 127 10
Amoebiasis (hsa05146) 9,99E-16 19 1
Prion diseases (hsa05020) 2,89E-15 1 1
Prostate cancer (hsa05215) 2,89E-15 29 5
Pathways in cancer (hsa05200) 5,93E-14 90 7
Melanoma (hsa05218) 8,75E-13 21 5
p53 signaling pathway (hsa04115) 1,27E-12 26 6
Glioma (hsa05214) 1,70E-12 27 6
Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate (hsa00532) 5,80E-12 2 2
MAPK signaling pathway (hsa04010) 2,08E-10 72 7
Wnt signaling pathway (hsa04310) 2,60E-10 57 7
Small cell lung cancer (hsa05222) 6,66E-10 25 5
Axon guidance (hsa04360) 1,09E-09 24 3
ErbB signaling pathway (hsa04012) 1,81E-08 27 4
mTOR signaling pathway (hsa04150) 2,21E-08 28 6
Insulin signaling pathway (hsa04910) 2,34E-08 39 4
Neurotrophin signaling pathway (hsa04722) 6,99E-08 41 6
Non-small cell lung cancer (hsa05223) 2,07E-07 16 4
Long-term potentiation (hsa04720) 2,93E-07 21 5
B cell receptor signaling pathway (hsa04662) 9,04E-07 13 2
TGF-beta signaling pathway (hsa04350) 3,60E-06 29 5
Cell cycle (hsa04110) 2,67E-05 41 6
Protein processing in endoplasmic reticulum(hsa04141) 5,10E-05 25 3
T cell receptor signaling pathway (hsa04660) 8,70E-05 24 3
Hepatitis B (hsa05161) 9,55E-05 25 4
Chronic myeloid leukemia (hsa05220) 1,09E-04 16 3
Long-term depression (hsa04730) 1,79E-04 16 4
Endometrial cancer (hsa05213) 1,84E-04 14 4
Endocytosis (hsa04144) 2,04E-04 28 3
Regulation of actin cytoskeleton (hsa04810) 4,56E-04 46 4
Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) (hsa05410) 6,76E-04 20 4
Dopaminergic synapse (hsa04728) 7,09E-04 30 4
Acute myeloid leukemia (hsa05221) 1,79E-03 8 2
Glycosaminoglycan biosynthesis - heparan sulfate(hsa00534) 2,41E-03 5 3
Colorectal cancer (hsa05210) 3,03E-03 8 2
Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (hsa05412) 9,10E-03 11 2
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) (hsa05014) 1,32E-02 9 2
Lysine degradation (hsa00310) 1,47E-02 11 2
Pancreatic cancer (hsa05212) 1,59E-02 10 2
Renal cell carcinoma (hsa05211) 2,85E-02 15 2
Dilated cardiomyopathy (hsa05414) 4,22E-02 15 3
Transcriptional misregulation in cancer(hsa05202) 4,25E-02 19 2
Fc epsilon Rl signaling pathway (hsa04664) 4,49E-02 12 1
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Nodo 51

KEGG pathway pvalue  Negenes Ne miRNAs
Phagosome (hsa04145) 1,14E-06 4 1
Amphetamine addiction (hsa05031) 6,25E-05 7 2
Pathogenic Escherichia coli infection (hsa05130) 1,13E-04 9 3
Dopaminergic synapse (hsa04728) 1,49E-04 8 2
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) (hsa05014) 2,80E-04 6 2
Transcriptional misregulation in cancer(hsa05202) 1,43E-03 14 2
Long-term potentiation (hsa04720) 0,0110 5 2
Lysine degradation (hsa00310) 0,0116 4 2
Collecting duct acid secretion (hsa04966) 0,0148 2 1
Ubiquitin mediated proteolysis (hsa04120) 0,0168 11 2
ErbB signaling pathway (hsa04012) 0,0169 8 2
Axon guidance (hsa04360) 0,0194 7 1
Synaptic vesicle cycle (hsa04721) 0,0209 2 1
Chronic myeloid leukemia (hsa05220) 0,0335 5 1
One carbon pool by folate (hsa00670) 0,0348 3 1
Glioma (hsa05214) 0,0351 5 1
S+L3:L19almonella infection (hsa05132) 0,0439 5 2

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccién por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
En negrita se indican las rutas que se mantienen significativas tras aplicar estadisticos muy conservadores.

Nodo 60
Ne Ne
KEGG pathway pvalue genes miRNAs
Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate (hsa00532) | 1,90 x 10-5 2 1
Morphine addiction (hsa05032) 1,35 x 104 6 2
mRNA surveillance pathway (hsa03015) 2,30 x 104 6 2
RNA transport (hsa03013) 3,44 x 104 9 2
Nicotine addiction (hsa05033) 1,37 x 103 1 1
Acute myeloid leukemia (hsa05221) 4,37x 103 5 1
Retrograde endocannabinoid signaling(hsa04723) 5,40 x 10-3 6 2
Wnt signaling pathway (hsa04310) 7,09 x 10-3 7 2
Synaptic vesicle cycle (hsa04721) 7,71 x 103 2 1
Circadian entrainment (hsa04713) 1,27 x 102 8 2
Sphingolipid metabolism (hsa00600) 1,86 x 10-2 2 2
Other types of O-glycan biosynthesis (hsa00514) 1,89 x 10-2 1 1
Serotonergic synapse (hsa04726) 2,07 x 10-2 7 2
Cholinergic synapse (hsa04725) 2,13 x 102 5 1
Sulfur metabolism (hsa00920) 2,37 x 102 3 1
Vasopressin-regulated water reabsorption(hsa04962) 2,71 x 102 6 2
GABAergic synapse (hsa04727) 3,14 x 102 4 1
Hedgehog signaling pathway (hsa04340) 3,29 x 10-2 4 2
ErbB signaling pathway (hsa04012) 4,00 x 10-2 5 2

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
En negrita se indican las rutas que se mantienen significativas tras aplicar estadisticos muy conservadores.
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KEGG pathway p-value geltjles miII{\INAs
Aldosterone-regulated sodium reabsorption(hsa04960) 4,30E-07 6 3
Biotin metabolism (hsa00780) 1,52E-06 1 1
TGF-beta signaling pathway (hsa04350) 1,58 E-06 15 3
Ubiquitin mediated proteolysis (hsa04120) 4,20E-05 17 3
Neurotrophin signaling pathway (hsa04722) 2,39E-04 20 3
Non-small cell lung cancer (hsa05223) 4,06E-04 9 2
Chronic myeloid leukemia (hsa05220) 1,00E-03 11 2
Insulin signaling pathway (hsa04910) 1,86E-03 14 2
Shigellosis (hsa05131) 2,98E-03 11 2
PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151) 3,02E-03 38 3
B cell receptor signaling pathway (hsa04662) 3,06E-03 10 2
Endometrial cancer (hsa05213) 5,85E-03 9 2
Lysine degradation (hsa00310) 713E03 | 5 2
Renal cell carcinoma (hsa05211) 8,10E-03 10 1
Long-term potentiation (hsa04720) 9,72E-03 10 2
Chemokine signaling pathway (hsa04062) 1,04E02 | 18 2
Pancreatic cancer (hsa05212) 1,27E-02 10 2
Axon guidance (hsa04360) 1,31E-02 14 2
mRNA surveillance pathway (hsa03015) 1,38E-02 8 1
VEGF signaling pathway (hsa04370) 2,02E-02 7 1
mTOR signaling pathway (hsa04150) 2,24E-02 11 2
Adherens junction (hsa04520) 2,25E-02 7 2
Focal adhesion (hsa04510) 2,71E-02 15 1
Wnt signaling pathway (hsa04310) 2,82E-02 15 1
Acute myeloid leukemia (hsa05221) 3,08E-02 8 2
ErbB signaling pathway (hsa04012) 3,46E-02 11 2
Hepatitis B (hsa05161) 3,91E-02 12 1
HTLV-I infection (hsa05166) 4,34E-02 17 1
GnRH signaling pathway (hsa04912) 4,73E-02 9 2

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccién por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
En negrita se indican las rutas que se mantienen significativas tras aplicar estadisticos muy conservadores.



Nodo 72

Ne Ne
KEGG pathway pvalue genes miRNAs
Longterm potentiation (hsa04720) 1,31E07 | 21 4
Gastric acid secretion (hsa04971) 7,23E-06 12 2
ErbB signaling pathway (hsa04012) 1,39E-05 18 3
Acute myeloid leukemia (hsa05221) 2,35E-05 9 2
Insulin signaling pathway (hsa04910) 3,81E-05 18 3
Transcriptional misregulation in cancer(hsa05202) 4,15E-05 10 1
mTOR signaling pathway (hsa04150) 4,78E-05 15 4
Endocrine and other factor-regulated calcium reabsorption (hsa04961) | 6,36E-05 9 2
MAPK signaling pathway (hsa04010) 8,11E-05 21 2
Ubiquitin mediated proteolysis (hsa04120) 8,55E-05 | 20 2
Neurotrophin signaling pathway (hsa04722) 1,60E-04 | 21 3
Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate (hsa00532) 2,87E-04 3 1
Gap junction (hsa04540) 3,32E-04 | 11 2
Dopaminergic synapse (hsa04728) 6,94E-04 15 2
Serotonergic synapse (hsa04726) 7,64E-04 14 2
GABAergic synapse (hsa04727) 1,01E-03 12 2
Retrograde endocannabinoid signaling(hsa04723) 1,15E-03 8 1
GnRH signaling pathway (hsa04912) 1,52E-03 1
Glutamatergic synapse (hsa04724) 3,68E-03 7 1
Regulation of actin cytoskeleton (hsa04810) 3,92E-03 13 1
Glioma (hsa05214) 5,14E-03 5 1
Cholinergic synapse (hsa04725) 5,17E-03 9 1
p53 signaling pathway (hsa04115) 5,82E-03 12 2
Phosphatidylinositol signaling system (hsa04070) 6,37E-03 13 3
Melanogenesis (hsa04916) 6,79E-03 9 2
Wnt signaling pathway (hsa04310) 9,02E-03 16 2
Oocyte meiosis (hsa04114) 1,40E-02 14 2
mRNA surveillance pathway (hsa03015) 1,48E-02 6 1
Salivary secretion (hsa04970) 2,29E-02 9 2
PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151) 2,56E-02 10 1
Alanine, aspartate and glutamate metabolism(hsa00250) 3,05E-02 6 2
Endometrial cancer (hsa05213) 3,12E-02 7 2
Prostate cancer (hsa05215) 4,28E-02 4 1
Circadian entrainment (hsa04713) 492E-02 6 1

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
En negrita se indican las rutas que se mantienen significativas tras aplicar estadisticos muy conservadores.



Nodo 78

ANEXOS

Ne

Ne

KEGG pathway p~value genes miRNAs
ECM-receptor interaction (hsa04512) <le-16 18 1
Protein digestion and absorption (hsa04974) <le-16 23 1
Amoebiasis (hsa05146) <le-16 19 1
Prion diseases (hsa05020) <le-16 1 2
Focal adhesion (hsa04510) 5,55E-16 26 1
PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151) 4,64E-13 39 3
Small cell lung cancer (hsa05222) 4,87E-10 14 1
Prostate cancer (hsa05215) 1,02E-08 13 3
Transcriptional misregulation in cancer (hsa05202) 1,49E-08 21 4
Glioma (hsa05214) 1,92E-08 14 4
Lysine degradation (hsa00310) 2,08 E-06 9 2
Renal cell carcinoma (hsa05211) 3,63E-06 5 2
One carbon pool by folate (hsa00670) 6,32E-06 3 2
Glutamatergic synapse (hsa04724) 6,43E-06 10 1
Non-small cell lung cancer (hsa05223) 0,00207043 8 3
Melanoma (hsa05218) 0,00659443 8 1
Pathways in cancer (hsa05200) 0,00715289| 21 1
Nicotine addiction (hsa05033) 0,00958978 5 1
Neurotrophin signaling pathway (hsa04722) 0,02301084 7 1
Glycosaminoglycan biosynthesis - heparan sulfate /

heparin (hsa00534) 0,0269272 3 1
Endometrial cancer (hsa05213) 0,04043012 3 1

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
En negrita se indican las rutas que se mantienen significativas tras aplicar estadisticos muy conservadores.

Nodo 80

Ne

Ne

KEGG pathway p-value genes miRNAs
Glycosaminoglycan biosynthesis - heparan sulfate /

heparin (hsa00534) 3,81E-10 5 2
Drug metabolism - cytochrome P450 (hsa00982) 3,36E-07 2 1
Lysine degradation (hsa00310) 3,95E-07 4 1
Ubiquitin mediated proteolysis (hsa04120) 5,51E-06 21 3
Renal cell carcinoma (hsa05211) 0,00030292 9 2
Cell adhesion molecules (CAMs) (hsa04514) 0,00482962 1 1
Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate (hsa00532) 0,00508517 3 1
MAPK signaling pathway (hsa04010) 0,00569197| 31 3
Neurotrophin signaling pathway (hsa04722) 0,00658001 | 22 3
Chagas disease (American trypanosomiasis)(hsa05142) 0,00999257| 13 2
Pathways in cancer (hsa05200) 0,01256902 | 17 2
Endocytosis (hsa04144) 0,0127887 15 2
ErbB signaling pathway (hsa04012) 0,01902716| 11 1
TGF-beta signaling pathway (hsa04350) 0,02577822| 2 1
Long-term potentiation (hsa04720) 0,02828379| 12 2
Tight junction (hsa04530) 0,03033858 | 12 2
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450(hsa00980) 0,03295383 2 1

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccién por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg.
En negrita se indican las rutas que se mantienen significativas tras aplicar estadisticos muy conservadores.
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ANEXO VIII: Rutas enriquecidas en los miRNAs seleccionados como
representativos del perfil de cidncer de mama en mujeres jovenes mediante

DIANA miRPath (pathway union) empleando estadisticos muy

conservadores
Ruta KEGG ‘ p-valor Negenes  N° miRNAs

Enfermedad por priones <10 1 1
Biosintesis de acidos grasos 1,22E-15 2 1
Proteolisis mediada por ubiquitina 1,60E-10 45 5
Senalizacion PI3K/Akt 6,80E-08 111 7
Senalizaciéon por neurotrofina 1,93E-07 53 6
Biosintesis de condroitin sulfato 2,36E-06 5 3
Senalizacion MAPK 9,55E-06 83 6
TGF-beta 2,90E-05 28 5
Adhesiones focales 4 72E-05 70 5
Sefializacion ERBB 1,57E-04 28 3
Céncer de prostata 3,01E-04 29 4
Guia de axones 3,47E-04 29 3
Potenciacién a largo plazo 8,26E-04 31 6
Senalizacion Wnt 8,93E-04 44 3
Desregulacion transcripcional en cancer 9,80E-04 47 5
Senalizacién por insulina 2,48E-03 37 4
Senalizacion p53 3,26E-03 24 5
Carcinoma de células renales 9,83E-03 18 3
Cancer de pulmon de células no pequenas 1,54E-02 16 3
Glioma 1,59E-02 23 4
Sinapsis GABAérgica 2,29E-02 7 4
Infeccion por HTLV-1 2,43E-02 59 4
Endocitosis 2,91E-02 45 4
Sinapsis dopaminérgica 3,69E-02 42 5
Sefalizacion mTOR 3,92E-02 24 4
Senalizacion del receptor de células B 4,41E-02 16 2

FDR se refiere al p-valor obtenido tras correccion por multiples comparaciones de Benjamini & Hochberg
mediante estadisticos conservadores.

XXVIIL



ANEXO IX: Valores estimados de represién debida a miRNAs desregulados

en pacientes jovenes de cidncer de mama en comparacion con mayores.

Dianas sobre-expresadas con valores de represién debida a miRNAs desregulados en mujeres jovenes negativos

Diana |[Represién Diana |Represion Diana |Represion Diana |Represion Diana |Represion
ARID1A -2,937 | |MGATS -0,340 ||ACTN4 -0,215 ||IL24 -0,152 | |ATP5A1 -0,131
PTPN11 -2,677 ||TGFA -0,330 ||DDX5 -0,210 ||IL32 -0,152 ||SLC7A6 -0,130
UsP31 -1,464 ||ECHS1 -0,328 | |CDKN1A -0,208 ||TP73 -0,152 ||TUBA1A -0,130
CD40 -1,457 ||R3HCC1L | -0,328 |[|SMAP2 -0,207 | |LRRK2 -0,152 | |VEZT -0,130
TMED1 -1,457 ||HS6ST2 -0,328 ||HIST2H2B| -0,207 ||AGO1 -0,151 ||ZNF418 -0,130
MKRN1 -1,435 ||MARCKSLY] -0,326 ||RNF41 -0,204 ||WDR82 -0,151 ||RSRC1 -0,130
IGLONS -1,435 ||BCL2 -0,320 | |AKT2 -0,197 ||TNRC6A -0,150 ||TNFRSF10| -0,130
IGF1R -1,145 ||RPS3 -0,317 ||INPPL1 -0,197 ||SP1 -0,148 | |AGGF1 -0,130
RPS26 -0,804 | |VEGFA -0,310 ||KRT7 -0,197 ||C1QBP -0,146 ||EXOSC2 -0,130
FOS -0,783 ||UBXN1 -0,307 ||RQCD1 -0,195 ||RPL19 -0,145 | |PAIP2 -0,130
TGS1 -0,783 | |RAN -0,305 | |SF3B3 -0,193 | |PDAP1 -0,145 ||FBLN1 -0,130
CYP7A1 -0,674 ||GNB2L1 -0,299 ||RPS2 -0,191 ||NRD1 -0,145 ||EDC3 -0,127
CYP8B1 -0,672 ||CDK6 -0,284 | |EIF3C -0,190 ||DzIP1 -0,144 ||ND6 -0,126
RPS7 -0,672 ||CYR61 -0,283 | |RANBP2 -0,186 ||GALNT2 -0,144 | |KHSRP -0,126
MLF1 -0,672 | |LNPEP -0,280 ||SEC14L1 -0,186 ||NUP98 -0,143 | |MAPK1 -0,126
SNX1 -0,593 ||CHMP2A | -0,274 ||ERBB2 -0,186 ||LRRC42 -0,143 ||CS -0,124
GAPDH -0,583 ||LAMB1 -0,270 ||YES1 -0,186 | |PSAP -0,143 | |FLNA -0,122
RTFDC1 -0,575 ||TRIM37 -0,269 | |KMT2C -0,185 ||HIST1H3D| -0,143 ||CSDE1 -0,121
coMmD4| -0,575 TUBB -0,267 PRKCE -0,185 PBX2 -0,143 HIST1H1C| -0,120
SFXN1 -0,548 KLHL15 -0,266 CD44 -0,184 CHMP4C -0,142 ZBTB10 -0,117
ZC3H18 -0,521 | |EEF2 -0,254 ||TMEMS88 | -0,184 ||LONP2 -0,142 ||LBR -0,117
COX3 -0,516 ||KDM1A -0,253 | |SMG5 -0,184 | |TIMP3 -0,142 ||FOX03 -0,115
DHX40 -0,498 | |NFKBIA -0,253 ||FAM92A1| -0,184 ||SEC63 -0,142 ||SLC25A5 | -0,115
TRPC5 -0,498 | |FADS2 -0,252 ||Cl40rf93 | -0,184 |[RAC3 -0,142 | |DYRK1A -0,112
UROS -0,498 ||TBC1D9B | -0,252 ||VPS29 -0,184 ||SLC7A2 -0,142 ||CCND3 -0,112
CDK13 -0,498 | |RBBP7 -0,252 | INRCAM -0,184 ||TMX3 -0,142 ||CCND2 -0,110
HIC2 -0,492 ||PPP2R2B | -0,249 ||TOP2A -0,184 | |PITPNB -0,142 | |SKI -0,107
INTS2 -0,492 | |FAMAT7E -0,249 ||CPSF3 -0,184 ||SMU1 -0,142 | |RAB36 -0,105
YDIC -0,492 ||DGCR8 -0,249 ||LAMC1 -0,181 ||AP3s1 -0,142 | |E2F6 -0,105
C3orfl7 -0,492 SERPINE2 | -0,249 ARID3B -0,180 VAC14 -0,142 OTUB1 -0,105
VPS53 -0,492 ||ANKRD27 | -0,247 ||ALMS1 -0,178 | |FDPS -0,142 | |CENPV -0,105
CYB5B -0,492 ||SNRPD3 -0,247 ||SRC -0,178 ||SYK -0,141 ||IMPDH1 -0,105
FGB -0,464 | |HMGB1 -0,243 ||ENO1 -0,177 | |USMG5 -0,141 ||ZNF106 -0,105
FGA -0,464 ||PLEKHB2 | -0,240 ||EEF1A1l -0,174 | |KIRREL -0,141 ||VAPB -0,104
FGG -0,464 | |FDXR -0,236 ||HSPA1B -0,174 | |PPP5C -0,141 ||CD276 -0,104
PHF10 -0,464 ||CCDC47 -0,235 | |CTGF -0,172 ||ZNF793 -0,141 | |SREBF2 -0,104
DNMT1 -0,455 ||TRIM49C | -0,235 ||PDHX -0,172 ||BRCA1 -0,141 ||NRN1 -0,103
YWHAE -0,450 ||SOAT1 -0,235 ||HSP90AB1 -0,171 ||TMEM97 | -0,141 ||SSRP1 -0,103
COoX1 -0,442 PAK2 -0,235 THBS1 -0,169 HRAS -0,140 ANKRD52 | -0,102
IFNG -0,439 | |FKBP4 -0,233 | [MGRN1 -0,169 ||MGMT 0,140 ||TEX261 -0,101
ANG -0,437 ||HUWE1 -0,229 ||CPSF7 -0,169 ||C200rf173 -0,140 ||N4BP1 -0,101
CLSTN1 -0,410 ||PKNOX1 -0,227 ||MED1 -0,168 ||BORA -0,140 ||MPL -0,101
RPL27A -0,385 ||MOV10L1| -0,227 ||BAZ2A -0,165 ||FCHO2 -0,140 ||ZCCHC3 -0,101
RPS27 -0,381 ||CPNE1 -0,227 | |NAP1L1 -0,164 | |DHRS4 -0,140 ||TULP4 -0,101
SGSH -0,380 ||EXTL3 -0,227 ||RPS14 -0,164 ||NID2 -0,140 ||AAAS -0,101
HLA-G -0,376 ||SLC36A1 -0,227 ||CA2 -0,163 ||GAB1 -0,140 ||ZBTB47 -0,101
IRS1 -0,376 ||ZNF227 -0,227 | |MEF2A -0,163 ||C100rf35 | -0,140 |[UNG -0,101
EP300 -0,372 | |APP -0,227 | |CAMKV -0,162 | |TUFM -0,140 ||CNNS3 -0,101
DCTN2 -0,353 NFXL1 -0,227 PGAM1 -0,161 TPM4 -0,139 KLHL12 -0,101
ZSWIM6 -0,353 MCM2 -0,227 E2F5 -0,155 TMEM2 -0,135 TLK1 -0,101
ACTG1 -0,348 ||NONO -0,224 ||SIGMAR1 | -0,155 ||TRAP1 -0,135 | |SETD7 -0,101
SETDB1 -0,343 ||CTC1 -0,224 | |RPS4X -0,154 | |GEMIN4 -0,135 ||SMYD1 -0,101
PITRM1 -0,343 ||PFN1 -0,223 ||LRP1 -0,152 | |SLC2A3 -0,134 ||SIK1 -0,101
DENND4B| -0,342 ||ERBB3 -0,221 ||zEB1 -0,152 | |THOCS -0,134 ||TPI1 -0,101
ASXL2 -0,340 ||YKT6 -0,216 ||ZEB2 -0,152 | |RPS5 -0,132 ||EZR -0,101

HMGN2 -0,100




Dianas reprimidas con valores de represion debida a miRNAs desregulados en mujeres jovenes positivos

Diana
NDE1
AMD1
0OsCpP1
SH3BP2
AMPD2
PDIA6
MPRIP
TRAF4
RB1
WDR77

Represidn
7,115
6,633
4,691
3,293
3,293
3,213
3,201
3,121
2,499
2,466

Diana
GALK1
POLR2I
FASN
TMEM69
HIST2H3A
CcoQ4
COX2
MTA2
HNRNPAO
ATP6

Represidn
2,465
2,439
2,407
1,918
1,848
1,804
1,788
1,763
1,751
1,661

Diana
AKT1
MYBL2
TGIF2
E2F1
NUP62
WASF2
TRAPPC1
ABI2
ARNTL
BCL2L11

Represion
1,604
1,603
1,541
1,428
1,250
1,248
1,247
1,234
1,153
1,087

Diana
PTEN
JUNB
JUND
HSPG2
CDK1
TCEAL1
ACOX1
HIST1H2B
USP6NL
SRGAP1

Se muestran los genes con valor absoluto de represion > 0,1.

Represion
1,051
0,807
0,807
0,807
0,804
0,771
0,383
0,383
0,383
0,383

Diana
SAMD4B
RNASEK
CACNGS8
HIST1H2A
DDT
DLST
GPI
KIAA1671

Represion
0,383
0,383
0,380
0,371
0,370
0,315
0,302
0,250




ANEXOS

ANEXO X: Rutas enriquecidas en genes diana validados por el total de

miRNAs desregulados
1|RNA Translation 2,10E08 | 2,85E05 | -2,01 21,02
2|otros Influenza Life Cycle 6,61E-07 | 1,15E-04 22,02 18,29
3|RNA SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane 5,70E07 | 1,15E04 | -1,99 18,03
4|RNA Cap-dependent Translation Initiation 7,07E-07 | 1,15E-04 | -1,99 18,02
5|RNA Eukaryotic Translation Initiation 7,07E-07 | 1,15E-04 -1,97 17,86
6/RNA Nonsense-Mediated Decay (NMD) 7,51E07 | 1,15E-04 | -1,95 17,71
Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction
7|RNA Complex (EJC) 7,51E-07 | 1,15E-04 | -1,95 17,71
8|RNA 3'.UTR-mediated translational regulation 7,63E07 | 1,15E-04 | -1,92 17,44
9lotros L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression| 7,63E-07 | 1,15E-04 [ -1,90 17,25
10[Ciclo celular[S Phase 1,01E-06 | 1,32E-04 2,11 18,83
11{Ciclo celular{Mitotic G1-G1/S phases 1,08E-06 | 1,32E-04 | -2,04 18,20
12|otros Influenza Infection 1,25E-06 | 1,41E-04 -1,95 17,29
13|RNA GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit 1,67E-06 | 1,74E-04 -1,88 16,30
14|otros Influenza Viral RNA Transcription and Replication 2,01E-06 | 1,95E-04 -1,93 16,52
15|RNA Formation of a pool of free 40S subunits 2,42E-06 | 2,18E-04 -1,87 15,75
16|RNA Eukaryotic Translation Elongation 3,28E-06 | 2,78E-04 -1,87 15,28
17|RNA Peptide chain elongation 4,44E-06 | 3,54E-04 -1,81 14,38
Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon
18|RNA Junction Complex (EJC) 5,62E-06 | 4,23E-04 -1,85 14,35
19|RNA DNA Replication 7,72E-06 | 5,23E-04 -1,99 15,03
20/RNA Eukaryotic Translation Termination 7,65E06 | 5,23E-04 -1,77 13,38
21{RNA Synthesis of DNA 8,66E-06 | 5,59E04 | -1,99 14,88
22|Ciclo celular|G1/S Transition 1,18E-05 | 7,27E-04 | -1,95 14,12
23|otros Viral mRNA Translation 1,30E-05 | 7,68E-04 -1,73 12,40
24|RNA Processing of Capped Intron-Containing PremRNA 1,74E-05 | 9,20E-04 -1,78 12,43
25[RNA mRNA Splicing 1,76E05 | 9,20E04 | -1,74 12,15
26[RNA mRNA Splicing - Major Pathway 1,76E-05 | 9,20E-04 | -1,74 12,15
27|Ciclo celular[Cell Cycle Checkpoints 4,98E-05 | 2,50E-03 -1,89 11,35
28]Ciclo celular{Cellular responses to stress 6,87E-05 | 3,32E-03 22,01 11,46
29(Ciclo celular{Regulation of DNA replication 8,93E-05 | 4,17E-03 -1,91 10,47
30[Ciclo celularf]M/G1 Transition 1,03E-04 | 4,51E-03 -1,95 10,54
31|Ciclo celular{ DNA Replication Pre-Initiation 1,03E-04 | 4,51E-03 | -1,92 10,36
32|otros HIV Infection 1,39E-04 | 5,88E-03 22,09 10,74
33|Ciclo celular{Assembly of the pre-replicative complex 1,66E-04 | 6,80E03 | -1,90 9,47
34|otros Removal of licensing factors from origins 1,99E-04 | 7,73E-03 -1,86 9,03
35 Orcl removal from chromatin 2,05E-04 | 7,73E-03 -1,85 9,01
36(Ciclo celular{Switching of origins to a post-replicative state 2,05E04 | 7,73E03 | -1,82 8,87
37|Ciclo celular{M Phase 2,20E-04 | 8,07E-03 | -2,00 9,62
Activation of the mRNA upon binding of the cap-binding
38|RNA complex and elFs and subsequent binding to 43S 2,42E04 | 8,62E03 | -1,61 7,65
39|RNA Chromatin organization 2,62E-04 | 8,86E-03 -1,83 8,64
40|RNA Chromatin modifying enzymes 2,62E-04 | 8,86E03 | -1,83 8,63
41|Ciclo celular{Cyclin E associated events during G1/S transition 2,84E-04 | 9,40E-03 | -1,76 8,24
42[RNA Translation initiation complex formation 3,20E-04 | 1,03E-02 -1,55 7,08
43]|Ciclo celular|Cyclin A:Cdk2-associated events at S phase entry 361E04 | 1,14E02 -1,74 7,81
44|Ciclo celular|{G1/S DNA Damage Checkpoints 3,94E-04 | 1,21E02 | -1,80 7,96
45|RNA Transcription 4,34E-04 | 1,31E-02 | -1,79 7,717
46|Ciclo celular{p53-Dependent G1/S DNA damage checkpoint 5,30E-04 | 1,53E-02 | -1,72 7,17
47]|Ciclo celular|p53-Dependent G1 DNA Damage Response 5,30E-04 | 1,53E-02 | -1,72 7,17
48(RNA Ribosomal scanning and start codon recognition 5,44E-04 | 1,53E-02 -1,47 6,12
49]apoptosis  |Apoptosis 5,86E-04 | 1,62E02 | -1,64 6,76
50[PI3K SCF(Skp2)-mediated degradation of p27/p21 6,96E-04 | 1,89E-02 | -1,56 6,19
51Wnt Signaling by Wnt 8,05E-04 | 2,11E-02 -1,95 7,51
52|Ciclo celular|Regulation of mitotic cell cycle 8,27E-04 | 2,11E-02 -1,65 6,37
53|Ciclo celular{APC/C-mediated degradation of cell cycle proteins 8,27E-04 | 2,11E02 | -1,63 6,28
54]otros Host Interactions of HIV factors 8,46E-04 | 2,12E-02 -1,71 6,58
55[Wnt XAV939 inhibits tankyrase stabilizing AXIN 1,18E-03 | 2,70E-02 | -1,76 6,37
56(Wnt TCF dependent signaling in response to WNT 1,18E-03 | 2,70E-02 -1,77 6,39
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57[union misspliced LRP5 mutants have enhanced beta-catenin-dependent 1,18E-03 | 2,70E-02 -1,76 6,37
58]|wnt RNF mutants show enhanced WNT signaling and proliferation 1,18E-03 | 2,70E-02 -1,76 6,34
59|RNA CDT]1 association with the CDC6:ORC:origin complex 1,12E-03 | 2,70E-02 -1,58 5,71
60|p53 Stabilization of p53 1,23E-03 | 2,78E-02 -1,49 5,33
61 Degradation of GLI2 by the proteasome 1,40E-03 | 3,01E-02 | -1,54 5,41
62|Ciclo celular{Mitotic G2-G2/M phases 1,40E-03 | 3,01E-02 -1,53 5,34
63[RNA Regulation of mRNA stability by proteins that bind AU-rich 1,46E-03 | 3,09E02 | -1,59 5,52
64|Ciclo celular{Regulation of APC/C activators between G1/S and early 1,48E-03 | 3,09E-02 | -1,47 5,10
65]apoptosis  [Programmed Cell Death 1,63E-03 | 3,26E-02 | -1,51 5,16
66|Ciclo celular{Activation of APC/C and APC/C:Cdc20 mediated degradation 1,64E-03 | 3,26E-02 -1,46 5,00
67 Autodegradation of the E3 ubiquitin ligase COP1 1,61E-03 | 3,26E-02 -1,35 4,63
68|wnt AXIN mutants destabilize the destruction complex activating 2,46E-03 | 3,37E02 | -1,33 4,51
69|wnt Signaling by WNT in cancer 2,01E-03 | 3,37E-02 -1,68 5,68
deletions in the AXIN genes in hepatocellular carcinoma result in
70{wnt elevated WNT signaling 2,46E-03 | 3,37E-02 | -1,49 5,04
71]union S33 mutants of beta-catenin aren't phosphorylated 2,46E-03 | 3,37E-02 -1,48 5,03
72 degradation of DVL 1,89E-03 | 3,37E02 | -1,43 4,83
73 TCF7L2 mutants don't bind CTBP 2,46E-03 | 3,37E-02 -1,41 4,80
74 {union AMERI mutants destabilize the destruction complex 2,46E-03 | 3,37E-02 | -1,41 4,76
75 |union Degradation of beta-catenin by the destruction complex 2,46E-03 | 3,37E-02 | -1,39 4,71
76|Ciclo celular]APC/C:Cdc20 mediated degradation of mitotic proteins 2,09E-03 | 3,37E-02 -1,38 4,69
77|union S37 mutants of beta-catenin aren't phosphorylated 2,46E-03 | 3,37E-02 -1,38 4,67
78|Ciclo celular|G2/M Transition 2,15E-03 | 3,37E-02 -1,37 4,64
79|Ciclo celular|truncations of AMER1 destabilize the destruction complex 2,46E-03 | 3,37E02 | -1,36 4,61
80(Ciclo celular|{deletions in the AMERT gene destabilize the destruction complex | 2,46E-03 | 3,37E-02 -1,36 4,60
81|Ciclo celular{APC truncation mutants are not K63 polyubiquitinated 2,46E-03 | 3,37E-02 -1,34 4,53
82|union T41 mutants of beta-catenin aren't phosphorylated 2,46E-03 | 3,37E-02 -1,34 4,53
83|Ciclo celular{truncated APC mutants destabilize the destruction complex 2,46E-03 | 3,37E-02 | -1,33 4,50
phosphorylation site mutants of CTNNBI are not targeted to the
84 [union proteasome by the destruction complex 2,46E-03 | 3,37E02 | -1,33 4,50
85(DNA p53-Independent DNA Damage Response 2,04E-03 | 3,37E02 | -1,32 4,48
86|PI3K SCF-betaTrCP mediated degradation of Emil 1,96E-03 | 3,37E-02 | -1,32 4,47
87 |wnt AXIN missense mutants destabilize the destruction complex 2,46E-03 | 3,37E-02 -1,32 4,47
88|union S45 mutants of beta-catenin aren't phosphorylated 2,46E-03 | 3,37E-02 -1,29 4,36
89|apoptosis  [p53-Independent G1/S DNA damage checkpoint 2,04E-03 | 3,37E02 | -1,28 4,34
90 Ubiquitin Mediated Degradation of Phosphorylated Cdc25A 2,04E-03 | 3,37E02 | -1,28 4,34
91[Hedgehog [Degradation of GLII by the proteasome 2,26E-03 | 3,37E02 | -1,28 4,33
92[Hedgehog [GLI3 is processed to GLI3R by the proteasome 2,26E-03 | 3,37E02 | -1,28 4,33
93 misspliced GSK3beta mutants stabilize beta-catenin 2,46E-03 | 3,37E-02 | -1,21 4,11
94| Wnt APC truncation mutants have impaired AXIN binding 2,46E-03 | 3,37E-02 | -1,20 4,06
95]|Ciclo celular|Ubiquitin-dependent degradation of Cyclin D1 2,11E-03 | 3,37E-02 -1,17 3,96
96(Ciclo celular{Ubiquitin-dependent degradation of Cyclin D 2,11E03 | 3,37E-02 -1,16 3,94
97|Ciclo celular{ CDK-mediated phosphorylation and removal of Cdc6 2,11E-03 | 3,37E-02 -1,12 3,81
98|RNA mRNA Splicing - Minor Pathway 2,38E-03 | 3,37E-02 0,92 3,10
99|ER ER-Phagosome pathway 2,54E-03 | 3,43E-02 -1,05 3,55
100 Vifmediated degradation of APOBEC3G 2,55E-03 | 3,43E02 | -0,93 3,14
101|DNA DNA Repair 2,66E-03 | 3,53E02 | -1,13 3,78
102 Regulation of activated PAK-2p34 by proteasome mediated 2,76E-03 | 3,63E02 | -0,75 2,50
103{inmune Downstream signaling events of B Cell Receptor (BCR) 2,93E-03 | 3,82E02 | -1,35 4,40
104|Ciclo celular|Mitotic Metaphase and Anaphase 3,11E-03 | 3,98E-02 -1,25 4,03
105|apoptosis  [Cellular Senescence 3,09E-03 | 3,98E-02 -1,21 3,91
106|RNA AUF1 (hnRNP DO0) destabilizes mRNA 3,18E-03 | 4,03E-02 | -0,87 2,78
107|Ciclo celular| APC:Cdc20 mediated degradation of cell cycle proteins prior to | 3,39E-03 | 4,25E-02 | -0,97 3,08
108|apoptosis  [Regulation of Apoptosis 3,46E03 | 4,30E02 | -0,75 2,36
109]Ciclo celular|Mitotic Anaphase 3,72E-03 | 4,59E02 | -1,20 3,71
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ANEXOS

ANEXO XI: Rutas enriquecidas en genes diana validados mas afectados por
los miRNAs desregulados

-

-

1|otros Influenza Life Cycle 1,87E-11|2,18E-08| -2,033 35,867
2|otros Influenza Infection 5,27E-11|3,08E-08| -2,035 35,196
3|otros Influenza Viral RNA Transcription and Replication 2,62E-10|1,02E07| -2,027 32,628
4|RNA Eukaryotic Translation Elongation 4,04E-10|1,18E-07| -1,979 31,569
5|RNA Peptide chain elongation 1,23E-09 (2,88E-07 | -1,929 29,048
6/RNA Translation 3,51E-09]6,83E-07 | -1,966 27,917
7(RNA Nonsense-Mediated Decay (NMD) 6,11E-09 [8,92E-07 | -1,944 27,072
8[RNA Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction 6,11E-09[8,92E-07 | -1,943 27,066
9|RNA Formation of a pool of free 40S subunits 1,24E-08 [ 1,32E-06| -1,906 25,803
10|RNA Eukaryotic Translation Termination 1,24E-08(1,32E-06| -1,869 25,302
11|otros Viral mRNA Translation 1,24E-08 [ 1,32E-06| -1,857 25,142
12|RNA Eukaryotic Translation Initiation 2,03E-08 | 1,79E-06| -1,906 25,221
13|RNA Cap-dependent Translation Initiation 2,03E-08|1,79E-06 | -1,906 25,221
14]RNA SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane 2,15E-08|1,79E-06| -1,880 24,871
15|RNA 3' .UTR-mediated translational regulation 3,36E-082,46E-06| -1,851 23,909
16 L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression 3,36E-08|2,46E-06| -1,848 23,872
17|RNA Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon Junction |3,75E-08 [ 2,58E-06| -1,857 23,896
18|RNA GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit 4,09E-08 [2,66E-06| -1,839 23,609
19|Estrés Cellular responses to stress 9,20E-08 | 5,66E-06| -2,089 25,242
20|RNA Processing of Capped Intron-Containing PremRNA 6,67E-07|3,90E-05( -1,812 18,399
21|ciclo celular [Mitotic G1-G1/S phases 2,44E-06 | 1,36E-04 | -1,951 17,377
Activation of the mRNA upon binding of the cap-binding complex
22|RNA and elFs, and subsequent binding to 43S 4,93E-06(2,62E-04( -1,811 14,934
Formation of the ternary complex, and subsequently, the 43S
23|RNA complex 7,46E-06 | 3,79E-04 | -1,809 14,251
24|RNA Ribosomal scanning and start codon recognition 1,20E-05 | 5,59E-04| -1,770 13,252
25|RNA Translation initiation complex formation 1,20E-05 [ 5,59E-04 | -1,762 13,198
26|RNA mRNA Splicing 1,81E-05|7,81E-04| -1,738 12,438
27|RNA mRNA Splicing - Major Pathway 1,81E-05(7,81E-04| -1,720 12,305
28|inmune TRAF6 Mediated Induction of proinflammatory cytokines 2,66E-05|1,11E-03| -1,775 12,079
29|apoptosis  [Cellular Senescence 4,63E-05|1,87E-03 | -1,878 11,799
30|MAPK Toll Like Receptor 10 (TLR10) Cascade 5,45E-05|1,98E-03 | -1,797 11,187
31]inmune Toll Like Receptor 5 (TLR5) Cascade 5,45E-05[1,98E-03| -1,766 10,997
32 MyD88 cascade initiated on plasma membrane 5,45E-05|1,98E-03| -1,766 10,995
33|Estrés Oxidative Stress Induced Senescence 5,59E-05 [ 1,98E-03| -1,742 10,845
34|inmune Toll Like Receptor 9 (TLR9) Cascade 6,49E-05|2,17E-03| -1,819 11,159
TRAF6 mediated induction of NFkB and MAP kinases upon TLR7/8
35|MAPK or 9 activation 6,37E-05|2,17E-03 | -1,768 10,848
36|inmune Toll Like Receptor 7/8 (TLR7/8) Cascade 8,63E-05(2,72E-03| -1,780 10,510
37 MyD88 dependent cascade initiated on endosome 8,63E-05(2,72E-03| -1,780 10,510
38|ciclo celular |Mitotic G2-G2/M phases 1,40E-04 | 4,30E-03 | -1,752 9,546
39 MyD88:Mal cascade initiated on plasma membrane 2,32E-04|6,31E-03| -1,756 8,898
40|inmune Toll Like Receptor TLR1:TLR2 Cascade 2,32E-04|6,31E03| -1,747 8,849
41|inmune Toll Like Receptor 2 (TLR2) Cascade 2,32E-04|6,31E03| -1,728 8,756
42 |inmune Toll Like Receptor TLR6:TLR2 Cascade 2,32E-04|6,31E-03| -1,719 8,709
43|RNA Transcriptional regulation by small RNAs 2,30E-04|6,31E-03 | -1,646 8,341
44 |egfr Signaling by ERBB4 2,56E-04|6,81E-03| -1,809 9,027
45(MAPK Downstream signal transduction 2,63E-04|6,82E-03| -1,837 9,164
46|otros Interactions of Rev with host cellular proteins 2,71E-04|6,88E-03| -1,458 7,259
47 |egfr Signaling by ERBB2 3,20E-04 | 7,90E-03 | -1,864 9,022
48MAPK MAP kinase activation in TLR cascade 3,25E-04 | 7,90E-03| -1,528 7,399
49|otros HIV Life Cycle 3,53E-04|8,41E-03| -1,716 8,199
50|otros Nuclear import of Rev protein 4,24E-04 |9,90E-03 | -1,279 5,902
51|RNA Regulatory RNA pathways 4,42E-04 | 1,01E-02| -1,563 7,182
52|ciclo celular {G2/M Transition 5,08E-04[1,14E02| -1,613 7,216
53|otros HIV Infection 5,36E-04|1,16E-02| -1,884 8,395
54|apoptosis  |Oncogene Induced Senescence 5,34E-04 | 1,16E-02| -1,288 5,741
55|pdgfr Signaling by PDGF 6,18E-04 | 1,28E-02 | -1,780 7,162
56|ciclo celular {G1/S Transition 6,02E-04 [ 1,28E-02| -1,652 7,204
57|ciclo celular |G1 Phase 6,45E-04 | 1,28E-02| -1,303 5,681
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58|ciclo celular |Cyclin D associated events in G1 6,45E-04|1,28E-02| -1,303 5,681
59]apoptosis  |Intrinsic Pathway for Apoptosis 6,45E-04 [ 1,28E-02| -1,218 5,309
60|ciclo celular |[M Phase 7,24E-04 (1,37E-02| -1,775 7,614
61 Signaling by SCE-KIT 7,21E-04|1,37E-02| -1,663 7,136
62|ciclo celular |S Phase 7,39E-04 [ 1,37E-02 | -1,654 7,096
63|otros Late Phase of HIV Life Cycle 7,39E-04 [ 1,37E-02 | -1,599 6,862
64|RNA Chromatin organization 7,66E-04(1,38E02| -1,610 6,898
65|RNA Chromatin modifying enzymes 7,66E-04 [ 1,38E-02 | -1,609 6,896
66|egfr Signaling by Ligand-Responsive EGFR Variants in Cancer 8,78E-04|1,42E-02( -1,675 7,123
67 |egfr Signaling by EGFRVIII in Cancer 8,78E-04|1,42E-02| -1,666 7,082
68|egfr Signaling by EGFR in Cancer 8,78E-04|1,42E-02( -1,657 7,043
69|inmune Toll Like Receptor 3 (TLR3) Cascade 8,46E-04|1,42E-02| -1,504 6,393
70 MyD88-independent cascade 8,46E-04|1,42E-02| -1,502 6,384
71 TRIF-mediated TLR3/TLR4 signaling 8,46E-04|1,42E-02| -1,476 6,275
72{RNA NEP/NS2 Interacts with the Cellular Export Machinery 8,39E-04 | 1,42E-02| -0,870 3,699
73|otros Glucose transport 9,56E-04|1,53E-02| -0,994 4,157
74|otros Host Interactions of HIV factors 1,01E-03|1,59E-02| -1,531 6,341
75|fgfr Signaling by FGFR 1,06E-03 [ 1,61E-02| -1,570 6,480
76]otros Export of Viral Ribonucleoproteins from Nucleus 1,05E-03|1,61E-02| -0,726 2,998
71 Activation of BH3-only proteins 1,04E-03[1,61E-02| -0,543 2,240
78| fafr Signaling by FGFR in disease 1,14E03[1,71E-02| -1,586 6,450
79]otros Gluconeogenesis 1,31E-03|1,93E-02| -0,672 2,654
80|egfr Signaling by Overexpressed Wild-Type EGFR in Cancer 1,35E-03 | 1,95E-02 | -1,556 6,128
81 |egfr Signaling by EGFR 1,35E-03(1,95E-02| -1,556 6,128
82 GABI signalosome 1,49E-03(2,12E-02| -1,399 5,389
83|RNA Transport of Mature Transcript to Cytoplasm 1,53E03(2,15E-02| -1,002 3,846
84 Rev-mediated nuclear export of HIV RNA 1,61E-03]2,24E-02| -0,703 2,671
85|int Integrin alphallb beta3 signaling 1,66E-03|2,28E-02| -0,461 1,743
86|RNA Metabolism of non-coding RNA 1,74E-0312,33E-02| -0,945 3,553
87|RNA snRNP Assembly 1,74E-03(2,33E-02| -0,918 3,451
88|ciclo celular [Mitotic Prophase 1,85E-0312,45E-02 | -1,218 4,516
89|RNA Nuclear Pore Complex (NPC) Disassembly 1,97E-03]2,58E-02| -0,676 2,471
90(RNA Transport of Mature mRNA derived from an Intron-Containing 2,04E-03(2,61E-02| -0,902 3,289
91|Estrés Cellular response to heat stress 2,04E-03(2,61E-02| -0,828 3,018
92 Activated TLR4 signalling 2,11E-03|2,67E02| -1,317 4,770
93|fefr Downstream signaling of activated FGFR 2,17E-03[2,71E-02| -1,391 5,020
94|inmune Toll-Like Receptors Cascades 2,18E-03(2,71E-02| -1,333 4,810
95(RNA Regulation of DNA replication 2,21E-03(2,72E-02| -1,182 4,260
96|otros Interactions of Vpr with host cellular proteins 2,39E-03 2,90E-02| -0,632 2,235
97 Fc epsilon receptor (FCERI) signaling 2,51E-03 (3,03E-02| -1,395 4,878
98(RNA Transport of Ribonucleoproteins into the Host Nucleus 2,55E-03(3,04E-02| -0,240 0,839
99|inmune Toll Like Receptor 4 (TLR4) Cascade 2,60E-03 [3,06E-02 | -1,296 4,518
100 Hexose transport 2,72E-03(3,18E-02| -0,715 2,467
101|dna DNA Damage/Telomere Stress Induced Senescence 2,75E-03(3,18E-02| -0,852 2,938
102|ciclo celular |Cell Cycle Checkpoints 3,11E-03|3,56E-02| -1,231 4,105
103|ciclo celular |GO and Early G1 3,28E-03|3,72E02| 0,077 0,255
104 Translocation of GLUT4 to the plasma membrane 3,62E-0314,06E-02| -0,721 2,309
105|inmune Downstream signaling events of B Cell Receptor (BCR) 3,72E-03 |4,13E-02| -1,339 4,266
106 Vpr-mediated nuclear import of PICs 3,79E-03 [4,17E-02| -0,236 0,750
107|pi3k PI3K/AKT Signaling in Cancer 3,99E-03 |4,18E-02( -1,145 3,634
108 egfr PI3K events in ERBB2 signaling 3,99E-03 |4,18E-02| -1,135 3,604
109|pi3k PI-3K cascade 3,99E-03|4,18E-02| -1,125 3,571
110(egfr PI3K events in ERBB4 signaling 3,99E-03 |4,18E-02| -1,090 3,459
111pi3k PIP3 activates AKT signaling 3,99E-03 |1 4,18E-02| -1,085 3,446
112|ciclo celular |Regulation of PLK1 Activity at G2/M Transition 4 01E03|4,18E-02| -0,922 2,927
113 DAP12 signaling 4,11E-034,21E-02| -1,221 3,869
114|pdefr Platelet Aggregation (Plug Formation) 4,10E-03 [4,21E-02| -0,314 0,996
115 SOS-mediated signalling 4,17E-03 |4,23E-02| 0,386 -1,221
116|egfr SHCI1 events in ERBB2 signaling 4,56E-03|4,56E-02| -0,388 1,199
117 [vegfr VEGFR2 mediated cell proliferation 4,56E-03|4,56E-02| -0,372 1,150
118|RNA HuR stabilizes mRNA 4,87E-03 (4,82E-02| 4,251 -12,889
119|otros Nuclear Envelope Breakdown 4,96E-03 [4,84E-02| 0,510 1,544
120|ciclo celular |G2/M Checkpoints 4,97E-03 |4,84E-02( -0,355 1,075
121|igfr IRS-related events triggered by IGFIR 5,17E-034,99E-02 | -0,945 2,833
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ANEXOS

ANEXO XII: Interacciones en las rutas seleccionadas de los genes diana
validados y tedricos mas afectados por los miRNAs desregulados en mujeres

jovenes
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Dianas validadas Regulacién del citoesqueleto de actina (hsa04810)
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Dianas tedricas Regulacion del citoesqueleto de actina (hsa04810)
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Dianas validadas Guia de axones (hsa04360)
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Dianas validadas Sinapsis dopaminérgica (hsa04728)
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Dianas validadas Sinapsis GABAérgica (hsa04727)
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Dianas teoricas Sinapsis dopaminérgica (hsa04728)
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Dianas validadas Senalizacion por neurotrofina (hsa04722)
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Dianas tedricas Senalizacidn por neurotrofina (hsa04722)
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Dianas validadas Sefializacion PI3K (hsa04151)
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Dianas teoricas Senalizacion PI3K (hsa04151)
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Dianas validadas Seializacion ERBB (hsa04012)
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Dianas tedricas Senalizacion ERBB (hsa04012)
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Dianas validadas Senalizacion MAPK (hsa04010)
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Dianas tedricas Senalizacion MAPK (hsa04010)
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ANEXOS

ANEXO XIII: Valores de significacion y de expresion de los miRNAs con

expresion significativamente diferente entre mujeres jovenes y mayores en, al

menos, dos de los tres estudios realizados.

BCA | CLA MBA

miRNA FDR Expresion ‘ FDR Expresion FDR Expresion
BCA+CLA+MBD
hsa-miR-30c 0,002 3,424 0,008 3,178 0,002 4,927
hsa-miR-489 0,046 2,602 0,009 -2,510 0,004 5,748
hsa-miR-663 0,001 4,036 0,010 4,003 0,031 3,352
hsa-miR-4270 0,007 3,801 0,001 12,423 . .
hsa-miR-1207-5p 0,002 4,861 0,001 11,542
hsa-miR-4281 0,002 4,608 0,001 7,627
hsa-miR-3175 0,001 4,867 0,001 7,480
hsa-miR-3141 0,001 5,295 0,001 7,251
hsa-miR-23a 0,002 4,478 0,001 7,105 0,784 0,501
hsa-miR-762 0,001 6,646 0,001 6,683
hsa-miR-1268 0,001 5,013 0,001 6,637
hsa-miR-92b* 0,001 4,981 0,001 6,333
hsa-miR-3162 0,001 5121 0,001 5,378
hsa-miR-27b 0,002 -3,637 0,001 5,283 0,597 0,846
hsa-miR-665 0,002 4,471 0,001 3,431 0,174 2,269
hsa-miR-26b 0,046 2,561 0,002 4,229 0,162 -2,220
hsa-miR-149* 0,001 6,423 0,003 5,162 0,873 0,276
hsa-miR-1224-5p 0,001 5,000 0,003 4,381
hsa-miR-3196 0,001 6,745 0,003 5,425
hsa-miR-1202 0,001 5,226 0,003 4,757
hsa-miR-3197 0,001 5,768 0,004 4,478
hsa-miR-4284 0,010 3,143 0,004 4,121
hsa-miR-638 0,001 4,691 0,006 4,556 0,860 0,308
hsa-miR-1915 0,004 3,836 0,007 4,215
hsa-miR-1469 0,029 2,771 0,007 4,299
hsa-miR-2861 0,001 4,355 0,008 4,245 - -
hsa-miR-181d 0,010 -3,500 0,008 4,000 0,349 -1,519
hsa-miR-1228* 0,001 6,016 0,008 3,896
hsa-miR-1308 0,002 4,592 0,009 4,020
hsa-miR-150* 0,001 4,841 0,009 4,048 0,805 0,457
hsa-miR-1909 0,001 6,427 0,010 3,664
hsa-miR-1275 0,001 5,887 0,010 3,578
hsa-miR-1225-5p 0,001 4,933 0,011 3,583
hsa-miR-1246 0,032 2,739 0,011 3,817
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BCA CLA MBD

miRNA FDR Expresion Expresion FDR Expresion
BCA+CLA
hsa-miR-939 0,001 6,586 0,015 3,269 0,918 0,190
hsa-miR-1908 0,001 5,411 0,023 3,050 - .
hsa-miR-602 0,003 4,084 0,027 2,834 0,583 0,896
hsa-miR-675 0,046 2,604 0,029 2,832 - -
hsa-miR-183 0,006 -3,907 0,030 -2,676 0,489 -1,096
hsa-miR-1973 0,006 3,948 0,035 2,803
hsa-miR-3180-3p 0,016 3,326 0,042 2,564
hsa-miR-4299 0,001 5,176 0,049 2,424 - -
hsa-miR-30a* 0,006 -3,776 0,687 0,517 0,007 4,183
hsa-miR-342-3p 0,037 2,777 0,962 0,120 0,036 -3,075
hsa-miR-148a 0,006 -3,884 - - 0,038 -3,076
hsa-miR-30e* 0,010 -3,490 - - 0,022 -3,519
hsa-miR-29b-2* 0,028 -2,988 - - 0,019 4,833
hsa-miR-29¢ 0,042 -2,740 - - 0,001 -1,501
hsa-miR-31 0,142 -1,838 0,001 47,978 0,031 3,572
hsa-miR-30b 0,104 -2,076 0,002 -5,053 0,011 -3,167
hsa-miR-148b - - 0,005 -4,082 0,001 -5,301
hsa-miR-29b - - 0,005 4,127 0,010 -4,085
hsa-miR-130b 0,247 -1,431 0,009 3,619 0,006 4,254
hsa-miR-331-3p 0,796 0,306 0,009 -3,801 0,036 3,104
hsa-miR-193a-3p - - 0,034 -2,499 0,006 4,218

FDR se refiere al p-valor corregido por multiples comparaciones mediante el método de
Benjamini & Hochberg. BCA: estudio sobre pacientes del Hospital Clinico de Valencia. CLA:
estudio sobre lineas celulares de cincer de mama. MBD: estudio sobre datos obtenidos a partir

del estudio METABRICK depositado online.



ANEXOS

ANEXO XIV: Caracteristicas tumorales de las muestras de las que proceden

los datos analizados del consorcio METABRIC en mujeres menores de 35

afos y mayores de 65.

Grupo de edad

‘ Menores de 35 n (%) ‘ Mayores de 65 n (%)

Media de edad (SD) 31,41 (4,04)

Grado histolégico

Tamafio tumoral

I 0(0) 55(7,72)
I 6 (18,18) 290 (40,73)
111 27(81,82) 327 (45,93)
No conocido 0 (0) 40 (5,62)

<2cm 9(27,27) 280 (39,33)
2-5 cm 24 (72,13) 432 (60,67)
Positiva 12 (36,36) 382 (53,65)
Negativa 21 (63,63) 330 (46,34)
0 0(0) 5(0,7)

1 7(21,21) 187 (26,26)
2 19 (57,58) 350 (49,16)

3 4(12,12) 62 (8,71)

4 0(0) 6 (0,84)
No conocido 3(9,09) 102 (14,33)

ER+ 12 (36,36) 603 (84,69)

ER - 21 (63,64) 109 (15,31)

PR+ 8(24,24) 394 (55,34)

PR - 25 (75,76) 318 (44,66)
HER2+ 5(15,15) 79 (11,1)
HER?2 - 28 (84,85) 633 (88,9)

Luminal A 4(12,12) 326 (45,79)

Luminal B 7(21,21) 239 (33,57)
Basal-like 18 (54,55) 57 (8,01)
HER2 3(9,09) 55(7,72)
Normal-ike 1(3,03) 30 (4,21)

No conocido 0 5(0,7)

SD: desviacion tipica.
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ANEXO XV: Meta-analisis mediante Fisher de los resultados de expresion de
miRNAs obtenidos a partir de muestras de pacientes, lineas celulares y datos

procedentes del estudio METABRIC.

miRNA ID p-valor 1og10 pvalor miRNA ID p-valor 1og10 p-valor ‘

hsa-mir-663 1,00E-12 12,000 hsa-mir-10b 5,75E-02 1,240
hsa-mir-148a 1,00E-05 5,000 hsa-mir-874 6,12E-02 1,213
hsa-mir-184 4,00E-05 4,398 hsa-mir-130b 6,33E-02 1,199
hsalet-7¢ 1,00E-04 4,000 hsa-mir-145 6,39E-02 1,195
hsa-mir-449a 3,00E-04 3,523 hsa-mir-107 6,41E-02 1,193
hsa-mir-29¢ 3,20E-04 3,495 hsa-mir-143 6,44E-02 1,191
hsa-mir-99a 3,30E-04 3,481 hsa-mir-99b 6,36E-02 1,164
hsa-mir-132 3,80E-04 3,420 hsa-mir-193b 9,19E-02 1,037
hsa-mir-708 6,90E-04 3,161 hsa-mir-20a 1,24E-01 0,907
hsa-mir-22 9,90E-04 3,004 hsa-mir-345 1,24E-01 0,906
hsa-mir-20b 9,90E-04 3,004 hsa-mir-98 1,36E-01 0,866
hsa-mir-205 1,56E-03 2,807 hsa-mir-29a 1,39E-01 0,858
hsa-mir-665 1,72E-03 2,764 hsa-mir-146a 1,43E-01 0,845
hsa-mir-31 2,31E-03 2,636 hsa-mir-196b 1,57E-01 0,805
hsa-mir-30b 2,67E-03 2,573 hsa-mir-93 1,70E-01 0,771
hsa-mir-489 2,84E-03 2,547 hsa-mir-378 1,77E-01 0,753
hsa-mir-10a 3,96E-03 2,402 hsa-mir-487b 2,09E-01 0,680
hsa-mir-625 6,30E-03 2,201 hsa-let-7i 2,33E-01 0,632
hsa-mir-449b 6,37E-03 2,196 hsa-mir-203 2,37E-01 0,625
hsa-mir-23b 6,57E-03 2,182 hsa-mir-432 2,50E-01 0,603
hsa-mir-23a 6,61E-03 2,180 hsa-mir-877 2,50E-01 0,603
hsa-mir-629 8,20E-03 2,086 hsa-mir-27a 2,86E-01 0,543
hsa-mir-130a 8,80E-03 2,056 hsa-mir-370 3,03E-01 0,519
hsa-mir-17 8,92E-03 2,050 hsa-mir-106b 3,23E-01 0,491
hsa-mir-939 9,21E-03 2,036 hsa-mir-221 3,51E-01 0,455
hsa-mir-181d 1,01E-02 1,996 hsa-mir-30d 3,59E-01 0,445
hsa-mir-183 1,02E-02 1,994 hsa-mir-451 3,60E-01 0,444
hsa-let-7b 1,06E-02 1,974 hsa-mir-497 3,87E-01 0,412
hsa-mir-375 1,15E-02 1,939 hsa-mir-210 4 10E-01 0,387
hsa-mir-26b 1,15E-02 1,939 hsa-mir-382 4,14E-01 0,383
hsa-mir-200a 1,27E-02 1,898 hsa-mir-15b 4,28E-01 0,369
hsa-mir-222 1,46E-02 1,835 hsa-mir-433 4,33E-01 0,363
hsa-mir-494 1,50E-02 1,825 hsa-mir-660 4 42E01 0,355
hsa-mir-92b 1,53E-02 1,817 hsa-mir-425 4,49E-01 0,347
hsa-mir-100 1,76E-02 1,755 hsa-let-7¢ 4,80E-01 0,319
hsa-mir-27b 1,82E-02 1,739 hsa-mir-134 5,11E-01 0,291
hsa-mir-379 2,12E-02 1,674 hsa-mir421 5,28E-01 0,277
hsa-mir-152 2,19E-02 1,659 hsa-mir-141 5,39E-01 0,268
hsa-mir-150 2,27E-02 1,643 hsalet-7d 5,44E-01 0,264
hsa-mir-30a 2,33E-02 1,633 hsa-mir-652 5,82E-01 0,235
hsa-mir-744 2,33E-02 1,633 hsa-mir-30e 5,82E-01 0,235
hsalet-7e 2,59E-02 1,587 hsa-mir-200b 5,94E-01 0,226
hsa-mir-195 2,79E-02 1,554 hsa-mir-155 6,36E-01 0,197
hsa-mir-149 3,00E-02 1,522 hsa-mir-25 6,97E-01 0,157
hsa-mir-224 3,51E-02 1,455 hsa-mir-185 8,67E-01 0,062
hsa-mir-34a 3,65E-02 1,437 hsa-mir-126 9,10E-01 0,041
hsa-mir-18a 3,87E-02 1,413 hsa-mir-214 9,10E-01 0,041
hsa-mir-503 4,00E-02 1,398 hsa-mir-200c 9,27E-01 0,033
hsa-mir-182 4,26E-02 1,371 hsa-mir-21 1,00E+00 0,000
hsa-mir-15a 5,59E-02 1,253
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ANEXOS

ANEXO XVI: Valores de expresion relativa (RQ) obtenidos mediante qRT-

PCR de los miRNAs seleccionados para su validacion

BCVYVI15| 14,176 | 7,578 | 9,613 | 0,694 [ 0,247 1,118 | 2,052 | 3,558 | 17,854 | 1,030 [ 0,363
BCVYV3 | 15491 | 4,665 | 7,726 | 0,935 [ 0,276 [ 0,803 | 0,086 | 7,517 | 17,816 [ 0,993 | 0,802
BCVYV5 | 12,673 | 7,413 | 13,211 [ 0,948 | 0,685 1,244 | 0,140 [ 17,087 | 18,395 | 1,304 | 0,711
BCVYVI11| 12,899 | 9,972 | 0,021 | 0,889 1,559 | 0,605 [ 0,295 | 9,261 | 20,451 | 0,380 [ 0,507
BCVYVI2| 1,660 | 2,674 1,202 | 0,213 | 0,102 | 0,368 [ 0,062 | 9,506 | 3,358 | 0,177 [ 0,314
BCVYO016| 0,978 [ 8,672 - 3,684 | 3,569 | 2,635 | 3,840 | 6,393 1,500 [ 3,070 | 2,190
BCVYQ077( 22,152 | 15,570 - 0,936 | 0,456 | 0,570 | 0,133 | 7,343 [ 27,407 | 0,844 | 0,730
BCVYV13| 7,803 7,701 | 8,083 1,227 [ 0,733 1,180 | 0,324 1,110 | 14,046 [ 1,127 1,305
BCVYVI14| 1,469 | 29,198 | 2,267 | 5,979 [ 4,718 | 4,363 1,609 | 28,912 | 0,319 | 2,440 [ 2,706
4DP 1,141 5,226 - 1,183 | 2,378 | 8,649 1,280 | 4,692 | 0,603 | 0,873 1,405
BCVY133| 4,057 | 4,946 | 7,105 [ 0,531 0,615 [ 0,975 | 0,382 | 4,201 6,306 | 0,881 0,494
BCVY176| 14,555 | 13,764 - 0,636 1,301 [ 0,852 | Q0,115 1,261 | 9,846 1,024 [ 0,844
BCVYVI | 15547 | 9,612 | 15,017 | 0,435 [ 0,318 [ 0,532 | 0,116 | 3,928 | 24,138 | 0,453 | 0,396
BCVYVI0| 6,721 4,394 | 0,003 1,000 1,105 1,481 | 0,570 | 25,542 | 1,868 1,000 [ 0,759
BCVYV2 | 4999 | 4,616 | 7,390 [ 0,310 | 0,094 | 0,513 | 0,315 | 8,419 | 8,625 | 0,386 | 0,278
BCVYV6 | 0,756 | 2,128 1,971 0,188 | 0,138 | 0,397 | 0,067 | 2,572 | 2,237 | 0,195 | 0,170
BCVYV7 | 16,695 | 16,876 | 19,904 | 0,328 [ 0,389 [ 0,537 | 0,170 | 4,089 | 37,807 [ 0,384 | 0,090
BCVYVS8 | 3,520 | 8,216 | 19,009 | 0,722 [ 0,336 1,453 | 0,645 1,705 | 5,835 | 0,739 | 0,370
BCVYVY | 6,186 | 6,392 | 0,001 2,238 | 0,280 | 5,575 1,099 | 2,592 | 7,496 | 2,299 | 2,954
BCVY182| 0,264 1,352 - 0,406 | 0,871 | 0,506 | 0,110 | 3,939 [ 0,203 | 0,290 | 0,547
BCVY189| 1,875 | 3,182 | 3,271 | 0,230 1,561 [ 0,870 | 0,083 | 0,314 | 2,226 [ 0,531 | 0,259
BCVYV4 | 44,776 | 8,959 | 12,829 | 0,242 | 0,450 [ 0,629 | 0,278 | 0,222 | 97,785 | 0,917 | 0,164

BC10 2,113 7,199 | 2,348 | 0,278 [ 0,819 [ 0,653 | 0,192 | 7,395 | 4,036 [ 0,390 | 0,155
BC31 1,210 | 5,755 - 1,649 1,858 | 2,579 | 4,299 [ 25,149 | 1,825 1,815 1,276
BC37 2,169 | 6,005 1,864 | 4,207 2,461 | 3,276 | 3,153 1,016 | 0,936 [ 4,496 | 4,052
BC40 1016,78| 0,002 | 32,495 [ 1698,75|1784,91|2206,52|1296,83 | 6563,28 | 473,368 | 1930,12| 19,052
BC41 0,978 1,447 [ 0,938 | 0,535 1,157 | 0,779 [ 0,562 | 8,408 | 0,788 | 0,651 0,594
BC43 1,651 5,734 | 0,001 2,169 | 2,521 | 4,205 | 2,183 [ 17,189 | 1,612 | 2,277 | 2,177
BC09 1,834 | 3,015 - 0,292 1,052 | 0,451 | 0,115 | 29,930 | 3,581 | 0,401 | 0,329
BC28 0,678 1,753 2,646 | 0,223 | 0,639 | 0,574 [ 0,268 1,263 [ 0,655 | 0,276 | 0,101
BC29 1,291 3,452 1,561 0,852 1,654 1,669 | 0,947 | 12,385 | 8,691 0,905 [ 0,576
BC30 0,609 | 2,855 | 6,487 | 0,407 [ 0,202 [ 0,276 | 0,354 | 0,648 | 0,728 | 0,411 | 0,317
BC32 3,211 9,315 | 0,237 2,476 1,941 2,670 | 0,893 | 15,240 | 2,693 | 2,680 | 2,505
BC33 1,805 [ 3,592 | 0,088 | 0,502 | 0,660 [ 0,741 | 0,845 | 4,171 1,715 | 0,587 | 0,312
BC36 0,376 | 3,320 | 3,853 | 0,310 [ 0,735 [ 0,672 | 0,432 1,114 | 0,311 0,254 | 0,189
BC38 0,448 | 2,947 1,419 [ 0,384 1,124 1,872 | 0,946 1,351 [ 0,631 | 0,430 | 0,230
BC39 1,877 2,502 | 16,405 | 0,730 | 0,679 1,401 [ 0,778 1,344 1,461 1,280 [ 0,873
BC34 0,948 | 3,431 | 19,916 | 0,830 1,020 1,281 1,130 1,110 [ 0,630 1,043 [ 0,766
BC42 17,799 | 8,308 | 0,256 [ 2,587 | 0,980 1,831 2,722 | 2,876 | 12,478 | 2,314 1,358
1DP 2,153 | 5322 - 0,630 [ 2,117 1,533 [ 0,517 | 30,013 | 2,073 | 0,550 [ 0,425
BC26 3,130 | 7,369 | 7,199 1,715 [ 20,517 [ 1,904 | 0,849 | 10,918 | 6,601 1,385 [ 0,947
1COP 1,747 | 4,459 - 2,529 | 2,315 | 2,808 1,338 [ 3,966 1,868 1,381 1,776
5COP 2,224 1,000 - 3,416 | 3,436 1,302 | 0,794 | 3,075 | 2,343 | 2,257 3,415
9COP 0,342 | 2,992 - 0,433 | 0,775 | 0,509 | 0,330 | 2,002 [ 0,298 | 0,453 | 0,503
BC11 4,169 1,880 [ 0,491 | 0,542 | 3,088 | 0,557 | 0,172 [ 15,056 | 2,959 | 0,549 | 0,521
BC14 1,417 1,822 [ 12,978 | 0,433 | 0,960 | 0,608 [ 0,098 1,094 1,643 [ 0,367 | 0,420
BC16 1,683 | 3,119 | 0,272 1,439 1,217 1,179 | 0,822 | 3,721 1,585 1,496 1,344
BC22 2,646 5183 | 11,718 [ 2,034 | 0,710 1,713 | 2,304 | 6,605 | 2,616 | 2,356 1,537

BC23 2,201 4,912 2,662 2,918 1,167 2,576 1,529 [ 6,616 1,572 | 2,881 2,532
10COP 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
3COP 0,826 3,080 - 0,500 | 0,755 | 0,477 0,327 0,666 | 0,699 | 0,702 | 0,484
BC18 0,966 2,518 | 22,948 | 1,186 1,915 | 0,824 | 0,897 5,744 1,284 1,211 0,755

BC21 1,337 2,303 0,332 | 0,907 1,659 | 0,822 | 0,988 | 2,558 [ 0,909 1,191 1,046
14COP 1,506 5,186 - 1,267 3,894 1,663 1,284 1,419 1,039 1,376 1,201
BC17 0,731 1,852 [ 0,025 | 0,694 | 0,996 | 0,996 | 0,509 [ 7,716 1,087 | 0,776 | 0,733
BC24 3,440 | 2,132 | 0,002 1,399 [ 0,804 | 0,941 1,214 | 2,051 1,275 1,015 1,149
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4DP 2,676 4,101 1,166 0,647 0,489 1,252 0,456 1,097
BCVY096 1,469 3,348 1,650 3,544 3,589 1,546 0,209 2,343
BCVY12681 2,770 7,501 3,354 6,293 3,803 4,685 1,891 5,774
BCVY133 1,623 3,298 2,042 2,316 2,794 1,507 0,645 1,933
BCVY14310 1,601 2,198 1,684 3,649 1,639 1,075 0,378 1,935
BCVY15243 2,210 2,188 1,264 6,490 1,771 3,698 1,277 3,342
BCVY15244 3,215 4,728 1,198 4,780 1,493 2,144 0,414 4,340
BCVY162 2,303 1,574 1,734 1,427 1,290 1,034 0,339 2,070
BCVY16963 4,604 8,372 2,272 4,964 1,326 1,867 1,424 2,381
BCVY176 1,708 1,722 0,912 4,505 3,688 1,239 0,206 1,916
BCVY18368 1,865 4,504 2,335 5,453 4,942 4,453 1,102 2,516
BCVY18577 1,619 1,948 0,844 1,373 1,111 1,258 0,199 1,097
BCVY189 0,643 1,424 1,236 2,762 0,879 1,839 0,925 1,219
BCVY-1920 1,078 3,034 1,551 5,358 0,771 0,907 0,337 0,633
BCVY1924 0,505 1,709 1,884 1,160 0,883 1,218 0,320 1,994
BCVY25503 0,790 1,427 1,296 2,514 1,381 1,020 0,314 1,809
BCVY2734 0,628 2,218 0,630 1,409 1,193 0,737 0,211 0,694
BCVY2906 1,655 5,888 2,254 6,137 2,952 3,348 0,966 4,805
BCVY4988 0,790 0,620 0,488 0,768 0,800 0,488 0,100 0,456
BCVY9649 0,987 3,469 1,205 1,038 0,707 0,867 0,430 1,133
BCVY10 6,473 3,252 3,147 6,074 5,329 3,293 1,532 6,142
BCVY12 0,919 0,810 0,140 1,326 0,087 0,678 0,187 1,086
BCVY15 2,170 6,712 2,561 3,829 3,093 1,045 0,365 5,708
BCVY2 0,421 0,928 0,486 0,780 0,430 0,486 0,141 0,749
BCVY3 1,016 1,821 0,971 9,432 8,241 4,152 0,983 3,868
BCVY4 0,594 2,971 0,965 1,769 1,183 1,717 0,212 4,499
BCVY5 1,359 2,535 1,843 3,188 4,290 1,406 0,277 2,832
BCVY6 0,557 0,984 0,825 1,284 0,815 0,646 0,429 1,403
BCVY7 1,375 1,241 0,536 0,727 0,599 0,471 0,105 0,940
BCVY8 1,402 3,434 1,561 4,052 1,022 0,957 0,400 3,837
BCVY9 1,309 12,882 4,156 1,985 2,088 2,045 0,810 2,319
7DP 2,121 3,052 1,011 3,763 1,456 1,004 0,447 4,762
BCI10 2,205 1,341 0,412 1,257 1,665 0,705 0,612 1,303
BC28 1,260 1,309 1,511 1,020 0,799 0,793 0,824 1,577
BC30 0,389 0,607 0,942 0,664 0,838 0,710 0,225 0,519
BC32 1,052 2,403 0,993 5,547 7,660 3,751 1,560 1,641
BC33 28,942 51,694 40,496 46,442 65,991 26,333 16,061 39,865
BC34 4,068 3,793 1,583 8,695 4,262 0,812 0,239 4,956
BC35 3,089 2,427 2,386 4,339 3,786 2,026 0,530 6,440
BC36 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
BC38 0,472 2,434 0,626 1,960 0,988 0,985 0,698 1,406
BC40 3,565 5,302 2,374 5,760 3,323 3,615 1,482 2,474
BC41 4,729 5,136 2,587 4,292 3,029 1,574 2,164 13,618
BC42 1,063 3,299 2,584 4,865 3,068 2,021 0,733 2,856
BC43 26,811 17,081 7,068 11,475 17,285 8,519 4,956 42,415
10COP 1,774 2,565 0,774 2,950 1,995 0,898 0,578 1,496
10DP 1,185 1,799 0,658 4,016 3,140 0,677 0,689 1,525
14COP 2,635 2,860 0,697 5,304 3,084 4,423 1,343 3,159
1COP 3,754 5,394 1,636 7,062 3,190 1,297 0,949 4,840
1DP 10,425 6,461 1,540 5,403 2,170 1,530 1,128 4,556
4COP 4,788 5,690 2,054 17,971 13,053 2,892 2,006 20,497
9COoP 1,018 1,015 0,566 2,191 1,097 1,333 1,007 1,178
BC16 1,194 1,118 0,708 3,769 2,280 1,002 0,687 1,033
BC17 1,528 2,256 0,925 2,332 1,276 1,100 0,511 1,263
BC21 1,222 1,379 0,897 3,383 2,067 1,310 0,850 1,165
BC24 28,699 7,588 1,742 27,700 15,448 8,439 2,761 46,792
BC26 2,158 2,704 1,440 3,116 2,131 1,535 0,806 1,767
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ANEXOS

ANEXO XVII: Sitios altamente conservados en vertebrados de union a miRNAs en la region

3’UTR de los genes diana seleccionados.

ERBB4

31t103 altamcntc conservados sitios poco conservados

BTN Y S T ) e s

miRNA

miR-103/103b/193a.3p 1 0 0 2 0 1 1 071 0,42
miR-205/205ab 1 1 0 0 3 1 0 2 029 0,76
miR-383 1 0 0 1 2 0 2 0 02 0,21
miR23abc/23b-3p 1 1 0 0 2 1 1 0 02 0,79
miR-200bc/429,/548a 1 0 1 0 2 0 0 2 0,17 0,53
miR-22,/22-3p 1 1 0 0 0 0 0 0 0,15 0,68
miR.7/7ab 1 0 1 0 0 0 0 0 0,15 0,14
miR-

221/222/222ab/1928 . ! 0 0 ! 0 0 ! 014061
miR-101/101ab 1 0 0 1 3 1 0 2 0,14 0,31
miR-145 1 1 0 0 2 1 1 0 0,13 0,76
miR-199ab-5p 1 1 0 0 0 0 0 0 0,13 0,92
miR-135ab/135a-5p 2 1 1 0 0 0 0 0 0,12 0,95
miR-194 1 0 0 1 1 0 0 1 0,12 0,49
miR144 1 0 0 1 4 0 1 3 0,12 0,31
miR204/204b/211 0 0 0 0 3 0 2 1 0,12 0,29
miR-

130ac/301ab/301b/301

b- 1 0 1 0 0 0 0 0 011 0,01
3p/454/721/4295/366

6

miR-26ab/1297/4465 0 0 0 0 2 0 1 1 0,1 0,34
miR-1ab/206/613 0 0 0 0 1 0 0 1 0,1 0,18
miR-375 0 0 0 0 3 0 0 3 01 0,20
miR-138/138ab 1 0 0 1 0 0 0 0 0,08 0,74
miR-19ab 2 1 1 0 0 0 0 0 0,08 0,96
miR143/1721/4770 0 0 0 0 1 0 1 0 0,08 0,11
miR223 0 0 0 0 1 0 0 1 007 0,19
miR218/218a 1 0 0 1 0 0 0 0 0,07 0,71
miR-129-5p/129ab-5p 0 0 0 0 4 0 1 3 005 0,33
;‘:531521 iaég gﬁ; i z' 1 0 1 0 1 0 1 0 0,05 0,86
miR425/425-5p/489 0 0 0 0 2 0 1 1 0,05 0,14
miR-

93/93a/105/106a/291a

3p/294/295/302abede/

372/373/428/519a/52 L 0 0 ! 0 0 0 0 0,04 0,81
Obe/520acd-

3p/1378/1420ac

miR455.5p 1 0 0 1 0 0 0 0 0,04 0,43
il BT 1 0 1 0 0 0 0 0 0,02 0,41
3p/1244

miR-137/137ab 1 0 1 0 0 0 0 0 0,02 0,9
miR-203 0 0 0 0 2 0 0 2 0,02 0,17
miR-21/590-5p 0 0 0 0 2 0 0 2 0,02 0,11
miR96,/507/1271 1 0 0 1 0 0 0 0 0,02 0,74
miR-141/200a 0 0 0 0 1 0 0 1 0,01 0,11
miR-182 1 0 0 1 0 0 0 0 0,01 0,74
miR-132/212/212-3p 0 0 0 0 1 0 0 1 001 0,13
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miRNA family

miR-135-5p 2 2 0 0 2 1 1 0 0.74 >0.99
miR-143. _
3p/4770/6088 0 0 0 0 5 0 2 3 0.61 0.11
let-7-5p/98-5p/miR-
4458,/4500 2 0 0 2 1 0 0 1 -0.56 >0.99
miR-129-3p 1 0 1 0 3 0 2 1 -0.56 0.49
miR-34-5p/449-5p 1 0 1 0 1 0 0 1 -0.54 0.67
miR-214-5p 0 0 0 0 5 0 2 3 -0.36 0.23
miR-22-3p 0 0 0 0 6 2 3 1 0.32 0.59
miR-365-3p 0 0 0 0 3 0 2 1 -0.25 0.10
miR-146-5p/7153-5p 0 0 0 0 3 0 2 1 -0.24 0.16
miR-3064-5p/6504-5p 1 1 0 0 4 0 1 3 021 051
miR-375 1 0 0 1 4 0 0 4 -0.18 0.51
miR-182-5p 0 0 0 0 2 0 0 2 0.16 0.41
miR-9-5p 0 0 0 0 2 0 1 1 0.16 0.25
miR-148-3p/152-3p 1 1 0 0 6 0 z 4 0.14 0.54
miR-29-3p 1 0 0 1 3 0 2 1 -0.13 0.82
miR-23-3p/130a-5p 0 0 0 0 8 0 5 3 0.13 0.24
miR-17-5p/20-5p/93-
5p/106-5p,/519- 1 0 0 1 7 1 2 4 0.12 056
3p/526-3p
miR-192-5p/215-5p 1 0 1 0 1 0 0 1 -0.12 0.28
miR-15-5p/16-
5p/195-5p/424- 0 0 0 0 4 1 yA 1 0.12 0.33
5p/497-5p/6838-5p
miR-7-5p 1 0 1 0 7 0 2 5 0.12 0.67
miR-142-5p/5590-3p 1 1 0 0 4 0 3 1 -0.10 Q.75
miR-218-5p 1 1 0 0 4 1 0 0.09 0.60
miR-128.3p/216- 2 0 2 0 4 0 1 3 009 059
3p/3681-3p
miR-489-3p 0 0 0 0 5 1 2 2 0.09 0.37
miR-21-5p/590-5p 0 0 0 0 6 0 3 3 -0.09 0.24
miR-96-5p/127 1-5p 1 1 0 0 3 0 2 1 -0.08 0.71
miR-27-3p 0 0 0 0 5 0 3 2 0.08 0.28
miR-338-3p 0 0 0 0 5 0 2 3 0.08 0.30
miR-455-3p.1 0 0 0 0 4 0 3 1 0.07 0.29
miR-138-5p 0 0 0 0 4 0 0 4 -0.06 0.50
miR-145-5p/5195-3p 0 0 0 0 3 1 1 1 0.06 0.26
miR-425-5p 0 0 0 0 3 0 3 0 -0.06 0.17
miR-24-3p 0 0 0 0 2 0 2 0 0.04 0.33
miR-200be-3p/429 0 0 0 0 2 0 1 1 0.03 0.24
miR-221.3p/222.3p 0 0 0 0 2 0 0 2 0.02 0.12
GRM3
miRNA SlthS altamente conservados sitios poco conservados Valor
contee Ag‘
miR-132/212/212-3p 0,38 0,65
miR-30abedef/30abe- 1 1 0 0 0 0 0 0 017 0.16
5p/384-5p
miR-129-5p/129ab-5p 0 0 0 0 2 0 0 2 0,03 0,55
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Abstract Degradation of tissue samples limits performing
RNA-based molecular studies, but little is known about the
potential usefulness of samples of compromised quality for
studies focused on miRNAs. In this work we analyze a series
of cryopreserved tissue samples (n =14), frozen samples that
underwent a severe thawing process (n=10), and their paired
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue samples
(n=24) from patients with breast cancer obtained during
primary surgical resection and collected in 2011. Quality and
integrity analyses of the total and small fraction of RNA were
carried out. Recovery of specific RNA molecules (miRNAs
hsa-miR-21, hsa-miR-125b, and hsa-miR-191; snoRNA
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RNU6B; and mRNAs GAPDH and HPRT!) was also ana-
lyzed by quantitative RT-PCR. Our results suggest that visu-
alisation of the small RNA electrophoretic profiles obtained
using the Agilent 2100 bioanalyzer makes it possible to dif-
ferentiate between the three groups of samples (optimally
frozen, thawed, and FFPE). We demonstrate that specific
miRNA molecules can be similarly recovered from different
tissue sample sources, which supports their high degree of
stability. We conclude that miRNAs are robustly detected
irrespective of the quality of the tissue sample. In this regard,
a word of caution should be raised before degraded samples
are discarded: although prior quality assessment of the bio-
logical material to be analyzed is recommended, our work
demonstrates that degraded tissue samples are also suitable for
miRNA studies.

Keywords Biobank - Breast cancer - Compromised quality
samples - microRNA

Introduction

In recent years, biobanks have become a key resource for
providing high-quality samples and annotated information for
biomedical research to the scientific community [1]. Biological
material must be stored under specific conditions that enable its
long-term stabilization and preservation, thus guaranteeing a
minimum quality for a broad use of the specimen for different
purposes. However, this storage is not exempt of disastrous
incidents that can compromise the integrity of this valuable
material, i.e., an uncontrolled, undesired thawing process of
frozen material. If this happens, biobanks and researchers
should be prepared to analyze the damage and evaluate the
potential usefulness of the material before discarding it.

The analysis of transcriptional profiles (mRNA) using
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue samples is
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technically challenging due to RNA degradation during the
fixation process [2, 3] and deterioration over time [4]. How-
ever, microRNAs (miRNAs), a large family of short non-
coding RNAs (17-25 nucleotides) [5], do not seem to be
significantly affected during the fixation process. MicroRNAs
are less susceptible to chemical and enzymatic degradation
and can easily be isolated from FFPE samples due to their
small size and high stability [6, 7].

There are ever more studies based on miRNAs because
they can regulate many biological processes [8, 9], such as
cancer, so that the study of these small molecule expression
patterns may be useful in the development of new diagnostic
and predictive markers [10-12]. A high correlation between
matched frozen and FFPE samples has been described when
analysing individual miRNAs by qRT-PCR and when com-
paring their miRNA expression profiles, but these correlations
are not so high when analysing mRNA [13-16].

To our knowledge, the preservation and integrity of
miRNAs in compromised quality samples other than FFPE
tissue samples has hardly been addressed in the literature. In
this study, we analyzed the potential usefulness of thawed
tissue samples, compared with their matched FFPE tissues,
for RNA-based molecular studies.

Materials and methods
Sample collection

Twenty-four matched frozen and FFPE tissue samples from
patients with breast cancer, obtained during primary surgical
resection, were collected in 2011 at INCLIVA Biobank. Writ-
ten and informed consent was obtained from each patient,
and the use of the material was approved by the Institutional
Ethics Committee. Fresh samples were embedded in Optimal
Cutting Temperature (OCT) freezing medium and frozen by
direct immersion in pre-cooled isopentane, and then stored
at —80 °C until their use. FFPE samples were made following
routine formalin fixation and paraffin embedding protocols
and stored at room temperature until use. Ten of the 24 OCT-
frozen samples underwent a severe thawing process (30 h over
0 °C). These ten samples were embedded again in OCT,
re-frozen by immersion in pre-cooled isopentane and re-
stored at —80 °C (thawed samples).

Histologic control

First, 3-um-thick paraffin sections and 5-um-thick cryosections
(from optimal frozen and thawed samples) were stained with
haematoxylin and eosin (H&E) and analyzed under the micro-
scope in order to obtain a histologic control of all samples
(Fig. 1). The vast majority of samples (87.5 %) contained at
least 50 % of tumour cells, with only six samples containing

) springer

Fig. 1 Histologic control. Haematoxylin and eosin (H&E) stain of
matched samples: a a frozen tissue and its matched FFPE sample show-
ing good morphological resemblance, and b a thawed tissue with
distorted architecture and clumped cells that are hardly recognizable in
its corresponding FFPE sample

less than this percentage (Table 1). Preservation of tumour
architectural and cytologic features in cryosections was
assessed and compared with those of matched paraffin samples.

RNA isolation

About ten to twelve 10-um-thick cryosections were disrupted
and homogenized with a 5-mm steel ball per sample using the
TissueLyser LT (QIAGEN®, Hilden, Germany), according to
the manufacturer's instructions. The mirVana™ miRNA Iso-
lation Kit (Applied Biosystems by Life Technologies™,
Carlsbad, CA, USA) was used to extract total RNA (including
miRNAs) from frozen and thawed tissue samples.

Four 20-um-thick sections from FFPE tissue samples were
deparaffined with 100 % xylol, washed twice with 100 %
ethanol, and total RNA (including miRNAs) was extracted
using the RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit
(Applied Biosystems by Life Technologies™), according to
the manufacturer's recommendations.

RNA concentration was measured at 260 and 280 nm using
NanoDrop ND 2000 UV-vis Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA).

RNA integrity

RNA integrity, determined by RNA integrity number (RIN)
was assessed with the Agilent 2100 Bioanalyzer using the
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Table 1 Total RNA quantity, RIN value, and percentage of tumour material for each sample

Sample ID [RNA] (ng/pl) RIN value %tumor material Sample ID [RNA] (ng/pl) RIN value % tumor material
1-T 5113 24 60 1-FFPE(T) 350.6 2:3 60
2-T 162.9 2.6 70 2-FFPE(T) 76.4 1.5 60
3T 1474 20 70 3-FFPE(T) 120.0 22 70
4T 183.9 24 60 4-FFPE(T) 69.4 2.1 60
5-T 131.1 1.8 50 5-FFPE(T) 111.1 2.1 60
6-T 103.1 1.7 30 6-FFPE(T) 733 1.9 40
7-T 110.3 1.9 60 7-FFPE(T) 50.9 1.0 30
8-T 74.2 1.3 40 8-FFPE(T) 79.0 2.0 40
9-T 335.7 N/A 50 9-FFPE(T) 369.9 24 60
10-T 136.2 2.1 60 10-FFPE(T) 170.7 23 60
1-F 166.8 83 70 1-FFPE(F) 53.1 2.1 60
2-F 212.6 7.8 50 2-FFPE(F) 79.1 1.9 65
3-F 2573 88 55 3-FFPE(F) 191.3 24 60
4-F 155.0 9.7 80 4-FFPE(F) 79.5 1.2 60
5-F 116.5 9.0 70 5-FFPE(F) 120.0 2.4 55
6-F 219.5 9.3 60 6-FFPE(F) 57.0 2.5 60
7-F 361.2 9.6 70 7-FFPE(F) 142.6 1.7 60
8-F 161.1 9.2 70 8-FFPE(F) 184.9 2.4 70
9-F 391.0 94 80 9-FFPE(F) 137.1 2.0 60
10-F 79.3 9.2 90 10-FFPE(F) 112.3 1.3 70
11-F 141.7 8.7 50 11-FFPE(F) 137.3 22 50
12-F 64.6 79 60 12-FFPE(F) 67.0 1.1 50
13-F 67.6 87 60 13-FFPE(F) 875 1.4 35
14-F 65.2 9.0 50 14-FFPE(F) 102.1 2.4 50

Sample 1D sample identification, /RNA] total RNA quantity, RZN RNA integrity number, 7' thawed sample, FFPE(T) formalin-fixed paraffin-embedded
sample matched to thawed sample, F* frozen sample, FFPE(F) formalin-fixed paraffin-embedded sample matched to frozen sample, N/4 not analyzed

RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Small RNA integrity was assessed with the same
microfluidics-based platform using the Small RNA Assay
(Agilent Technologies). Agilent 2100 expert software (Agilent
Technologies) was used to compare electropherograms.

c¢DNA synthesis

The reverse transcription of miRNA was performed using a
RT-primer pool with the TagMan MicroRNA Reverse Tran-
scription Kit (Applied Biosystems™ by Life Technolo-
gies™). We prepared a RT primer pool at a final concentration
of 0,5X each primer (RNU6B ABI assay ID: 001093; has-
miR-21 ABI assay ID: 000397; has-miR-125b ABI assay ID:
000449 and has-miR-191 ABI assay ID: 002299, TagMan®
MicroRNA Assays, Applied Biosystems™ by Life Technol-
ogies™). Then, 200 ng total RNA were transcribed using
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (Applied Biosystems™
by Life Technologies™), according to the Procedure for
multiplexing the RT step without preamplification while
using TagMan® MicroRNA Assays (available at http://tools.

invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms_094060.pdf). An
RT negative control was included in each batch of reactions.

The reverse transcription of mRNA was performed from
200 ng total RNA using the High-Capacity Reverse Transcrip-
tion Kit (Applied Biosystems™ by Life Technologies™),
according to the manufacturer's instructions.

Real-time quantitative PCR (QRT-PCR)

The recovery of specific RNA species (miRNA, snoRNA and
mRNA) was estimated by qRT-PCR and TagMan® technolo-
gy (TagMan® Gene Expression Assays and TagMan®
MicroRNA Assays, Applied Biosystems™ by Life Technol-
ogies™). The PCR reactions were carried out in a final vol-
ume of 10 pl. Briefly, reactions consisted of 1 pl of cDNA,
0.5 ul of the corresponding TagMan® Probe 20x, 5 pl of the
corresponding TagMan® Universal Master Mix 2x, and 3,5 pl
of nuclease-free water. The PCR reactions were initiated with
2 min incubation at 50 °C followed by 10 min at 95 °C,
and then, 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 60 s.
All reactions were performed in triplicate on a 7900HT Fast
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Real-Time PCR system and data analyzed with the 7900HT
Fast system software SDS v.2.4 (Applied Biosystems™ by
Life Technologies™).

Data analysis

Data were processed and graphically plotted using GraphPad
Prism v5.00. Statistical significance was evaluated with the
Newman-Keuls multiple comparison test (» <0.01) following
the one-way analysis of variance (ANOVA). Correlation be-
tween paired samples was performed using Pearson's correla-
tion coefficient (), with »<0.0001 and 95 % confidence
interval (two-tailed test).

Results
Histologic control of tissue samples

A section of each tissue sample analyzed was subjected to
H&E staining in order to evaluate its morphology. As shown
in Fig. 1, tumour architecture was well preserved in optimally
frozen samples, and it was easily recognizable as matching in
paired FPPE samples. Cellular features were also maintained
(Fig. 1a). Conversely, the morphologic appearance of thawed
tissues was severely affected, with distorted structures that
hardly resembled tumour architecture, stromal retraction, or
clumping of tumour cells. Such cells showed smudged nuclei
and poorly preserved cytoplasmic detail, making them diffi-
cult to match their corresponding FPPE tissue (Fig. 1b).

Differences in total RNA electrophoretic profiles

Total RNA quantity from frozen and thawed tissue samples
ranged from 64.6 to 511.3 ng/ul, mainly depending on the
number of cells in each sample. This quantity ranged from
50.9 to 350.6 ng/ul in the case of FFPE samples (Table 1).
RNA quality was assessed by capillary electrophoresis
(Agilent RNA Bioanalyzer, Agilent Technologies). The mean
RIN value from the 14 optimally frozen samples was 8.9
(0.6, range 7.8-9.6) as expected from high quality samples.
On the other hand, the mean RIN value of their corresponding
FFPE samples was 1.9 (+£0.6, range 1.1-2.5) as expected from
highly degraded samples. This value was 2.0 (+0.4, range
1.3-2.6) in the case of the ten thawed samples and also 2.0
(£0.4, range 1.0-2.4) for their corresponding FFPE samples
(Table 1). As was expected, the RIN value indicated that
thawed samples were as degraded as FFPE samples, but
electrophoretic profiles showed differences between these
two groups (Fig. 2). Ribosomal peaks, corresponding to the
18S and 28S rRNAs, were lost in both thawed and FFPE
samples, but FFPE profiles showed an accumulation of
RNA fragments with an average size of less than 200
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nucleotides (nt), while this distribution of RNA fragments
was extended to sizes greater than 1,000 nt in the case of
thawed samples.

Characteristic small RNA profiles

In this process, 10 ng of total RNA from each sample was
analyzed using the Agilent Small RNA Assay with the Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). This assay shows
the distribution of small RNA fragments ranging in size from
6 to 150 nt, thus allowing the detection of different regions:
miRNAs between 10 and 40 nt; tRNAs in the range of
40-80 nt; 5S and 5.8 S rRNAs and pre-miRNAs between 90
and 155 nt; and snoRNAs in the range of 60-300 nt. This
assay also allows quantification of miRNAs in the concentra-
tion range of 50-2,000 pg/ul. The average quantity of small
RNAs and miRNAs and standard deviation for each group of
samples are shown in Table 2, where the small RNA concen-
tration refers to fragments ranging from 6 to 150 nt and the
miRNA concentration refers to fragments ranging from 6 to
40 nt, although mature miRNA has been reported to be about
20 nt long.

The quantity of small RNAs and miRNAs from degraded
samples (thawed and FFPE) was much higher than that
obtained from high quality samples (optimally frozen), since
degradation of total RNA can produce fragments in the small
RNA size range that could cause an overestimation in the
proportion of its small sized fragments.

In addition, electrophoretic profiles of 10 ng of total RNA
from each sample showed differences between the three
groups of samples (Fig. 3). Hence, all high-quality samples
showed a homogeneous profile, with the presence of three
characteristic peaks: one in the range of 40-80 nt, another
around 90 nt, and the last one near 150 nt, probably corre-
sponding to tRNAs, highly conserved rRNAs, and certain
snoRNAs. Thawed samples showed a jagged profile, proba-
bly due to the presence of small RNA fragments from degra-
dation products of larger molecules. Finally, FFPE samples
showed a characteristic profile with the presence of a unique
characteristic peak in the range of 60-80 nt.

miRNAs are similarly recovered from all sample types

The recovery of specific RNA species was analyzed by qRT-
PCR. We studied three specific miRNAs described in the
literature that are involved in human breast cancer (miR-21,
miR-125b and miR-191) [6, 17-19], one snoRNA frequently
used as a normaliser in miRNA expression studies (RNU6B)
[20], and two mRNAs usually used as endogenous control
genes (GAPDH and HPRTI) [21], using TagMan® technol-
ogy and an equal input of total RNA for each sample (200 ng).
Figure 4 shows the mean C values of triplicates for each of
the samples (14 optimally frozen samples with their paired
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Fig. 2 Integrity analysis of total RNA. Electrophoretic profiles of total
RNA obtained using the RNA 6000 Nano chip on the Agilent 2100
bioanalyzer from a a frozen tissue sample (left) and its paired FFPE
sample (middle). Microcapillary electrophoresis image (right; M marker,
F frozen tissue sample, FFPE(F) matched FFPE sample) is also shown.

FFPE samples and ten thawed samples with their paired FFPE
samples). It can be observed that miRNAs were detected in all
types of samples at a similar C, value, while for longer RNA
molecules (snoRNA and mRNAs) greater differences in C
value were observed between groups. Hence, the C, value for
detecting mRNAs was lower in optimally frozen samples than
in degraded samples. But interestingly, snoRNA RNU6B was
similarly recovered in optimally frozen and thawed samples.

Correlation in the detection of small RNAs between paired
samples

To evaluate further the correlation between matched samples,
Pearson's correlation () of C, values between paired samples
(optimally frozen vs. FFPE and thawed vs. FFPE) was calcu-
lated (Fig. 5). Figure 5a shows the mean C| values for mRNAs,
snoRNA and, miRNAs of optimally frozen vs. FFPE samples.

Table 2 Average quantity and standard deviation of small RNAs and
miRNAs for each group of samples

Sample group [Small RNA] (pg/pl) [miRNA] (pg/ul) % miRNA
Thawed (n=10) 4,187.2+1,888.4 1,866.7+£8254  45+4
Frozen (n=14) 966.1£229.9 307.6+132.5 31+8
FFPE(F) (n=24) 38374+1856.4 1,184.7+685.5  29+5

T T T T T
200 El 1000 2000 00 1G5

Electrophoretic profiles of total RNA from b a thawed tissue sample (ef)
and its paired FFPE sample (middle). Microcapillary electrophoresis
image (right; M marker, T thawed tissue sample, FFPE(T) matched
FFPE sample) is also shown. /nser: RIN values

A high statistically significant correlation (r=0.9248) was
found between these two groups when only small RNAs
(snoRNA and miRNAs) were considered and C, values of
mRNAs (GAPDH and HPRT!) were excluded. Interestingly,
a high degree of correlation was found between thawed and
their matched FFPE samples (Fig. 5b), with =0.9461, when
considering all the analyzed RNA species (miRNAs, snoRNA,
and mRNAS).

Differences between sample types

Since it would be relevant to increase the information about
the differences between the three groups of samples, a study
comparing the mean C, values for specific RNA species was
performed using the ANOVA one-way analysis of variance.
Figure 6 shows the mean C, of triplicates for each of the
samples, grouped in sample types (optimally frozen vs.
thawed vs. FFPE). The analysis shows significant differences
between the groups in all cases except for miR-2/. Small
RNA species (miR-21, miR-191, miR-125b, and RNU6B)
were recovered similarly in optimally frozen and thawed
samples, while the recovery of larger RNA molecules, like
mRNAs GAPDH and HPRT!, was more similar in degraded
samples (thawed and FFPE samples). Notably, the analysis of
miRNA species showed fewer than 2-fold differences in mean
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Fig. 3 Analysis of small RNA.
Electrophoretic profiles of small
RNA obtained using the Small
RNA Assay on the Agilent 2100
bioanalyzer from a a frozen tissue
sample, b its paired FFPE sample,
¢ athawed tissue sample and d its
matched FFPE sample. The
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thawed) and FFPE samples, which underscores the high sta-
bility of these small RNA molecules.

Discussion

Well-preserved, freshly frozen tissue samples constitute an
optimal material for carrying out molecular studies and for
using high-throughput technologies, but this type of samples
are not always easily available in large amounts. Thus, it is
increasingly common to use other tissue sources like FFPE
samples, which preserve tissue morphology optimally and
are available in the archives of Pathology and Histology
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departments worldwide; such sources constitute a real trea-
sure for carrying out biomedical studies [22].

In addition, the preservation of frozen tissue samples is
expensive and laborious and it is not exempt of disastrous
incidents that could compromise the integrity of stored mate-
rial, like an uncontrolled tissue thawing process at room
temperature. The histologic alterations we have described in
our thawed samples are a good indicator of tissue degradation
and illustrate the underlying molecular damage that can occur
(Fig. 1). Although modem biobanks address this and other
issues within a comprehensive policy of quality assurance in
an effort to minimize the frequency of such disastrous events,
their occurrence cannot be completely ruled out.

The main objective of this study was to analyze the integ-
rity of total and the small fraction of RNA and the recovery of

Fig. 4 Analysis of specific RNA =~ hsa-miR-21
species by qRT-PCR. Three 40+ = hsa-miR-125b
miRNAs (hsa-miR-21, hsa- 38 T hsa-miR-191
miR125b, and hsa-miR-191 ;solid 34 ™ RNU6B ® = = .
lines), one snoARN (RNU6B; -+- GAPDH I
dashed line), and two mARNs i T1 L] w “eu i} %
(GAPDH and HPRTI; dotted 321
lines) were evaluated. Each @ 30 1
sample was analyzed by qRT- 3 284,
PCR in triplicate using identical S 2 -
amounts of total RNA and S b
TagMan® MicroRNA Assays or & 24+
TagMan® Gene Expression g 204
Assays. The mean C, values and
the standard deviation of each 189
sample for each specific RNA are 16 4
shown 14 4
12 4
L LGiLSL L Ce e e it i o hotburbbbEcErEEcecE
TTTTTERgERaAERIERRY TraadeEEYddd
EEECEEEEEEELEL EESEEEELEE
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Fig.5 Correlation of C, values between matched samples for the specific
RNAs analyzed. a Pearson's correlation of mean C, values between
optimally frozen tissue samples (y-axis) and matched FFPE samples
(x-axis). b Pearson's correlation of mean C, values between thawed tissue
samples (y-axis) and matched FFPE samples (x-axis). Pearson's correla-
tion coefficient (r) was determined, with p <0.0001 and 95 % confidence
interval (two-tailed test)

specific RNA species (mRNAs, snoRNAs, and miRNAs)
from different tissue sample sources: optimally frozen tissue
samples from a Biobank, FFPE samples from an archive of a
pathology department, and frozen tissue samples that
underwent an uncontrolled thawing process.

The analysis of total RNA showed that thawed and FFPE
samples were highly degraded (the mean RIN value was
nearly 2 in both cases; Table 1). However, differences in the
electrophoretic profiles were observed: FFPE samples showed
an accumulation of RNA fragments smaller than 200 nt, while

thawed samples showed a distribution of RNA fragments that
reached sizes of nearly 1,000 nt (Fig. 2). This could be mainly
explained by the different degradation process that occurred in
cach sample type. Storage at —80 °C suppresses intracellular
metabolism, but most cell structures are disrupted. When
tissue is thawed, intracellular and extracellular RNases can
be activated again, mediating a high level of RNA degradation
[23]. On the other hand, it has previously been reported that
the formalin fixation and paraffin embedding process results
in a marked reduction of detectable mRNA molecules
[24-26]. This process causes enzymatic degradation and
chemical modification of RNA giving rise to cross-links with
proteins and making RNA extraction difficult [25, 27, 28].
Thus, a digestion step with proteinase K is required to elim-
inate cross-links and facilitate RNA extraction from FFPE
samples. The longer an RNA molecule is, the more likely
cross-links will remain after proteinase K digestion, hence
small RNA molecules will be easier to extract from this type
of samples and fragments larger than 200 nt will be harder to
recover from FFPE samples. Overall, these findings suggest
that the amount of total RNA that can be extracted from an
FFPE tissue sample is only a fraction of what can be extracted
from its corresponding frozen tissue [13, 26].

The analysis of small RNA using 10 ng of total RNA with
the Agilent Small RNA Assay (Agilent Technologies) clearly
showed distinguishable profiles between the three groups of
samples. Optimally frozen sample profiles showed three
characteristic peaks corresponding to tRNAs, rRNAs, and
snoRNAs, thawed sample profiles were jagged due to the
presence of degraded RNA fragments, and FFPE sample
profiles were quite homogeneous with a characteristic pre-
dominant peak around 60-80 nt (Fig. 3). This result suggests
that the visualisation of the small RNA electrophoretic profiles
may allow differentiation between these three groups of sam-
ples. Currently, the Agilent Small RNA Assay is one of the
few possibilities for evaluating small RNA integrity and quan-
tity (Table 2), but this method presents some limitations. One
of these limitations is that fragments with a size range of 10—
40 nt are considered as miRNAs (Fig. 3), although the litera-
ture describes miRNAs as being 17-25 nt [29-31]. Another
important limitation is related to RNA degradation, which
gives rise to small RNA fragments that can reach the analyt-
ical range evaluated by this assay, leading to an overestimation
of the amount of small RNAs [29]. This could explain the high
quantity of small RNAs and miRNAs in degraded samples
(thawed and FFPE) compared with optimally cryopreserved
samples (frozen) (Table 2).The high percentage of miRNAs
recovered in thawed samples (45 %+4, Table 2) was surpris-
ing and this could be a consequence of the reactivation of
RNases that occurs in these samples. Overall, in our opinion
and according to Dijkstra et al. [31], currently there is no
optimal technique available that can determine yield, purity,
and integrity for miRNAs.
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In this study we also analyzed the recovery of three
miRNAs (miR-21, miR-125b, and miR-191), one snoRNA
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samples) by gRT-PCR using identical input amounts of total
RNA (Fig. 4). Our results show a high degree of correlation
for miRNA detection when comparing matched tissue sam-
ples (frozen vs. FFPE [Fig. 5a] and thawed vs. FFPE
[Fig. 5b]). It is interesting to note that small RNAs were
detected at lower C, values in FFPE samples than in frozen/
thawed samples (Fig. 6a—d). This may be a consequence of the
different extraction method used to isolate RNA from FFPE
samples than that used for frozen/thawed samples. As men-
tioned above, residual RNA-protein cross-links that are not
removed in FFPE samples following the digestion by protein-
ase K prevent some longer RNA molecules from being
extracted. Therefore, the smaller a molecule of RNA is, the
easier it is to recover [13], which resulting in a higher repre-
sentation of small RNA molecules in FFPE tissue samples
compared to that in frozen/thawed tissue samples. Previous
studies support the high degree of correlation in miRNA
detection between FFPE tissue samples and their matched
frozen tissues [13, 14, 16, 32]. In addition, a study performed
in serum/plasma samples also demonstrated the high stability
of miRNAs, even after incubation at room temperature for up
to 24 h and after multiple freeze/thaw cycles [33]. Further-
more, the usefulness of thawed tissue samples for carrying out
gene and protein expression analysis has recently been studied
[34]. However, to our knowledge, this is the first study in
which the stability of small RNA molecules (snoRNA and
miRNAs) is analyzed in thawed tissue samples, and then
compared to that of frozen and FFPE tissue samples. We
demonstrate that specific miRNA molecules are similarly
recovered in different tissue sample sources (frozen, thawed,
and FFPE), which supports their high degree of stability.

Regarding mRNAs, GAPDH and HPRT1 were detected at
quite low C values in optimally frozen tissue samples, while
we found similar recovery of these mRNA in degraded sam-
ples (thawed and FFPE) (Fig. 6e-f). It has previously been
described that differences in C, values between FFPE and
frozen samples are higher when large amplicons are analyzed
[13], so FFPE tissue samples present limitations for RNA-
based molecular studies due to RNA degradation caused by
the formalin fixation and the embedding process. Here we
show that thawed tissue samples behave similarly to FFPE
samples when mRNA molecules are analyzed.

We conclude that miRNA detection is robust irrespective of
the quality of the tissue sample. Thus, these tiny molecules
constitute very useful analytes to be studied from compromised
quality tissue samples due to their high stability and their
resistance to degradation [22]. Considering the diverse roles of
miRNAs in a broad spectrum of biological processes that have
been described in recent years and their enhanced stability, the
study of these small molecules may lead to the discovery of new
biomarkers and also the performance of retrospective molecular
analysis based on miRNAs that will facilitate the development
of new diagnostic and therapeutic applications [12].

Our results provide information to biobank managers and
also to the scientific community regarding possible uses of
compromised quality biospecimens, so we recommend the
evaluation of these compromised biological samples before
discarding them. In this regard, a new field of research in
biobanking is emerging, not only focused on how to collect,
store, and provide biological material and data [35], but also
on how to take full advantage of the differently preserved
biospecimens stored in biobanks to be used for biomedical
research.
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Abstract

Background: Breast cancer is rarely diagnosed in very young women (35years old or younger), and it often
presents with distinct clinical-pathological features related to a more aggressive phenotype and worse prognosis
when diagnosed at this early age. A pending question is whether breast cancer in very young women arises from
the deregulation of different underlying mechanisms, something that will make this disease an entity differentiated
from breast cancer diagnosed in older patients.

Methods: We performed a comprehensive study of miRNA expression using miRNA Affymetrix2.0 array on paraffin-
embedded tumour tissue of 42 breast cancer patients 35 years old or younger, 17 patients between 45 and 65 years

using DIANA miRPath online software.

old and 29 older than 65 years. Data were statistically analyzed by t-test and a hierarchical clustering via average
linkage method was conducted. Results were validated by gRT-PCR. Putative targeted pathways were obtained

Results: The results show a differential and unique miRNA expression profile of 121 miRNAs (p-value <0.05), 96 of
those with a FDR-value <0.05. Hierarchical clustering grouped the samples according to their age, but not by
subtype nor by tumour characteristics. We were able to validate by qRT-PCR differences in the expression of 6 miRNAs:
miR-1228% miR-3196, miR-1275, miR-92b, miR-139 and miR-1207. Moreover, all of the miRNAs maintained the
expression trend. The validated miRNAs pointed out pathways related to cell motility, invasion and proliferation.

Conclusions: The study suggests that breast cancer in very young women appears as a distinct molecular
signature. To our knowledge, this is the first time that a validated microRNA profile, distinctive to breast cancer in
very young women, has been presented. The miRNA signature may be relevant to open an important field of
research in order to elucidate the underlying mechanism in this particular disease, which in a more clinical setting,
could potentially help to identify therapeutic targets in this particular set of patients.

Keywords: Breast cancer, Young women, miRNA, Molecular profile

Background

Breast cancer (BC) is the most common cancer in women
worldwide. It is estimated that breast cancer will account
for up to 29% of all new cases of cancer in women in the
USA in 2013 [1]. Although the median age at onset is
61 years, approximately one in forty women diagnosed
with early breast cancer is very young, constituting 5 to
7% of all cancer deaths in these women [2,3].
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O BloMed Central

Breast cancer in very young women is typically more
aggressive than in their older counterparts, in part owing
to the over-representation of high-grade, triple-negative
tumours in the former patients. Indeed, very young
patients diagnosed with breast cancer usually present
larger and poorly differentiated tumours, lymph node
invasion, HER2 overexpression and an absence of hor-
mone receptor (HR) expression [4,5]. It is still a matter
of controversy, however, as to whether breast cancer in
very young patients (BCVY) is a biologically unique en-
tity that should be considered separately or if its behav-
iour and outcome is solely due to the higher frequency

© 2014 Pena-Chilet et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http//creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public
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article, unless otherwise stated.
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of more aggressive subtypes. There are contradictory
studies on the identification of young age as an inde-
pendent prognostic factor [5-7].

MicroRNAs (miRNAs) are post-transcriptional regula-
tors that bind to complementary sequences on target
messenger RNA transcripts (mRNAs), usually resulting
in translational repression or target degradation and gene
silencing [8-10]. Deregulation of many of the miRNA’s
expression has been linked to various types of disease
[11-13]; (http://www.mir2disease.org/). The expression
of several miRNAs has been found to be deregulated in
some types of cancer [14,15]. High levels of some miRNA
have been linked to stem cell promotion [16-18], while
others exhibit a reduced expression of many, promoting
loss of differentiation [19,20]. Both are common traits
in tumour development, but many other unknown
underlying mechanisms could be affected [21]. More-
over, miRNA expression profiling has been previously
shown to be a useful tool for classifying different cancer
risk stratification, outcome prediction and classification
of histological subtypes [22,23]. Regarding breast can-
cer, several studies have identified molecular markers,
such as miR-21, miR-9, let-7, miR-205, miR-200 family,
miR-126 and miR-335, which correlate to tumours of
high metastatic and proliferative capacity, larger size
and thus poorer prognosis [18,24-29].

As previously stated, very little is known about the
biology of BCVY, and published studies have focused
mainly on hereditary tumours and genomic traits [30,31].
Nevertheless, the data from two previous published stud-
ies point to the possibility that BCVY could have a distinct
molecular identity [32,33].

We performed a study with the aim to identify whether
BCVY had a different miRNA profile compared with older
age. A secondary objective was to identify those miRNA
that are typically up- or downregulated in the tumours
from very young patients, which could reveal the ongoing
mechanisms of the development of the tumour and of its
aggressiveness at an early age.

Methods

Sample selection

Tissue samples were obtained from patients undergo-
ing surgery for breast cancer at the Hospital Clinico
Universitario of Valencia from among the Spanish
population. As shown in Figure 1, we selected two
groups of women according to their age, one group of
women 35 years old or younger (BCVY), and the other
of those older than 65 years of age. After excluding
those samples with known BRCA1/2 mutation, we got
a total of 148 women 35 years old or younger and 3140
patients over 65 years of age with an available biopsy
sample before any treatment. We screened for BRCA1/2
status according to the ESMO Guidelines for Hereditary

Page 2 of 14

Breast Cancer that follow standard criteria for high-risk
patients and from those, we excluded the positive cases
from our study as well as those with known or suspected
family history of breast cancer. All the participants, with
one exception, were Caucasian women of European origin
and gave written, informed consent by signing an ap-
proved Biobank document allowing research use of the
remaining diagnostic tumour material. The study was ap-
proved by the Institutional Health Incliva-Hospital Clinico
Ethics Committee.

After evaluating the quantity and quality of the mater-
ial, a total of 33 breast cancer patients were included in
this study: 21 women diagnosed before the age of 35 cat-
egorized as the BCVY group, and 12 breast cancer pa-
tients older than 65 years old and matched by tumour
subtype (Table 1). We also collected tissue samples from
three young cancer-free women undergoing mammary
reduction surgery, with ages 28, 34 and 40 years old, and
BMI within normal values (between 20 and 24).

For the validation set, we included a total of 55 new
independent samples from HCUYV, selected with the
same aforementioned criteria, 21 of which were BCVY
patients, 17 were older than 65 years, and 17 individuals
were post-menopausal women between 45 and 65 years
old. We included this new age group in order to better
establish the cut-off age of the miRNA profile. Overall,
the present study was performed on a total of 88 breast
cancer patients.

All of the tissue samples were biopsied from primary
tumour and locked in FFPE (Formalin-fixed paraffin-
embedded). Three-pm thick paraffin sections were stained
with haematoxylin and eosin (H&E) in order to obtain a
histological control of all samples. All tissue samples con-
tained >30% tumour material. Tumour grade was assessed
based on Bloom-Richardson scoring system. Images of the
sample’s tissues can be seen in Additional file 1.

To obtain the molecular characteristics of the tumour,
presence of molecular markers ER, PR, HER2 and Ki67
was evaluated following the ACO/CAP guidelines. ER
and PR status were obtained by IHC staining and HER2
Immunohistochemical staining on TMA sections was
performed by the EnVision method with a heat-induced
antigen retrieval step. Staining results were assessed by a
pathologist. ER and PR were scored based on two-stage
scoring system: positive (1) for >10% of ER/PR positive
cells and negative (0) for less than 10%, as described pre-
viously. Proliferation was assessed measuring percentage
of Ki-67 expression. HER2 was called positive either by
detection of ERBB2 gene amplification by FISH analysis
and/or 3+ staining by DAKO system on HercepTestTM.
Where duplicate cores gave discordant results, the higher
score was used. Breast cancer tumours were classified into
four subtypes based on IHC-model (Tang P. et al, 2009)
as: luminal A (ER+and/or PR+, HER2-, Ki67 < 14%);
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luminal B (ER +and/or PR+, HER2-, Ki67 > 14%);, Triple
Negative (ER-, PR-, HER2-) and HER2 overexpressed/
amplified (ER-, PR-, HER2+), plus an additional group
Luminal/HER2 (ER + and/or PR+, HER2+).

RNA isolation

Total RNA was isolated using RecoverAll Total Nucleic
Acid Isolation Kit (Applied Biosystems by Life Technolo-
gies, Carlsbad, California, USA) following the manufac-
turer’s protocol. RNA concentration was measured using a
NanoDrop ND 2000 UV-vis Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific Inc., Wilmington DE, USA).

RNA integrity determined by RIN (RNA integrity
number) value was assessed with the Agilent 2100 Bioana-
lyzer using the RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technolo-
gies Inc,, Santa Clara, CA, USA).

miRNA microarray

Microarray expression profiling was performed using
GeneChip® miRNA 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara,
CA, USA), containing a total of 15,644 probes, in 11
replicates, including 1100 human mature miRNA, their

precursors, 2334 human snoRNA (small nucleolar RNA)
and scaRNA (small Cajal body-specific RNA) annotated
in the miRBase v.15 database. Hybridisation and scanning
were performed according to the Affymetrix standard
protocol, using Affymetrix Expression Console software.
The microarray dataset is publicly available at GEO
database (GSE48088) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
info/linking html.

Array data processing and analysis

Data passed quality controls implemented in Expression
Console software, build 1.2.0.20, and QC Tool (Affyme-
trix, Santa Clara, CA, USA). All data were normalised by
the DABG-RMA, detected above background (DABG)
Robust Multichip Average (RMA) method. We selected
1100 human miRNAs, and set as the threshold for low
expression the highest common intensity value of miRNA
from vegetable organisms (not supposed to be expressed
in humans) included in the microarray. After filtering the
data, in order to determine the differences in expression
pattern between tumours from BCVY patients and from
older ones, we carried out differential expression analyses
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Table 1 Clinical tumour characteristics of the sample groups used in the present study

Discovery set N =34 (%)

Validation set N = 55 (%)

Age group <35 (n=22)* >65(n=12) <35 (n=21) 45-65 (n=17) >65 (n=17)
Age mean (SD) 3141 (4.04) 733 (10.18) 314 (2.87) 56.94 (5.58) 694 (448)
BMI mean (SD) 21.98(3.53) 29.44 (6.66) 2395 (5.50) 30.15 (8.04) 3023 (655)
Histological grade
| 1(4.55) 3 (25.00) 3(1429) 8 (47.06) 3(17.65)
Il 8 (36.36) 3 (25.00) 7(3333) 5(29.41) 12 (70.59)
1] 13 (59.09) 6 (50.00) 11 (5238) 4(23.53) 2(11.76)
Histological Type
Ductal 19 (86.36) 11 (9167) 19 (9048) 13 (76.47) 12 (70.59)
Lobular 0 (0.00) 0 (0.00) 1(476) 0 (0.00) 2(11.76)
Others 3(1364) 1(833) 1(476) 4(23.53) 3(17.65)
Tumour size
<2cm 3(13.64) 9 (75.00) 3(1429) 11 (4.77) 14 (82.35)
2-5cm 15 (68.18) 2(16.67) 15 (7143) 6 (35.29) 3(17.65)
>5cm 4(18.18) 1(833) 3(1429) 0 (0.00) 0 (0.00)
Nodal status
Positive 10 (45.45) 4(3333) 7(3333) 6 (35.29) 3(17.65)
Negative 12 (54.55) 8 (66.67) 14 (6667) 11 (64.71) 14 (82.35)
Receptors
ER+ 17 (77.27) 9 (75.00) 14 (6667) 14 (82.35) 14 (82.35)
ER - 5(22.73) 3 (25.00) 7(3333) 3(17.65) 3(17.65)
PR+ 15 (68.18) 7 (58.33) 14 (6667) 13 (76.47) 13 (76.47)
PR - 73182 5 (41.67) 7(3333) 4(2353) 4(2353)
HER2+ 10 (45.45) 3 (25.00) 5(2381) 2 (11.76) 2 (11.76)
HER2 - 12 (54.55) 9 (75.00) 16 (76.19) 15 (88.24) 15 (88.24)
Ki67
1-14% 5(2273) 3 (25.00) 5(2381) 8 (47.06) 5(2941)
14-30% 8(36.36) 5 (41.67) 11 (5238) 7 (41.18) 10 (58.82)
>30% 9 (40.91) 4(3333) 5(2381) 2 (11.76) 2(11.76)
Histological subtype
Luminal A 5(22.73) 3 (25.00) 3(1429) 8 (47.06) 5(2941)
Luminal B 6 (27.27) 4(3333) 10 (4762) 4(2353) 9 (52.94)
™ 2 (9.09) 2 (16.67) 3(1429) 3(17.65) 2 (11.76)
Luminal/HER2 5(22.73) 2(16.67) 2(952) 0 (0.00) 1(5.88)
HER2 4(18.18) 1(833) 3(1429) 2(11.76) 0 (0.00)

BMI stands for Body Mass Index and is expressed in terms of kg/m” ER: Estrogen receptor; PR: Progesterone receptor. HER2: ErbB2 receptor; +/: presence (+) and
absence () of receptor overexpression. HER2 is considered positive (+) when immunohistochemical analyses show +++/+++ or ++/+++ (and FISH shows HER2
amplification). Subtypes have been categorized according to Hormonal Receptors, HER2 expression and Ki67 value. *One of the initial 22 samples younger than

35 years old, was removed from the study due to methodology QC thresholds.

with the POMELO 1I tool (http://asterias.bioinfo.cnio.es).
We performed a t-test by permutation testing, and
p-values were adjusted for multiple comparisons by
Benjamini & Hochberg False Discovery Rate (FDR).
Those miRNAs with a FDR p-value <0.05 were considered
statistically significant. Average linkage hierarchical clus-
tering was performed to obtain clusters of data sets, using

Gene Cluster and Treeview software (http://www.eisenlab.
org/eisen/).

In order to evaluate whether the miRNA profile de-
tected was a result of age differences or if it was influenced
by confounding factors such as tumour size, histological
grade and other features characteristic of more aggressive
tumours, we performed a f-test analysis on the filtered



Pena-Chilet et al. BMC Cancer 2014, 14:529
http://www.biomedcentral.com/1471-2407/14/529

miRNA expression data after correcting by the influence
of nodal status, histological grade, percentage of ki67 ex-
pression and tumour size. Data were adjusted obtaining
the correlation between miRNAs’ expression and tumour
characteristics via linear regression with R Studio (http://
www.rstudio.com/), using the remaining residuals for the
correction.

Validation by qRT-PCR

Quantitative real time-PCR (qRT-PCR) of selected miR-
NAs was performed on breast tumour tissue samples in
independent series of women younger than 35 years old,
women between 45 and 65 years old, and women older
than 65 years using TagMan microRNA Assays (Applied
Biosystems by Life Technologies, Carlsbad, California,
USA). Normalisation was done with RNU43 snoRNA.
The data were managed using the Applied Biosystems
software RQ Manager v1.2.1. Relative expression was
calculated by using the comparative Ct method and
obtaining the fold-change value (AACt). Data analyses
were performed via GraphPad Prism v6.00. The ANOVA
test was performed, and Tukey’s test was used to correct
for multiple comparisons (p-value threshold of 0.05).
Brown-Forsythe test was used to assess the homogeneity
of the variances in the different samples groups. Finally, the
association of the validated miRNAs was adjusted by breast
cancer subtypes using RStudio (http://www.rstudio.com/).

Pathway enrichment analysis and candidate gene
searching

DIANA miRPath pathway enrichment analysis was used
to gain insight into global molecular networks and canon-
ical pathways related to differentially expressed miRNAs
(http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaT ools/index.
php?r=mirpath/index). The software performs an enrich-
ment analysis of multiple miRNA target genes comparing
each set of miRNA targets to all known KEGG pathways.
Those pathways showing a FDR p-value <0.05 were
considered significantly enriched between classes under
comparison. We also searched for candidate genes using
Target-scan online software (http://www.targetscan.org/)
and previously published data.

Results

miRNA expression profiling in primary breast tumours
from discovery set

After initial pre-processing of 1100 miRNA expression
data, we discarded miRNAs with uniformly low expres-
sion, reducing the number of miRNA to a total of 251
hsa-miRNAs. Finally we detected 119 miRNAs differen-
tially expressed between the two groups (p-value < 0.05)
and after adjusting for FDR, 96 miRNAs remained signifi-
cant (Additional file 2). In addition, all of these miRNA’s
expression remained significantly different even after
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correcting by possible confounding factors (tumour
size, nodal status, ki67% and histological grade), sug-
gesting that young age is an independent factor
(Additional file 3).

Mammary tissue from three cancer-free women was
included as healthy control group. When unsupervised
hierarchical clustering was performed two clearly differ-
ent two clearly different groups of samples (Figure 2).
One group included all except one of the BC tissue sam-
ples from very young women. The other group contained
all the samples from both older women and normal tissue.
We were able to identify two major nodes of differentially
regulated miRNA in the BCVY group. As shown in
Figure 2, the 52 miRNAs overexpressed in the BCVY
group can be seen clustered in the top node, 115, (cor-
relation 0.383) while the lower node, 119, shows the
67 miRNAs found to be repressed in this BCVY set of
tumours (correlation 0.102).

From the overexpressed node (node 115) we were able
to identify two differentiated sub-nodes: node 92 (correl-
ation value 0.63) and node 84 (correlation value 0.66),
that appears to be more homogenous inside each group
of patients. Within node 84 we selected sub-node 15
(correlation 0.923) including miRNAs with the highest
significant expression difference between Young vs Old
women-Normal. When scanning the repressed node 119,
we identified six interesting sub-nodes, covering most of
the node: sub-node 102 (correlation 0.582), sub-node 79
(correlation 0.667), sub-node 76 (correlation 0.678), sub-
node 63 (correlation 0.72), sub-node 54 (correlation 0.75)
and sub-node 52 (correlation 0.75). While sub-nodes 54
and 52 reached the highest correlation value, we selected
sub-node 63 for the further study, since the expression of
the whole cluster in cancer-free tissue samples was re-
markably high, and also because the BC patients showed
levels uniformly higher than the BCVY ones. MicroRNAs
from the selected sub-nodes are listed in Figure 2, and
their expression fold change and p-values are shown in
Additional file 4.

Regarding the hsa-miRNA-star (hsa-miR-92*, hsa-miR-
149* and hsa-miR-1228*), when the main form of both
miRNA species was also differentially expressed (hsa-
miR-92* and hsa-miR-149*), we selected the main form
of each miRNA (hsa-miR-92-3p and hsa-miR-149-5p) in
order to get more reliable results.

Pathway enrichment and selection of candidate miRNAs
for validation step

With the 20 selected miRNAs, composing the two most
striking sub-nodes, we performed in silico analyses and
database searches to determine which ones might be
more biologically relevant in the breast cancer context,
and eligible for validation. Considering that the miRNAs
target from small to a very large number of mRNA
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transcripts, common deregulation of a set of miRNA
could have a potential impact on various biological path-
ways. To asses which pathways could be affected by the
deregulation, we used DIANA miRPath v2.0. When study-
ing miRNAs from the selected sub-nodes, KEGG pathway
enrichment analysis revealed several pathways overrepre-
sented with a FDR p-value <0.05, including adhesion and
mobility related pathways (extracellular matrix-receptor
interactions, glycosaminoglycan biosynthesis, adherens
junction, focal adhesion, cell adhesion molecules, regu-
lation of actin cytoskeleton), biological proliferation-or
differentiation-related pathways relevant in cancer devel-
opment or progression (MAPK signalling, endocytosis,
axon guidance), circadian rhythm and several cardiomyop-
athies . Within the genes involved in the pathways related
with the selected miRNAs, we found many integrins,
laminins, collagen, MAPkinases, semaforins, interleukins,

claudins and calmodulins, among others. More informa-
tion and FDR p-values associated with each pathway are
shown in Additional file 5.

We have finally selected 12 miRNAs (7 from the sub-
node 15 and 5 from sub-node 63) as putative candidate
targets to perform further studies according to their sig-
nificance, previous published studies, and implications in
biological pathways: hsa-miR-1275, hsa-miR-1207-5p, hsa-
miR-149*, hsa-miR-762, hsa-miR-3196, hsa-miR-1228?,
hsa-miR-92%, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-132, hsa-miR-379,
hsa-miR-409-3p, and hsa-miR-433. Supplementary infor-
mation is available in Additional file 6.

gRT-PCR validation in an independent set of samples

We performed a validation of the 12 selected miRNAs
using qRT-PCR, on an independent set of samples with
similar characteristics as those used in the Discovery
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phase. However, in the validation set, we classified the the 45 to 65 year age group in terms of miRNA expression
55 samples into three groups (21 tumours from women  (Figure 3). Six of the twelve selected miRNAs were
younger than 35 years, 17 tumours from women aged confirmed to have a differential expression across groups:
between 45 and 65 and finally 17 tumours from women — miR-1228* (p-value 4.73x10°°), miR-3196 (p-value
older than 65) (see the clinical characteristics for the en-  1.98x10™%), miR-1275 (p-value 2.86x107%), miR-92b
tire sample set in Table 1). (p-value 0.012), miR-139-5p (p-value 0.018), and miR-

We did not find evidence suggesting than women 1207 (p-value 0.047). After Tukey’s correction for
older than 65 had any differential characteristics with  multiple comparisons, we obtained p-values between
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Figure 3 Relative expression of the validated miRNAs which have significantly different expression in BCVY tumour samples. A: miRNAs
with increased expression in women <35 years old (BCVY). B: miRNAs with decreased expression in BCVY. Measures of the expression were
quantified using the gRT-PCR technique and calculated using the AACt method. Boxes represent the sample distribution with the mean, vertical
lines mark the 10" percentile, and outliers are represented as dots. P-values are calculated via One-Way ANOVA, and Tukey's method was implemented
as a comection for multiple comparisons. The top p-value represents differences between those <35 (BCVY) and >65; the bottom-left represents
differences between those >65 and those 45-65 (middle group, between 45 and 65 years old); and bottom-right, the differences between
those 45-65 and those <35 (BCVY).
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each group, confirming that the differences were higher
between BCVY samples and the other two older groups
(Figure 3). The first four values agree with an upregulation
in BCVY, while the last two, miR-92b and miR-139-5p,
were indeed downregulated in young women group
(see Figure 3 and Additional file 2). Afterward, a t-test
analysis was used to compare the BCVY group with the
two older patient groups, treating the last two as only
one group. The results obtained were the following:
miR-1228 (p-value 7.13x10°°), miR-3196 (p-value
3.23x107%), miR-1275 (p-value 7.77x10°*), miR-92b
(p-value 2.94x10°%), miR-139-5p (p-value 6.57x1073),
and miR-1207 (p-value 0.523). After adjusting for tumour
subtype, four of them remained statistically significant:
miR-1228 (p-value 0.0032), miR-1275 (p-value 0.0010),
miR-3196 (p-value 0.0095), miR-139 (p-value 0.0172). It is
worth mentioning that all of the other miRNAs tested did
indeed lose expression, as was expected; however, no sig-
nificant value could be obtained due to a lack of detection
sensitivity.

Putative functional implication of the validated miRNAs

In order to establish a possible underlying biological
implication with the validated deregulated miRNAs
(hsa-miR-1228*, hsa-miR-3196, hsa-miR-1275, hsa-miR-
1207-5p, hsa-miR-92b, hsa-miR-139-5p), we used online
software and miRNA databases to perform an exhaustive
search for enrichment of candidate pathways and genes.
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Moreover, we text-mined all published studies related to
the six validated miRNAs with the terms cancer and/or
putatively target genes. We found several enriched path-
ways related to cell motility and invasion: adherens junction
(FDR p-value 1.03x10 %), glycosaminoglycan biosynthesis
(FDR p-value 2.23x10°?), cell adhesion molecules (CAMs)
(EFDR p-value 0.035) and several related genes such as
integrins, claudins and cadherins. We also found enriched
pathways involved in proliferation and apoptosis: calcium
signalling (FDR p-value 0.035) and Wnt signalling (FDR
p-value 0.041) (Table 2).

Discussion

Our data lead us to think of a differentiated miRNA sig-
nature in the group of patients diagnosed at <35 years.
We have detected a wide range of differentially regulated
miRNAs in BCVY when compared to tumours diag-
nosed in older women and healthy breast tissue. The fact
that the older women’s miRNA profile was highly similar
to the healthy breast tissue profile (obtained from women
under 40 years old) highlights the distinctiveness of the
miRNA profile being characteristic of BCVY patients.
These differences were maintained after validation, in an
independent series of samples using a different technique,
in which controls between 45 and 65 years were included,
suggesting that our findings are consistent and not a result
of the false positives characteristic of high throughput
technologies. Although from a limited sample size, the in

Table 2 Significantly enriched signalling pathways associated to the validated differentially expressed miRNAs

KEGG Pathway FDR Number of Putative target genes
miRNAs

Adherens junction 1.03x107" 4 ACTB, WASL, RAQ2, IGFIR, PTPRF, TJP1, CDH1, CSNK2B, FARP2, PTPRJ, SSX2IF, PTPRB, PVRLT

Steroid biosynthesis 149x107" 2 SC5DL, DHCR24, CYP2781

Glycosaminoglycan biosynthesis - 223x107 2 CHPF

chondroitin sulfate

Dilated cardiomyopathy 223x107 4 ACTB, ADCY1, [TGB8, ITGB3, CACNGZ, TTN, ADCY3, [TGAS, [TGB5, DMD, PRKACA CACNAIC,
CACNA2D2, IGF1, CACNA2D1, CACNATD, PRKACB

Lysine degradation 0.014 3 PLOD3, ASHIL, SETD8, MLL2, MLL, SETD1A

Taste transduction 0.014 4 GNG13, SCNNTB GNB1, PRKACA, SCNNTA, PRKACB

Cell adhesion molecules (CAMs) 0.035 3 NEGRI, [TGB8, MPZ, SDC3, CLDN19, CLONT1, PTPRF, CDHI, CD276, NRXN2, CD86, ICOSLG,
NFASC, PVRLT, NLGN3

Calcium signaling pathway 0035 4 PRKCA ADCY1, ATP2B2, BDKRB2, ADCY3, [TPKB, SLC8A2, PDE1B, CACNAT 1, CAMK2A, NOST,
PRKACA NTSR1, CACNAIC, PHKAT, MYLK3, CACNAID, GRIN2A, PRKACB, CHRM1

Fc gamma R-mediated 0.036 2 PRKCA WASL, RAC2, PLA2G4F, ASAP3, GSN, FCGR1A MARCKS, PIP5K1A, PLD2, AKT3, VASP,

phagocytosis MYO10, ARF6

Hypertrophic cardiomyopathy 0036 4 ACTB, ITGBS, ITGB3, CACNGZ, TN, (TGAS, [TGBS5, DMD, CACNAIC, CACNA2D2, IGFT,

(HCM) CACNA2DI1, CACNATD

Arrhytmogenic right ventricular 0.039 3 ACTB, DSC2, ITGBS, [TGB3, CACNGZ, ITGAS, ITGB5, DMD, CACNATC, CACNA2D2, CACNA2D1,

cardiomyopathy (ARVC) CACNAID

Wnt signaling pathway 0.041 4 PRKCA DVL3, WNTI16, ROCK1, RAC2, VANGL1, PPP2CA, PPP2R5C, CAMK2A, WNT6, PRICKLET,

PPP2R5B, JUN, APC2, PPP2R1A, PRKACA, VANGL2, CSNK2B, WNT9A, PRKACB

FDR refers to p-values adjusted by Benjamini & Hochberg’s False Discovery Rate. Number of miRNAs is the count of miRNAs involved in the pathway and targeting

one or more genes of the pathway.
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silico searches done, pointed out to pathways closely re-
lated to high cell proliferation, motility and invasion,
which support the fact that tumours from young woman
have an aggressive behaviour and are prone to metastasis.
Other studies in breast cancer showing miRNA profiles
characterized by bad prognosis, revealed similar signalling
deregulated pathways [34].

Recently, miRNA profiling has arisen as a major ap-
proach study technique, that aims to gain more insight
into tumour biology, and widespread deregulated miRNA
has been demonstrated in various tumour types [35]. It
has been shown that specific miRNA, such as miR-195
and let-7a, may play a role as a potential diagnostic tool
and a new biomarker for both detecting non-invasive,
early breast cancer as well as monitoring treatment effect-
iveness [36,37]. Furthermore, other studies have revealed
miRNA expression to be specific for each breast tissue
type, but it seems not to exist a specific miRNA profile
distinctive of BC subtypes, which may point to both differ-
ences in the biology of tumours, as well as to patterns of
response to treatment [38-44]. As suggested in previous
studies, our results reinforce the applicability of the study
of miRNA expression in FFPE samples, since the small
size of the miRNA preserves them from degradation [45].
In addition, the use of Tag-Man-assay for microRNA ex-
pression profiling and validation in FFPE breast tissue
samples is reported to offer excellent inter-experimental
reproducibility and biological accuracy [41,46].

Several studies confirm that BC in very young patients
is a more aggressive disease given the high frequency of
adverse prognosis factors or more aggressive subtypes at
this age [4]. In most studies published the cut-off age for
defining young women is 45 years. However, results
from a large Korean breast cancer study with 9885 pre-
menopausal patients detects a sharp increase in risk of
death from breast cancer in women younger than 35 years
old, establishing this age as the more reasonable cut-off
defining young age-onset breast cancer [47]. Following
this recommendation, we have determined 35 years old as
the threshold for the young group, since we considered
that, despite this cut-off makes harder patient’s recruit-
ment within the young age group, it identifies a more
homogeneous population.

Whether breast cancer in the young is a distinct bio-
logical entity or just a reflection of a higher percentage
of cases with aggressive phenotypes (that are otherwise
indistinctive from aggressive tumours in older pa-
tients) remains a matter of controversy and an import-
ant outstanding question with possible therapeutic
implications [6].

In order to minimize clinical-pathological putative con-
founding effects, we have performed several comparisons
in the expression of these miRNA in terms of tumour
size, axillary node involvement, histological grade and
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ki67, with the results showing no significant differences.
This absence of significant differences, having considered
the most relevant adverse prognostic factors, suggests that
young age could be indeed a factor independent of
subtype, size, nodal involvement, or proliferative char-
acteristics that merits further study.

Moreover, no distinct therapy is considered for young
or very young patients, but in many cases these patients
are over-treated as a consequence of their young age. Thus
identification of new prognostic or diagnostic platforms
and identification of specific targets is needed for this
subgroup [48].

Data about genomic profile in young breast cancer pa-
tients are scarce in the literature; however, Colak and cols.
have recently published an age-specific gene expression
signature in breast cancer [33]. Although, the study fo-
cused on women younger than 45, it also included 6 sam-
ples from those younger than 35 (BCVY). The study
pointed to genes barely implicated in the pathways found
in our study. That notwithstanding, the authors proposed
that there is a different molecular profile characterizing
breast cancer in very young women.

A recent retrospective study analysed data from 20
data sets and assessed the role of these genetic signa-
tures in predicting the prognosis in breast cancer in
young women. This study confirmed that BC patients
aged 40 or less were diagnosed more frequently with
oestrogen receptors and HER2 negative tumours. Fur-
thermore, although proliferation-related gene signatures
were not associated with age in this study, in two inde-
pendent cohorts BC in younger patients was associated
with immature epithelial cell and growth factor signal-
ling pathways, leading to the conclusion that BC in
young women seems to be a distinct entity beyond the
intrinsic breast cancer subtype classification [32].

The data obtained with our miRNA profiling supports
the evidence proposed by Yau and cols that could be de-
tected an age-dependent signature in BC with a number
of samples from young women very similar to ours. Al-
though the conclusions are raised on gene expression
analyses the signaling pathways detected including cell
cycle, mammary gland development and extracellular
matrix (ECM) are also highlighted in our study [49].

In our study, the most significantly set of deregulated
miRNAs in BCVY pointed out to pathways related to
apoptosis, cell motility, proliferation, mitotic regulatory
processes and the PI3K and IGFR transduction that confer
tumours high metastatic capacity, increasing progression
and invasion (Table 3). Furthermore, many of the path-
ways involved include integrins and laminins as target
genes, described as proliferation genes portraits of breast
tumours [50].

If we take into account the set of validated miRNAs
(upregulated miR-1228% miR-3196, miR-1275, miR-1207
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Table 3 Published information about validated microRNA target genes and implication in cancer

miRNAs  Gene

Target/Function

Published papers

miR-1228 MOAP1

miR-3196 PAX2, THTPA,

Bcl homologous. When repressed, allows cells to escape
from apoptosis.

PAX2. Implicated in suppression of translation (through

PIK3R2, BBC3  WT1). Associated to low breast cancer risk. Repression of
PAX2 would promote a more aggressive breast cancer.
THTPA. Metastasis tumour suppressor. PIK3R2. Proliferation
pathway. Anti-apoptotic. BBC3. Pro-apoptotic gene and
associated to tumour size.
miR-1275 IGFI, NFIX, IGF1 related to tumour proliferation. NFIX hypermethylated
audini 1 in breast cancer lines. Claudin 11, cellular adhesion
molecule, associated to invasion and capacity of metastasis
when downregulated.
miR-1207 DHCR24, DHCR24 expression decreased in metastatic prostate cancer.
Claudins Claudins. Associated with cell motility and tumour invasion
and spread of tumour cells and metastasis.
miR-139  RAPIB, c-FOS, RAP1B, family RAS (oncogene). It has a pseudogene. IGFTR
IGFIR, TOP2A  Low expression of miR in colo-rectal cancer is associated to
XCR4 more advanced tumours and less survival. FOS proteins are

implicated in cell cycle, differentiation and cellular
transformation. Dowregulation induces increase in apoptosis
and more cellular differentiation. TOP2A, topoisomerase.
Upregulation is associated to tumour proliferation. CXCR4,

Yan et al. Apoptosis. 2012 [69]

Beauchemin et al. Molecular Cancer. 2011 [53]. Kovacevic
et al. Biochem Biophys Acta. 2008 [58]. Tajnik et al. Cancer
Biomarkers. 2012 [66]. Wong et al. PlosOne. 2012 [68]

Castario et al. Cancer Discovery. 2013 [54]. Awsareet al.
Oncology reports. 2011 [51]. Webb et al. BMC Cell Biol. 2013
[67]. Ozata et al. Endocr Relat Cancer .2011 [62]. Lian et al. Int J
Oncol. 2012 [60]. Katsushima et al. J Biol. Chem. 2012 [57]

Romanuik et al. Am J Pathol. 2009 [64]. Webb et al. BMC
Cell Biol. 2013 [67]

Guo et al. Cell Biology. 2012 [56). Milde-Langosch et al.
Breast Cancer Res Treat. 2013 [61]. Shen et al. Biochemical
Pharmacology. 2012 [65]. Fan et al. Cell Biochem Funct.
2012 [55]. Bao et al. Gastroenterology. 2011 [52]

associated with progression and metastasis in CRC.

Regulated by HER2-CD44 via miR139.

miR-92b  PSMD10,
FOX2

PSMD?10. Inhibition of the protein will slow down tumour
progression in hepatocarcinoma. High increased expression

Leidner et al. PlosOne. 2013 [59]. He et al. Nature. 2005 [15].
Qian et al. Gastroenterology. 2012 [63]

related to worse prognostic in glioma. FOX2. RNA-binding

protein regulates alternative splicing.

Genes targeted by miRNAs were obtained neither via in silico predictions with Targetscan or searching for previously experimental published works. Most relevant
genes are included in the table and most interesting cancer-related pathways or mechanisms has been added to function column.

and downregulated miR-139-5p and miR-92b) we were
able to detect in the literature their implications in escap-
ing of apoptosis and therefore, contributing to migration
and invasion [15,51-69]. Downregulation of one particular
miRNA, miR-139, might promote gastric tumour progres-
sion and metastasis via upregulating CXCR4, Bao and cols
suggest that miR-139 might be suppressed by upstream
HER? signaling, a strongly deregulated pathway in breast
cancer [52].

We cannot fully reject an influence of demographics
or epidemiological factors inherent to young women in
the tumour profile obtained. Bearing this in mind, we
believe that the inclusion of healthy young breast tissue
in the analysis might have minimized these putative con-
founding epidemiologic aspects.

Oestrogen levels are an age-dependent factor increas-
ing the risk of breast cancer, which can themselves
modulate the expression of several miRNAs. Moreover,
miRNAs can as well regulate oestrogen receptor levels
[70,71]. None of the miRNAs described in the literature
related to oestrogen appears to be deregulated in the
BCVY profile presented. The different profile obtained
between BCVY and normal breast samples from young
women (with similar oestrogen levels) supports the idea
that the intrinsic levels of oestrogen are not responsible
of the miRNA deregulation.

Early pregnancies and lactation are considered pro-
tector factors in BC and they could bias the comparison
between young and older woman. In our series, older
women in general have early age at first birth and still
have developed breast cancer, while in the young women
we have representation of both circumstances and all of
them fall in the same miRNA profile, highlighting young
age as the main leading factor of the profiling.

Mammary density is the strongest risk factor for non-
familial breast cancer among women, apart from older
age. Young women present denser breast tissue in mam-
mographies, which makes more difficult the diagnosis.
In addition, differences in normal breast microenviron-
ment seem to exert an influence on the behavior of breast
cancer cells in premenopausal women [72]. A recent mo-
lecular profiling study performed on adjacent tissue of
breast tumours, classifies extratumoral stromal microenvi-
ronments into two primary gene expression phenotypes
(Active and Inactive). The Active subtype has high expres-
sion of genes involved in activation of fibrosis, cellular
movement, increased TWIST expression, and positive ex-
pression of TGF-b signatures. Inactive phenotype is over-
represented by samples from young women and according
to Perez and cols, means higher levels of cell adhesion and
cell-cell contact genes [73,74]. The miRNA profile pre-
sented in our study pointed out to pathways also related
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with cell motility and adhesion, however the upregulation
of implicated miRNAs indicates a downregulation of the
targeted genes and therefore, stroma that correlates with
young and denser breast tissue is not the driver in our
deregulated miRNAs signature.

Finally, BMI (Body Mass Index) has been recently
related to BC risk and survival. In older women higher
BMI results in elevated risk of developing BC, while in
young women is a protector factor [75]. In our study the
mean value of BMI in BCVY is within normal ranges,
which makes difficult any speculation about its role in
BCVY.

In our study all patients but one are confirmed to be
of European Caucasian ethnicity. This implies that our
miRNA profile might not be representative of other gen-
etic backgrounds such as African descent, where exists a
higher proportion of breast cancer in young women. On
the other side, the study has been performed in a very
homogeneous population which reinforces the conclu-
sions obtained and we encourage the replication of our
findings in other ethnicity breast cancer collections.

Conclusions

Our results suggest that breast cancer in young patients
appears to be a different biological entity. Previously
published works and in silico enrichment analyses of the
miRNAs deregulated in young women suggest that tar-
geted genes involved in proliferation pathways, cell ad-
hesion, apoptosis, extracellular matrix and cell motility,
deregulation of these pathways may lead to more aggres-
sive, proliferative and metastatic tumour phenotypes. A
more detailed analysis of those miRNA significantly up-
or downregulated could guide both to the establishment
of a different hypothesis about the potential molecular
mechanisms involved in the carcinogenesis and to identify
more specific therapeutic targets in this particular set
of patients.

Additional files

Additional file 1: H Ain and eosin ing images from
tissue les used in the p study. Sections from FFPE tissue
blocks stained with haematoxylin and eosin. A, B: correspond to samples
from nomal healthy mammary tissue. C, D: represent the mammary
tumour from young women. E, F: show breast tumour tissue obtained
from older women,

Additional file 2: List and p-values of miRNAs significantly
differences in expression between BCVY and BC. Significantly
different expressed miRNAs among two sample groups: young women in
breast cancer (BCVY, younger than 35 years old) and older than 65 years
women with breast cancer (BC). P-values and FDR p-values (comected for
Benjamini and Hochberg's False Discovery Rate for multiple comparisons)
were obtained performing a t-test with 200000 permutations.
Nomenclature of miRNAs belong to miRBase v.15.
Additional file 3: List and p-values of miRNAs significantly
differences in expression between BCVY and BC. Significantly
different expressed miRNAs among two sample groups: young women in
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breast cancer (BCVY, younger than 35 years old) and older than 65 years
women with breast cancer (BC), headed by Age FDR (from Additional
file 1: Table S1), the association of miRNA was further analyzed comecting
for tumour characteristics (grade, tumour size, Ki67 and nodal status) to
assess whether there are any confounding factor. FDR p-values are
corrected for Benjamini and Hochberg's False Discovery Rate for multiple
comparisons and were obtained performing a t-test with 200000
permutations. Nomenclature of miRNAs belong to miRBase v.15.

Additional file 4: MicroRNA selected for this study from miRNAs
significantly associated with young women's breast cancer in
discovery set and its validation. Clusters were constructed using
Average hierarchical clustering method. Statistics of the discovery set
were calculated via t-test. FDR stands for False Discovery rate multitesting
corrected p-value. Only miRNAs remarked in bold were validated on an
independent set of patients. Fold change of the validation set were
calculated using AACt method and p-values were estimated via ANOVA
test comparing the age groups and adjusted for multiple testing using
Tukey's method. Bold denotes significant associated results in validation set.

Additional file 5: Putative pathways enriched with the miRNAs
induded in the sub-node 15 and 63. Code between brackets refers to
the pathway code on KEGG, hsa means homo sapiens. FDR refers to
p-value adjusted by False Discovery Rate. 20 miRNAs were induded in a
pathway enrichment analysis and obtained the genes union results.

Additional file 6: Inf: ion about miRNAs selected for validation.
Information of the miRNAs selected for validation, including 3p or 5p
form (3" or 57, MIMAT ID, family and sequence of the mature miRNA.

“*" refers to the minor form of the miRNA, according to miRBase v.15
nomenclature.
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