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RESUMEN

El cancer de préstata (PCa) es la segunda causa de muerte por cdncer en Uruguay, estableciéndose un promedio
de 550 muertes al afo. Actualmente el Unico biomarcador de aplicacién clinica para la deteccidn temprana de PCa
es el antigeno especifico de prdstata (APE). Su baja especificidad y sensibilidad hacen necesario la identificacién de

nuevos marcadores para reducir la morbilidad y evitar tratamientos innecesarios.

Los microRNAs (miRs) son moléculas pequenas de ARN simple hebra, de aprox. 22 nt. que regulan la expresion
génica mediante complementariedad de bases con el 3’UTR de mRNAs especificos. Participan en la regulacion de
varios procesos celulares: proliferacidn celular, diferenciacion, apoptosis por lo que su expresién aberrante puede
generar eventos patoldgicos complejos como las enfermedades infecciosas, cardiovasculares, neurodegenerativas
y cancer. Investigaciones recientes han demostrado perfiles Unicos de expresion de miRs en diferentes tipos de
cancer, estadios y que juegan un rol importante en el inicio y progresion de diferentes patologias oncoldgicas,
como el PCa. Debido a su gran estabilidad en plasma, suero, y tejidos fijados, los miR surgen como buenos
candidatos para su uso como biomarcadores especificos en el diagndstico y progresion de la enfermedad asi como
blancos terapéuticos. Estudios preliminares muestran un incremento en la expresién de hsa-miR-183 en muestras
tumorales de PCa. Nuestro proyecto de investigacién espera comprender cudl es la influencia de hsa-miR-183 en

el fenotipo neopldsico de PCa; su origen y su progresion, e identificar y validar sus blancos moleculares.

Para ello, se determinaron los niveles de expresion de hsa-miR-183-5p en siete muestras pareadas de tejido
normal y tumoral fijados en parafina provenientes de prostatectomias radicales, en lineas celulares de PCa;
dependientes, sensibles e independientes de andrdgenos, lineas celulares normales de prdstata y tres lineas

primarias de pacientes terminales con PCa.

Para el estudio de genes blancos regulados por hsa-miR-183, se utilizaron algoritmos de predicciéon de genes con
sitios blancos de miRs (miRecords) y bases de datos de expresidén génica de PCa (ONCOMINE). Se definié una lista
primaria de genes que presentan una secuencia de reconocimiento para hsa-miR-183 y se evalud el nivel
traduccional a través de los datos de inmuno-histoquimica publicados en “The Human Protein Atlas”. Se
identificaron empiricamente genes blancos de hsa-miR-183-5p, mediante ensayos de microarraglos de Affymetrix
y se realizd un estudio de las vias enriquecidas con los genes seleccionados mediante el software WebGestalt,
luego de la transfeccién con las moléculas mimic miR-183-5p e inhibidor miR-183-5p en las lineas LNCaP y DU145.
Se seleccionaron 7 genes: foxol, itgbl, pdcd4, bnc2, synpo, irs1 y fndc3b y se determinaron los niveles de
expresion invertidos de ARNm en las lineas celulares LNCaP y Du145 al sobre-expresar y bloquear miR-183-5p y se
realizd la evaluacidn de la interaccidn directa de itgbl, irs1y fndc3b con hsa-miR-183-5p, mediante estudios de

ensayos reporteros. Finalmente, analizamos su posible efecto en la proliferacion de células tumorales.
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Cancer

El cancer es un grupo heterogéneo de trastornos caracterizados por la presencia de células que no responden a los
controles normales de la divisién celular (Beck, Myers et al. 1978).
Fundamentalmente es una enfermedad genética y epigenética, que requiere la acumulacién de alteraciones

gendmicas que inactivan genes supresores de tumores y activan proto-oncogenes (Kent and Mendell 2006).

A pesar de los avances en el conocimiento de los cambios moleculares y celulares involucrados en el inicio y
progresion del cancer, no ha habido una reduccién sustancial en la proporcion de muertes por dicha patologia
(Ferlay, Shin et al. 2010). De hecho, en el afio 2007 se estimaron 12 millones de nuevos casos de cancer y 7,6
millones de muertes en todo el mundo. Estimandose una incidencia y una mortalidad de aproximadamente 187.6
y 106 cada 100.000 habitantes respectivamente. Las neoplasias mas extendidas a nivel mundial son el cancer de
pulmdn, mama, colorectal, gastrico y préstata. El cancer de préstata se presenta en mas de 890.000 hombres,
presentando una incidencia de 28 casos y una mortalidad de 7.5 individuos cada 100.000 habitantes

(http://globocan.iarc.fr).

El 90% de estas muertes pueden ser atribuidas a enfermedades metastasicas que, por su heterogeneidad y
complejidad, dificilmente responden a terapias convencionales como cirugia, radiacidon y quimioterapia (Thobe,

Clark et al. 2011)

Biologia de la prostata

La prdstata es una glandula impar y mediana del aparato reproductor masculino, situada por debajo de la vejiga,

delante del recto y alrededor de la uretra (Figura 1).

Es un drgano compuesto por tejido glandular, fusionado a una regién con estroma y rodeados de una cdpsula
comun. Presenta cuatro regiones glandulares diferentes, donde la zona periférica ocupa el 75% y la zona central el
25% de la masa prostatica. El componente glandular presenta acinos y ductos morfolédgicamente similares y con
funciones de reservorio. El sistema de acinos y ductos esta surcado por el epitelio columnar pseudoestratificado
compuesto de células secretorias. Las células secretorias estan separadas de la membrana basal y del estroma por
una capa de células basales. Los componentes no glandulares de la préstata incluyen el esfinter pre-prostatico, el
estroma fibro-muscular, la capsula, vasos y nervios. El estroma fibro muscular estd compuesto por células
musculares lisas separadas por bandas de tejido denso y fibroso (Uhlen, Oksvold et al. 2010)

(http://www.proteinatlas.org).

12


http://www.proteinatlas.org/

\ Conducto ey:

Glandula prostatica .

Figura 1: Imagen del sistema reproductor masculino. Se identifican érganos y estructuras, entre ellos la glandula prostatica.

Imagen tomada de la pagina web del Instituto Nacional del Cancer (http://www.cancer.gov/espanol)

Integrando la capa de células epiteliales: las células basales carecen de receptores de andrdogenos (ARs), son
andrégeno independientes y dan origen a un tipo celular intermedio denominado células transicionales que
responden a andrdgenos y son células pluripotenciales que generan células basales, células glandulares
diferenciadas luminales y posiblemente las células neuroenddcrinas. Las células secretorias derivan de las células
transicionales, expresan ARs y son dependientes de la estimulacidon androgénica para su viabilidad y habilidad
secretoria. Si los andrégenos son removidos, estas células glandulares mueren por apoptosis y la glandula
prostatica se vuelve regresiva. Secretan el antigeno prostdtico especifico (APE), prostasa (hK4), poliaminas y
prostaglandinas en los acinos y ductos al lumen (Arnold and Isaacs 2002). Las células neuroendocrinas juegan un
rol en la regulacidon del crecimiento y funcién de las células secretorias. La capa de células del estroma: esta
compuesta por células musculares AR positivas, fibroblastos, adipocitos, células endoteliales, linfocitos y tejido
neuromuscular embebido en matriz extracelular (con proteinas fibrilares como colageno y fibronectinas). Las
células musculares producen factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
neurotopinas como el factor de crecimiento nervioso (NGF) y juegan un rol significativo en el desarrollo y
mantenimiento de la homeostasis de la préstata. NGF es secretada por las células del estroma, pero no es un
factor de sobrevida del epitelio prostatico normal. En contraste, es secretado por las células tumorales para

regular la via de sobrevida adquirida (Arnold and Isaacs 2002).

El estroma no solo soporta fisicamente al epitelio glandular sino que también contribuye en el microambiente
endocrino y paracrino. Las interacciones paracrinas entre epitelio-estroma son importantes para la morfogénesis
del tejido normal prostatico. En cancer algunas vias de factores de crecimiento (el factor de crecimiento de
fibroblastos: FGF), la familia de los factores de crecimiento tipo insulina (IGF), EGF y el factor de transformacion
(TGF-alfa) que son estimuladores de proliferacién, acido retinoico (diferenciacidn e invasividad), la familia TGF-
beta y vitamina D3, se vuelven autécrinas, permitiendo que las células epiteliales crezcan de forma independiente

del estroma (Montano and Djamgoz 2004).
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Por ultimo, la funciéon fundamental de la préstata es secretoria externa, produciendo el liquido prostatico que
contribuye en la formacion del esperma (plasma seminal y espermatozoides), que representa aproximadamente

un cuarto del volumen total del plasma seminal.

Andrégenos y ARs

Los andrégenos son hormonas sexuales, producidos en forma de testosterona (aprox. 90%) en los testiculos por
las células de Leydig, y regulados por el eje hipotalamo-pituitario-gonadal. Regulan la diferenciacién y maduracién
de los drganos reproductivos masculinos y el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias (Amory and
Bremner 2003). Los andrégenos adrenales son secretados por la corteza adrenal y contribuyen a los efectos
androgénicos (aprox. 10%), convirtiéndose en testosterona en tejidos periféricos (Dehm and Tindall 2006). Una
vez que la testosterona ingresa a la célula se convierte en 5-a-dihidrotestosterona (DHT) por la 5-a-reductasa tipo

Iy tipo Il (5aR1, 5aR2).

Por otro lado el AR es una fosfoproteina, miembro de la familia de receptores de acido retinoico, hormona tiroidea
y esteroidea que media la accién de la testosterona y de la DHT, uniéndose a elementos de respuesta hormonal en
genes especificos, y regulando asi su transcripcidn. Estdn presentes predominantemente en el sexo masculino y su
funcidn es la de promover el crecimiento y la diferenciacién de las estructuras urogenitales masculinas, necesario
para el comienzo y mantenimiento de la espermatogénesis (Grossmann, Huang et al. 2001, Arnold and Isaacs

2002, Di Lorenzo, Tortora et al. 2002).

Los andrégenos regulan el numero total de células prostaticas estimulando continuamente la tasa de proliferacién
celular y al mismo tiempo inhibiendo la tasa de muerte celular. En la préstata en desarrollo, Unicamente las células
del estroma expresan AR. En la prdstata adulta la expresion de AR se da principalmente en las células epiteliales
aunque también se da en el estroma. En contraste, en el tejido tumoral, la expresidn de AR es heterogénea,
generandose un estado de independencia de andrégenos en etapas mas avanzadas de enfermedad (Grossmann,

Huang et al. 2001).

Cancer de prostata (PCa)

Dentro de los tumores sélidos, el PCa es una de las enfermedades oncoldgicas de mayor incidencia en paises

occidentales y la segunda causa de muerte por cancer en Uruguay (Figura 2) (Ferlay, Shin et al. 2010).
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Figura 2: Datos estadisticos de la incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cancer en hombres en Uruguay, 2002-

2006. Tomado del Ministerio de Salud Publica Direccion General de la Salud Programa Nacional de Control del Cancer.

El PCa se presenta predominantemente en hombres de edad avanzada, aproximadamente a los 65 afios y la tasa
de crecimiento tumoral varia de lento a moderadamente rapida, aunque ciertos pacientes pueden presentar una

sobrevida prolongada aun con cancer metastasico.

Esta neoplasia presenta una incidencia diferencial segun etnias. Los hombres de origen afroamericano presentan
mayor riesgo de desarrollar PCa y presentan sintomatologias mas severas, con una tasa de mortalidad dos veces
superior en comparacion con la de hombres de origen caucasico. Los factores genéticos asociados a la incidencia y
mortalidad por PCa en individuos afroamericanos son controversiales, encontrando en esta poblacién una mayor

expresion de genes asociados a metdstasis como: amfr, cxcrd, ccr7, mmp9, psphly crybb?2.

Asi mismo, los factores ambientales como infecciones asociados a carcinogénesis; factores genéticos por ejemplo
variaciones genéticas en los genes involucrados en Inmunidad innata como msrl y rnasel, la presencia de genes
candidatos de susceptibilidad para el PCa o la interaccidn, contribuyen en la patologia en estos individuos. La
inflamacién crénica también es causa de PCa y se da con mayor frecuencia en individuos afroamericanos. Los
factores socio-econdmicos, como la disponibilidad o acceso a servicios de salud también estarian interaccionando

(Wallace, Prueitt et al. 2008, Larkin, Zeidan et al. 2010).

El PCa presenta un riesgo aumentado en pacientes con antecedentes familiares, estando influenciado por la edad
de aparicion y numero de familiares afectados. Actualmente se han definido varios locus de susceptibilidad, entre
ellos: hpcl, rnasel (1925), pcap (1q42.2-43), hpcx (Xq27-28), capb (1p36), hpc20(20q13), 8p (8P21-23), 8q (8924),
asi como diferentes genes de susceptibilidad: amacr, brcal, brca2, chek2, elac2, hpc2, hoxb13, kIf6, mlh1, msh2,

msh6 o pms2, msri, nbs1 (Instituto Nacional del Cancer (http://www.cancer.gov/espanol)).
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Segln lo establecido antes, podemos definir al PCa como un tumor heterogéneo, un desérden neopldsico
complejo (multifactorial), donde para comprender su inicio y progresidn, es necesario elucidar y entender los

mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de la glandula prostatica normal.

Como dijimos anteriormente, las interacciones entre células del estroma y células epiteliales mediante factores
autdcrinos y pardcrinos y la produccién local de andrégenos y factores de crecimiento estan involucrados en el
desarrollo y funcidén de la glandula normal. Asi la regulacién del crecimiento y apoptosis de células epiteliales esta
controlado por la secrecidn andrégeno-dependiente de factores de crecimiento paracrinos, que, durante el
desarrollo normal de la glandula, actian como mitégenos de las células epiteliales de la préstata. Este balance
homeostatico se desestabiliza en PCa, y el andlisis de la desregulacién de las relaciones funcionales entre los
factores de crecimiento y sus receptores es importante para determinar la patogénesis del PCa (Montano and

Djamgoz 2004).

Segln el grupo de Potter el primer “hit” se origina por mutaciones en las células epiteliales, que causa la
disrupcion de las funciones celulares y estructurales, y el segundo “hit”, en las células mesenquimales resultando
en la disrupcién de la homeostasis tisular. De esta forma el estroma no puede cumplir las funciones regulatorias,
sobre las células epiteliales (comienzan a sintetizar sus propios factores de crecimiento y se vuelven auténomas),
con la consecuente acumulacion de cambios genéticos y pérdida del control reciproco de las células del estroma

para finalmente dar inicio a la formacién del tumor (Potter, Horniger et al. 2001).

Clasificacion de procesos tumorales en PCa

Los procesos tumorales benignos que afectan la glandula prostatica son de dos clases: los quisticos, raros, y el
adenoma prostatico también denominado adenofibroma o Hiperplasia Prostatica Benigna (HBP). Los tumores
malignos se denominan primarios o secundarios y dentro de los primarios se encuentra el Adenocarcinoma
prostatico o PCa que se desarrolla a partir de las células epiteliales prostaticas representando el 95 a 98% de la
totalidad de los casos de PCa, siendo el resto, carcinomas de células escamosas, células transicionales o sarcomas.
Se origina generalmente en los acinos prostaticos, y en los ductos en menor proporcidn. Generalmente surge en
las zonas periféricas de la glandula. La mayoria son multifocales (85%), siendo los nédulos Unicos, mucho menos
habituales (10%). Los sintomas asociados a esta patologia son similares a los generados por el adenoma
prostatico: flujo débil de orina o excrecidon frecuente de orina, dolor o ardor durante la miccidn, presencia de

sangre en la orina o en el semen, entre otros.

El PCa presenta una historia natural de progresién a partir de la denominada neoplasia intraepitelial prostatica
(PIN) (con lesiones de bajo y alto grado confinadas a la capsula/ductos); pasando por carcinoma invasivo local
andrégeno-dependiente (caracterizado por una pérdida de la ldmina basal, proliferacion de las células luminales y
basales y expresion de metaloproteinasa 2 de la matriz y kalikreinas); dando lugar al carcinoma metastasico

andrégeno-independiente o invasivo (mds agresivo y capaz de invadir de forma local a las vesiculas seminales),
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afectando generalmente pulmén y huesos, provocando finalmente la muerte del paciente (Tindall and Rittmaster

2008) (Figura 3).

Tejido normal
EPITELIO NORMAL DE l
LA PROSTATA
. : Prevencion o
HUFIR THFLRMRTORL Identificacién
PROLIFERATIVA (PIA) P—
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BT ASTA TN'TRA.ED enfermedad
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' CANGER PROSTATICO Prevencion o
LOCALIZADO lentificacién
del progreso
CANCER PROSTATICO dola
enfermedad,
Malignidad I METASTASICO gtraterla
v metastasis enfermedad?

Figura 3: Etapas de la progresion del PCa. Tomado de (Tindall and Rittmaster 2008).

Aproximadamente el 90% de los pacientes con enfermedad avanzada presentan metdstasis dsea, asociada con
dolores 6seos, perdida de movilidad y compresion espinal. Otros érganos afectados incluyen al higado, pulmén y

cerebro (Gitenay and Baron 2009).

Diagndstico de PCa

La deteccidn y diagndstico precoz de PCa se realiza de forma rutinaria mediante tacto rectal y cuantificacion del
antigeno especifico de prdstata en sangre (APE) y ante la sospecha clinica de PCa, se debe confirmar
sistematicamente mediante biopsia prostdtica perineal o transrectal. A partir de la biopsia el patélogo clasifica el
tumor mediante un sistema denominado score de Gleason, donde se caracteriza el tejido tumoral prostético
basado en caracteristicas microscépicas del crecimiento tumoral y se describen las diferencias entre el aspecto de
las células normales y las células cancerosas (Figura 4. A.). El score de Gleason esta correlacionado con el riesgo de
diseminacién del tumor. Cuanto mas bajo es el score, menor es la probabilidad de diseminacién del tumor (Figura
4. B.). Este parametro, asi como la determinacion de la estatificacién se determinan para evaluar la progresién del

tumor en el paciente y determinar el tratamiento a seguir.

A B
GLEASON SCORE PATHOLOGICAL FEATURES
Gleasonscore2tod =  Well differentiated
1 Dl Well *  Fealures closely packed small glands
differentiated »  Least aggressive, least chances of melastasis to

secondary organs

Gleasonscore5and6 »  Moderately well differentiated

AT P A\ e *  Variable-sized glands with litle stroma
*  Cribiform pattern of several cells fused together
Moderately

*  Mostcommonly observed grade during prostate cancer
differentiated

detection

Gleason score 7 *  Moderate to poorly differentiated cancer cells

Poorly differentiated *  Incompletely formed glands

Anaplastic
Gleasonscore 81010 =  Poorly differentiated
*  Broken away prostate cancer cells might be found
within vascular lumen around the prostate gland
*  Aggressive, highly metastatic prostate cancer
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Figura 4: A. El sistema de score de Gleason esta definido por un rango gradual de Gleason que va de 1 a 5. Se representa el
esquema del aspecto diferencial de las células y la progresion desde las células diferenciadas hasta el estadio anaplasico de
desdiferenciacion, con pérdida de la arquitectura normal del tejido glandular. B. Asociacidn entre los diferentes niveles de
Gleason y caracteristicas fenotipicas patoldgicas. El grado de Gleason 1 (score de Gleason 2 (1+1)), no es usado a nivel de la
clinica debido a que es imposible de distinguirlo de la adenosis. Lo grados de Gleason correspondientes a los dos patrones de
crecimiento dominantes en cancer de prostata son combinados para definir el score de Gleason y consecuentemente el score

de Gleason presenta un rango de 4 (2+2) a 10 (5+5).

La estadificacion (Figura 5) es la etapa siguiente al diagnéstico y fundamental para plantear la terapéutica
adecuada, y se determina con el tacto rectal y el estudio de alguna de los siguientes pardmetros clinicos: fosfatasa
acida sérica, centellograma éseo, imdgenes por resonancia magnética nuclear (IRMN), imagenes radioldgicas de
ganglios y vasos linfaticos, biopsia de vesiculas seminales, tomografia axial computada y ecografia entre otros

(Instituto Nacional del Cancer (http://www.cancer.gov/espanol)).

Estadio |

Uréter
—Ganglio linfatico—f—+

+—Vaso deferente—

.
Vejiga

Vesicula seminal—

Estadio Il Estadio IV
A f\g N i bc/_,‘_slam:mp‘:u
(Ar = 01— Stunle
G —_—

Figura 5: Estadificacion: Estadio | al 1V, las células cancerosas crecen dentro de la prdstata, a través de la capa externa de la
prostata hacia el tejido cercano y luego hasta los ganglios linfaticos u otras partes del cuerpo. Imagen tomada de la pagina

web del Instituto Nacional de Cancer (http://www.cancer.gov/espanol)

El prondstico (posibilidad de recuperacion) y el plan terapéutico deriva de una correcta estadificacion (si afecta
parte de la préstata, compromete toda la prdstata o se disemind hasta otras partes del cuerpo), del puntaje de
Gleason (grado histolégico del tumor) y la concentracion del APE en sangre. Con frecuencia, se considera que los
cambios en las tasas basales de APE son marcadores tumorales del avance del tumor (Instituto Nacional del

Cancer (http://www.cancer.gov/espanol)).
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Tratamiento de PCa

El tratamiento de vanguardia para el PCa proporciona una supervivencia prolongada, sin enfermedad para muchos
pacientes con enfermedad localizada, pero rara vez es curativo para pacientes con metdstasis dsea y/o ganglionar.
Debido a que la enfermedad es de evolucidn lenta, los afectados pueden morir de otras enfermedades sin haber
padecido ninguna sintomatologia propia del tumor.

El enfoque de tratamiento dependera de la edad y el estado del paciente. Entre los tratamientos estdndar se
encuentran: la espera cautelosa, observacion cautelosa de la condicién del paciente o vigilancia activa, donde se
realiza un seguimiento del paciente mediante exdmenes regulares de tacto rectal, prueba de APE, ecografia
transrectal y biopsia con aguja transrectal. Administrando un tratamiento si el tumor progresa (Instituto Nacional

del Cancer (http://www.cancer.gov/espanol)).

Cuando el tumor esta confinado a la glandula prostatica (tumor intracapsular, biopsia prostatica positiva y
examenes para-clinicos de estadificacion indiquen ausencia de diseminacion), se indica generalmente la
prostatectomia radical; perineal o retropubico, en el cual se extirpa la préstata, el tejido circundante, las vesiculas
seminales y en algunos casos se indica la extirpacion de los ganglios linfaticos. La linfadenectomia pélvica y la
reseccion transuretral de la préstata (RTUP) son indicadas para determinar la extirpacion de la préstata o no y
para aliviar los sintomas que causan un tumor antes de administrar otro tratamiento del cancer respectivamente.
La radioterapia definitiva, puede ser externa o interna aumentando la recidiva de la enfermedad en aquellos

pacientes donde el tumor es extra-capsular, o presenta margenes positivos.

Existen también varias estrategias hormonales para el tratamiento de PCa, sin embargo, el efecto de este
tratamiento es paliativo y la mayoria de los pacientes presentan recidiva. En estos pacientes, la transicién desde el
estadio de carcinoma invasivo al metastasico esta caracterizado por un cambio del estado andrégeno-dependiente
(AD) al estado andrégeno-independiente (Al), consecuencia de la ausencia en respuesta apoptdtica al tratamiento
(PCa hormono-refractario). En este sentido hay un cambio en el eje AR desde las vias paracrinos dependientes de
las células del estroma hacia vias autdcrinas. Este cambio puede estar dado por varios mecanismos, mutaciones
puntuales en el dominio de unidn del AR, activindose de forma constitutiva o alteraciones en las interacciones
entre el AR y algunos de sus coactivadores. Asi mismo, la amplificacidn del gen ar podria incrementar la
sensibilidad de las células a los niveles bajos de andrégenos producidos por las glandulas adrenales. Se ha
reportado que la region cromosémica que contiene a ar (Xql1l-q13), esta amplificada en el 30% de las préstatas

que recurren luego de terapias de ablacién de andrégenos (Arnold and Isaacs 2002).

Los posibles tratamientos hormonales son: castracion bilateral (orquiectomia), el bloqueo de la accién periférica
de la testosterona con antiandrégenos como acetato de ciproterona, la bicalutamida, entre otros, la
estrogenoterapia inhibe la liberacién de hormona luteinizante (LH), reduciendo los niveles de testosterona en

forma comparable a la castracion bilateral, el bloqueo mdximo de andrégenos (MAB de maximal androgen
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blockade) combina el tratamiento anti-androgénico y ablaciéon de andrégenos (Instituto Nacional del Cancer

(http://www.cancer.gov/espanol)).

Cuando en el tratamiento paliativo ha fracasado la terapia hormonal, se puede plantear la radioterapia local como
co-adyuvante de los dolores 6seos o sobre la prdstata cuando existe compromiso ureteral. También se puede
administrar ciclofosfamida y fosfato de extramustina, como quimioterapicos. La forma en que se administra la
quimioterapia depende del tipo y el estadio del cdncer que se estd tratando, pudiendo ser sistémica o regional

(Instituto Nacional del Cancer (http://www.cancer.gov/espanol)).

Tanto la cirugia, la radioterapia o la quimioterapia producen efectos secundarios en los pacientes tratados, siendo

la impotencia y los problemas urinarios comun a los tres tratamientos.

La terapia bioldgica es un tratamiento en el que se usa el sistema inmunitario del paciente para combatir el
proceso tumoral, un ejemplo es el sipuleucel-T en cancer metastdsico. Los bisfosfonatos, como el clodronato,
reducen la enfermedad y el dolor éseo en cdncer metastdasico; asi también lo hace el denosumab, un anticuerpo
monoclonal que retrasa el dafio y dolor a nivel odsea (Instituto Nacional del Céancer

(http://www.cancer.gov/espanol)).

Se estdn probando nuevos tipos de tratamiento en ensayos clinicos como la criocirugia o crioterapia, aungque no se
ha demostrado ni la respuesta inmunoldgica ni la regresidon de las metdstasis con este procedimiento, la ecografia
enfocada de alta intensidad (ultrasonido) que destruye células tumorales, y la radioterapia con haz de protdn (en

estudio para el PCa) (Instituto Nacional del Cancer (http://www.cancer.gov/espanol)).

Biomarcadores en PCa

Los métodos de tamiz utilizados para la deteccidn temprana de PCa se basan en la identificacién de biomarcadores

especificos.

Los biomarcadores son moléculas bioldgicas que indican la presencia o ausencia de un proceso patoldgico y que
pueden ser detectadas en fluidos corporales, como sangre y orina. Las caracteristicas de un marcador tumoral
ideal son: alta estabilidad, especificidad, sensibilidad, practicidad, que presente un método de cuantificacién poco

invasivo y una asociacion directa con el estado, progreso y respuesta a la terapéutica oncoldgica.

Especificamente con respecto al PCa, los biomarcadores deberian predecir correctamente el prondstico para
poder reducir la morbilidad y limitar el nUmero de tratamientos innecesarios. En este sentido, se manejan tres
aspectos relevantes que tienen que ser abordados por los biomarcadores: mayor exactitud en el diagndstico de
PCa, discernir entre formas indolentes y agresivas de PCa y permitir la correcta seleccion de cohortes de pacientes

gue respondan a terapias especificas como radioterapia, quimioterapia, entre otras (Larkin, Zeidan et al. 2010).
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Actualmente el Unico biomarcador de aplicacién clinica para la detecciéon temprana de PCa es el antigeno
especifico de prostata (APE) o kalikreina tisular 3 (hK3), una serin-proteasa regulada positivamente por los
receptores de andrégenos (AR).

La correlacidn entre los niveles de APE y la presencia de PCa es indirecta, debiendo ser confirmada a través de

biopsia, los mismos presentan valores diagndsticos y no prondsticos.

Las kalikreinas fueron inicialmente definidas como serin proteasas que digieren ciertas proteinas de alto peso
molecular para liberar péptidos bioactivos denominados kininas. Se dividen en dos familias: kalikreinas tisulares,
localizadas en el cromosoma 19qg13.4, con 15 genes de kalikreinas localizados en tandem con 4 a 10kb cada uno y
se expresan en prdstata, mama, ovario y testiculos y kalikreinas plasmaticas, codificadas en el cromosoma 4 y de

expresion exclusivamente hepatica (Figura 6) (Diamandis and Yousef 2002).

4+—— Centromere

4.8 kb 4.6 kb 6.2 kb 5.8 kb 5.8 kb 4.4 kb 9.5 kb 10.5 kb 6.5 kb
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eumps. KLK-L3 NES 1 TLSP KLK-LS KLK-L4 KLK-L6 s|g|ec
KLK8 KLK9 KLK10 KLK11 KLK12 KLK13 KLK14
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Figura 6: Esquema del locus génico de las kallikreinas humanas en el cromosoma 19q13.4. El nombre original de cada gen esta
presente dentro de las flechas. El nombre oficial se presenta debajo de las flechas en negro. Las flechas indican la direccién de
la transcripcién. El largo de cada gen esta indicado por encima del nombre de cada gen. La distancia entre cada gen se
especifica por debajo de las flechas. Los genes siglec 9 y acpt no son miembros de la familia de kalikreinas. HSCCE, NES1, TLSP,

serin proteasa tipo tripsina. Tomado de (Diamandis and Yousef 2002).

Las kalikreinas tisulares han sido implicadas en el procesamiento de factores de crecimiento y hormonas: pro-
insulina, lipoproteina de baja densidad (LDL), pro-renina, angiotensinégenos, entre otros. APE, hK2 y hK4 se
expresan principalmente en la glandula prostatica y son reguladas por receptores de andrégenos. Actualmente,
hK3 y hK2 estan siendo utilizadas como marcadores de PCa; hK6, hK10 y hK11 estdn emergiendo como nuevos

biomarcadores de prondstico y progresion de cancer de ovario y préstata (Diamandis and Yousef 2002).

Biosintesis de APE

El APE es la proteina mayoritaria en el fluido seminal con una concentracién de 0,5 a 2 mg/mL, aunque también
estd presente en la leche y fluido amnidtico. Es producida primariamente por el ducto prostatico y el epitelio
acinar y es secretada en el lumen, donde cliva a la semenogelina | y Il del coagulo seminal, pudiendo también clivar

a la proteina de unidn al factor de crecimiento tipo insulina (IGFBP-3), plasmindgeno y TGF-B.

La mayoria del APE (70%-90%) que entra a la sangre periférica estd intacta y circula generalmente como un

complejo de 80-90kDa con el inhibidor de proteasa a-1-antiquimiotripsina. Las isoformas de APE (inactivada por
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clivaje proteolitico) no forman complejos con inhibidores y circulan libremente APE libre. Estas formas estan
presentes en bajas concentraciones en PCa, por lo que la relaciéon APE libre/APE total denominado indice APE es
menor en pacientes con PCa. Aunque en PCa no se produce mas APE que en el epitelio prostatico normal, una
gran fraccion de APE producido parece escapar del procesamiento proteolitico (activacion o degradacion).

(Figura7) (Balk, Ko et al. 2003).
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Figura 7: El epitelio estratificado de la glandula prostatica se divide en dos capas: la capa basal compuesta por células
cuboidales bajas, y una capa de células columnares secretorias (células del lumen). La glandula esta rodeada por membrana
basal que separa estas células del estroma fibromuscular prostatico. Una caracteristica temprana del cancer de préstata es la
disrupcidn de la membrana basal, y esto permite que el APE acceda directamente a la circulacién periférica. Esquema tomado

de (Balk, Ko et al. 2003).

Rol de APE en la patogénesis

En el ambiente tumoral el APE puede generar la protedlisis de ciertas proteinas que influyen en el desarrollo y
progresion del tumor. Una de estas proteinas es IGFBP-3, la mayor proteina de unidn en suero del factor de
crecimiento tipo insulina (IGF-1). IGFBP-3 es producido por las células epiteliales de la préstata y su clivaje in vitro
disminuye su unién a IGF-1, provocando un incremento de IGFs libres para su unién con IGF-1R y promover la

supervivencia celular, incrementando el riesgo de PCa.

Asi mismo, APE puede clivar ciertas proteinas que tienen que ver con la migracion celular y metastasis, como la
fibronectina, la laminina, asi como al activador plasmindgeno tipo uroquinasa, el cual puede potenciar la invasion
de células tumorales. Por otro lado se ha visto que presenta una potente actividad mitogénica in vitro para
osteoblastos, sugiriendo un rol en metastasis dsea y respuesta osteoblastica. En contraste con las actividades
promotoras del tumor, APE presenta también funciones o efectos antiangiogénicos mediante el clivaje del
plasminégeno para producir péptidos con actividad tipo angiostatina o por inactivacion del inductor angiogénico
factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) y del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), aunque los

mecanismos de accién in vivo deben ser establecidos (Russell, Bennett et al. 1998).

APE como biomarcador en PCa
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Desde la introduccién del APE como biomarcador clinico y del examen rectal como herramientas de tamiz en PCa,
la incidencia de este tumor ha disminuido dramaticamente y la deteccion es temprana, y confinada a la glandula.
Actualmente el APE es el Unico biomarcador en sangre utilizado en la clinica para la deteccidn y monitoreo de la
progresion del PCa, aunque es poco claro si permite disminuir la mortalidad por PCa. Los estudios de grandes
cohortes sugieren valores de APE total en suero mayores a 4ng/mL como limite inferior para la realizacion de
biopsias prostaticas, aunque datos mas recientes sugieren un valor de 2,5ng/mL como limite inferior para evitar la
exclusién de una gran proporcidon de pacientes que presentan la enfermedad en estadios tempranos (Diamandis

and Yousef 2002).

Se estima que entre el 20% al 50% aproximadamente de los casos de PCa confinados a la glandula ocurren en
hombres que presentan niveles de APE total en suero igual o menor a 4ng/mL (Balk, Ko et al. 2003, Thompson,
Pauler et al. 2004). Asi mismo, el valor prondstico de este biomarcador es limitado ya que el PCa avanzado esta

también asociado a valores bajos o normales del antigeno prostatico (Watahiki, Wang et al. 2011).

El APE no es especifico de la glandula prostatica ni de PCa, estd presente en menor concentracion en mama,
tiroides y placenta, asi como en glandulas perianales y apdcrinas. Por otro lado incremento de esta proteasa ha
sido reportada en una variedad de otros canceres y patologias, como cancer de mama, Hiperplasia Prostatica
Benigna (HPB), prostatitis y otros desordenes malignos, siendo mayor su expresion en pacientes con PCa en
comparacion con los niveles de expresion reportados en pacientes con HPB y prostatitis (Montano and Djamgoz

2004).

Se ha visto que la normalizacidn por el volumen prostatico (densidad de APE mayores a 0,15 son sugestivas de
PCa), o la velocidad de aumento de APE en el tiempo (valores mayores de 0,75 ng/mL por afio son predictivos de
PCa), no parecen ser utiles a nivel clinico debido a las variaciones de la forma de la préstata y relaciones entre
epitelio y estroma asi como las limitaciones en obtener los valores de APE anteriores al diagnéstico de PCa para

estudiar la evolucion de los pacientes.

La baja sensibilidad y especificidad del APE asi como la subjetividad del exdmen rectal para detectar un aumento o
irregularidad en la morfologia de la glandula prostatica, hacen necesario la identificacion de nuevos marcadores
con el fin de predecir la severidad de la enfermedad, reducir la morbilidad y evitar tratamientos innecesarios
(Diamandis and Yousef 2002, Larkin, Zeidan et al. 2010).

Debido a la naturaleza heterogénea del PCa es dificil obtener un biomarcador adecuado. Se han realizado varios
estudios para identificar biomarcadores alternativos para el diagndstico clinico de PCa, utilizando nuevas
plataformas tecnoldgicas: 2DE (GSTP1) y MS, 2D DIGE, MALDI-MS, SELDI, SELDI TOF MS, LC MS/MS (AMACR,
PSMA), protedmica de exosomas y mitocondrias, microarreglos de proteinas acoplado a microdiseccion con laser
de captura, glicoprotedmica y fosfoprotedmica, etc., en suero, tejido prostatico, lineas celulares prostaticas

sensibles e insensibles a andrégenos (Chen, Giorgianni et al. 2010, Larkin, Zeidan et al. 2010).
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La evidencia actual muestra una tendencia en la utilizacion de multiples marcadores (paneles de biomarcadores
denominados Multiplexing) para caracterizar los fenotipos heterogéneos del PCa en la poblacién, combinando la
informacién demografica y clinica cuya finalidad es identificar aquellos pacientes que estan en riesgo de presentar
PCa y determinar el prondstico de los mismos.

De estos estudios surgen varios marcadores para los diferentes estadios del PCa y que parecen ser prometedores
en el diagndstico de la neoplasia; peptidasa 2 relacionada a kalikreina humana (KLK2 o hK2), el antigeno de
membrana especifico de préstata (PSMA), kalikreinas 2-4, 10-13 y la 15, el antigeno 3 de PCa (PCA3) o DD3,
antigeno de PCa temprano (EPCA), a-metilacil-CoA racemasa (AMACR), activador de plasmindgeno uroquinasa
(uPA) y su receptor (UPAR), factores de crecimiento tipo Insulina y proteinas de unién, genes de fusién: TMPRSS2:
ERG y TMPRSS2: ETV1, factor beta de crecimiento tumoral (TGFB1), potenciador del homologo Zeste 2/Histona-
lisina-N-metiltransferasa (EZH2), hipermetilacion de Glutation-S-Transferasa m (GSTP1), proteina secretoria
prostatica 94 (PSP94), proteina secretoria 3 rica en cisteina (CRISP-3), marcadores de diferenciacion
neuroendocrina: cromogranina A, progastrina, E-cadherina, annexina 3 (ANXA3), antigeno de stem cell de prdstata
(PSCA), hepsina, interleuquina-6 (ligando y receptor) y sarcosina. Aunque estos biomarcadores son prometedores
para determinar el diagndstico, estadificacién, prondstico y monitoreo del PCa, aun no han sido validados

clinicamente (Larkin, Zeidan et al. 2010)

En este complejo escenario, los microRNAs (miRs) surgen como buenos candidatos para su uso como
biomarcadores en cdncer debido a su gran estabilidad en plasma, suero y tejidos fijados y su especificidad,
reproducibilidad y consistencia entre individuos de la misma especie (Bremnes, Sirera et al. 2005, Mattie, Benz et
al. 2006, Ali, Aimhanna et al. 2010).

Ademas de estas caracteristicas, los miRs presentan perfiles diferenciales de expresion en distintos tipos de

patologias, incluidas el cancer (Mitchell, Parkin et al. 2008, Huang, Yang et al. 2010, Mahn, Heukamp et al. 2011).

Generalidades de miRs

Los miRs son pequefias moléculas de ARN simple hebra, endégenas, de aproximadamente 19-23nt de longitud, no
codificantes y conservadas en la evolucidn, responsables de la regulacidn de entre 30-50% de la expresion génica
en mamiferos, y asociados a varios procesos celulares como la proliferacién celular, diferenciacion, respuesta a
estrés, apoptosis, inmunidad, por lo que su desregulacidn afecta procesos bioldgicos celulares generando eventos
patoldgicos complejos como es el caso de las enfermedades infecciosas, cardiovasculares, neurodegenerativas y el

inicio y progresién del cancer (Bartel 2004, Coppola, De Maria et al. 2010).

Desde la descripcion del primer miR en 1993 en C.elengans (Lee, Feinbaum et al. 1993), se han identificado
aproximadamente 1000 miRs en el humano, encontrandose entre 500 a mas de 10000 copias de un miR especifico

por célula (Ragan, Zuker et al. 2011, Pritchard, Cheng et al. 2012). Actualmente se cuenta con mas de 18000
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entradas de precursores de miRs y mas de 21000 miRs maduros en el repositorio de secuencias Mirbase

(http://www.mirbase.org/).

Los genes de miRs estdn dispersos a lo largo de todo el genoma pudiendo estar codificados en forma
monocistronica o en clister con otros miRs. Los miR presentes en clister representan el 37% de los miRs en
humanos, y se piensa que existe como mecanismo para coordinar de forma mas eficiente la regulaciéon de

procesos celulares (Altuvia, Landgraf et al. 2005).

Con respecto a su ubicacidn, existen dos tipos de miRs: intergénicos e intragénicos. Los primeros estdn presentes
en secuencias intergénicas conteniendo sus propios elementos reguladores, promotores y seiiales de terminacion.
Los segundos (intrénicos generalmente) se co-transcriben de forma independiente o dependiente del gen huésped
y se escinden mediante eventos de splicing alternativo (Lynam-Lennon, Maher et al. 2009, Monteys, Spengler et
al. 2010). De hecho, aproximadamente el 50% de los miRs de vertebrados son intrénicos (Saini, Enright et al.

2008).

Por otro lado, una gran proporcion de los miRs estan localizados en sitios fragiles (regiones cromosémicas
inestables) o en regiones gendmicas asociadas a cancer que son comunmente amplificadas o deletadas, lo que

sugirié por primera vez su asociacion con la carcinogénesis (Calin, Dumitru et al. 2002)

Metabdlicamente, son moléculas muy estables, presentando en algunos casos una vida media de varias horas,
incluso de dias. Esta estabilidad puede ser modulada por la adicién post-transcripcional de residuos de adenosina
o uracilo en el extremo 3’ del pre-miR o en el miR maduro, motivos de la secuencia o modificaciones en el extremo
3" como la adenilacién por la poly(A) polimerasa, uridilacion por la poly(U) polimerasa y la metilacién que marca a
los miRs para su degradacidn o los protege de la actividad exonucleolitica, dependiendo del miR y del tejido. Sin

embargo, en otros casos el metabolismo debe ser activo (Krol, Loedige et al. 2010).

La regulacién de la expresion de miRs autdonomos, a nivel de tejido y estadio especifico, presenta mecanismos
similares a la de los ARNm, presentando regiones promotoras similares a las presentes en los genes que codifican
para proteinas, conteniendo islas CpG, secuencias caja TATA y elementos de iniciacién que sugieren que los genes
de miRs estan controlados por factores de transcripcidn, potenciadores, elementos silenciadores y modificadores

de la cromatina al igual que los genes de ARNm (Monteys, Spengler et al. 2010).

En este sentido, los andlisis gendmicos de las regiones que comprenden los miRs intréonicos mostraron también
que aproximadamente el 35% de estos presentan elementos reguladores upstream consistentes con funciones
promotoras (Monteys, Spengler et al. 2010). De todos los miRs intrénicos, el 30% presenta elementos regulatorios
para Pol ll, incluyendo sitios de inicio de la transcripcidn, islas CpG, secuencias tags y sitios conservados de union a
factores de transcripcidon. El 5% restante contiene elementos regulatorios de Pol Il (secuencias caja A/B),
sugiriendo que la expresidn transcripcional de miRs intrénicos ocurre de forma independiente a la expresién de los

genes huésped (Monteys, Spengler et al. 2010).
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Los genes de miRs son transcriptos por la Pol Il y Pol lll en moléculas precursoras denominadas pri-miRs de mas de
100 nucledtidos de longitud y que presentan uno o varios bucles. Los pri-miRs son sustrato para dos enzimas
pertenecientes a las familias de RNasas lll, Drosha y Dicer operando en complejo con proteinas de unién a ARN
doble hebra entre ellas DGCR8 y la proteina de respuesta a la transactivacidon (TRBP) (Borchert, Lanier et al. 2006,
Monteys, Spengler et al. 2010). A nivel nuclear, el complejo Drosha-DGCR8 procesa al miR primario (pri-miR) de
forma co-transcripcional, generando una molécula precursora en horquilla denominada pre-miR de
aproximadamente 70 -100 nucleétidos de longitud que presenta en 5 una caperuza 7-metilguanosina y una cola
poly (A) en 3" (via candnica). Algunos pre-miRs son producidos de intrones cortos denominados mirtrons como
resultado del splicing, evitando asi el procesamiento por Drosha-DGCR8. En cualquiera de las dos situaciones, las
moléculas generadas son exportadas al citoplasma, donde son procesadas por Dicer, generando duplex de
miR/miR* de aproximadamente 20 pares de bases (Krol, Loedige et al. 2010). En mamiferos, la Argonauta 2
(AGO2), que posee actividad endonucleasa tipo RNasa-H, puede colaborar con el procesamiento de Dicer
mediante el clivaje del brazo 3’ de algunos pre-miRs, formando asi un intermediario adicional procesado

denominado precursor de miR clivado por AGO2 (ac-pre-miR) (Figura 8)(Krol, Loedige et al. 2010).

Luego de que el duaplex miR/miR* ingresa en el citoplasma, una de las hebras, la hebra lider, es
preferencialmente incorporada al complejo de silenciamiento inducido por miR (miRISC), mientras que la hebra
pasajera (miR*), es liberada y degradada en algunos casos, aunque también puede ser incorporada en el complejo
y presentar actividad reguladora. Generalmente, la hebra retenida es la que presenta una menor estabilidad en el

extremo 5 del duplex miR/miR* (Schwarz, Hutvagner et al. 2003).

Como parte de este complejo, los miRs maduros reprimen la expresion génica disminuyendo la eficiencia
traduccional y los niveles de mRNA mediante la deadenilacién y degradacion de cientos de ARNms a través del
apareamiento complementario de bases entre el extremo 5 del miR y el extremo 3’ UTR de transcriptos
especificos (Maroney, Yu et al. 2006, Pang, Kwok et al. 2009, Guo, Ingolia et al. 2010, Krol, Loedige et al. 2010). La
region de apareamiento complementario entre el miR y el ARNm se denomina secuencia “semilla” o “seed” y

posee entre 2 a 8 nt.

Las proteinas AGO2, que interaccionan directamente con los miRs y la proteina glicina triptéfano (GW182), actian
como efectores downstream en la represion y son factores esenciales en el ensamblaje y funcionamiento del

complejo misRISC (Krol, Loedige et al. 2010).

Los procesos de represion traduccional involucran la reduccion en el inicio de la traduccién o el aumento del
desprendimiento de los ribosomas y son menos conocidos que la deadenilacion y degradacién de los ARNm
blancos de miRs (Pasquinelli 2012). Los ARNm reprimidos traduccionalmente pueden acumularse en focis
citoplasmaticos discretos denominados cuerpos P o en cuerpos glicina triptéfano (GW) (Krol, Loedige et al. 2010,
Pasquinelli 2012). Los cuerpos P son cuerpos dinamicos, que funcionan como regiones de almacenamiento y

decaimiento de los ARNm reprimidos, y por lo tanto estan enriquecidas de proteinas relacionadas a la represién
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traduccional, deadenilacion del ARNm, decapping y degradacidn, proteinas argonauta, GW182, microARNs y
ARNm reprimidos. Los compartimentos endosomales tardios especializados (MVBs) también han sido identificados
como organelos que contribuyen a la funcién de los miRs. En el limen, estos organelos acumulan vesiculas las
cuales son transportadas a los lisosomas para su degradacion o para su liberacidon al medio extracelular a través de

exosomas (Krol, Loedige et al. 2010, Pasquinelli 2012).

Intronic Intergenic Polycistronic
:D mifMA - ™ miRNA ™~ miRNA-x miRNA-y
Pol Il transcription Polll

transcription

|

_5 miRMA
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|
miRNA
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AAAAA
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Figura 8: Biogénesis de miRs. Tomado de (Rottiers and Naar 2012).

AAAAA

La represién mediada por miRs puede conducir también a la disminucidn de los ARNm blanco, y esto esta asociado
al acortamiento de la cola poly (A) respondiendo a un modelo donde el miR provoca la deadenilacion del ARNm

promoviendo el de-capping y posterior degradacién del ARNm. La deadenilaciéon esta mediada por la proteina
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glicina triptéfano (GW182), de 182 kDa. El extremo N-terminal de GW182 interacciona con AGO2 y el C-terminal

con las proteinas de unién a cola poly-A (PABP), reclutando las deadenilasas CCR4 y CAF1 (Guo, Ingolia et al. 2010).

Sin embargo la funcién de los miRs no se limita Unicamente a una modulacién negativa de sus blancos, y en éste
sentido existen varios reportes que indican que los miRs no solo actian como represores sino que también
pueden actuar como activadores de la traducciéon. En ausencia de suero, o en su defecto en bajas concentraciones
del mismo, el complejo miRISC-AGO2 presenta funciones activadoras de la traduccidn. Este cambio requiere la
presencia de la proteina FXR1, proteina 1 relacionada al X-fragil (Vasudevan and Steitz 2007, Krol, Loedige et al.

2010).

Con respecto a la interaccidn directa y especifica entre el miR y el ARNm blanco, la gran mayoria de los miRs forma
duplex parciales ARN: ARN con sus ARNm blancos, con apareamientos no coincidentes y burbujas de nucleétidos
desapareados. A su vez, la mayoria de los ARNm estudiados hasta la fecha estan regulados a nivel del 3’'UTR y la
Unica regioén del duplex que presenta una complementariedad exacta es la que involucra a la regién semilla del
miR y el sitio blanco del ARNm, mientras que los apareamientos incorrectos que se den en esta regién pueden
eventualmente ser compensados por apareamientos a nivel del extremo 3’del miR, sugiriendo una complejidad
mayor en las interacciones. Sin embargo, hay raras excepciones donde se da una complementariedad perfecta

entre el miR y el sitio blanco del ARNm, produciéndose el clivaje de este ultimo (Pasquinelli 2012).

De acuerdo a varios analisis bioinformaticos, existen cerca de 100 blancos de mRNA diferentes por cada miR (Cho
2007, Pang, Kwok et al. 2009). Con el propdsito de identificar los genes blancos de un miR dado, se han
desarrollado numerosos métodos que incluyen aproximaciones empiricas como estudios genéticos a pequefia
escala (identificacion de blancos a través de analisis de supresién fenotipica) o analisis bioquimicos a gran escala
para aislar ARNm blancos o secuencias y estudios computaciones consistentes en algoritmos de prediccién
basados en la reglas bioquimicas que gobiernan la regulacién mediante complementariedad de pares de bases
entre el miR y el ARNm. Los métodos computacionales para la prediccién de blancos de miRs se basan en
algoritmos que incorporan diversos criterios. La mayoria de ellos utilizan conjuntos de conclusiones comunes
derivadas de analisis experimentales, que reducen el nimero de falsos positivos en las predicciones. Esto incluye
un requerimiento de un apareamiento perfecto del tipo Watson-Crick entre la regién 5" del miR y la secuencia de
ARNmMm, especialmente de la regiéon denominada semilla entre el nucleétido 2 y 7 del miR. Ademas, la lista de genes
blancos se reduce utilizando criterios de conservacion. Asi mismo, la accesibilidad del sitio blanco en la estructura
secundaria del 3’'UTR es utilizada comunmente como pautas de prediccién. Aunque estos criterios generales han
servido para la prediccidn exitosa de varios blancos de miRs, la flexibilidad existente entre la unién del miR con el
ARNmM genera un patrén aun mas amplio de mecanismos de interaccion, lo que tal vez explique que existeun
numero acotado de pares miR-blancos validados experimentalmente (Pasquinelli 2012, Pritchard, Cheng et al.

2012).
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Dentro de los métodos computacionales disponibles, miRecords (http://mirecords.biolead.org) es un recurso
desarrollado por Biolead.org, Laboratorio de Investigacién de Bioinformatica y Biologia Computacional (Xiao, Zuo
et al. 2009). Este software de prediccidn, consiste de dos componentes: Blancos Validados experimentalmente y
Blancos Predichos que corresponde a la integracidon de los blancos de miRNA establecidos por 11 programas o
herramientas de prediccion. Estos sistemas de prediccion se conocen como DIANA-microT, Microlnspector,
miRanda, MirTarget2, miTarget, NBmiRTar, PicTar, PITA, RNA22, RNAhybrid, y TargetScan y utilizan algoritmos y

criterios propios que se resumen brevemente en la Tabla 1 del Anexo.

La aproximacién experimental para la busqueda de genes blanco de un miR también requiere ensayos funcionales.
Los estudios sobre la interaccion con los diferentes blancos predichos, incluyendo la modulacion del ARNm vy la
proteina candidata en tejido normal y tumoral, el andlisis del efecto global del miR en las vias celulares son
fundamentales para encontrar los genes blancos de regulacién por un miR en un tejido dado. De hecho, gran parte
de los miRs se expresan de forma tejido-especifico o estadio especifico en el desarrollo y participan en la

regulacién de varios procesos celulares como se menciono anteriormente (Coppola, De Maria et al. 2010).

Para el andlisis de vias moleculares moduladas por miRs existen herramientas de analisis como"WEB-
based GEne SeT Analysis Toolkit" (WebGestalt). WebGestalt (http://www.webgestalt.org) es una web de libre
acceso basada en un kit de herramientas de analisis de sets de genes. Fue disefiada para gendmica funcional,
protedmica y estudios genéticos de gran escala de los cuales se generan continuamente grandes listas de genes
(e.g. sets de genes diferencialmente expresados, sets de genes co-expresados, etc.). WebGestalt incorpora
informacién de diferentes recursos y fuentes publicas y permite un entendimiento mayor de la significancia
bioldgica de los genes estudiados. La versidn WebGestalt, actualizada en enero de 2013, dispone de 8 organismos
y presenta diferentes tipos de andlisis: enriquecimiento de vias y categorias mediante Analisis de Ontologia
genética, anadlisis de enriquecimiento en las vias KEGG, en la base de datos Wikipathways, andlisis de vias
comunes, andlisis de blancos para factores transcripcionales (MSigDB), analisis de blancos de miR (MSigDB),
andlisis de redes de interaccién entre proteinas, y analisis de enriquecimiento a nivel de bandas citogenéticas
(Wang, Duncan et al. 2013).

Ademas de los andlisis individuales para descubrir genes blanco de miRs, estan actualmente accesibles largos
catdlogos de informacion sobre expresidon génica en tumores, como “The Human Protein Atlas” que proporciona
niveles de expresion proteica en muestras normales y tumorales de prdstata (entre otros tejidos). El proyecto
sueco Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org), fue fundado por la Fundacién de Knut y Alice
Wallenberg y fue establecido para permitir una exploracién sistematica del proteoma humano usando Antibody-
Based Proteomics. Para esto se combind la generacidon de anticuerpos purificados por afinidad con el perfil
proteico en multiples tejidos en microarreglos de tejidos. Los andlisis con microscopia confocal usando lineas
celulares humanas estan destinados a la localizacion mas detallada de las proteinas. El principal objetivo es
producir anticuerpos especificos para proteinas blanco de humanos usando un método de produccidn de alto

rendimiento que involucra el clonado y la expresién de Protein Epitope Signature Tags (PrESTs). Luego de la
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purificacidn los anticuerpos son utilizados para estudiar el perfil de expresion en células y tejidos y para analisis
funcionales de las proteinas en un amplio rango de plataformas. Asi el portal de libre acceso, cuenta con millones
de imagenes de alta resolucién que muestran la distribucidn espacial de proteinas en 44 tejidos humanos
normales diferentes, 20 tipos de cancer diferentes y 46 lineas celulares humanas diferentes. La expresion de
proteinas anotadas en este portal tiene como objetivo crear un mapa comprensivo de los perfiles de expresién de

proteinas en tejidos humanos normales y células (Uhlen, Bjorling et al. 2005, Uhlen, Oksvold et al. 2010).

Por dltimo, hoy se dispone también de numerosos estudios de microarreglos o secuenciado masivo de tumores,
gue han sido recopilados en diversas bases de datos. Entre ellas, bases de acceso publico como el Gene Expression
Omnibus (GEO) del National Center for Biotechnology Information (NCBI), y plataformas de acceso comercial
como Oncomine, los cual recopilan, clasifican y curan los estudios de expresidn génica en cdncer de grandes
cohortes de pacientes oncoldgicos. Con la tecnologia de microarreglos de ADN se ha generado una masiva
produccién de datos oncogendmicos, y paralelamente se han desarrollado recursos bioinformaticos unificadores.
Mas de 100 estudios publicados han presentado andlisis de muestras de cancer humano, identificando perfiles de
expresion génica para la mayoria de los tipos y subtipos de cancer y encontrando correlacién entre estos perfiles
de expresidn y varias caracteristicas del tumor incluyendo: grado tumoral o estadio de diferenciacién, potencial
metastdsico y sobrevida del paciente. Se han identificado nuevos biomarcadores tisulares y seroldgicos para el uso

como blancos terapéuticos potenciales.

La herramienta ONCOMINE (http://www.oncomine.org/) es una plataforma interactiva que contiene datos de
microarreglos de expresion génica de muestras de tejidos de pacientes con cancer, provenientes de los estudios
mas grandes publicados hasta el momento (normalizados a fin de ser comparables), junto con datos histoldgicos y
clinicos (Cancer vs. Normal, Cancer vs. Cancer [Histologia del Cancer; Multi-Cancer], Analisis de Subtipos de Cancer
[Evolucidn clinica; Metastasis vs. Primario; Subtipo Molecular: Biomarcadores; Subtipo Molecular: Mutaciones;
Subtipo Patoldgico: Grado; Subtipo Patoldgico: Estadio; Respuesta del Paciente al Tratamiento; Recurrencia vs.
Primario; Otras], Cancer vs. Linea de Base [ADN unicamente], Vias y Drogas [Sensibilidad a Drogas vy
Perturbacién]). Asimismo, ONCOMINE proporciona una interfase con herramientas para interrogar correlaciones
entre la expresion de genes y datos clinicos especificos. Estas herramientas nos permiten la comparacion rapida de
miles de genes en muestras de cdnceres humanos provenientes de estudios independientes (Rhodes, Yu et al.

2004).

miRs en Cancer

La primera conexidn entre miRs y cancer fue realizada por Calin et al. quienes mostraron la deleccién o sub-
expresion de la region del cromosoma 1314 en mas de la mitad de los casos de leucemia linfocitica crénica de
células B (CLL), regidon donde existen dos miRs (miR-15 y miR-16) que se expresan pero que no codifican para

productos proteicos (Calin, Dumitru et al. 2002). Inmediatamente estudios independientes describen por primera
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vez como un miR contribuye a la carcinogénes, siendo el caso de mir-17 y la via oncogénica de myc (Mayr,
Hemann et al. 2007).

Posteriormente, un enorme numero de estudios han demostrado que los miRs juegan un rol importante en el
inicio y progresién de diferentes patologias oncoldgicas y tanto la sub-expresién como la sobre-expresiéon de miRs
pueden contribuir a la etiologia del cancer (Volinia, Calin et al. 2006, Porkka, Pfeiffer et al. 2007, Lynam-Lennon,
Maher et al. 2009, Metias, Lianidou et al. 2009, Pang, Kwok et al. 2009).

La expresion aberrante de miRs en cdncer, puede deberse a alteraciones en el nimero de copias, modificaciones
epigenéticas (especialmente la metilacion del ADN), mutaciones en el precursor del miR en las regiones de unidén a
DGCR8 vy clivaje de Drosha, afectando asi el procesamiento del miR y su abundancia, ademads de fallas en el
procesamiento del miR y desregulacién de sus promotores. Por otro lado, se ha visto que Dicer, una enzima
necesaria para el procesamiento de los miR, esta sobre-expresada en PCa (Chiosea, Jelezcova et al. 2006). Mas
tarde, se comprendid que existe una alteracion en diversos componentes de la via de sintesis y la via efectora del

silenciamiento por miRs en varios tipos de cancer (Bahubeshi, Tischkowitz et al. 2011).

Los miRs cuya expresion esta incrementada en tumores se denominan oncomiRs o miRs oncogénicos; estos
promueven el desarrollo del tumor inhibiendo a genes supresores de tumores, como es el caso del clister mir-17-
92 en linfoma y cancer de pulmdn, miR-21 en cancer de mama, miR-221 en glioblastoma, miR-183 en cancer de
colon entre otros (Ciafre, Galardi et al. 2005, Hayashita, Osada et al. 2005, He, Thomson et al. 2005, Bandres,
Cubedo et al. 2006, Zhu, Si et al. 2007).

La desregulacién de oncomiRs estd asociada con alteraciones genéticas y epigenéticas, incluyendo deleciones,
amplificaciones, mutaciones puntuales o metilacion aberrante del ADN, que repercuten en la activacién
transcripcional (Calin and Croce 2006).

En la oncogénesis, los miRs que presentan una disminucion en su expresién son denominados miRs supresores de
tumores. Estos previenen el desarrollo tumoral en el tejido normal mediante la inhibicién de oncogenes, y un
ejemplo es el de let-7 en cancer de pulmédn (Takamizawa, Konishi et al. 2004, Kent and Mendell 2006, Zhang, Pan
et al. 2007).

Desde los estudios de Lawrie et al., donde reportaban que los niveles en suero de miR-21 estaban asociados con la
sobrevida sin relapso de pacientes con linfoma de células B, y sugiriendo su posible rol como biomarcador de
diagndstico de la enfermedad, se han reportado a la fecha gran cantidad de estudios donde se identifican perfiles
unicos de expresion de miRs en diferentes tipos de cancer, asi como en diferentes estadios de la enfermedad
(Volinia, Calin et al. 2006, Porkka, Pfeiffer et al. 2007, Lawrie, Gal et al. 2008, Lynam-Lennon, Maher et al. 2009,
Pang, Kwok et al. 2009). En este sentido Lin et al. reportan diferencias significativas en suero de varios miRs: hsa-
miR-126, hsa-miR-183 y hsa-miR-222 entre pacientes con cancer de pulmdn no a células pequefias (NSCLC) y
controles, sugiriendo la utilizacién de hsa-miR-126 y hsa-miR-183 como potenciales biomarcadores en suero para

NSCLC metastasico (Lin, Mao et al. 2012).
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Una de las caracteristicas que potencian el uso de miRs como biomarcadores, es su gran estabilidad en diferentes
compartimentos. Esta estabilidad sugiere que los mismos estan eficientemente protegidos de la accién de las
ARNasas. Una de las hipdtesis que se maneja es la asociacion o empaquetamiento de los miRs en exosomas
secretados por las células (Valadi, Ekstrom et al. 2007). Otra explicacién alternativa es la asociacién de los miRs a
otras moléculas, por ejemplo los complejos de ARN-proteina (ejemplo miRs unidos a Ago2 [complejo silenciador
inducido por ARN-RISC u otras; Agol, Ago3 y Ago4]), o modificaciones del miR que lo hacen resistente a la accion
de las ARNasas (Krol, Loedige et al. 2010). Si bien no se sabe con certeza como se afectan los niveles de miRs en
sangre en los diferentes tipos de neoplasias (Chen, Ba et al. 2008), no parece que esta relacién este afectada o
tenga asociacién con las células de la sangre. Sin embargo hay varias posturas al respecto: los miRs se originan de
células tumorales en la sangre (Mitchell, Parkin et al. 2008), son el resultado de células tumorales muertas y
lisadas o células tumorales que liberan los miRs al medio (Chin and Slack 2008) o son resultado de exosomas
derivados del tumor (Kharaziha, Ceder et al. 2012).

La diferencia en los perfiles de expresion de miRs permite crear asociaciones entre los diferentes tipos de
neoplasias. En los trabajos de Volinia et al. se observa una agrupacién de los tumores de prdstata, colon,
estdmago y pancreas por similitud en la expresién de miRs mientras que pulmén y mama presentan perfiles
claramente diferentes en un set de 540 muestras (Volinia, Calin et al. 2006). Especificamente en préstata Volinia et
al. determinan la sobre-expresién en PCa de los miRs: miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-
199a-1, miR-146, miR-181b-1, miR-20a, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-25 y miR-106a (RB1) y sub-
expresion de miR-218-2 (Volinia, Calin et al. 2006). Por otro lado, Bandres et al. analiza la expresion por qPCR de
156 miRs maduros de lineas celulares de cancer colorectal, muestras pareadas de tejidos tumorales y normales,
detectando 13 miRs diferencialmente expresados, entre ellos hsa-miR-183 y hsa-miR-96 y de forma menos
significativa, hsa-miR-182, pertenecientes al mismo cluster (Bandres, Cubedo et al. 2006). También se detectan
perfiles diferenciales de miRs (miR-195 y let-7a) en la circulacion de individuos con cancer de mama, comparado a
los perfiles en individuos control, y se observa una correlaciéon entre los miRs circulantes y las variables patoldgicas
como el estatus nodular y la presencia o ausencia de receptores de estrégenos (Heneghan, Miller et al. 2010). En
cancer de pulmdn también se han visto diferentes perfiles de expresion, encontrandose correlacién entre los
perfiles moleculares y la sobrevida de pacientes (Yanaihara, Caplen et al. 2006).

Asi, el andlisis de perfiles de expresion de miRs, ademas de la identificacidon de sus blancos en cdncer podrian
permitir el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas, orientadas a inhibir la expresion de miRs oncogénicos, o
elevar la expresion de miRs supresores de tumores. En el caso de miRs supresores de tumores, esto se ha llevado a
cabo mediante modificaciones epigenéticas (tratamiento con inhibidores de metiltransferasas: 5-Adc) o re
introduciendo de forma exdgena los miRs, provocando asi la disminucion de alguna caracteristica tumoral de la
célula; crecimiento, invasion, etc. Asi mismo, el analisis de la localizacién gendmica de los miR podria servir en la
determinacidon de las funciones y los mecanismos regulatorios a los que estdn sometidos, determinando

finalmente las causas de su alteracidn en el tumor, en este aspecto se ha reportado la correlacion positiva entre la
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expresiéon de miRs con genes altamente sobre-expresados en tumores de prostata (Ambs, Prueitt et al. 2008,

Prueitt, Yi et al. 2008).

En PCa particularmente, se han reportados varios trabajos proponiendo a los miRs como biomarcadores de
estadificacidn, definiéndolos como moléculas de fécil extraccion mediante mecanismos poco invasivos, y que se
expresan de forma diferencial entre diferentes estadios de la neoplasia, pudiendo discriminar muestras normales
de Hiperplasia Benigna Prostatica y adenocarcinoma de préstata (Mahn, Heukamp et al. 2011). Del mismo modo,
los resultados de Mitchell et al. muestran la posibilidad de discriminar pacientes con PCa de los pacientes control

de forma especifica y sensible, mediante la deteccidon de miR-142 en sangre (Mitchell, Parkin et al. 2008).

miRs en PCa

Hasta la fecha, cerca de 50 miRs han sido asociados con PCa, sin embargo, los estudios de perfiles de expresion
presentan resultados poco concordantes en referencia a la identidad de los miRs desregulados, debido
probablemente a diferencias metodoldgicas y a la baja cobertura de alguno de los analisis (Volinia, Calin et al.
2006, Porkka, Pfeiffer et al. 2007, Ambs, Prueitt et al. 2008, Schaefer, Jung et al. 2010, Szczyrba, Loprich et al.
2010, Hassan, Ahmad et al. 2012).

Sin embargo, un grupo de mas de 20 miRs, fue identificado en por lo menos dos estudios independientes (sobre-
expresados: hsa-miR-32, -182, -31, 26a, 200c, 196a y el cldster hsa-miR-106b-25, -21, -93, -125b, -183, -96, -200c, -
370, -375, y sub-expresados: -24, -100, -26a-b, -29a-c, -30a-e, -125a-b, -143, -145, -199a-5p, -221, let7b-c, hsa-miR-
520h, -494, -490 vy el cluster miR-1-133a, 101, entre otros (Porkka, Pfeiffer et al. 2007, Ambs, Prueitt et al. 2008,
Varambally, Cao et al. 2008, Pang, Kwok et al. 2009, Tong, Fulgham et al. 2009, Folini, Gandellini et al. 2010,
Schaefer, Jung et al. 2010, Leite, Canavez et al. 2011, Leite, Sousa-Canavez et al. 2011, Martens-Uzunova, Jalava et
al. 2012, Walter, Valera et al. 2013).

Los estudios de Walter et al. analizan por primera vez los perfiles de expresiéon de miRs en muestras pareadas de
PCa con diferentes grados de Gleason, tejido normal epitelial y del estroma adyacente, identificando perfiles de
expresion diferencial entre muestras tumorales y normales, asi como un set de miRs que estan expresados
diferencialmente en estroma y tejido epitelial de la glandula normal; let-7, hsa-miR-1, 98, 126, 132, 142, 143, 144,
205, 210 (Tsuchiyama, Ito et al. 2013, Walter, Valera et al. 2013).

Se ha reportado también que la via de andrégenos contribuye a la regulacidén de ciertos miRs en PCa, tal es el caso
de hsa-miR-338, hsa-miR-126, hsa-miR-181b-1, hsa-miR-181c y el clister hsa-miR-221, entre otros (Ambs, Prueitt
et al. 2008). En este sentido, Ribas et al., reporta el incremento de miR-21 dependiente de la activacion de los
receptores de andrégenos, desencadenando de forma concomitante el crecimiento celular andrégeno

independiente y resistencia en PCa (Ribas, Ni et al. 2009).

Por otro lado, Porkka et al. reporta perfiles de expresion diferencial de miRs en lineas celulares de PCa, muestras

xenotransplantes de PCa y muestras de tejido prostaticos, encontrando diferencias de expresion en células AR
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negativas y AR positivas, sugiriendo una posible regulacién andrégeno dependiente de algunos miRs (Porkka,
Pfeiffer et al. 2007) . En este sentido Nadiminty et al. reporta la inhibicidon del crecimiento tumoral prostatico
mediante la regulacion de la expresion de AR a través de let-7c (Nadiminty, Tummala et al. 2012), y el
involucramiento de diferentes miRs en el pasaje de un estado andrégeno dependiente- independiente (Shi, Ma et

al. 2004, Shi, Xue et al. 2007, Shi, Tepper et al. 2008, DeVere White, Vinall et al. 2009).

Sin embargo, son pocos los estudios que han analizado los perfiles de expresién de miRs en PCa metastasico, a
pesar de su alta frecuencia (mas del 90% de los casos con PCa avanzado presentan metastasis osea) (Peng, Guo et
al. 2011, Watahiki, Wang et al. 2011). Esto es debido a la falta de modelos experimentales que mimeticen la
enfermedad de forma adecuada en este tipo de estudio, como lo son los modelos xenotransplante. Por otro lado,
los tejidos prostaticos de pacientes, ademas de presentar una composicién heterogénea, son poco disponibles

(Huang, Kim et al. 2002).

Mediante la generacidon de modelos xenotransplante de PCa derivados de pacientes, y utilizando la plataforma
Illumina se pudo identificar la expresién diferencial de miRs con funciones en la metastasis de PCa, determinando
la desregulacion de un conjunto de miRs; hsa-miR-28-3p, hsa-miR-339, hsa-miR-144 y 144*, hsa-miR-126*, hsa-
miR-16, hsa-miR-34a, hsa-miR-126*, hsa-miR-145, hsa-miR-205 y hsa-miR-31, este ultimo reportado previamente
como inductor de la migracion y la invasidn tisular en cancer de colon mediante la regulacion de TIAM1 (Watahiki,
Wang et al. 2011). Por otro lado, la desregulacién de ciertos miRs como hsa-miR-21, hsa-miR-146a, hsa-miR-221y
222, hsa-miR-143 y hsa-miR-145, hsa-miR-125b esta asociada a un mal prondstico, progresidon de PCa y desarrollo

de metastasis (Pang, Kwok et al. 2009, Folini, Gandellini et al. 2010, Peng, Guo et al. 2011).

Finalmente, se ha planteado que los perfiles de expresion de miRs son mas exactos frente a los perfiles de
expresion de ARNm a la hora de clasificar tumores pobremente diferenciados, por lo que estos perfiles podrian ser
usados en el desarrollo de nuevos herramientas diagndsticas para tumores que carecen de buenos biomarcadores

predictivos como lo es en PCa (Rosenfeld, Aharonov et al. 2008, Srivastava, Suy et al. 2011).

miR-183

Los estudios de perfiles de miRs en retina, permitieron al grupo de Xu et al. identificar un clister de miRs
pardlogos especifico de drganos sensoriales (fotoreceptores, células bipolares retinales y amacrinas) que incluia a
miR-183, miR-96 y miR-182 en el cromosoma 6gA3 de ratones y que poseia una sintenia conservada en el
cromosoma 7q32.2 de humanos (Figura 9.A.). Segln los autores, estos miRs estarian participando en el

mantenimiento del fenotipo maduro de la retina y su funcidn.
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Figura 9: A. Organizacion gendmica del cluster miR-183/96/182, la misma es similar en ratones, humanos y zebrafish. Los
numeros muestran la distancia en pb o kb entre los genes lindantes y los miRs del clister. Imagen tomada de (Xu, Witmer et
al. 2007). B. Ubicacion intergénica del clister en Humanos, se detallan genes lindantes nrfl y ube2h. Imagen tomada de

http://www.ensembl.org C. Secuencia del precursor de hsa-miR-183. Imagen tomada de http://www.ensembl.org

Mediante anélisis globales de expresion génica (microarreglos) y reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa
(RT-qPCR), los autores encontraron que estos tres miRs presentaban homologia de secuencia, sugiriendo un origen
a partir de duplicaciones a partir de un ancestro comun. También probaron que se transcribian en tdndem, como
un transcripto primario policistronico y que estaban sobre-expresados especificamente en células
neurosensoriales de la retina de ratones adultos. Mediante analisis de secuenciacidn gendmica, se mapeé el
cluster miRNA-183-96-182 (de teldmero a centromero) y se determind que la region ortéloga en humanos esta en
el cromosoma 7q32.2. (Xu, Witmer et al. 2007). El clister en humanos presenta un re-arreglo similar con un
tamafio de 4,3 kb y se localiza aproximadamente a 60kb del gen del factor respiratorio nuclear 1 (nrf1) y de la

enzima conjugada a ubiquitina E2H (ube2h) (Figura 9. B.).
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La region 5’ contiene una isla CpG (3,4 kb upstream de miR-183) (Ozsolak, Poling et al. 2008, Chien, Sun et al.
2011), asociada a un cluster con sitios de unidn a factores de transcripcion relacionados a los érganos sensoriales;
CHX10 (involucrado en el desarrollo de la retina), RORA 1y 2 (involucrados en la regulacidn del ritmo circadiano), 2
sitios de unién para OLF1 (especifico de neuronas olfativas), multiples sitios de unién para OTX1 y PAX2
(involucrados en el desarrollo de la retina y el oido interno). Otros factores incluyen: Pax5, Pou3F2, RFX1 y LMO2
(Figura 10). Por otro lado, la regién regulatoria upstream del clister miR-183 presenta una marcada conservacion
y enriquecimiento de regiones de unién a la proteina codificada por eloncogén de meduloblastoma otx2 (Xu,
Witmer et al. 2007, Bunt, de Haas et al. 2010), y al reconocido factor de transcripcién GATA3 (Chen, Xiang et al.
2014).
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Figura 10: Esquema de los elementos reguladores potenciales en la region del cldster 5 miR-183/96/182. En el cromosoma
humano Chr7g32.2 Los rectangulos en color celeste denotan las islas CpG; los sitios putativos para los factores de
transcripcion se describen en verde, donde los nimeros entre paréntesis indican la distancia al primer nucleétido del pri-miR-
183. Los numeros marcados en negro indican los tamanos de los fragmentos en pares de bases. Imagen tomada de (Xu,

Witmer et al. 2007).

Los miembros de este clister en humanos, también presentan una similitud considerable de secuencia (Figura 11),
particularmente los residuos 2-8 que conforman la secuencia semilla, cuya complementariedad a los sitios blanco
en los ARNm determina que transcripto sera regulado. En el extremo 5’, 7 de los 8 nucledtidos son idénticos entre
miR-182/miR-96 y miR-183/miR-96 y 6 de los 8 nucledtidos son idénticos entre miR-182 y miR-183. Esta similitud

de secuencia sugiere que los tres miRs de este clister podrian regular a los mismos genes blancos.

miR-183 uauggcacugguagaauucacu
miR-96 uuuggcacuagcacauuuuugcu
miR=182 uuuggcaaugguagaacucacacu

Figura 11: Secuencias de los miRs: hsa-miR-183, hsa-miR-96 y hsa-miR-182 pertenecientes al clister miR-183. Imagen tomada

de (Mihelich, Khramtsova et al. 2011).
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En este sentido, el andlisis de los genes blancos predictivos entre los tres diferentes miembros del cluster
(www.miRecords.com) muestra un nimero mayor de coincidencias entre genes que presentan sitios blancos para
hsa-miR-182 con hsa-miR-96 y siendo menor las coincidencias entre el numero de genes blancos entre hsa-miR-

183 y hsa-miR182/96, tal como fue descrito por Xu et al. para el cluster de raton (Xu, Witmer et al. 2007).

Desde el punto de vista funcional, el clister miR-183/96/182 ha mostrado estar involucrado en diversos aspectos
de la fisiologia del sistema nervioso. Weston et al. reportan la expresion de miR-96, miR-182 y miR-183 en el oido
interno de ratén y Klloosterman et al. su expresion en los ganglios de la espina dorsal (Weston, Pierce et al. 2006,
Li, Kloosterman et al. 2010, Weston, Pierce et al. 2011). Su evidencia sugiere que miR-182, miR-183 y miR-96
pertenecen a un clister de miRs especifico de tejido sensorial, estando aumentados también en epitelio olfatorio
y epitelio lingual. Asi mismo, Li et al. reportan funciones conservadas durante el desarrollo de células de cabello y
neuronas en el oido interno y linea lateral, importantes en la regulacion del destino de dichas células (Li and
Fekete 2010).

En acuerdo con estos hallazgos, muchos de los genes blancos predichos para los miembros de este clister son
importantes para el desarrollo y funcionamiento de dérganos sensoriales. Por otro lado, se ha descrito que la
regulacién de este cluster en retina esta mediado por un rdpido decaimiento en respuesta a la adaptacion a la
oscuridad de la retina del ratén. Esta regulacion es fisiolégicamente relevante debido a que se aumenta la
expresion de un transportador especifico de glutamato necesario para eliminar el glutamato de la hendidura
sindptica en condiciones de baja luz (Krol, Loedige et al. 2010).

Otras funciones del cluster estan asociadas a los procesos de decidualizacidn, transformacién morfolégica y
funcional del compartimento endometrial estromal necesaria para el control de la invasion embrionaria y la
formacién de la placenta, y por lo tanto, para el establecimiento del embarazo. Durante este proceso, los miRs del
cluster miR-183 estan disminuidos (Estella, Herrer et al. 2012).

También se han reportado funciones fisioldgicas reguladoras de hsa-miR-183, donde en condiciones de estrés
agudo, se incrementan sus niveles de expresidon, modulando directamente a la proteina SC35 (factor de splicing),
induciendo la sintesis de una forma alternativa de splicing de AchE en la amigdala, sugiriendo ademas su posible
vinculacion con otros factores de splicing como MBNL1, identificado como blanco predictivo de miR-183 en varios

algoritmos de prediccidn (Meerson, Cacheaux et al. 2010).

Otros de los aspectos funcionales interesantes del cluster es su vinculacién con la regulacion de la adipogénesis, y
en este aspecto se ha identificado a hsa-miR-183 como promotor de la diferenciacion de los preadipocitos y de la
adipogénesis mediante la inactivacion de la via de sefializacion candnica Wnt/B-catenina mediante la modulacion
directa de LRP6 (Chen, Xiang et al. 2014).

Finalmente, se han reportado funciones oncogénicas y supresoras de tumores de los tres miembros del cluster en
un numero importante de neoplasias, incluidas el PCa como se desarrollard en la préxima seccion.

Nuestro trabajo estudia la expresidon de hsa-miR-183-5p en PCa, por lo que nos centraremos preferentemente en

los estudios que lo vinculan con cancer y preferentemente de préstata.
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Clister hsa-miR-183 en Cancer

Bajo circunstancias bioldgicas normales la expresidn del cldster miR-183 esta restringida a las neuronas sensoriales
ciliadas, por lo que se sugiere que el clister es parte de un mecanismo evolutivo establecido para el
mantenimiento y longevidad de las neuronas sensoriales. En el cancer, podria especularse que la sobre-expresién
del cluster favorece al fenotipo tumoral otorgando a la célula una ventaja en la sobrevida (Weeraratne, Amani et

al. 2012).

Detallaremos brevemente los estudios de perfiles de expresién de miRs en PCa, abocandonos finalmente a los
trabajos que mencionan blancos directos de hsa-miR-183-5p. A lo largo del analisis es necesario tener presente
qgue este miR se expresa en cluster, y debido a la homologia de secuencia entre los tres miRs, podrian modular los
mismos blancos y por lo tanto ejercer roles regulatorios de las mismas vias potenciando asi el efecto. Por ello se
analiza también brevemente la asociacidon de hsa-miR-96 y hsa-miR-182 en cancer.

Existe una vasta bibliografia con respecto a la sobre-expresidn y sub-expresion de los miembros del cldster miR-

183 en cancer. Sin embargo, su mecanismo regulatorio es desconocido.

Diversos estudios muestran que mir-183 estd sujeto a la regulacion transcripcional por factores de transcripcién
desregulados en cancer. Asi se han reportado estudios a favor de una regulacion de hsa-miR-183 por p53 (Tarasov,
Jung et al. 2007). Posteriormente, estudios gendmicos a gran escala permitieron identificar varios sitios de union a
p53 en el promotor de hsa-miR-183, sugiriéndose un mecanismo por el cual p53 induce la expresidon de hsa-miR-
183 promoviendo la desestabilizacién y degradacién de los oncogenes: B-TrCP1, c-myc, MDR-1, IGF2BP1, ZEB1,
TCF-4 y NFKB1 y suprimiendo asi la expresion de factores promotores de la metastasis (Boominathan 2010, Liu and
Chang 2012). En este sentido, en los estudios de Sarver et al. se reporta la unién del supresor de tumores PDRM5,
a regiones promotoras del clister miR-183-96-182, sugiriendo su posible silenciamiento via los remodeladores de
cromatina HDAC1 y G9a (Sarver, French et al. 2009). Asi mismo, en el trabajo de Lodrini, se reporta la unién de
MYCN, (proto-oncogen) al promotor de hsa-miR-183 y el reclutamiento de co-represores como HDAC2, generando
un estado reprimido de la cromatina. El mecanismo de regulacidon propuesto parece ser independiente de los
eventos regulatorios en los genes lindantes al clister (NRF1 y UBE2H), ya que los mismos mantienen un estado
transcripcionalmente activo con un enriquecimiento de marcadores de cromatina activa: H3K4me3 y H3K36m3 y
una presencia reducida de H3K27me3, indicando asi que los eventos en el sitio de inicio de transcripcién de hsa-
miR-183 es especifico y no es consecuencia de los eventos en regiones gendmicas cercanas (Lodrini, Oehme et al.
2013). En otro trabajo, se encuentran 19 sitios putativos de unidn para el factor de transcripcién FOXP3 en la
region promotora de hsa-miR-183 (Liu and Chang 2012). Recientemente, se ha descrito que la glicdgeno sintasa
kinasa 3 beta (GSK3B), vinculada a la via B-catenina/TCF/LEF-1 inhibe la expresién de miR-183, miR-96 y miR-182 a

través de esta via y que esta kinasa esta subexpresada en el cancer gastrico humano (Tang, Zheng et al. 2013).

Trabajos de analisis de perfiles de expresién de miRs encuentran una desregulacién del cluster mir-183, y destacan

su potencial uso como biomarcador (Zhu, Liu et al. 2011). Asi, se ha descrito a hsa-miR-96 como potencial
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biomarcador junto con miR-183 en orina en carcinoma urotelial, observando una correlacion con el estadio y el
grado patoldgico (Yamada, Enokida et al. 2011), miR-183 en carcinoma hepatocelular (Liu, Yao et al. 2012).
También, se ha reportado la sobre-expresidn de hsa-miR-182 en cdncer de vejiga y su rol potencial como
biomarcador en orina asi como su reciente asociacién con la progresion del cancer de prdstata (Hanke, Hoefig et
al. 2010, Hirata, Ueno et al. 2013). Se ha visto también una sobre-expresién de hsa-miR-96 en carcinoma
hepatocelular, en cdncer de mama, endometrio, pulmén, colon, ovario, testiculo y linfoma y una correlaciéon
positiva con el score de Gleason y relapso bioquimico en PCa (Ladeiro, Couchy et al. 2008, Wang, Mao et al. 2008,
Guttilla and White 2009, Sarver, French et al. 2009, Myatt, Wang et al. 2010, Schaefer, Jung et al. 2010). En

meduloblastoma el clUster promueve metastasis e invasion (Weeraratne, Amani et al. 2012).

Esto sugiere que los miembros del cliuster miR-183 pueden actuar como oncomirs o supresores de tumor.
Especificamente, en la prdstata, existen multiples analisis donde se asocia la desregulaciéon de hsa-miR-183 con
PCa. De los estudios mas exhaustivos realizados para la identificaciéon de perfiles de expresién de miRs en prdstata
se encuentran los realizados por Schaefer, donde se realizan andlisis de microarreglos y RT-gPCR en mas de 24
muestras pareadas, tumor vs normal de tejido de pacientes con PCa, para analizar asociaciones entre la expresion
de miRs y datos clinicopatoldgicos, y evaluar el potencial de los miRs como marcadores diagndsticos o prondsticos
en el PCa. Schaefer identifica por primera vez al clister hsa-miR-183 como sobre-expresado en PCa, mientras que
contradictoriamente, estudios de Yin del 2010 reportan la sub-expresion de hsa-miR-183 en muestras fijadas en
parafina de pacientes con PCa relativo a muestras con HPB (Schaefer, Jung et al. 2010, Yin, Li et al. 2010, Martens-
Uzunova, Jalava et al. 2012, Tsuchiyama, Ito et al. 2013, Zhang, Sun et al. 2013).

Hasta el momento se han reportado varios estudios donde se asocia hsa-miR-183 con el desarrollo de neoplasias,
presentando funciones oncogénicas en cancer de mama en hombres, endometrio, pulmdn, ovario, tiroides,
testiculo y linfoma, cdncer colorectal, prostata, carcinoma hepatocelular y en lineas celulares de sarcoma sinovial
(Bandres, Cubedo et al. 2006, Motoyama, Inoue et al. 2009, Sarver, French et al. 2009, Lehmann 2010, Myatt,
Wang et al. 2010, Schaefer, Jung et al. 2010, Abraham, Jackson et al. 2011)..

Sin embargo, también se han descrito funciones supresoras de tumores de hsa-miR-183 en cancer de pulmén y
mama, donde se ha descrito la inhibicidon de la migracién e invasidn celular via la represién de la proteina Ezrina,
cancer de ovario, endometriosis, células madre de mama, osteosarcoma y carcinoma de células basales (Dahiya,
Sherman-Baust et al. 2008, Wang, Mao et al. 2008, Shimono, Zabala et al. 2009, Lowery, Miller et al. 2010,
Heffelfinger, Ouyang et al. 2012, Zhu, Feng et al. 2012, Shi, Gu et al. 2014).

Blancos validados del cluster hsa-miR-183

Hasta el momento se han comunicado varios genes blancos directos (Tabla 1) de hsa-miR-183 en cancer de
endometrio, mama y colon, como los genes supresores de tumor FOXO1 y EGR1, que regulan genes involucrados
en la apoptosis, el ciclo celular y en la diferenciacidn celular respectivamente (Guttilla and White 2009, Li, Luna et

al. 2010, Myatt, Wang et al. 2010). Los estudios de Myatt muestran un incremento de los tres miembros del
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cluster de miR-183 en cancer de endometrio en comparacién a las muestras normales, y una pérdida del supresor
de tumores FOXO1 correlacionada con dicho aumento, mientras que en Guttilla et al. se reporta la interaccién
directa de hsa-miR-96 y hsa-miR-182 y FOXO1 en cédncer de mama (Guttilla and White 2009, Myatt, Wang et al.
2010). Asi mismo se ha demostrado la regulacién de PDCD4 en carcinoma hepatico via miR-183 (Li, Fu et al. 2010).
Por otro lado, se han publicado genes blancos con roles oncogénicos en cancer de pulmdn, como es el caso de
Ezrina, reconocida como linker entre el citoesqueleto de actina y la membrana plasmatica e involucrada en el
mantenimiento de la morfologia celular, adhesién y movimiento celular (Wang, Mao et al. 2008). En estos estudios
se muestra la disminuciéon de hsa-miR-183 de 2 a 3 veces en células con cdncer de pulmdén metastasico con
respecto a las células normales, por lo que sugiere un rol supresor de tumores, actuando por la via la inhibicion de
Ezrina. Trabajos posteriores confirman la regulacién directa de Ezrina por mir-183 en cancer de mama y lineas
celulares de osteosarcoma (Lowery, Miller et al. 2010, Zhu, Feng et al. 2012). Mas recientemente se identifico a
isocitrato deshidrogenasa (IDH2) como blanco directo de hsa-miR-183 en células de glioma (Tanaka, Sasayama et
al. 2013). También se han reportado sitios blancos en las regiones codificantes de los genes modulados, tal es el
caso del oncogén B-TrCP1, donde se reporta la interaccién de hsa-miR-183 con la regién codificante de BTrCP1
desestabilizandola y degradandola via el complejo RISC (Elcheva, Goswami et al. 2009). La regulacion de BMI-1
por hsa-miR-183, podria contribuir potencialmente en la induccién de la muerte celular, reduccién de la formacion
de colonias e inhibicion del crecimiento tumoral en lineas celulares de cancer de pancreas (Wellner, Schubert et al.

2009).

Otros trabajos, realizaron analisis de ontologia de los genes blancos de hsa-miR-183 y revelaron el
enriquecimiento de genes involucrados en la polimerizacién de la actina y proyecciones celulares (Wang, Mao et
al. 2008, Heffelfinger, Ouyang et al. 2012); genes cuya expresion aumentada produce un incremento en la
movilidad celular e invasividad. En este sentido, algunos estudios involucran a hsa-miR-183 con procesos celulares
como el desarrollo y la funcién de érganos ciliados neurosensoriales, presentando blancos vinculados a procesos
de adhesion, migracion, crecimiento y diferenciacidn celular, como el caso de la integrina f1 (ITGB1) y kinesina 2a
(Xu, Witmer et al. 2007, Li, Luna et al. 2010).

Un trabajo realizado en cancer de ovario, encuentra que miR-183 regula negativamente a la proteina TIAM1 (Li,
Liang et al. 2012). TIAM1 presenta tanto funciones de supresor como de oncogén, segun varios estudios. En cancer
de colon, su disminucidn retrasa el crecimiento celular pero potencia la invasidn celular (Xu, Rajagopal et al. 2010).
Esto podria ser atribuido en parte por el microambiente celular especifico y el contexto oncogénico, sugiriendo un
rol bioldgico mas complejo de regulacidn. Por otro lado, Wang et al. reporta la sub-expresién de hsa-miR-183 en
retinoblastoma mediante la unidén al ya reportado blanco en tejido adiposo, la proteina LRP6 (Wang, Wang et al.

2014).
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Tabla 1. Funcién y genes blancos validados de hsa-miR-183 en diferentes tipos de tumores y procesos celulares.

miR/miRs Tumor/Procesos FunciéndelmiR  Gen/es Vias/procesos afectados Cita
celulares regulado/s
Hsa-miR-183 Colorectal Oncomir CHES1,FOXF2,FOXK2, Apoptosis {Bandres, Cubedo etal. 2006)

FOXO1A, FOXO3A,FOXOL1

Hsa-miR-183 Pulmon/ Mama/ Supresor de Ezrina Metastasis/ Migracion/ {Wang, Mao et al. 2008, Lowery, Miller et
Osteosarcoma tumor Metastasis al. 2010, Zhu, Fenget al. 2012)
Hsa-miR-183 Colorectal Supresor de PTrCP1 Apoptosis {Elcheva, Goswami et al. 2009)
tumor
Hsa-miR-183 Pancreas supresor de BMI-1 EMT {Wellner, Schubert et al. 2009)
tumor
Hsa-miR-183 Higado Oncomir PDCD4 Apoptosis {Li, Fu et al. 2010)
miRs-183-96-182 Mama/ Oncomirs FOXO01 Proliferacion/ {Guttilla and White 2009, Myatt, Wang et
Endometrio/ Apoptosis/ al. 2010)
Hsa-miR-183 Sarcoma sinovial Ooncomir EGR1 Migracién (Sarver, Lietal. 2010)
Hsa-miR-183 Celulas Supresor de ITGB1, KIF2A Migracién/ {Li, Lunaet al. 2010}
Hela tumor Invasion
Hsa-miR-183 Qvario supresor de TIAM1 Migracién/ {Li, Liang et al. 2012)
tumor Invasion/ Viabilidad
miRs-183-96-182 Prostata Oncomirs hZIP1,hZIP3,hZIP7,hZIP9, Regulacién Homeostasis Zn {Mihelich, Khramtsovaetal. 2011)
hZnT1,hZnT7
Hsa-miR-183 Glioma supresor de 1DH2 Proliferacion (Tanaka, Sasayama et al. 2013)
tumor
Has-miR-183 Prostata Oncomir Dkk-3, SMAD4 Crecimiento {Ueno, Hirata et al. 2013)
celular/Migracién/Crecimiento
tumoral
Has-miR-183 Retinoblastoma/ Supresor de LRP6 Crecimiento {Chen, Xiang et al. 2014, Wang, Wang et
Adipogenesis tumor celular/Migracion/Invasion al. 2014).

En cédncer de préstata se han identificado algunos blancos de hsa-miR-183, por ejemplo se ha visto que el bajo
consumo de zinc (Zn) en la dieta contribuye con la etiologia del cancer de préstata, incrementando el riesgo de
afecciéon. Ensayos con modelos de ratones TRAMP de PCa indicaron que una dieta suplementada con Zn reduce el
tamafio del tumor y los indicadores en suero de PCa, sugiriendo efectos quimioprotectores del Zn. Por otro lado,
en los trabajos de Mihelich et al. se reporta que la sobre-expresion del clister miR-183 en PCa suprime cinco
transportadores de Zn, disminuyendo asi la incorporacidn de Zn por la célula, esto podria indicar una
desregulacion temprana del cluster, provocando de forma gradual la pérdida del Zn y permitiendo la progresién de
la patologia (Mihelich, Khramtsova et al. 2011). Del mismo modo los autores reportan una accién coordinada de
los miembros del clister: hsa-miR-183, hsa-miR-182 y hsa-miR-96 en la regulacién de la homeostasis del Zn. Una
vez mas la accidon en conjunto de miRs relacionados actian de forma sinérgica en procesos celulares y de

homeostasis.

Recientemente el grupo de Ueno reporto que la interaccién directa de hsa-miR-183 con Dkk-3 y SMAD4, aumenta
la tumorigenicidad en células tumorales prostéticas a través de la via de sefializacion WNT/B-catenina, y
encuentran que la expresidon de este miR esta correlacionado positivamente con los valores de APE, pT vy
negativamente con la sobrevida del paciente (Ueno, Hirata et al. 2013). Asimismo, muestran un efecto pro-
proliferativo de mir-183 in vitro e in vivo.

En resumen, la bibliografia no permite establecer de forma concluyente un rol oncogénico o supresor de tumores

de hsa-miR-183 en muestras de PCa, existiendo estudios que apoyan ambas funciones.
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ANTECEDENTES

En estudios preliminares realizados por Duhagon, se selecciond un grupo de miRs especificos de prdstata, y se
comprobé su desregulacion en muestras pareadas (de tejido normal y tumoral), identificandose dos miRs
significativamente regulados en tejido tumoral: hsa-miR-886-3p y hsa-miR-183 de entre un grupo de 25 miRs
preseleccionados en base a su potencial involucramiento en el mantenimiento de las células madres de cancer de
prostata. Hsa-miR-886-3p se encuentra regulado negativamente en tejido tumoral, y hsa-miR-183 regulado de

forma positiva, actuando asi como supresor de tumores y oncomir respectivamente (Duhagon, Hurt et al. 2010).

En este contexto, proponemos avanzar en el conocimiento funcional de hsa-miR-183, determinando su funcidén e
identificando posibles blancos de accién en PCa. Pensamos que alguno de los blancos reportados en otro tipo de
neoplasias y vinculados a procesos celulares normales, podrian ser blancos de accion de hsa-miR-183 en PCa. Sin

embargo, no descartamos la posibilidad de encontrar genes blanco uUnicos y especificos de tejido prostatico.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Se propone estudiar el rol de hsa-miR-183-5p en el Adenocarcinoma prostatico, partiendo de la hipdtesis:
“Hsa-miR-183-5p actiia como un oncogen en PCa, y por lo tanto se encuentra sobre-expresado en tejido tumoral
y contribuye en algtn aspecto al fenotipo neoplasico”

Durante este trabajo se trabajara sobre tres aspectos del miR, el nivel de expresidn, las propiedades que regula y

los genes blancos de accién. Para ello nos formulamos tres preguntas:

1. éLa expresion de hsa-miR-183-5p estd significativamente aumentada en PCa?
2. ¢Qué propiedades del fenotipo tumor de préstata son reguladas por hsa-miR-183-5p?

3. ¢Cuales son los genes blancos de la regulaciéon de hsa-miR-183-5p?

42



OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

General

Determinar la funcién de hsa-miR-183-5p en el origen y/o progresion del cancer de préstata (PCa).

Especificos

Determinar niveles de expresién de hsa-miR-183-5p en tejido prostdtico tumoral y normal y en lineas

tumorales y normales de PCa.
Determinar la implicancia funcional de hsa-miR-183-5p en el fenotipo tumoral.

Determinar los mecanismos moleculares en los que interviene hsa-mir-183-5p.
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MATERIALES Y METODOS

44



MATERIALES

1. Medios de cultivo

1. 1. Medio de cultivo comercial: Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) de Invitrogen (Gibco)

El medio RPMI-1640 (10,3g/L), fue suplementado con 2,0g/L de Bicarbonato de Sodio, 0,3g/L de L-Glutamina, 10%
de Suero Fetal Bovino (F.B.S.) descomplementado*, 1% Penicilina y Estreptomicina (100U/mL y 100ug/mL

respectivamente).
1. 2. Medio de cultivo comercial: Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM), de Invitrogen (Gibco)

El medio DMEM (13,5g/L), fue suplementado con 3,7g/L de Bicarbonato de Sodio, 10% de Suero Fetal Bovino
(F.B.S.) descomplementado*, 100uL/L de AnfotericinaB (10mg/mL), 10mL de Penicilina/Streptomicina (10.000
U/mL).

*Descomplementacion del Suero Fetal Bovino para la inactivacion de las proteinas del complemento del suero: se
incuba el suero fetal bovino descongelado a 37°C a 56°C durante 45 minutos. Se realizan alicuotas de 50mL y se

almacena a -20°C.

2. Lineas celulares
Las caracteristicas mas relevantes de las lineas celulares cultivadas (LNCaP clone FGC, DU145 y HEK293) y un grupo
de lineas celulares derivadas de prdstata humana que fueron utilizadas para la cuantificacidon de hsa-miR-183-5p a
partir de cDNA previamente preparado (RWPE-1, RWPE-2, WPE-stem, WPE-int, PC-3, MDA PCa 2b y 22Rv1) se

describen en la Tabla 2 del Anexo.

3. Muestras de pacientes
Se analizaron siete muestras de tejido prostatico fijado en parafina procedentes de prostatectomias radicales.

Para cada muestra se selecciono tejido normal y tumoral (muestras pareadas) (Tabla 2).

Tabla 2: Muestras de pacientes.Las muestras 327, 2088 y 3733 fueron obtenidas en el Departamento de Patologia de la
Universidad de Ulsan, Colegio de Medicina, AsanMedical Center, Seoul, Republica de Korea. Las muestras 2336, 2431, 3547 y
3765 fueron obtenidas del Departamento de Anatomopatologia del Hospital Policial, Montevideo, Uruguay. Se detallan las
caracteristicas de cada muestra (Tumoral, Control), valores del antigeno prostatico especifico (APE) (ng/mL), para algunas de

las muestras los valores de APE no fueron determinados (ND: no determinado) y los valores de score de Gleason.
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Caracteristica APE Score de

(ng/mL) Gleason

327 CONTROL ND 10 (5>+5)
TUMOR

2088 CONTROL ND 10 (5>+5)
TUMOR

3733 CONTROL ND 10(5+5)
TUMOR

2336 CONTROL 418 6(3+3)
TUMOR

2431 CONTROL 523 7(3+4)
TUMOR

3547 CONTROL 5,56 6(343)
TUMOR

3765 CONTROL 7,51 8(3+5)
TUMOR

4. Vectores

Se utilizaron dos tipos de vectores reporteros de origen comercial, disefiados para el clonado de sitios blancos de

hsa-mir-183-5p en la region 3’ UTR del gen reportero.

4.1. Vector psiCHECK™-2 (Promega)

El vector psiCHECK™-2 se utiliza generalmente en experimentos de ARN de interferencia. Presenta un alto nimero
de copias. Este vector permite el monitoreo de los cambios de expresidon de un gen blanco fusionado a un gen
reportero. El gen de la luciferasa Renilla es utilizado como gen reportero primario, y el gen de interés puede ser
clonado en el sitio de multiple clonado (SMC), localizado rio debajo del codén de terminacién traduccional de
Renilla. El inicio del proceso de Interferencia resulta en el clivaje y subsiguiente degradacidon del ARNm de fusion.

La medida de la disminucion de la actividad luciferasa de Renilla es un indicador del efecto de interferencia.

A. N B.

e PSICHECK™-2 — ¢ ' :
{SV-TK Bglil 1
ks Vector S — —
¥ not A (6273bp) Kpnl 58
:'-. mel :' 7,.:' B
1640 | Sqgfl hRlue Proax N ' 7
\ - hRluc >
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Figura 12. A. Esquema del Vector psiCHECK™-2. Tomado del Technical Bulletin de Promega (www.promega.com). Se detallan:

potenciador temprano SV40/promotor (7-425); intron quimerico (489-621); promotor de la ARNpolimerasa T7 (666-684); gen
luciferasa Renilla (hRluc) (694-1629); sitio de multiple clonado (1636-1680); poli (A) sintetica (1688-1736); promotor HSV-TK
(1744-2496); gen luciferasa firefly (hluc+) (2532-4184); sefial poli (A) tardia SV40 (4219-4440); region codificante para B-
lactamasa (AmpR) (4587-5447).B. Mecanismo de accién del Vector psiCHECK™-2; el gen de interés es clonado en el sitio de
multiple clonado localizado en 3’ del gen luciferasa Renilla y su coddn de terminacién traduccional. Luego del clonado, el
vector es transfectado en la linea celular de eleccion y el gen de fusion Renilla y el gen de interés es transcripto. Se pueden
cotransfectar de forma simultanea o secuencial vectores que expresan shARN o siARN. El shARN o siARN pueden unirse ARNm
blanco e iniciar un proceso de silenciamiento. EIl ARNm fusién: Renilla luciferasa/gen de interés serd clivado y degradado,

disminuyendo la sefial Renilla luciferasa. Tomada del Technical Bulletin de Promega (www.promega.com).

4.2.Vector pmirGLO (Promega)

El vector pmirGLO esta designado para cuantificar la actividad del microARN mediante la insercion de sitios
blancos del microARN en estudio en el extremo 3°UTR del gen luciferasa firefly (luc2). Luciferasa firefly es el gen
reportero primario, la expresién reducida de luciferasa firefly indica que el microARN endégeno o exdgeno se ha
unido a la secuencia blanco del microARN clonada en el vector. Este vector esta basado en la tecnologia de los
vectores dual-luciferasa de Promega, luciferasa firefly (luc2) es usado como reportero para monitorear la
regulacion de ARNm vy luciferasa Renilla (hRluc-neo) actia como control reportero para la normalizacion y

seleccidén.

Codon stop
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Genluciferasa

firefly

pmirGLO
Enausenciade Vector
miR En presencia de
miR
—
i
. Proteinaluciferasa m
5°_GCAAG ATCGC CGTGT AATTC TAGTT GTTTA AACGA GCTCG CTAGC firefly ARNmM desestabilizado: traduccion
5°..GCAAG ATCGC CGTGT AATTC TAG ‘_.I A A i_,rw. GC .J“u C H-_..AI bloqueada
luc2 Pme EcolCRI  Nhe 1
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| |
Xho Xba Sall l

Acc Sbfl

Ausenciadeluz

Figura 13. A. Esquema del Vector pmirGLO. Tomado de Promega (www.promega.com/vectors/). Se detallan: sefial

poli (A) tardia SV40 (106-327); potenciador temprano SV40/promotor (426-844); region codificadora de la
proteina de fusidon hRluc-neo (889-2664); poli (A) sintética (2728-2776); regidon codificante para B-lactamasa
(Amp") (3037-3897); origen de replicacién derivado de plasmido Co/E1 (4052-4088); promotor fosfoglicerato
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kinasa de humano (5094-5609); gen reportero luc2 (5645-7297); sitio de multiple clonado (7306-7350). Se destaca
en el panel inferior la secuencia del sitio de multiple clonado (MCS) del vector ubicada en la region 3°'UTR de gen
reportero luc2. B. Mecanismo de accion del Vector pmirGLO; el gen de interés es clonado en el sitio de multiple
clonado localizado en 3’ del gen luc2. Luego del clonado, el vector es transfectado en la linea celular de elecciény
el gen de fusién luc2 y el gen de interés es transcripto. En presencia del microARN en estudio, el microARN se une
a la secuencia blanco. Esta unién desestabiliza al ARNm y bloquea la traduccién. No hay de sefial de luc2.

Modificado de Promega (Www.promega.com/vectors/).

5. Oligonucledtidos

Se obtuvieron los siguientes oligonucledtidos para cuatro aplicaciones diferentes:

5.1. Para ensayos de Transfeccion

Se adquirieron los oligonucledtidos que se listan en la Tabla 3 para la sobre-expresidn e inhibicion de hsa-miR-183-
5p. Los mismos pertenecen al sistema ofrecido por la compania Qiagen para el andlisis funcional de miRs

conocido como miScript, cuyo mecanismo se describe en la Figura 14.

Tabla 3: Se describen brevemente las caracteristicas (sintesis, modificaciones, simple/doble hebra, pureza) de cada una de las
moléculas utilizadas durante la transfeccion y cotransfeccion; miScript miRNA Mimic (mimic miR-183-5p), miScript miRNA

Inhibitor (inhibitor miR-183-5p) y AllStars Negative Control siRNA (siRNA) sintetizadas por la empresa Qiagen.

Nombre Descripcion Pureza
(%)
Syn-hsa-miR-183-5p La secuencia deriva de la secuencia madura de hsa-miR-183-5p actualizada de la >90

miScript miRNA Mimic base de datos miRBase (http://microrna.sangerac.uk/). Secuencia de miRNA
maduro (hebra lider): 5'UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU3'. Quimicamente
sintetizado. ARN doble cadena que mimetiza al hsa-miR-183-5p. No presenta

modificaciones.

Anti-hsa-miR-183-5p Secuencia simple hebra. Deriva de la secuencia madura de hsa-miR-183-5p >90

miScript miRNA actualizada de la base de datos miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/).
Inhibitor Modificaciones: Standard (2’0 Me)
AllStars Negative Molécula doble hebra, sin modificaciones. No presenta homologia con genes >90

Control siRNA miScript humanos. Control negativo experimental.

siRNA
miScript miRNA Mimic miScript miRNA Inhibitor AllStars Negative Control siRNA
Target miRNA or mimic Target rrvr©rrrry MIRNA Target v SIRNA
mRNA LS ‘ mRNA X inhibitor f r;RNA

f Expresion de la proteina blanco

’ Silenciamiento de la proteinablanco
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Figura 14. Esquema donde se representa el mecanismo de accién de miScript miRNA Mimic (el mimic se une al sitio blanco en
3’UTR del gen modulado y provoca el silenciamiento de la expresion y bloqueo de la traduccion), miScript miRNA Inhibidor (el
inhibidor se une a los miRNA y/o mimic e inhibe su funcion, produciendo un aumento en la expresion de la proteina blanco) y
AllStars Negative Control (donde el siRNA no modula la expresidon del gen blanco por lo que la expresién de la proteina es

igual a las muestras sin transfectar). Modificado de Qiagen (http://www.sabiosciences.com/manuals).

5.2. Para cuantificacion por PCR

Se solicitd la sintesis comercial de oligonucledétidos complementarios a regiones especificas de la secuencia
codificante de varios genes blanco candidatos, determinados a partir de estudios in silico y estudios de
microarreglos. Los oligonucledtidos fueron disefiaron con el sistema de Universal Probelibrary de Roche
(www.roche-applied-science.com) a partir del Probe Finder versiéon 2.49 for Human, tomando en cuenta la
variante de splicing mas representativa en cada tejido (GeneBank) y teniendo en cuenta el intron spanning assay

(limite intron-exon).

Tabla 4: Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion y cuantificacién de los genes: foxol, itgb1, synpol, tom1, bnc2,
pdcd4, fndc3b e irs1, utilizando a gadph y actb como genes normalizadores. Se especifican: el largo, la posicidn, la Tm, % GC,
la secuencia y el tamafo del amplicon, y el largo del intron excluido en cada caso. Todos los oligonucleétidos fueron

sintetizados por la empresa Macrogen Inc. de Korea.

GEN BLANCO PRIMER

Tm

LARGO
(319

POSICION
(nt)

SECUENCIA AMPLICON

(nt)

INTRON INTERNO
(nt)

ENST00000229239.5| ENSG00000111640.8 FORWARD 240
GAPDH-001glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase REVERSE |19 660678 [60 |58 [caccttccccatggtgtet

|AMPLICON Ccccggtitctataaattgagoccgcagoctoocgoticgctetetgctectectgticgacagtcagcogcatetictittg cgtegccagoecgagecacatcgctcagacaccatggggaaggg.

[ENSAYO SYBR Green gPCR

NM_001101.3 Homo sapiens actin, FORWARD J18 [a25-242 Te0 [s6 [ccaaccgegagaagatga [o7 ‘453
beta (ACTB), mRNA REVERSE [20 [s02521 Jso  Jeo [ccagaggcgtacagggatag |

AMPLICON ccaaccgcgagaagatgacccagatcatgtitgagaccticaacaccecagecatgtacgtigctatccaggtgtgctatecctgtacgectetgg

ENSAYO SYBR Green qPCR

NM_017637.5 Homo sapiens FORWARD [20 [t15-132 [s9 [s0 [ctgcacttgacaaccagcat Jo3 132158
basonuclin 2 (BNC2), Mrna REVERSE [23 [185-207 60 [a3 [cactaagectgtectetgatttg |

AMPLICON Cigcactigacaaccagcatgocgagalggracaccligggeecaccecacciccacatagectiaattacaaatcagaggacaggctiaglg

|ENSAYO SYBR Green gPCR

NM_014456.4 Homo sapiens programmed cell death 4 (neoplastic |FORWARD [24 [1207-1230 [60 [a2 [tggaaagcgtaaagatagtgtats 91 3415
transformation inhibitor) (PDCD4), transcript variant 1, mRNA REVERSE |24 [1274-1297 |59 [38 [ttctttcagcagcatateaatete

AMPLICON tggaaagcgtaaagatagigigtgeggciciggaggigggragaateigicaatcacctigtiaaagagatigatatgcigcigaaagaatatt

ENSAYO SYBR Green qPCR

NM_002015.3 Homo sapiens FORWARD |20 lo83-1002 |60 |53 |aagggtgacagcaacagete 36 ‘104720
forkhead box 01 (FOXO1), mRNA REVERSE [21 [1048-1068 [59 [a3 [ttctgcacacgaatgaacttg

AMPLICON aaggglgacagcaacagctoggegggctggaagaaticaattcgteataatelgtecctacacagcaagticaticglglgcagaa

ENSAYO SYBR Green qPCR

NM_002211.3 Homo sapiens integrin, (ITGB1), transcript variant  [FORWARD [18 977-994 [s9 [s0 [cgatgccatcatgcaagt [71 ‘mo
1A, mRNA REVERSE [19 11029-1047[59 [58 Jacaccagcagccgtataac 1

AMPLICON cgatgccatcatgcaagtigeagtttgtggatcactzatiggclggaggaatg ttacacggclgctggtat

[ENSAYO SYBR Green gPCR

NM_001018008.1 Homo sapiens tropomyesin 1 (alpha) (TPM1),  |FORWARD 20 Tas2-271 Js9 [s0 lagaggaagctgagggagacc [86 ‘
transcript variant 6, mRNA REVERSE [19 1319-337  [60 Is8 Jzgcacgatccaactcttee |

AMPLICON agaggaagclgagggagaccgclgaagocgacglagaticicigaacagacgcatccagelggtigaggaagagtiggatcgigec

ENSAYO SYBR Green qPCR

NM_001128933.1 Homo sapiens synaptopodin 2 (SYNPO2), FORWARD J20 T1230-1249]59 |63 acagcagacctcacaagcac [7a 2405
transcript variant 2, mRNA REVERSE |23 |1281-1303[59 |39 cacttgtttttctgacaggcttt ]

AMPLICON acagcagacclcacaagaccgaggggcalgcacggtcaggaggaglgaaagecigtcagaaaaacaagly

ENSAYO SYBR Green qPCR

NM_005544.2 Homo sapiens insulin receptor substrate 1 (IR51),  |[FORWARD 20 [3737-3756[60 [as [tatgccagcatcagtttcca [93 58735
mRNA REVERSE [23 [3807-3829]59 [39 [tttactzaggteatttaggtett | ‘
AMPLICON Tatgccagcatcaglitccagaagcagccagaggacgicagtagclcaactggacatcacagcagaalgaagacctaaalgacctcagcaaa

|ENSAYO SYBR Green qPCR

NM_001135095.1 Homo sapiens fibronectin type Ill domain FORWARD |20 |2036-2055]59 Is5 |zagcatgcigcatcagtace |61 1776
containing 3B (FNDC3B), transcript variant 2, mRNA REVERSE 20 12077 - 2096 [59 [55 ]gtg(gaacaﬁgagacnt( | l
AMPLICON Gagcatgctgeatcagtaccggeggacacagecagtgtictgaaagtctecctgttcgeac

ENSAYO SYBR Green qPCR
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5.3. Para clonado de regiones blanco de hsa-miR-183-5p en el sitio MCS del vector pmirGLO

Los oligonucledtidos con las secuencias blanco predictiva de hsa-miR-183-5p para dos genes candidatos a partir de
los estudios de microarreglos (fndc3b e irs1), fueron disefiados por la empresa Exxtend de Brasil. Se incluyeron

oligonucledtidos con las secuencias blanco mutadas (mut) (secuencia reverse a la secuencia blanco (wt)).

Tabla 5: Oligonucledtidos sintetizados para clonacién de los sitios blancos de hsa-miR-183 -5p en pmirGLO (Empresa Exxtend,
Brasil). El texto en verde y rojo indica la secuencia del sitio de restriccidon para Xhol y Xbal respectivamente, utilizados para
clonar en el sitio de multiple clonado del vector pmirGLO. Se subraya el sitio interno para Notl, en negrita se resalta la
secuencia blanco de hsa-miR-183-5p y en italica el sitio blanco. Se detalla también el primer utilizado para la confirmacion del

clonado de la region 3'UTR de los blancos fndc3b y de irs1 en el vector pmirGLO (Empresa Macrogen Inc., Korea).

Nombre Secuencia5’3’

FNDC3B WTSENSE TCOAGTAGCGGCCGCTAGTACATTGTATTAAAACTGCCATATT
FNDC3B WTANTISENSE CTAGAATATGGCAGTTTTAATACAATGTACTAGCGGCCGCTAL
FNDC3B MUTSENSE TCOGAGTAGCGGCCGCTAGTACATTGTATTAAAACACGGTATTT
FNDC3B MUT ANTISENSE CTAGAAATACCGTGTTTTAATACAATGTACTAGCGGCCGCTAL
IRS1 WT SENSE TCGAGTAGCGGCCGCTAGTAATATAAGAATCATAGTGCCATAT
IRS1 WT ANTISENSE CTAGATATGGCACTATGATTCTTATATTACTAGCGGCCGCTAL
IRS1 MUT SENSE TCGAGTAGCGGCCGCTAGTAATATAAGAATCATACACGGTATT
IRS1 MUT ANTISENSE CTAGAATACCGTGTATGATTCTTATATTACTAGCGGCCGCTAL
Oligo de secuenciade (pmirGLO) | AAGTTGGACGCCCGCAAGAT

5.4. Para secuenciacion

El primer de secuenciacion fue 5° CATCAAGAGCTTCGTGGAGCG 3’ disefiado por la empresa Macrogen Inc. con

complementariedad con el gen de renilla.

METODOS

1. Cuantificaciéon de dcidos nucleicos

Se midié la densidad éptica del ADN y ARN extraidos, a 260nm en nanodrop (Asp-3700) y se calculd la
concentracién asumiendo que 1 Unidad de Absorbancia corresponden a 50ug/mL de ADN doble hebra y 40ug/mL
de ARN simple hebra.

2. Extraccion de ARN

2.1.de tejido parafinado: mediante el Kit RNeasy FFPE
A partir de un corte de 10um de espesor de muestras tumorales y normales parafinadas, se realizd la extraccion
de ARN mediante el Kit RNeasy FFPE de Qiagen, con las siguientes modificaciones: se realizaron dos lavados con

Xylene y dos con etanol 100X y se utilizaron los volimenes mayores recomendados por el Kit en cada paso de
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extraccién. EI ARN extraido se resuspendié en 15uL de H,0 RNAsa free, se cuantificé en nanodrop (Asp-3700) vy se

congeld a -20°C para su posterior analisis.

2.2.de cultivos celulares: mediante TRIzol

®

Se usé el reactivo TRIzol Reagent (Ambion, Life Technologies) para aislar el ARN total siguiendo las instrucciones
del comerciante, método mejorado a partir del desarrollado por Chomczynski y Sacchi de 1987. El reactivo TRIzol
combina fenol e isotiocianato de guanidina en una sola fase para facilitar la inmediata inhibicion de la actividad

ARNasa a la vez que provoca la lisis celular.

Luego de homogenizar la muestra con TRIzol (0,75mL de TRIzol cada 5-10.10° células), se incubé por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se adiciond cloroformo (0,2mL cada 1mL de TRIzol), homogenizd
vigorosamente y centrifugéd a 12000g por 15 minutos a 4°C. Una vez obtenidas las tres fases: fase orgdnica,
conteniendo las proteinas; interfase, presente el ADN y la fase acuosa donde estd presente el ARN, se separd ésta
ultima y se le adiciond isopropanol 100% (0,5mL de isopropanol 100% cada 1mL de TRIzol utilizado) para la
precipitaciéon del ARN. Se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 12000g por 10
minutos a 4°C, se removid el sobrenadante y se lavd el pellet con etanol 75% (1mL de etanol 75% cada 1ImL de
TRIzol utilizado). Finalmente se centrifugd a 7500g por 5 minutos a 4°C, se removio el sobrenadante nuevamente y

resuspendio el pellet en H,0 libre de ARNasas.

Determinacion de los niveles de expresion de hsa-miR-183-5p en tejido prostatico tumoral y normal y en lineas
tumorales y normales de PCa- Seleccion de muestras tumoral y normal de prostatectomias radicales de

pacientes con PCa: muestras de archivo.

A efectos de extender el estudio a un nimero de muestras representativo que permita obtener niveles aceptables
de significacion, se determinaron los niveles de expresidon de hsa-miR-183-5p en 7 muestras pareadas de tejido
normal y tumoral fijadas en parafina provenientes de prostatectomias radicales, procedentes del Servicio de
Anatomopatologia del Hospital Policial y del Departamento de Patologia de la Universidad de Ulsan, Colegio de
Medicina, AsanMedical Center, Seoul, Republica de Korea. El criterio histopatoldgico para la seleccidn de la
muestra consistid en la presencia de regiones normales y tumorales claramente discernibles por criterios
diagnosticos habituales, que no presenten zonas de composicion tisular heterogénea (hiperplasia, parénquima,
vascularizacién). Las muestras fueron analizadas por dos patélogos en forma independiente del Servicio del
Hospital Policial. Se utilizaron los mismos criterios para la obtencién de ARN de muestras pareadas obtenidas de

Korea.

Una vez seleccionados los tacos y las zonas a estudiar, se realizaron cortes de 10 um de espesor de los bloques de

parafina en las regiones normal y neopldsica de cada muestra de prostatectomia, evitando la exposicion a
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ARNasas. A partir de estos cortes se realizé la extraccidn de ARN, el estudio molecular y la posterior tincion y re-

evaluacion histopatoldgica de un corte contiguo.

3. Retrotranscripcion de pequefios ARNs

miScript Reverse Transcription Kit de Qiagen

Se realizo la sintesis del ADN complementario (ADNc) utilizando miScript Reverse Transcription Kit de Qiagen. A
1pg del ARN obtenido se adicionaron 4uL de miScript RT Buffer 5X (Mg®*, dNTPs, oligonucleétidos-dt, y random
primers), y 1uL de Transcriptasa Reversa miScript mix (poly(A) polimerasa y la transcriptasa reversa) en un
volumen de 20uL. Se incubd a 37°C durante 60 minutos y luego se inactivo el enzima a 95°C durante 5 minutos. Se

almacené el ADNc a -20°C hasta su uso.

El principio del Kit miScript es la poliadenilacién de miARNs y ARN no codificantes por una poly(A) polimerasa y
subsecuente formacion de ADNc por la transcriptasa reversa utilizando oligo-dT y random primers (Figura 15). El
primer de Oligo-dT presenta una secuencia en 5 denominada universal tag. La universal tag permite la

amplificacion posterior por PCR.

5 -'--"\-"\J’\:.-"\'III 3" mRNA 5 —— 3 rikNA
5 ——  AAAAJA), 3 Polyadenylation

5 AAAA[A), 3' Reverse 5 AAAALA), 3'

ol NVTTTTT 5 ipti 4 WA TTT T —
Reindom OligodT primar Olige=<dT primer
primer with universal teigy with universal tag
5 AAAA(A), 3 S I AAMALA), 3
3 [T 1177 e— 5 cDNA 3 1] Pt « 5' cONA

Figura 15: Esquema del proceso de sintesis de ADNc mediante el Kit miScript Reverse Transcription de Qiagen. La cola poly(A)
polimerasa adiciona un trecho de A en 3' de miARNs y ARN no codificantes. La transcripcidn reversa se lleva a cabo con Oligo-
dT que presentan un tag universal, molde para la siguiente reaccion de qPCR. Tomado del protocolo de Qiagen, miScript ™

miRNA PCR Array Handbook (http://www.sabiosciences.com/manuals).

4. Cuantificacién por qPCR de pequerios ARNs

Se realizd una dilucién 1/10 del ADNc obtenido en el paso retrotranscripcion en H,O ARNasa free y se
determinaron los niveles de expresién de hsa-miR-183-5p mediante la técnica gPCR utilizando el sistema de
miScript Primer Assay de Qiagen especifico de miARN y el Kit de PCR de miScript SYBR Green de Qiagen.

La reaccién de amplificacion se realizo utilizando los dos siguientes oligonucledtidos: Universal Primer de miScript,
provisto por el Kit de PCR miScript SYBR Green, complementario a la secuencia universal tag del oligo-dT y el

miScript Primer Assay que es especifico para el pequeiio ARN en estudio.A 5uL de 2x QuantiTect SYBR Green PCR
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Master Mix (concentracion final de MgCl, 2.5mM), 1uL de 10x miScript Universal Primer, 1uL de 10x miScript

Primer Assay y 1uL de una dilucion 1/10 del ADNc sintetizado en un volumen de 10pL de reaccién.

El protocolo de la qPCR consistié en un paso de activacion de la HotStarTaq polimerasa a 95°C durante 15 minutos
y 40 ciclos de 15s a 94°C; 30s a 55°Cy 30s a 70°C.

Se utilizaron dos genes de ARN pequefios como genes normalizadores de la reaccién: scarnal7 y rnU6 cuyos
cebadores para amplificacion fueron tambien adquiridos de Qiagen. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador RotorGene 6000 (Corbett) del Instituto de Investigaciones Clemente Estable (IIBCE). Los datos
fueron obtenidos y procesados primeramente con el programa asociado (RotorGene 6000 software)
seleccionando un umbral para la determinacién del ciclo umbral o Ct (threshold cycle) con variaciones acordes a
cada corrida. Se realizaron curvas de disociacidon por temperatura de los productos de amplificacidon de las
muestras para verificar la presencia de un Unico amplicén, indicativo de la especificidad de la PCR, es decir, de la
validez de la cuantificacidn. El rango analizado para la curva de disociacién fue entre 60°C y 95°C, siendo la Tm
esperada para miRNA entre 74°C y 77°C con este kit. Los datos fueron exportados al programa Excel (Microsoft)
para ser graficados y analizados estadisticamente. Para la determinacién de los valores relativos de ARN, los datos

fueron analizados por el método de 2*“ (Livak and Schmittgen 2001).

Comparacion de los perfiles de expresion de hsa-miR-183-5p en lineas celulares de PCa dependientes e
independientes de andrégenos y lineas celulares normales de prdstata y lineas primarias de pacientes

terminales con PCa.

Se compararon los perfiles de expresion de hsa-miR-183 en lineas celulares de PCa; sensibles (LNCaP),
dependientes (MDA PCa 2b) e independientes de andrégenos (22Rv1, DU145, PC-3) y lineas celulares normales de
prostata: RWPEL1, RWPE-2, WPE-stem y WPE-int utilizando el Kit de PCR de miScript SYBR Green de Qiagen. Las

caracteristicas de las lineas se detallan en la Tabla 2 de Anexo.

Se realizd una dilucion 1/10 del ADNc, obtenido previamente por la Dra. Duhagon, y se determinaron los niveles
de expresion de hsa-miR-183-5p mediante la técnica gPCR utilizando el miScript Primer Assay especifico de miARN
y el Kit de PCR de miScript SYBR Green de Qiagen.

La reaccién de amplificacion se realizé utilizando los dos siguientes oligonucleétidos: Primer Universal miScript,
provisto por el Kit de PCR miScript SYBR Green, complementario a la secuencia universal tag del oligo-dT y el
miScript Primer Assay, especifico para el miR maduro en estudio, en este caso hsa-miR-183-5p.

Brevemente, a 5uL de QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 2X (concentraciéon final de MgCl, 2.5mM), se
adiciond 1uL de miScript Universal Primer 10X, 1uL de miScript Primer Assay 10X y 1uL de una dilucién 1/10 del
ADNCc de las lineas celulares en un volumen final de reacciéon de 10uL. La reaccién consistid en un paso de
activacion de la HotStarTaq polimerasa a 95°C durante 15 minutos y 40 ciclos de 15s a 94°C; 30s a 55°Cy 30s a 70°

en el equipo Rotor Gene 6000 del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE). Se analizé la
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curva de melting de los amplicones producidos en la reaccién para verificar su especificidad e identidad, entre
60°Cy 95°C, siendo la Tm esperada para miR con este kit entre 74°Cy 77°C.

Asimismo, se analizo el perfil de expresidon de hsa-miR-183 de tres lineas primarias de pacientes terminales con
PCa (PCSC1, PCSC2 y PCSC3) obtenidas previamente por la Dra. Duhagon, siguiendo el mismo protocolo de gPCR.

En todos los casos se utilizaron los genes rnU6 y scarnal7 como genes normalizadores.

5. Cultivos celulares

5.1.Propagacion

La propagacion de las lineas celulares de PCa, LNCaP y DU145 fue realizada en medio RPMI 1640 completo. Previo
a la adicién de 10% de Suero Fetal Bovino (F.B.S.) descomplementado* y de los antibidticos Penicilina y
Estreptomicina al medio RPMI 1640 se ajustd el pH a 6,9 £0,3 con HCI 1N o NaOH 1N vy se filtré con filtros millipore

de 0,8 umy 0,22 um. El volumen preparado de medio RPMI 1640 completo, se almacend a 4°C hasta su uso.

*Descomplementacion del Suero Fetal Bovino para la inactivacion de las proteinas del complemento del suero: se
incubd el suero fetal bovino descongelado a 56°C durante 45 minutos. Se realizaron alicuotas de 50mL y se

almacend a -20°C.

La propagacion de la linea HEK 293T se realizd6 en medio DMEM completo. Al medio DMEM (13,5g/L),
suplementado con 3,7g/L de Bicarbonato de Sodio, 100uL/L de AnfotericinaB (10mg/mL), 10mL de
Penicilina/Streptomicina (10.000 U/mL) fue filtrado con filtros millipore de 0,22um, se adicioné Suero Bovino Fetal
en una concentracién final de 10%. La manipulacidn fue realizada en cdmara de flujo laminar vertical (ESCO

Laminar Flow Cabinet).
5.2.Subcultivos de la linea celular

El mantenimiento del cultivo se realizé semanalmente. Se observd y evalué al microscopio el crecimiento y
apariencia de las células en cultivo, realizando el cambio del medio en funcién de la densidad celular (2-3 dias
aproximadamente dependiendo del tipo de linea celular). El aumento en la densidad celular produce un cambio en
la coloracidon del medio que contiene un indicador de pH colorimétrico, de rojo a amarillo, producido por el

cambio de pH de 6,9 a 6,5.

Brevemente en cultivos confluentes (80% de confluencia), se removié el medio de cultivo. Rapidamente se lavé la
monocapa de células con PBS 1X, para remover trazas de suero que contienen inhibidores de la tripsina y se
adiciond una solucion de Tripsina 0.25% (w/v) y EDTA 0.53 mM (para eliminar los cationes divalentes presentes en
el medio y que median la interaccién célula-sustrato) en un volumen final de 0,5mL — 1mL para frascos de 75cm?>.

Se incubd a 37°C durante 5 -15 min.
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Se observé en microscopio invertido, luego del desprendimiento de las células por efecto de la tripsina, las células
en suspension se resuspendieron en medio RPMI 1640 completo para inactivar la tripsina y sobre todo el EDTA, ya
que de lo contrario no se adherirdn nuevamente las células al sembrarlas y se centrifugd a 700rpm durante 5
minutos. Se descarté el sobrenadante y se resuspendid el pellet celular de forma vigorosa en medio RPMI 1640
completo para deshacer acumulos celulares, realizando finalmente el recuento celular en hemocitémetro. Para
ello se utilizd el colorante vital azul de tripano (Trypan Blue), cuyo stock estd a una concentracién del 0,4% en
tampon fisioldgico PBS (1X). Se realizé una dilucién 1:1 de azul tripan y suspension celular homogénea. Se adiciond

10ul de la dilucién en hemocitometro y se cuantificé en microscopio (XDS-1B).

Finalmente se inocularon frascos de 25cm? con una alicuota del volumen resuspendido, completando hasta 10mL
con medio RPMI 1640 completo y se incubd en estufa (Heal Force Smart Cell) a 37°C, a una atmdsfera de presion,

95% de humedad, 5% de CO,
5.3.Congelado de células

Una vez que la monocapa de células del cultivo alcanza un 80% de confluencia, se realiza el almacenamiento,
mediante congelado de las células a -80°C o nitrégeno liquido. Brevemente, se removidé el medio de cultivo, se
tripsinizaron las células y se obtuvo una suspension homogénea de células, como se indica en el apartado de (5.2).
En crioviales de tapa rosca de 2mL, se adicionaron 1.5 mL de medio RPMI 1640 completo suplementado con di-
metil-sulféxido (DMSO) como agente criprotector (5-10% de concentracion final), y una cocentracion final de
células en fase exponencial de crecimiento de 1-2.10° células por criovial. Seguidamente, se colocaron los
crioviales en un recipiente con alcohol isopropilico, que permite la disminuciéon gradual y controlada de la
temperatura (12C/min) cuando se coloca a -802C. Se mantuvieron a -802C, o en su defecto se trasladaron a cdmara

de nitréogeno liquido a -1792C para una conservacion mas prolongada.
5.4.Descongelado de células

Los crioviales que contenian células congeladas se incubaron a 37°C. Una vez descongeladas se trasvasaron a
tubos estériles de 15mL que contenian medio RPMI 1640 completo previamente templado a 37°C. Se centrifugd a

700 rpm durante 5 minutos.

Se retird el sobrenadante y resuspendio en medio RPMI 1640 completo. Se inocularon frascos de 25cm? con una
alicuota del volumen resuspendido, completando hasta 10mL con medio RPMI 1640 completo y se incubaron a

37°C, a una atmoésfera de presién, 95% de humedad y 5% de CO,.
5.5.Recuento en camara de Neubauer o hemocitometro

Al observar al microscopio (XDS-1B) la camara de Neubauer o hemocitometro, se puede apreciar que esta
presenta una cuadricula conformada por 9 cuadrados grandes, cada uno subdividido en otros 16 cuadrados

pequefios. El volumen sobre cada uno de estos 9 cuadrados grandes, es aproximadamente de 0.1 uL. Para realizar
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el recuento celular, se utilizan los dos cuadrados grandes a cada lado de la cdmara, de manera que se realizan
cuatro determinaciones del nimero de células en el cuadrado grande, cuya media sera el nUmero de células en
0.1 pL de la suspensién de células en Azul de Tripano. Para reducir el error del recuento se deben contar tantos
cuadrados como sean necesarios para acumular un minimo de 100 células. Finalmente, teniendo en cuenta las

diluciones realizadas, se calcula el nimero de células por mL presentes en la suspension original.

6. Preparacion de ADN plasmidico

6.1.Aislamiento de ADN plasmidico de papel

Se recortaron los papeles de filtro conteniendo el ADN plasmidico: vector psi-CHECK (Promega) con la secuencia
3°'UTR de ITGB1itgbl (3’'UTR y 3’UTR reverse) y foxol (sitio 1: 204-492pb de la 3’UTR del FOXO 1, sitio
complementario a hsa-miR-183 y oligonucledtidos que carecian del sitio endégeno de unién al microARN
predicho). Estos vectores fueron donaciones del grupo de Gonzélez del Departamento de Oftalmologia de la
Universidad de Duke, en Carolina del Norte y el grupo de Guttilla y White del Departamento de Biologia Celular y
Biologia Molecular, Microbioldgica y Estructural de la Universidad de Connecticut, como se menciond en el
apartado Materiales.

Los recortes fueron resuspendidos en TE pH8 (TrisHCI 10mM pH 7,4/EDTA 1mM pH8) y congelados a -20°C hasta

SuU uso.

6.2.Preparacion de células competentes y transformacion de ADN plasmidico

Para la preparacién de células quimicamente competentes se uso el protocolo descrito por Ausubel. Brevemente,
se inoculé 50mL de medio LB con una colonia Unica y se crecieron las células 12 horas a 372C. Posteriormente, se
inoculé 4mL del cultivo en 400mL de medio LB, dejandose crecer a 372C hasta una densidad 6ptica a 600nm de
0.375 para después alicuotar el cultivo en 8 tubos de 50mL y dejarse enfriar las células en hielo durante 10 min.
Luego de centrifugar el cultivo (rotor JA14, centrifuga Beckman) (1600g, 7 min.), se resuspendieron las bacterias

en 10mL de solucién de CaCIZy se dejaron en hielo 30 min. Finalmente, se volvié a centrifugar y a resuspender las
bacterias en 2mL de solucién de CaCI2 frio con 15% glicerol. Las bacterias competentes fueron alicuotadas de a
100uL y guardadas a —802C hasta su uso.

Para la transformacién de bacterias competentes, 100uL de células a preservadas a -80°2C y se dejaron
descongelar en hielo 30 min. Se agregd el ADN plasmidico (1puL de plasmido resuspendido en TE), en una
proporcién menor a 25uL de ADN por 100uL de células (se procura usar menos de 0,1ug/100células). Se dejé
20min. en hielo y se dio un golpe de calor de 90 seg. a 422C. A continuacidn se colocé en hielo 1-2 min. y se
adiciond 4 volumenes de LB a temperatura ambiente. Se dejé a 372C durante una hora con agitacion fuerte y se

plaqued en agar LB Ampicilina.

56



6.3.Aislamiento de ADN plasmidico de bacterias transformadas

Se utilizé el kit de Qiagen para purificacion de plasmidos de alto nimero de copias (QIAGEN® Plasmid Purification

kit), segln el protocolo para midipreparaciones establecido por el comerciante.

Estos protocolos estan basados en una modificacién del procedimiento de lisis alcalina. El ADN plasmidico se une a
una resina de intercambio anionico bajo condiciones apropiadas de pH y bajas concentraciones de sal. El ARN,
proteinas y moléculas de bajo peso molecular son eliminadas en los sucesivos lavados alcalinos. El ADN plasmidico
es eluido en un buffer con altas concentraciones de sal y luego concentrado y desalado mediante la precipitaciéon
con isopropanol. Las resinas de Qiagen operan mediante flujo de gravedad, reduciendo el tiempo de

manipulacion.
6.4.Purificacion del ADN plasmidico con fenol: cloroformo

Al ADN plasmidico extraido en el paso anterior se incubd con 1uL RNAasa A (20mg/mL) durante 10min. Se
adiciond 1x de fenol: cloroformo (1:1), centrifugé a 12000rpm 2 min. (140 pL fenol/cloroformo). A la fase superior
se adiciond 1 vol cloroformo 1x, se centrifugd a 12000 rpm por 2min. y a la fase superior se adicioné AcNa 3M a
una conc final 0,3M del volumen final. Se incubé con 0,7 vol de isopropanol durante 5min. a temperatura
ambiente y se centrifugd a 12000rpm durante 5 min. Se descarté el sobrenadante y se lavd el pellet con 500ul de
etanol 70%. Se incubd durante 5 min. a temperatura ambiente y centrifugd a 12000 rpm por 5min. El pellet fue
resuspendido en 30-50uL de TE pH8. Se midié la densidad dptica del ADN plasmidico purificado a 260nm vy
determind la concentracion asumiendo que 1 Unidad de Absorbancia corresponden a 50ug/mL de ADN doble

hebra.

7. Insercion de ADN en pldsmidos

7.1.Linearizacion del vector pmirGLO

Se digirieron 5ug del vector pmirGLO (362ng/uL) con 2uL de la enzima Xhol (10U/uL) de (Fermentas, Thermo
Scientific) utilizando el Buffer R 1X (10mM Tris-HCl pH8.5 a 37°C, 10mM MgCl2, 100mM KCl y 0,1mg/mL BSA) en
un volumen final de 30uL, durante 2horas y 30’ a 37°C. La enzima se inactivd a 65 °C durante 20 minutos y se
purificé el producto de la digestién utilizando el kit Ilustra —GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare). El volumen purificado se digiri6 nuevamente con la enzima Xbal (10U/pL) de (Fermentas, Thermo
Scientific). Brevemente, a 40ulL del producto de la digestién con Xhol se adicionaron: 5uL de Buffer Tango 1X
(33mM Tris-acetato pH 7,9 a 37°C, 10mM Mg-acetato, 66mM K-acetato y 0,1mg/mL BSA) y 2uL de la enzima Xbal
(10U/uL) en un volumen final de 50uL, durante 1 hora a 37°C. La reaccion se inactivo a 65 °C durante 20 minutos y
se purificé nuevamente con el kit Ilustra —GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) y almacené a -

20°C hasta su uso. Se cuantificé el vector pmirGLO digerido, en nanodrop (Thermo Scientific Biomate 3).
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7.2.Hibridacién de oligonucleétidos

Los oligonucledtidos sintetizados con el sitio de restriccién para Xhol, Xbal, sitio interno para Notl, y secuencia
blanco para hsa-miR-183-5p (Tabla 5) se resuspendieron en H,0 libre de nucleasas para lograr una concentracién

de 1lug/uL.

Los plasmidos generados presentan el sitio de digestidon Xhol, el sitio interno Notl, la secuencia blanco para hsa-
miR-183-5p de FNDC3B y de IRS1 salvaje (WT) y el sitio de digestiéon Xbal. Los plasmidos que presentan la
secuencia blanco mutada (MUT) presentan el cambio de la secuencia blanco por la secuencia reverso (Figura 16).

Xhol xbal

v v
1.FNDC3BWT CTCGAGTAGCGGCCGCTAGTACATTGTATTAAAACTGCCATATTCTAGA
GA GCT‘CATCGCCGG CGATCATGTAAC ATAA'I'I'I'I'GACGGTATAAGA'[CT

v v
2. FNDC3B MUT CTCGAGTAGCGGCCGCTAGTACATTGTATTAAAACACGGTATTTCTAGA
GAGCICATCGCCGGCGATCATGTAACATAAI TT GTGCCATAAAGA'I;CT

L T
3.IRS1WT CTCGAGTAGCGGCCGCTAGTAATATAAGAATCATAGTGCCATATCTAGA
GAG CIC ATCGCCGGCGATCATTATATTCTTAGTATC ACGGTATAGAICT

4.IRS1 MUT L L
CTCGAGTAGCGGCCGCTAGTAATATAAGAATCATACACGGTATTCTAGA

GAG CIC ATCGCCGGCGATCA'I'I'ATATFC'I'I’AGTATGTGCCATAAGAT‘CT

Figura 16: Esquema de los fragmentos de ADN doble cadena generados para clonar los sitios blanco predictivos de los genes

candidatos FNDC3B e IRS1 en el vector reportero pmirGLO y estudiar el efecto directo de mir-183-5p sobre ellos.

Seguidamente, 2ulL de los oligonucledtidos sentido (F) y antisentido (R) se incubaron con 46ulL del Buffer de
anilado de oligonucledtidos (Oligo Annealing Buffer), recomendado en el kit primeramente a 90°C durante 3 min.y
luego a 37°C durante 15 min., en termobloque Digital Dry Bath Incubator (Boekel Scientific), almacenandose a -

20°C hasta su uso.
7.3.Ligacion de oligonucleétidos anilados en el vector pmirGLO lineal

Previa ligacién de los oligonucleétidos anilados en el vector pmirGLO lineal, se realizé una diluciéon 1:10 de los
mismos en H,0 libre de nucleasas, obteniendo una concetracién final de 4ng/ulL por oligonucleétido en el volumen
de reaccién de ligacion. Se ligaron 4ng de los oligonucleétidos anilados con 50ng del vector pmirGLO utilizando el
protocolo estandar de ligacion. Brevemente: 4ng de oligonucledtidos anilados se ligaron con 50ng del vector
pmirGLO utilizando la enzima T4 (1U/ug de ADN), procedente del bacteriéfago T4 y el buffer de ligacién T4 DNA
(New England Biolabs) en un volumen final de 20uL. La enzima T4 cataliza la formacién de enlaces fosfodiéster
entre los extremos 5" y 3" del ADN, pudiendo unir tanto extremos cohesivos como romos. La reaccion se incubd

durante 1 hora a 22°C, inactivandose la reaccion a 65°C durante 20 min.
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7.4.Transformacion de células XL-1 blue mediante electroporacién y confirmacidn del sitio blanco clonado

Se transformaron 100uL de bacterias de la cepa XL-1 blue mediante electroporacidon con 5ng de cada ligacion:
vector con oligonucleétido sentido y vector con oligonucledtido antisentido de los genes IRS1 y FNDC3B. Las
condiciones de la electroporacién fueron: 1500 Volts durante 5ms., en electroporador Multiporator (Boekel
Scientific). Las bacterias electroporadas fueron incubadas en LB sin ampicilina durante 40 minutos a 37°C.
Finalmente se plaquearon 25, 50 y 75uL de bacterias electroporadas en placas LB agar con Ampicilina, toda la
noche, a 37°C. Se repicaron 4 de las colonias crecidas y se utilizé el kit GE para la extraccion del vector pmirGLO

ligado.

Para confirmar la presencia del inserto con la secuencia blanco de hsa-miR-183-5p en el vector pmirGLO, se realizé
la digestidn del sitio interno para Notl. Para ello, 1ug del vector pmirGLO ligado fue digerido con 1uL de la enzima
Notl (10U/uL) de Fermentas, Thermo Scientific en presencia de 0,2uL de BSA (100X) y 2 uL de Buffer Neb4 (10X),
en volumen final de 20uL durante 1 hora a 37°C, e inactivando durante 10 min. a 65°C. La digestién fue analizada

en geles de agarosa 1% en buffer TAE1X, utilizando bromuro de etidio como intercalante para su visualizacion.

8. Secuenciacién de ADN plasmidico
Se enviaron 100ng de los plasmidos reporteros que contenian a ITGB1, FOXO1, IRS1 y FNDC3B a secuenciar a
Macrogen Inc. Las secuencias enviadas por Macrogen fueron analizadas (alineamiento) utilizando el programa

BioEdit Sequence Alignment Editor versién 7.0.9.0.

9. Ensayo con genes reporteros

9.1.Co-transfeccion transitoria del vector reportero psiChECK2- 3’ UTR de ITGB1 y mimic miR-183-5p,
inhibidor miR-183-5p y control siRNA en LNCaP

Se transfectaron 2.10* células/pocillo de la linea LNCaP por triplicado en placa de 96 pocillos con las diferentes

concentraciones de mimic miR-1183-5p y siRNA y inhibidor miR-183-5p, segun el protocolo de Qiagen (Guidelines

for miRNA mimic and miRNA inhibitor experiments), utilizando Fugene6 de Roche, en una relacién 3:1 (fugene

(uL): DNA (ug)) (www.roche-applied-science.com/fugene/instructions). El reactivo de transfeccién FUGENE6 de

Roche es un reactivo multi-componente (mezcla de lipidos y otros componentes), optimizado, que forma un
complejo con el ADN vy lo transporta al interior de las células animales con una eficiencia alta de transfeccion que
no se ve alterada por la presencia o ausencia de suero en el medio y no es citotdxico. A las 12hs, 24hs y 48 hs de la
transfeccion, se lisaron las células con Buffer de Lisis Pasiva 1X (Promega) y el sobrenadante se adiciond en una
placa blanca (96-well NUNC F-bottom MicroWell plate) para ensayos de bioluminiscencia. Finalmente se midieron
las actividades luciferasa de Firefly y Renilla de forma consecutiva utilizando el kit Dual-Glo® Luciferase Assay
System de Promega, segln el protocolo especificado por el proveedor. Las medidas de bioluminiscencia se

realizaron en el equipo Skanlt Software 2.4.3 RE for Varioskan Flash del Instituto de Investigaciones Clemente
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Estable (IIBCE). El tiempo entre cada medida fue de 1000ms, un rango dinamico automatico, dptica normal y tipo

de medida normal.

Los valores fueron reportados como actividad luciferasa Renilla relativo a la actividad luciferasa de Firefly y los
errores como * el desvio estandar de triplicados bioldgicos. Los efectos no especificos o citotdxicos de FUGENE

fueron evaluados realizando la transfeccidn con el miScript siRNA y con el reactivo de transfeccion.

9.2.Co-transfeccidn transitoria del vector pmirGLO-3’ UTR; mimic miR-183-5p y control siRNA en la linea HEK
293T
Se realizd la co- transfeccion de la linea celular HEK 293T con el pldasmido pmirGLO conteniendo la secuencia
blanco de hsa-miR-183-5p del 3’UTR de FNDC3B y de IRS1 salvajes (WT) y mutadas (MUT) con las moléculas mimic
miR-183-5p y control siRNA.

Tabla 6: Se detallan los sitios blancos para hsa-miR-183 de FNDC3B y de IRS1, tomados del programa de prediccidn

TargetScanHuman 6.2, y se detalla el nimero de nucledtidos de la region seed de complementariedad.

Posicién de sitio blanco en Sitio predictivo de interaccién segin Regidn ‘seed’ de
3’'UTR TargetScanHuman 6.2 (arriba, gen blanco; complementariedad
abajo, hsa-miR-183-5p)

UGCCAUA
nmun

GUGCCAUA

ICACGGUA

Se incubaron células de la linea HEK 293 en medio DMEM complementado con 1% de glutamina. Luego de dos
pasajes se tripsinizé el cultivo y se plaquearon 5.10* células por pocillo en placa de 24 pocillos siendo el volumen
final de 500uL de DMEM por pocillo. Luego de 24 hs de incubacidn se retiré el medio DMEM y se adicion6 400uL
de medio Optimem a cada uno de los pocillos. A continuacidn se realizaron los siguientes mixes de 50 plL cada uno
por separado: 1) mix1l: se incubdé 1ug de plasmido pmirGLO-FNDC3B wt en medio Optimem (Invitrogen,
Lifetechnologies), 2) mix2: se incubo 1ug de pldsmido pmirGLO-FNDC3B wt en medio Optimem con 10mM de
mimic miR-183-5p, 3) mix3: se incubo 1ug de plasmido pmirGLO-FNDC3B wt en medio Optimem con 10mM de
control siRNA, 4) mix1: se incubé 1ug de plasmido pmirGLO-FNDC3B mut en medio Optimem (Invitrogen,
Lifetechnologies), 5) mix2: se incubo 1ug de plasmido pmirGLO-FNDC3B mut en medio Optimem con 10mM de
mimic miR-183-5p, 6) mix3: se incubo 1ug de plasmido pmirGLO-FNDC3B mut en medio Optimem con 10mM de
control siRNA De forma independiente se realizaron 6 mixes, 2 mixes conteniendo 2,5uL de Lipofectamina 2000
(Invitrogen, Lifetechnologies) en medio Optimem hasta un volumen final de 50uL y 4 mixes conteniendo 3uL de

Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Lifetechnologies) en medio Optimem hasta un volumen final de 50pL.

Cada uno de los preparados fue incubado por 5 minutos a temperatura ambiente y luego se combinaron los mixes
con plasmido pmirGLO-FNDC3B wt o mut con el mix que contenia 2,5uL de lipofectamina y los plasmidos que

contenian el plasmido mas la molecula mimic o siRNA con los mixes con 3uL de Lipofectamina. La mezcla fue
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incubada por 20 minutos a temperatura ambiente y adicionada a los pocillos de la placa (100uL por pocillo). Las

transfecciones se realizaron por triplicado.

Se realizaron las mismas preparaciones de mixes de reaccién pero utilizando el pmirGLO-FNDC3B mut. Luego de 4-
6hs de incubacidn a 37°C, se descartd el medio Optimem con la mezcla de transfeccién y se adicioné 500uL de
nuevo medio DMEM por pocillo. A las 24 hs, se retiro el medio, se lavd con PBS 1X, se adiciond 100uL del buffer 5x
de lisis pasiva (Promega), se mezcld en agitador a temperatura ambiente durante 15 minutos y luego se congelé a
-20°C para su posterior analisis com el Kit Dual Luciferase Reporter Assay System de Promega, en el equipo
SpectraMax L luminometer (Molecular Devices). Programa del equipo: 2 segundos de retraso y 5 segundos de

lectura.

Este protocolo se repitié para elpmirGLO-IRS1 wt y pmirGLO-IRS1 mut. Se realizé una prueba de transfeccién mas,
siguiendo el mismo protocolo detallado antes, pero aumentando la concentracidn de mimic miR-183-5p y siRNA a
20nM, durante la co-transfeccion con pmirGLO-FNDC3B wt y mut. Los valores fueron reportados como actividad
luciferasa Firefly relativo a la actividad luciferasa de Renilla y los errores como + el desvio estandar de triplicados

bioldgicos.

9.3.Transfeccion transitoria en LNCaP y DU145 con inhibidor miR-183-5p y mimic miR-183-5p
La transfeccién se llevd a cabo por triplicado y siguiendo el protocolo de Qiagen (Guidelines for miRNA mimic and

miRNA inhibitor experiments), utilizando FUGENE6 de Roche como reactivo de transfeccion (www.roche-applied-

science.com/fugene/instructions). El paqueo de células y la transfeccidn se realizaron de forma simultanea segun

el protocolo de Qiagen. Para ello, previo a la preparacion del complejo de transfeccion: FUGENE-ADN, se incubaron

las células a ser transfectadas.

Brevemente, los cultivos celulares de Dul45 y de LNCaP que presentaban una confluencia de 70-80% y de dos a
tres pasajes previos, fueron tripzinizados segln el protocolo antes mencionado (5.2.). Se resuspendieron las
células en medio RPMI-1640 para obtener un homogenado celular de forma de plaquear 6.10" células/pocillo en
placa de 24 pocillos. Las placas fueron incubadas a 37°C, a una atmdsfera de presion, 95% de humedad, 5% de
CO,. Rapidamente se realizd la preparacion del complejo FUGENE-ADN en medio RPMI -1640 sin Penicilina y
Estreptomicina y sin Suero Fetal Bovino. Para ello se adiciond, con el siguiente orden: RPMI-1640 (el volumen de

RPMI-1640 adicionado dependerd de la placa en el que se realice la transfeccion, (www.roche-applied-

science.com/fugene/instructions)), FUGENE y 200ng de ADN plasmidico y 50nM de mimic miR-183-5p, o 200ng

de ADN plasmidico y 50nM de control siRNA o 200ng de ADN plasmidico y 500nM de inhibidor miR-183-5p,
siendo la relacion de FUGENE respecto a las moléculas co-transfectadas: 3uL: 1ug respectivamente. El complejo se
incubd durante 20-40 minutos a temperatura ambiente y luego se adicionaron 20uL/pocillo por goteo en la placa
incubada con las células. La adicion de medio nuevo RPMI-1640 completo no es necesaria durante la transfeccion

con FUGENE.
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La determinacion de la concentracion del ADN a transfectar es critica para que el proceso de transfeccion sea
exitoso. Por ello en los casos donde hiciese falta se igualaron las concentraciones de ADN a transfectar
adicionando 200ng de ADN plasmidico (PGL4-75) resuspendido en Buffer TE (Tris-EDTA) o H,O libre de nucleasas
que no interfiere en la transfeccidn. El incremento de las concentraciones de ADN para utilizar en la transfeccion
fue necesario también para trabajar con volimenes de reactivos de facil manipulaciéon. Luego de 24 hs de

incubacién a 37°Cy 5% de CO,, se retird el medio, se lavé dos veces con PBS 1X y extrajo el ARN total con TRIzol.

10. Verificacion de ingreso y estabilidad del inhibidor y mimic de hsa-miR-183-5p
Se evalud el ingreso y la estabilidad de las moléculas sintéticas transfectadas: mimic miR-183-5p, y del inhibidor
miR-183-5p mediante la cuantificacidn por RT-qPCR de utilizando oligonucledtidos especificos para hsa-miR-183-
5p y normalizando con scarnal7 y rnU6 (kit miScript con SYBR Green para microRNAs de Qiagen). Para ello, se
prepararon suspensiones homogéneas de células en fase exponencial conteniendo 1.10% células/mL en medio
RPMI 1640 completo. Se sembraron por triplicado 100uL por pocillo (200cel por pocillo), en placa de cultivo de 96
pocillos. Seguidamente se transfectaron con 50nM de mimic miR-183-5p, 500nM de inhibidor miR-183-5p y 50nM

de control siRNA de Qiagen (www.giagen.com/GeneGlobe/miRNAproducts), segln el protocolo Guidelines for

miRNA mimic and miRNA inhibitor experiments de Qiagen, utilizando Fugene6 de Roche, en una relacion 3:1

(fugene(uL):DNA(ug)) (www.roche-applied-science.com/fugene/instructions)). A las 48, 72 y 96 hs de incubacion

a 37°Cy 5% de CO,, se retird el medio y se realizaron dos lavados con PBS1X. Posteriormente se adiciond 100uL de

TRIzolzol por pocillo y se realizé la extraccidn del ARN, siguiendo los pasos que se especificaron anteriormente.

Se cuantificé el ARN extraido en nanodrop (Asp-3700) y se realizd la sintesis de ADNc utilizando miScript Reverse
Transcription Kit de Qiagen, como se describid previamente, posteriormente se cuantificé el miR-183-5p mediante
RT-gPCR con el kit miScript con SYBR Green para microRNAs de Qiagen, utilizando oligonucleétidos especificos

para hsa-miR-183-5p y normalizando con scarnal7 y rnU6.

11. Retrotranscripcion de ARNm
Se realizé la sintesis de ADNc de las muestras de ARN extraidas con Trizol, utilizando el kit de SuperScript ™ 11l de
Invitrogen (Life Technologies). Brevemente, 100ng de random oligonucleétidos se combinaron con 1uL de dNTPs
(10mM) y 300ng de ARN total en un volumen final de 13uL y fueron incubados a 65°C por 5 minutos. Se incubé en
hielo durante 1 minuto y se adicionaron 4pL de Buffer First-Strand 5X, 1uL de DTT 0,1M, 1uL de RNaseOUT ™
(40U/pL) y 1L de la enzima SuperScript ™ Ill (200U/pL). Finalmente se incubd a 25°C durante 5 minutos; 50°C
durante 50 minutos y se inactivd la enzima calentando a 70°C durante 15 minutos. Se almacené el ADNc a -20°C

hasta su uso.

12. Cuantificaciéon por qPCR de blancos candidatos para miR-183-5p
Posteriormente se cuantificd el ADNc de los genes blancos seleccionados in silico, mediante el kit SYBR Master Mix
de Applied Biosystems. Para ello se utilizaron: 5uL del Syber Master Mix, 1pL del Universal Primer 10X, 0,5-1puL de

primer especificos para cada gen (10uM) y 1L de las diluciones 1/10 de los ADNc sintetizados, en un volumen de
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reaccion final de 10pL. Los oligonucledtidos utilizados en la reaccidon de RT-qPCR se disefiaron con el sistema de
Universal Probelibrary de Roche (www.roche-applied-science.com) a partir del Probe Finder version 2.49 for
Human, tomando en cuenta la variante de splicing mas representativa en cada tejido (GeneBank) y teniendo en

cuenta el intron spanning assay. Los pares de primers especificos se listan en la Tabla 4.

Las condiciones de corrida fueron las siguientes: 95°C durante 10 minutos, y 40 ciclos de 95°C durante 15
segundos y 60°C durante 60 segundos. Para la normalizacién de la expresion de los diferentes ARNm, se utilizé el
promedio de dos estandares internos: B-actina (BACT) y Gliceraldehido -3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Las
reacciones se llevaron a cabo en el termociclador RotorGene 6000 (Corbett) del Instituto de Investigaciones
Clemente Estable (IIBCE). Los datos fueron obtenidos y procesados primeramente con el programa asociado
(RotorGene 6000 software) seleccionando un umbral para la determinacién del ciclo umbral o Ct (threshold cycle).
La ausencia de productos inespecificos fue confirmada mediante el andlisis de las curvas de melting. El rango
analizado fue de 60°C a 95°C. Los datos fueron exportados a los programas Graph Pad Prism 5.00.288 y Excel
(Microsoft) para ser graficados y analizados estadisticamente. Para la determinacién de los valores relativos de

ARN, los datos fueron analizados por el método de 27 (Livak and Schmittgen 2001).
Determinacidn de eficiencias de los oligonucleétidos

Se determind la eficiencia de amplificacién de las reacciones y la linealidad de los valores de amplificacidon en

diluciones seriadas de las muestras, determinando asi la calidad de los cebadores utilizados en los ensayos.

13. Estudios de expresion génica global mediante ensayos de microarreglos por Affymetrix
Las condiciones de transfeccion fueron las mismas que las utilizadas en el apartado 9.3. Luego de 24 hs de
incubacién a 37°Cy 5% de CO,, se retiré el medio, se lavd dos veces con PBS 1X y se extrajo el ARN total de las
lineas LNCaP y DU145 transfectadas con TRIzol. La integridad del ARN fue verificada con el programa 2100
expert_Eukaryote Total RNA Nano_DE72904909 2012-08-21 18-20-18.xad. 2100 bioanalyzer de Agilent
Technologies, Inc. utilizando el chip para Eukaryote Total RNA Nano. Con un volumen del ARN (recomendado por
el kit) obtenido se realizd, en colaboracion con el grupo del Dr. David Munroe (NCI-SAIC, Frederick), el andlisis de
la expresién de genes mediante hibridacién con Affymetrix GeneChip HG-U133A 2.0 arrays. Posteriormente, se
escanearon y extrajeron los datos de fluorescencia por sonda (entre otros) utilizando los programas de la
compafiia. A continuacién, los datos obtenido en archivos .cel fueron importados a MADB (microarray database,
de NIH-USA) y normalizados utilizando métodos estandard disponibles en la herramienta. Los datos fueron
normalizados utilizando RMA(R/Bioconductor Cal) y a las listas normalizadas de forma independiente entre cada
linea celular, se les asignd un grupo donde se especificd el nombre y caracteristicas asociadas. Se realizé la
comparacion de las medias de cada grupo y la diferencia logaritmica entre cada grupo tratado, mimic o inhibidor y
el control siRNA. Los genes que presentaran una diferencia < o0 > a 0,5, (genes de la linea DU145 y LNCaP sobre-
expresados (= 1) en los analisis de microarreglos de las muestras transfectadas con inhibidor, sub-expresados (<1)

en los andlisis de microarreglos de las muestras transfectadas con mimic), fueron exportadas a Excel para
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posteriores calculos. Con la finalidad de eliminar sefiales cercanas al ruido de fondo, se fijé un cut off de emisién
en 3 para todas las muestras. Finalmente, sustrayendo los logaritmos de las intensidades normalizas se obtuvieron
listas de genes expresados diferencialmente en los tres experimentos realizados (inhibicidn, sobre-expresion y

control).

14. Ensayos de proliferacion celular
La contribucién de hsa-miR-183-5p en la neoplasia fue determinada mediante el andlisis de uno de los atributos
del fenotipo tumoral: proliferacion celular mediante el ensayo de 3-(4,5-Dimetilazol-2-yl)-bromato de 2,5-
difeniltetrazolium (MTT). El ensayo de MTT se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (sal de tetrazolio o MTT), que presenta color amarillo, por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto insoluble de color azul (formazan). El producto de la

reaccion, formazan queda retenido en las células y puede ser liberado mediante la solubilizacién de las mismas.

La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la integridad de las mitocondrias y su
actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad celular, por lo que la cantidad de formazan
producido es proporcional al nimero de células vivas. La determinacion de la capacidad de las células de reducir el
MTT a formazan después de su exposicidon a un compuesto permite obtener informacion acerca de la toxicidad del

compuesto que se evalla.

El ensayo de MTT se realizd luego de 48, 72 y 96 hs de la transfeccidn de las lineas de PCa: LNCaP y DU145 con
moléculas sintéticas que producen la sobreexpresion de hsa-miR-183-5p (mimic miR-183-5p) o bloqueo de dicho
miR, (inhibidor miR-183-5p) y un RNA corto control sin homologia en el genoma humano (control siRNA) de

Qiagen (www.giagen.com/GeneGlobe/miRNAproducts). La seleccion de estas lineas tiene por objeto poder

observar diferencias producidas por la sensibilidad a andrégenos, al utilizar una linea sensible a andrégenos:

LNCaP y otra linea independiente de andrégenos: DU145.

Brevemente; se prepararon suspensiones homogéneas de células en fase exponencial conteniendo 1.10°
células/mL en medio RPMI 1640 completo. Se plaqueraon 100ul por pocillo (200 células por pocillo), en placa de
cultivo de 96 pocillos, tratadas para adherencia celular. Se incubé a 37°C y 5% de CO,, y seguidamente se
transfectaron con 50nM de mimic miR-183-5p, 500nM de inhibidor miR-183-5p y 50nM de control siRNA de

Qiagen (www.giagen.com/GeneGlobe/miRNAproducts), segun el protocolo Guidelines for miRNA mimic and

miRNA inhibitor experiments de Qiagen, utilizando Fugene6 de Roche, en una relacién 3:1 (fugene(ul):DNA(ug))

(www.roche-applied-science.com/fugene/instructions)). Se realizaron de 3-5 réplicas bioldgicas de cada

transfeccion. En paralelo se realizaron transfecciones para la verificacidon del ingreso de las moléculas sintéticas
transfectadas en la linea LNCaP (Apartado 10). Luego de 48, 72 y 96 hs de incubacién a 37°C y 5% de CO,, se
realizé el ensayo de MTT. Para ello se adiciond 20uL de MTT (5mg/mL) en solucion PBS 1X a cada pocillo. Luego de
4 hs de incubacion a 37°Cy 5% de CO, se retird el medio de los pocillos, y se adiciond 200uL de DMSO. Se incubé a

temperatura ambiente, en oscuridad y con agitacién orbital moderada, durante 15 min. Se recolectd el
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sobrenadante y se leyo la densidad dptica en espectrofotometro (Thermo Scientific Varioskan Flash Multimode
(www.thermo .com)) a 570nm y 690nm de longitud de onda. Posteriormente, se evalud y graficé la relacion de

absorbancia a 570nm-690 nm.

Se calculé el % de viabilidad como DO inhibidor/DO siRNA)*100 y el % de la inhibicién del crecimiento como DO
siRNA-DO inhibidor)/DO siRNA*100 (Chiang, Song et al. 2012, Chiang, Hou et al. 2013).

15. Andlisis estadisticos

15.1. Estudio de correlacion entre los niveles de APE pre-operatorio, score de Gleason y niveles de
hsa-miR-183 detectados en las 7 muestras de prostatectomias radicales: Correlacién de Pearson

Se analizaron las historias clinicas de los 7 pacientes, de forma de determinar si el score de Gleason se

correlacionaba con los niveles de hsa-miR-183-5p detectados en las muestras pareadas. Para ellos se realizd un

estudio de Correlacion de Pearson (r), con un intervalo de 95%, y test de dos colas (a=0,05), del paquete

estadistico GraphPad Prism 5.00.288.

15.2. Cuantifiacion por RT-qPCR:
Se utilizaron los siguientes test estadisticos: para analisis de genes blancos predichos in silico y seleccionados
mediante arrays: One-way ANOVA, Test de comparacién multiple de Bonferroni, p < 0.05 del paquete estadistico

GraphPad Prism 5.00.288 en las lineas LNCaP y DU145.

15.3. Medidas proliferacion
Para determinar si existen diferencias significativas entre las muestras transfectadas con mimics y con inhibitor
relativo al control (siRNA), se utilizd el test estadistico Two-way ANOVA del paquete estadistico GraphPad Prism
5.00.288 y el One-way ANOVA, Test de comparacién multiple de Tukey, p<0,05, para la comparacion a 48hs, 72hs
y 96 hs.

15.4. Ensayos de gen reportero
Test estadisticos utilizados: "Kruskal-Wallis test" y "Dunn's Multiple Comparison Test" con un p valor de <0,05

(One-way ANOVA del paquete estadistico GraphPad Prism 5.00.288).
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16. Estudios in silico

16.1. Identificacion de genes blancos candidatos de hsa-miR-183
Prediccion de genes blancos con sitio “seed” para hsa-miR-183 seguin Blancosreportados
miRecords experimentalmente en literatura
(Lista 1) (Lista 2)

Seleccidn de genes sub-expresadosen PCa a nivel de ARNm
(inhibicién transcripcional)
Estudios de Meta-analisis: ONCOMINE
(Lista 3)

Seleccidon de genes sub-expresadosen
PCa a nivel de proteina
(inhibicién traduccional)
Estudios de inmuno-histoquimica: THE
HUMAN PROTEIN ATLAS

(Lista 4) Blsqueda de evidencia bibliografica
I que indique sub-expresion génica de
los genes blancos
Analisis de las vias metabdlicas: PUBMED
WEBGESTALT

Aproximacion funcional de los genes
blanco candidatos de hsa-miR-183

Seleccion de 6 genes blanco de hsa-miR-183:
FOXO1, ITGB1, BNC2, SYNPO2, TPM1y PDCD4
{Lista 5)

Figura 17: Diagrama de Flujo de los estudios realizados para la identificacion de blancos candidatos predichos in silico.

Se realizd la pediccion in silico de los genes candidatos que poseen una secuencia de reconocimiento del hsa-miR-
183 en el extremo 3’UTR de ARNm especificos mediante la utilizacién del software de prediccién de libre acceso,
denominado miRecords integrador de 11 algoritmos de prediccion: DIANA-microT, Micro Inspector, mi Randa, Mir

Target 2, mi Target, NB miRTar, PicTar, PITA, RNA 22, RNA hybrid, TargetScan/TargetScanS (Xiao, Zuo et al. 2009).

Dentro de la aplicacion de miRecords “Blancos predichos™ se selecciono a hsa-mir-183 de la lista de microARNs,
previa seleccién de especie "homo sapiens™. Una vez desplegada la lista de blancos, filtramos la lista de genes para
obtener el grupo de genes presentes en al menos 4 de los 11 algoritmos de prediccidn establecidos en miRecords.
Los umbrales para cada algoritmo: DIANA-microT, Micro Inspector, mi Randa, Mir Target 2, mi Target, NB miRTar,
PicTar, PITA, RNA 22, RNA hybrid, TargetScan/TargetScanS, fueron los default del programa. La lista de genes
seleccionados fue exportada como Tabla a excel, y guardada como Lista 1 (datos no mostrados) de genes in silico

(Figura 17).
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16.2. Busqueda de genes blancos modulados por hsa-miR-183 en PCa

16.2.1. Meta-analisis de datos de expresion génica a nivel de ARNm

Estudio de la actividad predictiva de hsa-mir-183 en estudios de expresién génica en PCa

Para esto realizamos un estudio de meta-andlisis utilizando los estudios mas extensos de expresion génica de
cancer hasta ahora publicados en la base de datos: ONCOMINE (Rhodes, Yu et al. 2004)

(http://www.oncomine.org/) en su versién Research Premium. Para comenzar el estudio, se cred un “concepto”

en ONCOMINE, definido como un grupo de genes que representa un aspecto bioldgico especifico), constituido por
la lista de los genes blancos predictivos del hsa-miR-183, representado por sus identificadores (ID) o simbolo
genético.

Una vez ingresado el concepto en ONCOMINE, se solicitd la busqueda de asociaciones estadisticamente
significativas entre este nuevo concepto y todos los conceptos presentes en la base de datos: Cancer vs. Normal,
Cancer vs. Cancer (Histologia del Cancer; Multi-Cancer), Analisis de Subtipos de Cancer (Evolucién clinica;
Metdastasis vs. Primario; Subtipo Molecular: Biomarcadors; Subtipo Molecular: Mutaciones; Subtipo Patoldgico:
Grado; Subtipo Patoldgico: Estadio; Respuesta del Paciente al Tratamiento; Recurrencia vs. Primario; Otras),

Cancer vs. Linea de Base (ADN Unicamente), Vias y Drogas (Sensibilidad a Drogas y Perturbacion).

Para la elaboracién de esta busqueda se establecieron los siguientes pardmetros: busqueda en bases datos de
ARNm, valores estadisticos resultantes de “p” menores de 0.001 y relaciones de disparidad estadisticas resultantes
(“odds ratio”) mayores de 2.0. El algoritmo realiza una busqueda de correlacién entre los genes del concepto
ingresado y los perfiles de expresion de los genes presentes en los diferentes estudios que se encuentran en la

base de datos de ONCOMINE.

Se seleccionaron aquellos estudios que muestran una disminucion modular estadisticamente significativa de
alguno de los genes blanco predicitivos para mir-183 incluidos en el concepto en PCa o en conceptos que

representan un estatus mas agresivo de la enfermedad.

Esta busqueda genero la Lista 3 (datos no mostrados) de genes in silico (Figura 17).

16.2.2. Meta-andlisis de datos de expresion génica a nivel de proteina

El portal The Human Protein Atlas (HPA) (http://www.proteinatlas.org/) es una base de datos disponible
publicamente con millones de imagenes de alta resolucidon que muestran la distribucion espacial de proteinas en

44 tejidos humanos normales diferentes, 20 tipos de cancer diferentes y 46 lineas celulares humanas diferentes.

La expresidon de proteinas anotadas en este portal tiene como objetivo crear un mapa comprensivo de los perfiles

de expresidon proteico en tejidos humanos normales y células. En este sitio evaluamos el perfil de expresién
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proteico de los genes de la lista generada en ONCOMINE, comparando la condicidn préstata normal vs carcinoma

de préstata. Esta busqueda genero la Lista 4 (datos no mostrados) de genes in silico(Figura 17).

17. Andlisis de las vias asociadas con los genes seleccionados
Finalmente, se realizé una aproximacion de la funcién de hsa-miR-183 mediante estudios de Ontologia genética,
vias de sefializacion y metabdlicas a través de: WebGestalt (“WEB-based GEne SeT Analysis Toolkit”), (Duncan et
al.,, 2010). Asi, analizamos la presencia de los genes blancos seleccionados in silico en algunas de las vias

metabdlicas importantes.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Determinacion de los niveles de expresion de hsa-miR-183-5p en PCa.

Como primera aproximacion, determinamos los niveles de expresion del miR-183 en la prdstata normal y tumoral.

Para esto, trabajamos con muestras de pacientes y también con lineas celulares de PCa.

1.1.Tumores de pacientes: muestras tumorales y normales de prostatectomias radicales de pacientes con

PCa.
Con el objetivo de estudiar si hsa-mir-183-5p esta desregulado en el tejido neoplasico, se determinaron los niveles
de expresién de este miR en siete muestras pareadas de tejido normal y tumoral fijados en parafina provenientes
de prostatectomias radicales.
Cuatro de ellas, procedian del Servicio de Anatomopatologia del Hospital Policial (muestras 2336, 2431, 3547 y
3765 de Tabla 7) y tres correspondian a tres pacientes analizados previamente por la Dra. Duhagon, muestras
recolectadas del Departamento de Patologia de la Universidad de Ulsan, Colegio de Medicina, Asan Medical
Center, Seoul, Republica de Korea (muestras 327, 2088 y 3733 de Tabla 7).
Estimamos que este tamafio de muestra es suficiente para alcanzar un poder de 0,9.
Esto se basa en las siguientes premisas: |. El cambio de expresién es una variable de respuesta continua de
muestras pareadas de cada individuo (tejido normal vs. tumoral del mismo paciente), Il. Datos previos indican que
la diferencia en la respuesta de las muestras pareadas estd distribuida normalmente, con un desvio estandar
estimado de 1,5 (Schaefer, Jung et al. 2010). La verdadera diferencia de la respuesta media de las muestras
pareadas es 1,35. En este contexto, 7 muestras pareadas son suficientes para rechazar la hipdtesis nula (diferencia
de respuesta igual a 0) con una probabilidad de 0.9 (Schaefer, Jung et al. 2010). El error Tipo | asociado a este test
de hipdtesis nula es 0.05.
El criterio histopatoldégico para la seleccion de la muestra consistié en la presencia de regiones normales y
tumorales claramente discernibles que no presenten zonas de composicién tisular heterogénea (hiperplasia,
parénquima, vascularizacién). Las muestras fueron analizadas por dos patélogos en forma independiente. Luego
de seleccionados los tacos con regiones de tejido normal y tumoral fijadas en parafina, se extrajo ARN, se sintetizo
cDNA a partir de éste como molde y se determinaron los niveles de expresién de hsa-miR-183-5p mediante la
técnica RT-qPCR, utilizando oligonucleétidos cebadores especificos para hsa-miR-183-5p. Actualmente no hay
disponibles genes de referencia validados para RT-gPCR de miRs en PCa. Algunos autores recomiendan la
utilizacion de hsa-miR-130b, o la media geométrica de de hsa-miR-130b y rnU6-2 (ambos deexpresion estable)
para la normalizacion en los estudios de expresion de miRs en PCa (Schaefer, Jung et al. 2010). Estudios de
Andersen et al. aconsejan el uso de al menos tres genes normalizadores no regulados para el analisis, aunque el
uso de 5 a 10 genes normalizadores combinados es altamente recomendado (Andersen, Jensen et al. 2004). Con
estos antecedentes, y debido a las limitaciones presupuestales de este trabajo, las normalizaciones se realizaron
con el promedio de los normalizadores rnU6 y scarnal7, disponibles en el laboratorio y ampliamente reportados

en la literatura.
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Tabla 7: Caracteristicas de las muestras analizadas (Tumoral-Normal, APE (ng/mL), score de Gleason, concentracion de ARN

(ng/uL) y relacion de absorbancia: 260/280).

Caracteristica  APE Score de [ARN] 260/280
(ng/mL) Gleason ng/uL
327 CONTROL ND 10({5+5) 3,63 1,7
TUMOR 3027 1,7
2088 CONTROL ND 10(5+5) 8,64 1,7
TUMOR 33,69 1,7
3733 CONTROL ND 10({5+5) 26,1 1,7
TUMOR 3495 17
2336 CONTROL 118 6(3+3) 261,43 1,75
TUMOR 3265 1,89
2431 CONTROL 523 7(3+4) 16234 1.8
TUMOR 64,13 1,77
3547 CONTROL 556 6(3+3) 1127 1,77
TUMOR 136,17 1,81
3765 CONTROL 751 8(3+5) 81,11 1,77
TUMOR 579,67 1,11

Como se observa en la Figura 18. A., de las 7 muestras analizadas, 6 de ellas (P327, P2088, P3733, P2336, P2431y
P3547) muestran un incremento de al menos una vez en los valores de expresion de hsa-miR-183-5p relativo a las
muestras control. Esta diferencia en el cambio de expresidn esta acentuada en las muestras P327, P3733, P2431y
P2088, donde se reportan cambios de expresidon con magnitudes de 29, 11, 5 hasta 4,8 veces respectivamente. La
muestra P3765, contrariamente al resto de las muestras, presenta una sub-expresion de hsa-miR-183-5p en el
tejido tumoral, con un valor de cambio en la expresién de 2,5 veces menos en las muestras tumorales. Sin
embargo, al aplicar un test T pareado al conjunto de las muestras analizadas, se apoya el supuesto de que hsa-
miR-183-5p estd significativamente sobre-expresado en muestras tumorales de préstata relativo a las muestras de
glandula prostatica control con un p<0,05, y de esta forma ratifica los datos reportados en bibliografia acerca de la
funcién oncogénica de hsa-miR-183 en varios tipos de neoplasias (Bandres, Cubedo et al. 2006, Motoyama, Inoue
et al. 2009, Lehmann, Streichert et al. 2010, Myatt, Wang et al. 2010, Sarver, Li et al. 2010, Schaefer, Jung et al.
2010).
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Figura 18: A. Anélisis del cambio en los niveles de expresién (Fold Change) de hsa-miR-183-5p en 7 muestras pareadas de
pacientes con PCa (P327, P2088, P3733, P2336, P2431, P3547 y P3765). Se representan los cambios en los niveles de
expresion relativos a las muestras controles. La normalizacidn se realizé con el promedio de rnU6 y scarnal7. Se representa el
desvio estandar de los replicados técnicos. B. Relacién entre los niveles de expresidn de hsa-miR-183-5p (concentracion de
hsa-miR-183-5p en las muestras tumorales relativo a las muestras normales, utilizando el promedio de los normalizadores

rnU6 y scarnal7), con el score de Gleason en las 7 muestras pareadas de PCa.

Considerando las performances (alcances y limitaciones) de los dos parametros clinicos: el APE y el score de
Gleason, y debido a las limitaciones en el potencial diagndstico en funcion de la inespecificidad y baja sensibilidad
del APE, decidimos analizar la existencia de correlacién entre los valores de sobreexpresion de hsa-miR-183-5p y
los valores del score de Gleason asignados a cada paciente, ya que como mencionamos anteriormente el score o
clasificacién de Gleason, es el método histopatoldgico mas utilizado y aceptado clinicamente para determinar el

prondstico de PCa (Bostwick 1994).

Los resultados de correlacidon de Pearson (r), con un intervalo de 95%, y test de dos colas nos indican valores de r

de 0,59 entre el score de Gleason y los valores del miR (a=0,05) para las 7 muestras estudiadas.

Si bien el tamafo de la muestra hace muy improbable extraer conclusiones estadisticamente confiables, los
pacientes con sobre-expresion de hsa-miR-183-5p en tejido tumoral presentan una tendencia al incremento del
grado histopatoldgico de Gleason, es decir, aquellas muestras con un score de Gleason mayor (10), presentaron
una mayor magnitud en la expresién de hsa-miR-183-5p (29, 11 y 4,8 veces). Es interesante que las muestras que
presentan un score de 6 (P2336 y P3547), y por lo tanto un buen prondstico, son las que presentan
coincidentemente los valores de sobre-expresion de hsa-miR-183-5p mas bajos (cambio de expresion de 1 a 3),

apoyando entonces un rol oncogénico de este miR en la patologia.

Por otro lado, la muestra P3765, con un score de Gleason de 8 no presenta un incremento del miR en estudio, sino
que por lo contrario, los valores de expresién indicaban una sub-expresion del mismo en las muestras tumorales

(Tabla 7) (Figura 18. B.).
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La discrepancia en esta muestra con respecto a la modulacién esperada, no llama nuestra atencién, debido a que
la heterogeneidad en PCa esta bien documentada. De disponerse de un set de mayor nimero de muestras, seria
posible identificar con confianza subgrupos de outliers, en este caso, de tumores con caracteristicas genéticas
diferentes. Ademas, se ha reportado la existencia de alteraciones moleculares en tejidos benignos (Chandran, Dhir
et al. 2005), asi, los estudios de Heni et al., plantean que o bien las vias estan desreguladas antes de que se
produzca el segundo hit para dar lugar al cancer o el cancer modifica el tejido adyacente e induce cambios de

expresion a nivel transcripcional en este caso de los subtipos de IR/IRS (Heni, Hennenlotter et al. 2012).

Durante el transcurso de este proyecto, se publicaron varios estudios de expresidon de miRs en PCa describiendo la
sobre-expresién de hsa-mir-183 en el tejido tumoral (Schaefer, Jung et al. 2010, Martens-Uzunova, Jalava et al.
2012, Ueno, Hirata et al. 2013, Zhang, Sun et al. 2013), lo que apoya la hipdtesis de que funciona como un

oncomir, tal como fue propuesto por nuestro grupo.

Algunos de estos trabajos reportan también una correlacidn positiva entre los niveles de hsa-mir-183 y
caracteristicas histopatoldgicas y evolutivas de la enfermedad (Mihelich, Khramtsova et al. 2011, Ueno, Hirata et
al. 2013). Asimismo, la Dra. Katia Ramos Moreira Leite, en la Universidad de Sao Paulo, Facultad de Medicina, ha
confirmado la correlacién entre mir-183 y los niveles de PSA en un set de mds de 100 pacientes (comunicacién

personal).

1.2. Lineas celulares: PCa dependientes, sensibles e independientes de andrégenos, lineas celulares

normales de prdstata y lineas primarias de pacientes terminales con PCa.
La determinaciéon de los niveles de hsa-miR-183-5p en lineas celulares permite evaluar si la sobre-expresidon
observada en el tejido maligno, también se visualiza en los modelos de lineas celulares de PCa. Asi mismo, permite
seleccionar las lineas mas adecuadas para utilizar en los experimentos de validacion de los hallazgos empiricos en
el set clinico. Por esta razén, se compararon los perfiles de expresion de hsa-miR-183-5p en lineas celulares de
PCa; dependientes, sensibles e independientes de andrégenos (LNCaP, RWPE-2, MDA PCa 2b, 22Rv1, DU145, PC-3)
y lineas celulares normales de préstata: RWPE-1, WPE-stem y WPE-int utilizando la misma metodologia. También,
se analizd el perfil de expresion de hsa-miR-183-5p de tres lineas primarias de pacientes terminales con PCa
(PCSC1, PCSC2 y PCSC3), tumorigénicas e independientes de andrégenos obtenidas previamente por Duhagon et
al. (Duhagon, Hurt et al. 2010). En todos los casos se utilizé el promedio de los genes rnU6 y scarnal7 como

control de la cantidad de ARN de cada ensayo (Figura 19).
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Figura 19. Cambio en la expresion (Fold change) de hsa-miR-183-5p en lineas celulares de préstata normal y tumoral y tres
lineas primarias de pacientes terminales con PCa. La normalizacidn se realizé con el valor promediado de scarnal7 y rnU6. Los
cambios de expresidn se calcularon relativos a los valores reportados en las lineas de préstata, RWPE1, no tumorigénica. Las
barras de error representan el desvio estandar de los replicados técnicos. En la tabla se detallan caracteristicas de la linea
celular; RA: respuesta a androgenos, AS: andrdogeno sensible, AD: andrégeno dependiente, Al: andrégeno independiente.
También se indica la capacidad de la linea de generar tumor mediante inoculacién por via subcutanea u ortépica en ratones

nude (Tumor).

Las lineas celulares analizadas se colocaron sobre la abscisa del grafico de la Figura 19 en orden creciente (hacia la
derecha) con respecto principalmente al potencial tumorigénico, y en funcion de esta capacidad, con respecto a la
presencia o ausencia de respuesta a andrégenos; esto imita lo que sucede en PCa, donde la progresion esta
caracterizada por un cambio del estado andrégeno-dependiente (AD) al estado andrégeno-independiente (Al),
atravesando por un estado andrégeno sensible (AS) donde las células no requieren andrégenos para proliferar

pero en su presencia lo hacen mas rapidamente (de WPE stem a PC-3).

La evolucién de un estado AD a uno Al, se debe en algunos casos a la pérdida o mutaciones de los receptores de
andrégenos. Esto es asi para el caso de la linea andrégeno sensible LNCaP, en la cual se han identificado hots spots
en el codén 887 del dominio de unién a andrégenos del gen, provocando que el receptor se una a otros esteroides

y disminuyendo la afinidad por los andrégenos (Russell, Bennett et al. 1998).

Los resultados obtenidos muestran una tendencia en el aumento de la expresidn de hsa-miR-183-5p en lineas de

PCa en comparacion con la linea normal de préstata (RWPE1).

Los valores mas altos (fold change de entre 20 a mas de 100 veces) fueron reportados para las lineas: LNCaP,
MDA-PCa 2b, 22 Rv1, Dul145 vy las tres lineas primarias de pacientes terminales. Contrariamente a lo esperado, PC-
3, que es una de las lineas mas agresivas en PCa (Al), mostrd una sobre-expresion de hsa-miR-183-5p con respecto

a la linea normal RWPE1 (15 veces), estos valores se asemejan a los valores reportados por Ueno et al., donde se
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observa una sobre-expresidon de hsa-miR-183-5p de aproximadamente 13 veces en PC-3 relativo a la linea normal

de préstata, RWPE1 (Ueno, Hirata et al. 2013).

Sin embargo, a pesar de que los valores de sobre-expresion de hsa-miR-183 en las lineas DU145 y LNCaP son muy
similares entre si en dicho trabajo (3,51 y 3,33 respectivamente), nosotros reportamos mayores cambios de

expresion en ambas (de entre 20 [LNCaP] a 25 [DU145] veces mas).

Esta discrepancia, tal vez se deba a las diferencias cariotipicas entre las lineas celulares de diferentes laboratorios,
que pueden deberse al nimero de pasajes en cultivo o los métodos de cultivo. Este es un problema comun que da

lugar a la escaza reproducibilidad de resultados (Hughes, Marshall et al. 2007, Pelliccia, Ubertini et al. 2012).

Este resultado sugiere un perfil de expresién similar de hsa-miR-183-5p en lineas celulares tumorales y muestras

clinicas, lo que valida el uso de lineas celulares como modelo en el estudio de la funcién oncogénica de este miR.

2. Estudio de genes blancos regulados por hsa-miR-183

2.1.1dentificacién predictiva de genes blancos candidatos de hsa-miR-183: Predicciones computacionales

Con el objetivo de seleccionar un grupo reducido de genes blancos candidatos a ser regulados por hsa-miR-183, se
realizaron una serie de estudios tedricos, utilizando diversas herramientas que incluyeron algoritmos de

prediccidn de genes con sitios blancos de microARNs y bases de datos de expresion génica de PCa.

Inicialmente, se utilizd el software de prediccidn de libre acceso, denominado miRecords para definir una lista
primaria de genes que presenten una secuencia de reconocimiento del hsa-miR-183 en el extremo 3'UTR de
ARNm especificos (Xiao, Zuo et al. 2009). Este programa muestra por defecto las interacciones entre miRs:
blancos.

Sin la aplicacidn de filtros se identificaron 31914 secuencias de genes que presentaban sitios de reconocimiento de
hsa-miR-183 predichos por al menos 1 algoritmo de prediccion de entre los 11 que integran la herramienta. Con el
fin de reducir el nimero de blancos identificados, determinamos los blancos predichos en al menos 4 de los 11
algoritmos de prediccién establecidos en miRecords. Esto dié lugar a un grupo de 441 genes con sitios blancos
para hsa-miR-183, que resultan finalmente en 360 genes cuando se eliminan las variantes de splicing (Lista 1 de
Figura 17, datos no mostrados).

Dado el alto nimero de genes predichos y las conocidas limitaciones de los algoritmos de prediccién, nos
propusimos disminuir la lista de genes candidatos a estudiar en base a su perfil de expresiéon en muestras clinicas
de pacientes, es decir, determinar si la sub-expresion de estos genes blancos se correlacionaba con PCa.

Para esto realizamos un estudio de meta-analisis utilizando los estudios mas extensos de expresion génica de

cancer hasta ahora publicados en la base de datos: ONCOMINE (http://www.oncomine.org/) (Rhodes, Yu et al.

2004).
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Para comenzar el estudio, se creé un “concepto” dentro de la plataforma (definido como un grupo de genes que
representa un aspecto bioldgico especifico), constituido por la lista de los 360 genes blancos predictivos del hsa-
miR-183, representado por sus identificadores (ID) o simbolo genético. A continuacidon se subié a Oncomine la lista
de los genes y se interrogd si estaban modularmente desregulados en los estudios de cancer disponibles en la

base de datos.

Nuestra hipdtesis establece que hsa-miR-183-5p presenta una funcidon oncogenica en PCa, por lo que esperamos
gue los ARNm regulados por dicho miR estén modulados negativamente en el tejido tumoral respecto al normal, o
en estadios avanzados respecto a estadios tempranos de la enfermedad, y por lo tanto, que funcionen como

genes supresores de tumor de estar involucrados en la etiologia tumoral (Tabla 8).

Tabla 8: Meta-Anadlisis de la expresidon de genes blanco predictivos de hsa-miR-183 en estudios gendmicos de cancer
utilizando Oncomine. La columna de la izquierda indica el origen tisular de los estudios analizados. El resto de las columnas
listan los conceptos definidos en los estudios (histologia, evolucion clinica, sitio primario o metastasico, genotipo, estadio,
etc). Los nimeros indican el nimero de estudios que muestran una correlacidn positiva entre subtipos diferentes de cancer y

la sobreexpresion (rojo) o sub-expresion (azul) de los genes blanco de hsa-miR-183 predictivos con un p< 0.001.

Cancer Cancervs. Cancer Cancer Subtype Analysis Cancer
5 ovns1'1 al ] . L. . _ . _ " B ?é xlas\}'ian e
Concept Type by Cancer N § E . E B = g gz g gg 33 E‘E E E < = onls'u')'
5 E 5o | fex | S22 | 223 | BaS | EFaE | BEe | eds 5
Bladder Cancer 1 1
Erain and CMS Cancer 1 2 4 5 2 1 1 4 2 2 1
Ereast Cancer 9 5 4 1 2 2 8 3 4 3 2 6 1
Cervical Cancer 1 1 2 1 1
Colorectal Cancer 2 2 2 3 1 1 1 8 1 1 1
Esophageal Cancer
Gastric Cancer 1 2 1 1 1
Head and Meck Cancer 2 2 1 1 1 1 2
Kidney Cancer 1 1 2 1 1
Leukemia 2 5 2 2 7 7 1 1
Liver Cancer 1 1 1
Lung Cancer 2 2 1 1 1 1 1 1
Lymphoma 4 4 2 2 2 4 2 2 2
Melanoma 1 1 2 3 1
Myeloma 2 1 1 1
Other Cancer 2 1 1
Cwarian Cancer 2 4 4 1 3 1 1 1 3
Fancreatic Cancer 1 1 1
Prostate Cancer 3 [ 2 1 4 1 1 2
Sarcoma 4 5 1 1 1 2
Significant Unigue Concepts 5 28 | 33 36 9 8 13 30 1 2 5 5 12 20 1 16 | 11 11 3 3 1 1 [ [

Los resultados de la Tabla 8, muestran unanimemente, que en PCa los genes blanco predictivos de hsa-miR-183 se
ven significativamente reprimidos en forma modular (indicado por el color azul en los casilleros de la fila de PCa).
A diferencia de esto, en otras neoplasias, como el cancer de mama, se observan correlaciones entre la sobre-
expresion de estos genes y la malignidad (ver nimeros en rojo), sugiriendo que tal vez este miR funcione como un
supresor de tumor en otro tipo de neoplasias, tal como lo indica la bibliografia (Dahiya, Sherman-Baust et al. 2008,

Shimono, Zabala et al. 2009, Heffelfinger, Ouyang et al. 2012, Lodrini, Oehme et al. 2013).

Sin embargo, de manera global, los genes analizados muestran un patrén general de sub-expresién de los genes

blancos, apoyando una funcidon oncogénica de hsa-miR-183, rol ampliamente reportado en diferentes tipos de
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neoplasias, colorectal, prdstata, sarcoma sinovial, urotelial, pulmdn, hepatocelular (Motoyama, Inoue et al. 2009,
Sarver, Li et al. 2010, Schaefer, Jung et al. 2010, Yamada, Enokida et al. 2011, Zhu, Liu et al. 2011, Ueno, Hirata et
al. 2013, Zhou, Zhang et al. 2014).

Especificamente en PCa, el resultado de este analisis muestra un total de 252 de estos 360 genes que presentan
sub-expresion en al menos uno de los 12 “conceptos” de Oncomine. Estos conceptos constituyen grupos
especificos de muestras, e incluyen diferentes categorias. La sub-expresion de estos genes se correlaciona
significativamente (p<0,0001, disparidad 2) con varios aspectos clinicos del PCa como la transformacién (cancer vs.
normal), los subtipos de cancer (metdstasis vs. primario, subtipo molecular por biomarcadores, mutaciones,
clasificacién histopatolégica [grado, estadio], la evolucién clinica de los pacientes en respuesta al tratamiento

[recurrencia a 1, 3y 5 afios]), tal como se indica en la Tabla 8.

Del conjunto de 252 genes, 116 estan significativamente sub-expresados a nivel de ARNm en al menos 3 estudios
independientes, lo que apoya su posible importancia en el PCa. A modo de ejemplo de este tipo de andlisis se
presenta el resultado del estudio de Taylor (Cancer Cell. 2010/07/13), donde se muestra una lista parcial de 20
genes (dispuesta en orden decreciente segun el p valor) significativamente sub-expresados en muestras de
Carcinoma de préstata con recurrencia a 5 afos (2) relativo a los niveles de expresién en muestras sin recurrencia
a 5 afios (1) (Figura 20).

Esta lista incluye algunos genes que ya han sido reportados en la bibliografia como blancos directos de hsa-miR-
183, tal como Egrl, en sarcoma sinovial, rhabdomiosarcoma y cdncer de colon, reportando para hsa-miR-183
funciones que favorecen la migracidn celular mediante la interaccién con Egrl (Sarver, Li et al. 2010).

Sin embargo, aunque Egrl es un reconocido supresor de tumores en diferentes tipos de neoplasias, estd
reportado como oncogén en PCa (Baron, Adamson et al. 2006, Yu, Baron et al. 2007), por lo que la sub-expresién
en carcinoma recurrente a 5 afos no se explica en funcién de su rol oncogénico.

Por otro lado, el gen IRS1, ubicado en la sexta posicion del ranking, es un blanco del clister mir-183
experimentalmente validado en estudios metabdlicos en ratén (Xu and Wong 2008), y se ha visto sub-expresado
en tumores de mama grado 3 pobremente diferenciado y metastasico (Schnarr, Strunz et al. 2000, Ma, Gibson et
al. 2006, Gibson, Ma et al. 2007) y en cancer de pulmdn no a células pequefias (Han, Cho et al. 2006). Sin embargo,
otros estudios reportan que su sobre-expresidon estd asociada a una incidencia aumentada en la recurrencia y
menor tasa de sobrevida (Rocha, Hilsenbeck et al. 1997, Koda, Sulkowska et al. 2005, Koda, Sulkowska et al. 2005).
Ademas, existen escasos reportes donde se establece una regulacién de IRS-1 oncogénico mediante miRs; en este
sentido se ha mostrado que miR-126, supresor del crecimiento celular y reconocido supresor de tumores en
cancer de mama, regula negativamente a IRS-1 a nivel traduccional (Zhang, Du et al. 2008). De modo similar, en
estudios de cancer de colon confirman la inhibicion de IRS-1 via hsa-miR-145 in vivo e in vitro (Yin, Yan et al. 2013).
Por ultimo, La Rocca et al., reporta la interaccion no solo de miR-145 con IRS-1 sino también de hsa-miR-182 y hsa-

miR-96 miembros del clister de miR-183 y su funcion como oncogen (La Rocca, Shi et al. 2009).
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Asi mismo, los genes TPM1, RHOB y SYNPO2 han sido propuestos como genes supresores de tumores en cancer de
mama, pulmoén y meningiomas respectivamente (Mazieres, Antonia et al. 2004, Zhu, Si et al. 2007, Fevre-

Montange, Champier et al. 2009).
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Figura 20: Nivel de expresién de genes del concepto genes blanco de mir-183 correlacionados con recurrencia en el estudio

de Taylor (Cancer Cell. 2010/07/13). Se indican en azul genes sub-expresados y en rojo genes sobre-expresados en estudios
de recurrencia a 5 afios. 185 muestras y 22238 genes analizados. El esquema lista los genes blanco predictivos de hsa-miR-183
gue muestran una asociacidn significativa con el concepto 1 ordenados por el valor p decreciente. No recurrencia a 5 afios (37
estudios). 2. Recurrencia a 5 afios (24 estudios). Unicamente se listan los 20 genes con mayor valor de p. El Rank indica la
posicidn del gen indicado, en el ordenamiento por p valor de todos los genes que muestran asociacion al concepto en este
estudio. El reporter denota la identidad de la molécula utilizada para la deteccion de ese gen en la plataforma utilizada

(microarreglos).

Frente a este tipo de estudios, donde el nimero de genes es ciertamente inmanejable a escala laboratorio,
decidimos estudiar la condicion Normal vs. Tumoral. Ademds, este aspecto fue el que analizamos en las muestras
clinicas (Figura 18). Para ello, seleccionamos los tres estudios en PCa de Arredouani, Varambally y Lapointe

asociados al concepto Tumor vs. Normal.

La utilizacién de este criterio redujo la lista a un grupo de 50 genes (Lista 3 de la Figura 17, datos no mostrados),
de los cuales 11 genes son comunes a los tres estudios, 23 genes estan presentes en dos estudios, y 16 genes en

total son exclusivos en alguno de los tres estudios (Figura 21).

Estos 50 genes, estan también representados en conceptos referidos a otros aspectos del tumor, donde por
ejemplo, ITGB1 aparece en al menos tres conceptos y se encuentra en dos de los tres estudios seleccionados
(Tumor vs. Normal). Esto apoya una posible relevancia de hsa-miR-183 en varios aspectos del PCa mas alla del
evento de transformacidn neoplasica en si mismo. Por ejemplo, los genes SYNPO2, TPM1, IRS1, CLIP4, RHOB y

CFL2 coinciden en los estudios de Tumor vs. Normal y de recurrencia de PCa a 5 afios antes mostrados (Figura 20).
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Figura 21: Diagrama de Venn de los 50 genes sub-expresados en base al concepto Tumor vs.
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Hasta ahora, en los estudios in silico realizados para la identificacién de blancos, consideramos un solo aspecto de
la modulacién por miRs, esto es, la regulacidon a nivel del ARNm, que involucra procesos de de-adenilacidn del

ARNm, decapping y posterior degradacion.

Sin embargo, existe un segundo nivel de regulacién reportado, donde el miR modula el producto proteico. Esta
modulacién es generada por la reduccidn en el inicio de traduccidén y el desprendimiento de los ribosomas, aunque
estos Ultimos mecanismos son menos conocidos (Guo, Ingolia et al. 2010). Estos dos mecanismos de regulaciéon
(degradacidon de ARNm - inhibicién de la traduccién) no siempre estan acoplados, es decir, hay reportes donde se

detecta un descenso a nivel proteico, pero se mantienen los niveles a nivel del ARNm (Reiss, Wang et al. 2001).

Aun asi, dada la amplitud de la lista inicial (360 genes) decidimos excluir en este estudio a los genes blanco
predictivos que no mostraban una sub-expresién significativa del ARNm en PCa, excluyendo un total de 108 genes
gue eventualmente podrian haber presentado una modulacién exclusivamente a nivel traduccional a través de

hsa-miR-183.

Para evaluar la modulacién a nivel traduccional de los 50 genes seleccionados por sub-expresién de ARNm,
utilizamos los datos de inmuno-histoquimica publicados en el portal de libre acceso llamado “The Human Protein

Atlas” (HPA) (http://www.proteinatlas.org). En esta base de datos, los niveles de expresién proteica son

expresados en términos de expresion alta, media, baja y ausente.

En HPA encontramos que 33 de estos 50 genes, presentan una disminucion de la expresién proteica en PCa

respecto a la préstata normal. Dentro de este grupo, las proteinas NR3C1 y KANK1, cuya expresién es alta en el

100% de los estudios de inmuno-histoquimica realizados en células glandulares de prostata (CGP), presentan un

descenso de la expresidn proteica en el tejido tumoral de préstata (TTP).

Dentro de las proteinas que presentan expresidn baja en el 100% de los estudios en CGP y en las que disminuye la
expresion a valores de no deteccion en TTP (los valores representan el porcentaje de muestras de tejido tumoral
de préstata donde no se detecta la expresidn proteica) se encuentran: EPHA4 (27,27%); CACNB4 (63,63%);
PLEKHA3 (79,16%); SYNPO2 (100%); SEMAG6D (90,9%); SIN3A (33,33%); ZHX2 (13,6%); ITGB8 (54,16%); CLIP4 (72,
72%); KCNMB1 (83,33%); FLRT3 (30%); FOXO1 (50%); FRMD6 (58,33%) y ATP2B4 (37,37%).
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Finalmente, entre las proteinas que presentan expresién media en el 100% de los estudios en CGP y que

disminuyen su expresién a valores bajos e indetectables (o ausente) en los estudios realizados de inmuno-
histoquimica en TTP estdn C200rf177 (20%, 50%); IRS1 (36,36%, 9%); REV1 (33,3%, 8,33%); RSBN1 (83,3%, 8,33%);
LAPTM4A (41,66%, 45,83%); STK38L (40%, 60%); PPP2R5C (25%, 50%); ITGB1 (20%, 0%); KPNA4 (9,09%, 18,18%);
BNC2 (30%, 60%); SNX1 (10%, 0%); ENY2 (41,66%, 33,33%); PHF15 (8,33%, 66,66%); RAB11FIP2 (44,44%, 0%);
ENAH ( 4,54%, 31,81%); AKAP12 (0%, 91,66%); YPEL5 (20%, 10%).

Por otro lado, dentro del grupo de los 17 genes que no se ven sub-expresados en TTP con respecto a CGP, hay tres
tipos:

1. los que no presentan cambios en los valores de expresion en CGP con respecto a TTP: TPM1, RHOB, DTNA,
CDC42EP3, CCND2, SFRS11,

2. los que aumentan su expresidén en las muestras TTP con respecto a las muestras CGP: MBNL1, CFL2, NTN4,
PRKCA, KIAA1324L, KIAA0355, TRIM2 y CPM, y por ultimo,

3. los genes para los que no hay datos de estudios de inmuno-histoquimica: NFE2L1, TLE4 y NFAT5.

En resumen, de los 50 genes seleccionados por estar sub-expresados a nivel de ARN en tejido tumoral de préstata,
encontramos que 33 muestran ademas una disminucién de la proteina codificada (Lista 4 de Figura 17, datos no
mostrados).

Estos datos permiten seleccionar aquellos genes cuya disminucién en el ARNm tiene mas probabilidad de tener un
efecto sobre el fenotipo celular, puesto que posiblemente se traduzca en una disminucién de los niveles de
proteina sintetizada.

Finalmente, debido a la capacidad limitada de este proyecto, redujimos la lista de 33 a cuatro genes: FOXO01,
ITGB1, BNC2 y SYNPO, en base a los datos disponibles en la literatura, al analisis de ontologia génica que los

postulan como fuertes candidatos a poseer funciones de supresores de tumores (Tabla 9).

A esta lista incorporamos también al gen PDCD4 por su importancia como supresor en PCay su previa validacion
experimental como gen blanco de hsa-mir-183 en carcinoma hepatocelular (Goke, Barth et al. 2004, Li, Fu et al.
2010) (Lista 2 de Figura 17, datos no mostrados). El gen PDCD4 es un gen supresor de tumores y codifica una
proteina que se une al factor de iniciacién de la traduccion eucariota EIF4A1, impidiendo que se una al ARN,
regulando asi procesos como la apoptosis, ciclo celular y diferenciacién. La importancia de PDCD4 se ha
demostrado en una variedad de tumores, tales como en cancer de pulmén, lengua, mama, piel, entre otros

(Lankat-Buttgereit and Goke 2009).

El gen TPM1, fue seleccionado en funcién de los reportes bibliograficos como supresor de tumores, ya que a nivel

proteico se mantiene incambiado (Lista 1, 2 y 3 de Figura 17, datos no mostrados).

Tabla 9. Genes identificados in silico (Lista 5 de Figura 17), que presentan disminucidn de la expresion proteica en muestras

con PCa respecto a las muestras normales, en estudios de inmuno-histoquimica en HPA o antecedentes bibliograficos con
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evidencia de funciones supresoras de tumores, que fueron seleccionados para el estudio de modulaciéon transcripcional por

mimic miR-183-5p.

NOMBRE DEL GEN

Synaptopodin
(SYNPO2)

Tropomyosin 1 (alpha)

(TPM1)

Forkhead bhox 01

(FOXO01)
Basonuclin2 (BNC2)

Integrin, heta

(ITGB1)

Programmed cell
(neoplasic

death 4
transformation
inhibitor) (PDCD4)

FUNCION

Proteina que modula la forma y motilidad de podocitos y células nerviosas
mediante la agrupacion de la a-actinina. Alteran la afinidad o avidez de la a-
actinina porla actina.

Proteina de unién a actina, involucrada en el sistema contractil v en el
citoesqueleto de células no musculares.

Factor de transcripcion relacionado al crecimiento miogenico vy diferenciacion

Marcador de stem cells y se piensa que es un factor de transcripcion que
mantiene la capacidad proliferativa y previene diferenciacion

Receptores de membrana involucrados en la migracion celular vy
reconocimiento en embryogenesis, homeostasis, de tejido, respuesta

immune, y difusion metastasica de las células tumorales.

Regulador general de la traduccién. Inhibe el inicio de traduccién vy
traduccién dependiente de cap. Rol en apoptosis. Supresor tumoral. Inhibe la

promocion del tumor inducida por transformacién neoplasica.

ANTECEDENTES

Supresor de tumores en meningiomas

Montange, Champier et al. 2009}

(Fevre-

Supresor de tumores en células de cancer de mama
MCF-7. La sobreexpresion inhibe el crecimiento
independiente del anclaje {Zhu, Si et al. 2007)

Supresor de tumores en cancer de prostata, mama,
linfomas {Modur, Nagarajan et al. 2002)

Polimorfismos del gen asociados a endometriosis y
ovario (Sundqvist, Falconer et al. 2011).

Reportada como supresor de tumores y oncogen
{Goel, Li et al. 2008)

Supresor de tumores, reportado en cincer
hepatocelular e identificado como blanco de hsa-miR-

183 (Li, Fuetal 2010)

En la Figura 22 se resumen los datos de expresion proteica del HPA para esta lista de seis genes.
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Figura 22: Datos de expresion proteica extraidos de estudios inmuno-histoquimicos publicados en HPA. Se muestran los

valores en porcentaje de los estudios en muestras celulares de glandula prostatica (cgp) y en las muestras de tejido tumoral

prostatico (ttp). Se indica en cada caso el nivel de expresiéon de la proteina (alta, media, baja y ausente), de los genes

seleccionados in silico.

Los genes blancos de mir-183: IDH2, Dkk-3, SMAD4 y LRP6, con funciones en el crecimiento celular, migracién,

invasién y transicion epitelial mesenquimatosa en glioma, préstata y retinoblastoma fueron publicados después de

que se realizaran estos estudios (Tanaka, Sasayama et al. 2013, Ueno, Hirata et al. 2013, Wang, Wang et al. 2014).

Por esta razén no se incluyen dentro de esta tabla.

Para este grupo de genes (Tabla 9), se determinaron los niveles de expresién invertidos de ARNm en la linea

celular LNCaP y Du145 al sobre-expresar y bloquear miR-183-5p. Los resultados se muestran en Figura 25.
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2.2.ldentificacion empirica de genes blancos de hsa-miR-183-5p: Ensayos de microarraglos

Este proyecto aborda la busqueda de genes blancos de mir-183 a través de una aproximacién tedrica y una
experimental complementaria. La segunda permite validar empiricamente los genes seleccionados en base a

predicciones y a la bibliografia; pero por otro lado, posibilita el descubrimiento de nuevos genes blancos.

Para esto, analizamos los cambios en la expresion génica global luego de la transfeccion transitoria con las
moléculas mimic miR-183-5p e inhibidor miR-183-5p en las lineas LNCaP y DU145. Luego de 24 hs de transfeccion,
las células se lisaron y se extrajo el ARN. La integridad del ARN fue verificada en las dos lineas, detectando valores

de integridad de ARN (RNA Integrity Number, o RIN) de 9,5 - 9,7 en todos los casos.

Debido a que la molécula mimic miR-183-5p, tiene la misma composicién que el miR endégeno (Tabla 3), fue

posible verificar su ingreso mediante RT-gPCR (Figura 23).

LNCaP bu145 Figura 23. Cuantificaciéon por RT-qPCR de
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El ensayo indica que la transfeccidn conduce a un incremento de miR-183 de aproximadamente 8 veces en la linea
LNCaP (Figura 23. A.) y 2,5 - 3 veces en la linea DU145 (Figura 23. B.). Contrariamente, este ensayo no muestra un

decremento de igual magnitud en los experimentos de inhibicién e incluso en la linea Dul45 no se detecta cambio.

Esto podria deberse a que el inhibidor no produzca la degradacion del miR, de hecho, los inhibidores o antimiRs,
son oligonucleétidos antisentido quimicamente modificados (ASO) que silencian a los miRs y seglin su naturaleza,
provocan la inhibicion de la actividad o la degradacion del miR (Esau, Davis et al. 2006). El silenciamiento se
produce mediante mecanismos que involucran la hibridacién complementaria y el bloqueo estérico. Sin embargo
el destino del miR luego de que se une al inhibidor se desconoce y se sugiere que el mismo depende de la quimica
de la molécula inhibidora y por lo tanto del grado de unién del duplex (Krutzfeldt, Rajewsky et al. 2005, Esau, Davis
et al. 2006, Krutzfeldt, Kuwajima et al. 2007, Elmen, Lindow et al. 2008, Fabani and Gait 2008, Torres, Fabani et al.

2011). Por ejemplo, las modificaciones (2’-F/MOE) no producen una reduccidn sustancial de los niveles de miR,
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pero inhiben la actividad del miR in vivo. Ademas, los estudios de Northern blot y RT-gPCR que son cominmente
reportados para informar la inhibicion del miR, presentan interferencias generadas por las modificaciones del
inhibidor y su concentracidn (Torres, Fabani et al. 2011, Torres, Threlfall et al. 2011). Este “enmascaramiento” del
miR, sugiere que aun para aquellos antimiRs mas efectivos, la medida de los niveles de miRs mediante Northern
blot o mediante RT-gPCR no es informativo y por lo tanto la evaluacidn de la eficiencia del antimiR mediante la

cuantificacidon del miR no es un acercamiento recomendado. Por lo tanto es probable que el inhibidor de Qiagen

no conduzca a la degradacion del miR.

Asi mismo, el hecho de que en el mismo ensayo haya ingresado el mimic, hace pensar en una suerte similar en el
ingreso del inhibidor. En este sentido, es interesante mencionar que Ueno et al. si encuentran una reduccion de
miR-183 de entre 1 y 2 veces en las lineas PC-3 y DU145 respectivamente es sus experimentos de transfecciéon
transitoria de inhibidores de miR-183. Sin embargo, la cuantificacién la realiza a 48 h de la transfeccién, y con un
inhibidor quimicamente diferente al de Qiagen (Ambion Anti-miR y control negativo de Ambion) y un método de
transfeccion también diferente (siPORT Neo FX a concentraciones no comunicadas en trabajo) (Ueno, Hirata et al.

2013).

El ARN extraido de las dos lineas celulares transfectadas en el experimento de la Figura 23, fue purificado y
enviado al Laboratory of Molecular Technology (LMT) en NCI-Frederick con el propdsito de estudiar los cambios

globales en la expresion génica, provocados por hsa-miR-183-5p mediante microarreglos de ARN.

Para esto se marcéd el ARN y se hibridizaron chips de Affymetrix (GeneChip HG-U133A 2.0) siguiendo las
instrucciones comerciales, para posteriormente escanear los resultados y extraer los datos de fluorescencia por
sonda utilizando el programa Affymetrix GeneChip Operating Software (GCOS). A continuacién, los datos obtenido
en archivos .cel fueron importados al sistema de manejo y analisis de datos de NCI-NIH (MADB,
https://madb.nci.nih.gov/) y normalizados utilizando métodos RMA (R/Bioconductor Cal). Con la finalidad de
eliminar sefiales cercanas al ruido de fondo, se fijé un umbral minimo de emisién en 3 para todas las muestras. Las
listas normalizadas de forma independiente entre cada linea celular, fueron exportadas a Excel para posteriores
calculos. Finalmente, sustrayendo los logaritmos de las intensidades normalizadas de cada sonda, se obtuvieron
listas de genes expresados diferencialmente en los tres experimentos realizados (inhibicidn, sobre-expresién y

control).

Debido al alto costo de estos estudios, no se realizaron réplicas técnicas, sin embargo, la robustez de las
normalizaciones internas de los microarreglos de Affymetrix permite sacar conclusiones preliminares. Ademas, la
utilizacion de dos lineas celulares diferentes y el estudio de sobre-expresion e inhibiciéon constituyen réplicas

bioldgicas que le confieren confiabilidad a los resultados obtenidos.

Estudio de genes blancos experimentales por micrarreglos

83



Con el propdsito de estudiar la modulacién de genes blanco de hsa-miR-183 en los datos de los microarreglos, se

seleccionaron especificamente los genes que cumplian con los siguientes criterios: 1. estar sobre-expresados o

sub-expresados en las muestras transfectadas con inhibidor o mimic miR-183-5p respectivamente, y 2. presentar

sitios blancos de unidn para hsa-miR-183-5p en al menos 4 de los algoritmos de miRecords (lista de 360 genes in

silico). Las listas de genes fueron generadas a partir de normalizaciones independientes de los experimentos de

microarreglos de cada una de las dos lineas celulares analizadas. De este modo se obtuvieron cuatro listas de

genes (Tabla 10).

TABLA 10: genes seleccionados modulados por hsa-miR-183-5p y que presentan sitios blancos para hsa-miR-183-5p. En verde

se representan los genes que se repiten en al menos dos veces segun los criterios de seleccion utilizados.

LISTAL

Genes de DU145 sobre-expresados en las
muestras transfectadas con inhibidor (21
genes)

EGR1, EIF4A2, EML4, EZR, FNDC3B, FOXP1, GIB1, IRS1, ITGB1,
KLHL28, LMO3, MBNL1, NFKBIZ, PICALIV, PKP4, REVL, SAFB,
SOBP, TMPO, USP47, ZIMYIVI2

LISTA 2

Genes de DU145 sub-expresados en las
muestras transfectadas con mimic (8 genes)

MBNLL, CFL2, TRAML, RCN2, GNG4, SELLL, LMBRL, PICALIM

LISTA3

Genes de LNCaP sobre-expresados en las
muestras transfectadas con inhibitor {1 gen)

SIN3A

LISTA4

Genes de LNCaP sub-expresados en las
muestras transfectadas con mimic (17 genes)

GLUL, CNTNAP2, KLHL28, OSBPLS, ITGB1, MIA3, SERBP1, GIB1,
WDFYL, EZR, KIAA1324L, MBNLL, SELLL RSBN1, FNDC3B,
ZIMYM2Z, ING3

La unién de estas cuatro listas generd un grupo de 37 genes, de los cuales 9 genes se repiten al menos dos veces:

EZR, FNDC3B, ITGB1, GNB1, ZMYM2, KLHL28, PICALM, SEL1L y MBNL1 (Genes en verde de la Tabla 10). Los

resultados del microarreglo mostraron un menor nimero de genes modulados en la muestra de LNCaP

transfectada con inhibidor, sin embargo disminuyendo el umbral de expresion exigido en este experimento,

obtuvimos un nimero mas alto de genes candidatos (resultados no mostrados).

Interesados en estudiar la importancia de estos genes en PCa, analizamos su regulacién en los estudios de PCa

disponibles en Oncomine (Tabla 11).
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Tabla 11: Meta-Analisis de la expresién de genes blanco predictivos de hsa-miR-183-5p en estudios gendmicos de cancer
utilizando Oncomine. Los numeros indican el numero de estudios que muestran una correlacién positiva entre subtipos
diferentes de cancer (clasificadas por histologia, evolucion clinica, sitio primario o metastdsico, genotipo, estadio, etc) y la

sobreexpresion (rojo) o sub-expresion (azul) de los genes blanco de hsa-miR-183-5p predictivos con un p< 0.01 y odds ratio

mayor a 2.
Cancer Cancer vs. Cancer Cancer Subtype Analysis Cancer Pathway and Drug Single
Normal 5 . . Bascline £ Oncomine
Concept Type by Cancer . g E - ] % & é':%. 5 E“"“’\ ~E E Clusters
ga s 22 | 2 228 | 228 5 ] oF 5
a2 3 =3 ] E 538 EE g ] 25 £
v 3 Jo = 22 anyg cwnn o > o Qwn -
Bladder Cancer 3 1 3 2 3|1 2 1 17 9 6
Brain and CNS Cancer 3 2 6 5 1 3 1 B 10 1 1 1 5 1 1 1 35 25 7 19
Breast Cancer 2 14|l9 8 s|e 22 27 243 3|4 s|lo9o 8|2 1 1 1|18 20015 6 16
Cervical Cancer 2 3 4 3 1 3 1 1 3 3 1 4 5
Colorectal Cancer 3 1|3 41 5 1 4 3 31w 5|1 2 2 1§31 19]3 14
Esophageal Cancer 1 1 4 1 1|15 15 5
Gastric Cancer 1 1 2 6 3 211 1]3 1 1 19 11 5
Head and Neck Cancer 7 sz s|3 5 4 3 3 2 2 1 15 14 9
Kidney Cancer 2 8 4 3 1 1 1 3 3 2 3 3 3 2 23 7 15
Leukemia 2 2 11 9 5 5 21 20 3 1 1 3 36 191 6 8 23
Liver Cancer 1 1 3 3 2 2 3 2 3 1 1 9 8 11
Lung Cancer 1 3 4 1 1 9 11 13 9 1 3 5 9 1 1 |40 2412 10 17
Lymphoma 13|11 13| 2 5 7 2 1|11 4 1 1 1|1 24 15| 6 2 24
Melanoma 1 2|3 4|z 10 6 1 1 24 20 3 4
Myeloma 2 1 2 2 |1 5 4 1 14 s5]3 3 7
Other Cancer 4 1 2 4 2 2 1 2 3 6 1 2 1 2 19 19 1 2 9
Ovarian Cancer 1 6|10 5 3 3 6 2 6 2 4 6 1 5 15 10§ 1 7
Pancreatic Cancer 1 2 1 1 a1 1 20 13 7
Prostate Cancer 4 1|1 1]2 2 a1 2 2 2|2 11 11 7 3 14
Sarcoma 1 2|12 1002 2]3 1 1 3 7 2 15 1 11 26 26 1 11
Significant Unique Concepts 36 53|85 7927 1a]so s 3 334 25]es 65|17 2542 36|13 s 3|9 13]3 7|14 8339 45 218

En la Tabla 11 se observa que los 38 genes seleccionados (lista de 37 genes anteriores mas PDCD4) se asocian con
varios estudios de PCa, pero lo hacen tanto por sobre-expresién (ver comparacion normal y tumoral con 4
estudios en rojo en PCa) como por sub-expresidn. Este resultado es menos contundente en relacion a la hipdtesis
de que mir-183 actie como supresor de tumor en PCa en comparacién con el obtenido en el mismo analisis

utilizando los blancos teoricos de mir-183 (Tabla 8).

Tabla 12: Caracteristicas de los 38 genes seleccionados. La informacion de ARNm proviene del analisis de Oncomine, mientras
la expresion proteica de cada gen en muestras tumorales de préstata relativo a las muestras normales de la glandula
prostatica, se obtuvo de la base de expresion proteica de libre acceso The Human Protein Atlas (HPA), indicando si aumenta,

disminuye, no hay variacion o si la expresion no esta determinada para un gen especifico.

La funcidén del gen y la asociacion con enfermedades fue sintetizada a partir de la literatura (Pubmed y Gene summary -NCBI),

la enciclopedia GeneCards (www.genecards.org)(Rebhan, Chalifa-Caspi et al. 1998) y la base de datos de UniProtKB/Swiss-

Prot (columnas 3 y 4), La columna 5 describe los algoritmos que predicen cada gen para las isoformas anotadas (NM refiere al
ndimero de acceso a la secuencia). En la columna 6 los numeros indican la cantidad de estudios en cancer de prdstata donde
se reporta la subexpresion (azul) y/o sobreexpresidon (rojo) de cada gen; los super-indices indican el concepto asociado:
'Adenocarcinoma de Préstata vs. Normal. Top 10% Sobre expresados. Wallace Prostate. Cancer Res. 2008/02/01, mRNA.
’Carcinoma de Préstata vs. Normal. Top 5% Sobre expresados. Varambally Prostate. Cancer Cell 2005/11/01, mRNA.
*Carcinoma de Préstata vs. Normal. Top 10% Sobre expresados. Welsh Prostate. Cancer Res. 2001/08/15, mRNA. *Carcinoma
de Prostata vs. Normal. Top 10% Sobre expresados. Luo Prostate 2. Mol. Carcinog. 2002/01/01, mRNA. >Carcinoma de
Préstata. Recurrencia a 1 afio. Top 10% Sub expresados. Taylor Prostate 3. Cancer Cell 2010/07/13, mRNA. ®Cultivo Celular
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Primario de Carcinoma de Préstata. Recurrencia a 1 afio. Top 10% Sub expresados. Nanni Prostate. Mol. Cancer. Res.
2006/02/01, mRNA. ’Carcinoma de Préstata. Recurrencia a 3 afios. Top 10% Sub expresados. Taylor Prostate 3. Cancer Cell
2010/07/13, mRNA. 8 Carcinoma de Préstata. Recurrencia a 3 afios. Top 10% Sobre expresados. Glinsky Prostate. J. Clin.
Invest. 2004/03/01, mRNA. °Carcinoma de Préstata. Recurrencia a 5 afios. Top 10% Sub expresados. Taylor Prostate 3. Cancer
Cell 2010/07/13, mRNA. °Carcinoma de Préstata. Recurrencia a 5 afios. Top 10% Sobre expresados. Glinsky Prostate. J. Clin.
In vest. 2004/03/01, mRNA. "Cancer de Préstata. Metastasis. Top 10% sub expresados. Varambally Prostate. Cancer Cell
2005/11/01, mRNA. Céncer de Préstata. Metéstasis. Top 10% sub expresados. Taylor Prostate 3. Cancer Cell 2010/07/13,
mRNA. “Céncer de Préstata. Metastasis. Top 10% Sobre expresados. Vanaja Prostate. Cancer Res. 2003/07/15, mRNA.
YCarcinoma de Préstata. Score de Gleason avanzado. Top 10% sobre expresados. Liu Prostate. Cancer Res. 2006/04/15,
mRNA. Carcinoma de Préstata. Estadio N avanzado. Top 5% Sub expresados. Glinsky Prostate. J. Clin. Invest. 2004/03/01,
mRNA. ®Carcinoma de Préstata. Estadio N avanzado. Top 5% Sobre expresados. Lapointe Prostate. Proc. Natl. Acad. Sci. USA

2004/01/20, mRNA. Ycancer de Préstata. Top 10% sobre expresados. Su Multi —Cancer. Cancer Res. 2001/10/15, mRNA.
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1. Simbolo 2.Nombre 3.Funcién 4.Asociacién con 5.Algoritmos de prediccién de sitios 6. Expresién de ARNm 7.Expresidn proteica
enfermedades blancos para hsa-miR-183 (Oncomine) (The Human Protein Atlas)|
tumor/normal
A2 Cofilin 2 Reguladdn de los filamentos de adina. Componente Miopatia congénita NM 138638: miranda, pictar, pita, %192 SUBE
{Musde) prindpal de los filamentos dtoplasmdlicos e mahybrid
intranudeares de actina. NM_071914: miranda, pidar, pita,
mahybrid, largetscan
CNTNAP2 Contactin Molécula de adhesion celular y receptores en sisterna Desordenes en el NM_014141: miranda, pictar, pita, 3>~ SUBE
Assodated nervioso de vertebrados. Proteina de la familia deneurodesarrollo, esquizofrenia, mahybrid, targetscan FeArL
Protein-like 2 neurexinas. epilepsia, autisno, retardo
Media la interacdén enire las neuronas y la gliamental
durante el desarrollo del sistemna nervioso, nvoluaado
en lalocalizadén de canales de potasio.
EGR1 Ealy growth Miembro de la familia de proteinas nudeares (ZH?-Caldnosis tumoral familiar NM_001964: miranda, mirtarget2, 177 SUBE
response 1 tipos dedos de Zn. Achia en la reguladdnSupresor de tumores en lapictar, pita, mahybrid, targetscan 5573111
transaipdonal adivando genes requeridos para lamayoria de neoplasias. En PCa
diferendiacion y mitogénesis. oncogen.
HFIAZ Eukaryolic Helicasa de ARN dependiente de ATP. Subunidad del Linfomna de células B difusas NM_001967: pidar, pita, mahybrid, 247 SUBE
Translation complejo elMF involuarado en @ reconodmiento del largas y célera targetscan 453005
Initiation Factor cap, requerida para la union del ARNm al ribosoma.
4A2
BEMLA Echinoderm Modifica el ensamblaje dindmico de miarotibulos Linfoma de células anapldsicas, NM_019063: miranda, pidar, pita, 3124318131436 BAIA
Miaotubule glioma mahybrid, targetscan 253
Assodated
Protein Like 4
ER Ezrina Tirosin kinasa dtoplasmdlica, sirve de intermediaria Osteosarcoma condroblastico y NM_003379:  miranda, mirtargel2, 5451814 SUBE
entre la mambrana plasnitica y e dtoesqueleto dehistioditoma fibroso pictar, pita, mahybrid, targetscan eI
actina. Rol en la adhesién de estructuras en lapleomdérfico maligno. mplicada
superfide celular, migradon y organizadon. en varios lipos de tumores
{PCa).
FNDC3B Hbronectin Proteina de membrana {Golgi) con dominio Hepalitis B NM _022763: pidar, pita, mahybrid, 1% BAJA
Type Il Domain fibronectina. Regulador positivo dela adipogenesis.  Cincer: oncogén y supresor de targetscan 258
Containing 3B tumnor {Fan, Chen etal. 2013)
FOXIF1 Forkhead BoxFactor transaipdonal  de la familia forkhead boxRetardo mental, desorden del NM 032682: miranda, pidar, pita, 1* BAJA
P1 {FOX). Reguladon de la transaipddn de genes tejiido- ylenguaje, achia como supresor mahybrid, targetscan SeTaaa
tipo- celular espedficos durante el desarrollo ¥ en lade tumores, ya que la regidn
etapaadulta. aomosémica donde  estd
ubicado, esta deletada en
varios lipos de tumores.
GLLL Glutamate- Sintetasa de glutamina. Calalizala sintesis de glutamina Defidenda  congénita  de NM_001033044, ALEARIE SUBE
Ammonia involuaada en la proliferadén celular, inhibiddn deglutation sintetasa NM_001033056, 35z
ligase apoplosis y sefializadon celular. NM_002065: miranda, mirtagel2,
pita, mahybrid
GNB1 Guanine Proteina heterolrimerica de unién de nudeétidos de Migraha familiar NM_002074: miranda, pictar, pita, 312417 SUBE
Nudeotide guanina {proteina G), compuestos por tres subunidades. mahybrid, targetscan 1%
Binding Proteina, P. y. B que regula a la a- Modulador de varios
{c Protein), sisternas de transducdon de sefiales.
Beta
Polypeptide 1
GNGA Guanine Proteina G moduladora de wvarios sistemas de Enfermedad de Huntington NM_004485: miranda, mirtarget2, 2297 NO DETERMINADA
Nudeotide transducdon de senales. pita, mahybrid 1°
Binding Protein
(¢ Protein),
Gamma 4
ING3 Inhibitor Of Componente del complejo NuA4 HAT {acetiliransferasa Cincer: supresor de tumor que NM_019071: mirtargef?, pictar, pita, 3>3%7 NO DETERMINADA
Growth Family, de histona) regulador de la ransaipddn.  Inhibe elinteracdona con p53 mahybrid L et
Member 3 aedmiento celular e induce apoplosis. indudendo apoptosis.
Cardnoma hepatocelular,
cincer de cuelloy cabeza.
IRS1 Insulin Es fosfarilada por el receptor de insulina tirosin kinasa. Diabetes tipo n y NM_005544: miranda, mirtaget2, 177 BAJIA
Receplor Una vez fosforilada se une a proteinas espedficas que susceptibilidad a la Resistenda pictar, pita, mahybrid, targetscan granaz
Substrate 1 contienen dominios SH2 regulando procesos celulares deinsulina
metabdlicos y mitogénicos. Supresor de tumores en cincer
de mama {Schnarr, Strunz et al.
2000)
IMGB1 Integrin, Beta1l Son receptores de manbrana involuaados en laHipoxiacerebral NM _002211: miranda, mirtagei2, 2*1¢ SUBEY BAJA
adhesion celular y reconodmiento en una variedad de{Rozzo, Chiesa et al. 1997, li, pictar, pita, mahybrid, targetscan q5e1ar
procesos induyendo la embriogénesis, homeostasis, Luna etal. 2010)
reparadon de tefidos, respuesta inmune, y melistasis
de células tumorales. Proteinas heterodiméricas con
sub-unidades a y B {18 y 8 tipos respectivamente).
KAA13ZAL KlAA1324like Proteina trans-membrana con dominios TNFR, Gincer: oncogén {endometrio) NM_152748: pidar, pita, mahybrid, 12 SUBE
G121 -hke involuaados en wvias de sefializadon de inflanacion, targelscan 2512
apoplosis, autoinmunidad. Regulador de autofagia
induddo por estrégenos.
KLHL28 Kelch-like Proteina con dominio kelch generalmente involuaado NM_017658: miranda,  pita, 1* NO HAY CAMBIO
Family Member en interacdones proteinaproteina. Posible adaptador Cincer: mahybrid, targetscan m
28 de ubiquitin ligasas de culina. Supresores- {KLHL6-CLI, KLHL-
19-higado vejiga y pulmon.
Oncogenes-KLHI20-PCa ¥
KLHL37- cerebro.
LMBR1 Llimb Miemlro de la familia de proleinas de membrana Hereditarias: polidactilia NM_0722458: miranda, mirtagel2, 2413 SUBE
Development  involuaadas en lawiadeSHH) pita, mahybrid 251
Membrane

Protein 1




IMO3 LM Domain Pertenece a la familia rombotina de oncogenes con Neuronitis NM_001001395: miranda, mirtarget2, 177 NO DETERMINADA
Only 3dominios LIM ricos en dslei predomi en Leukemiadecelulas T pictar, pita, mahybrid, targetscan Fsazas
{Rhombotin-like cerebro. Oncogén: neuroblastama, NM_018640: miranda, mirtarget?,
2) pulmén, colon. pictar, pita, mahybrid
MBNL1 Musdeblind-  Activador o represor del splidng de ARNm espedficos. Distrofia miotdnica tipo 2 yNM_207297: miranda, mirtarget2, 31213 SUBE
like Splidng Induce la indusion de exones en el receptor de insuina malaria pictar, pita, mahybrid, targetscan ]
Regulator 1 {IR}en el musculo.Seuneal ARN de IR Oncogén que adiva splidng NM_021038, NM_207296,
espedfico de EMT NM_207295,
{Sen, Talukdar et al. 2010,NM 207294,
Zaravinos, Kanellou et al. 2014} NM_207293,
NM_207292: miranda, mirtarget?,
pictar, pita, mahybrid
MIA3 Melanoma Requerida para la seaedon del colageno VIl {COL7AL), Melanoma y gigantismo NM_198551: miranda, mirtargel2, pita, 7>>181417 SUBE
Inhibitory carga el COL7Alen transportadores. rmahybrid m
Activity Family,
Member 3
NFKBIZ Nudear FaclorPertenece a la familia de ankiinas indudda por Liposarcoma NM_031419, e NO HAY CAMBIO
Of Kappa Lightlipopolisaciridos. Con roles en larespuestainflamatoria. NM_001005474: miranda, mirtarget?, 3%%%
Polypeptide pita, mahybrid
Gene Enhancer
In B-Cells
Inhibitor, Zeta
OSBPLS  Onxysterol Miembro de la familia de proteinas de union a oxi: i opistorquiasis NM_001003712: miranda, pidar, pita, 551813137 SUBE
Binding Protein- {OSBP), grupo de receptores delipidos intracelulares. mahybrid, targetscan =
Like8 NM _(20841: miranda, pictar, pita,
mahybrid
PDCDY Progranmed Regulador general de la traducdon. Inhibe el inido de Supresor de hunores, reportado FL2amamaE BAIA
cell death 4traducddn y traducddn dependiente de cap. inhibela en cincer hepatocdular e A
{neoplastic actividad helicasa de EIF4A. Rol en apoptosis. Supresor identificado como blanoo de hsa-
transformation tumoral. Inhibe la promodén del tumor indudda por miR-183 {li, 2010} y en cancer de
inhibitor) transformadén neoplasica. ovario {Wang, 2013; Wei, 2012)
PICALM Phosphatidylino Proteinade ensamblaje de datrina, reduta ala datrinay el Leucernia  mieloide, leucemia NM_001008660: miranda, mirtarget?, 8%-234318.15.14 SUBE
sitol Binding adaptador {AP2)a las membranas celulares. linfobldstica aguda y linfomas. pita, mahybrid S
Clathrin Alzheimer.
Assembly
Protein
PIP4 Plakophilin 4 las proteinas tipo amadilo. Componentes de los Neuropatias NM_001005476: miranda, mirtarget2, 71345183417 BAIA
desmosomas, involucaradas en la fundion de cadherinas.  Géncer: pictar, pita, mahybrid, targetscan 2611
Fundona en protrusiones NM_003628: mirtarget?, pidar, pita,
aticas { ) mahybrid
RCNZ2 Reticulocalbin 2, Proteina de unién a caldo localizada en e lumen del Syndrome de Bardet-Biedl NM_002902: miranda, mirtarget2, 238 NOHAYCAMBIO
EF-Hand Caldum reticulo endoplasmético. pictar, pita, mahybrid, targetscan FeE1
Binding Domain
REV1 REV1, Transferasainvoluarada en la reparadon del ADN. Brucelosis NM_016316, BAIA
Polymerase NM_001037872: miranda, mirtarget2, 457312
{DNA Directed) pita, mahybrid
RSBN1 Round Hipotiroidismo y diabetestipo1 NM_018364: pictar, pita, mahybrid, 1'% BAIA
Spermalid Basic targetscan =
Protein 1
SAFB Scaffold Proteina de unién al ADN. Involuaada en la unién de la Tumorigénesis en mama NM _002967: pictar, pita, mahybrid, §'3451817 BAIA
Attachment aomalina a la malriz nudear. Involuaado en la reguladon targetscan
Factor B de la transaipdon de la proteina de heat shock 27, adiia
como co-represor del receptor de estrégenos.
SH1L Sel-1 Suppressor Parte de un complejo de proteinas requeridas para la Cardi redtico NM_005065: miranda, mirtarget?, pita, 7%->>4- 183417 SUBE
Of Lin-12-Like {C.retrotranslocacion de proteinas plegadas de forma rmahybrid A2
Hegans) incommecta del lumen del reticulo endoplasmatico al
dtosol, las que son degradadas por el proteosoma.
SERBP1 SERPINE1 MRNA Reguladdn dela estabilidad de ARNm Aneurismo adrtico abdominal ~ NM_001018067: miranda, pita, P3A5SI00I017 BAIA
Binding Prolein mahybrid, targetscan Fea. 15
1 NM_015640: miranda, pictar, pita,
mahybrid
SIN3A SIN3 Represor transaipdonal de genes de respuesta de MYC. Sarcoma sinovial NM _015477: miranda, pictar, pita, BAIA
Transaiplion  Se asoda con desacetilasas de histonas {HDACs) regulando Sindrome de RETT mahybrid, targetscan 2112
Regulator Family dido celular, estabilidad gendmica, etc. Posible supresor de lumor PCa y
Member A otres canceres) {zhang,
Akinmade et al. 2005)
SOBP Sine Oculis Proteina dedos de Zn nudear, involuaada en el desarrollo Retardo mental NM_018013: pictar, pita, mahybrid, 222 BAIA
Binding Protein dela cédea. targetscan m
Homolog
{Drosophila)
TMPO thymopoietin  Proteina nudear, con roles en el ensanblaje de la lamina Desorden fobico NM_001032283: miranda, mirtargei2, BAIA
nudear, y organizadon estructural de la envoltura nudear. Cancer: pita, mahybrid, targetscan 2515
Oncogén fhipotético}—
Hematopoietico.
meduloblastoma, pulmén
TRAM1 Translocalion  Proteina de miltiple paso en la membrana, parte del Febre hemomragica NM_(14294: mirtargel2, pidar, pita, §%*1%1%14 NOHAYCAMBIO
Assodated reticulo jopl dtico de iferos. Influye en la mahybrid, targetscan m
Membrane glicosilacion y fadlita la tramslocaddén de proteinas
Protein 1 seaetoriass a trawés del reticdo endoplasmdtico,
regulando laregion exp al dtosol.
UsSPA7 Ubiquitin Proteasa espedfica de ubiquitina, estabiliza a POLB. Adhia Postulado como supresor deNM_(017944: pictar, pita, mahybrid, BAIA
Spedfic como regulador del aedmiento celular y la integridad tumor y oncogén {Pesdhiaroli, targetscan ™
Peptidase 47  gendmica. Skaar et al. 2010, Parsons,
Dianovaetal. 2011)
WDFY1 WD Repeat And Media el redutamiento de proteinas involuaadas en el Asodado diabetes fipo 2 e infarto NM_020830: miranda, mirtarget?, pita, 1% BAIA
FVE  Domain trifico de membrana y la sefidizadon por PBP, localizada amiocardio. rnahybrid 3FsaLaz
[« ining 1 en endosomas. Autofagia
ZIMYM2  Zinc Fnger, Proteina dedos de 7n que achia como factor Gancer demeduladsea NM 003453: miranda, mirtargel2, §>4>1817 BAIA
MYM-Type transaipdonal. Es pate del complejo deacetilasa de Posible supresor de tumor pictar, pita, mahybrid, targetscan HaETAIS
histonas ZMYM2-FGFRL  fusion causaNM_197968: miranda, mirtarget?,
sindrome leucémioo de tipo stem pictar, pita, mahybrid
cell {SCLL).
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Entre los 37 genes seleccionados del microarreglo, 3 de ellos (8%) son blancos de hsa-miR-183 validados y
reportados en la literatura; EGR1, EZR, ITGB1. Este resultado sirve en cierto modo de validacion de la

aproximacién realizada para la busqueda de genes blanco por microarreglos de expresién génica.

A continuacion discutiremos brevemente la significacién de este grupo de genes.

EGR1, es un factor de transcripcidn dedos de Zn de 59kDa, que es inducido por factores de crecimiento, citoquinas
y sefales de estrés como la radiacidn, lesiones o estrés mecanico (Adamson, de Belle et al. 2003). Presenta
propiedades de supresor de tumores en la mayoria de los tumores. En cdncer de pulmdn a células pequeiias, se
encontrd que los tumores que presentaban bajos niveles de Egrl estaban asociados a mal prondstico y resistencia
a la terapia. Estd ausente o se expresa en bajas concentraciones en células tumorales de mama, pulmon vy glia
(Ferraro, Bepler et al. 2005). Es reportado como blanco del oncomiR hsa-miR-183 en sarcoma sinovial,
rhabdomiosarcoma y cancer de colon, mostrando funciones que favorecen la migracién celular (Sarver, Li et al.
2010). Interesantemente, al contrario de lo que sucede en la mayoria de los tumores, EGR1 estd sobre-expresado
en PCa y constituye uno de los principales genes conductores de la enfermedad (Thigpen, Cala et al. 1996, Gitenay
and Baron 2009). Los niveles del ARNm y proteina de Egrl incrementan con el grado de malignidad (se
correlacionan positivamente con el score de Gleason) de forma inversa con el nivel de diferenciacién del
carcinoma; esto indica que Egrl esta involucrado en la progresion del PCa. Se ha visto que Egrl se une a AR en el
citoplasma de células tumorales de préstata y favorece su translocacion al nudcleo, uniéndose luego al sitio de
respuesta a andrégenos (AREs) y estimulando la expresidn de APE. Consistentemente con los datos reportados en
bibliografia, Egrl estd sobre expresado en PCa en estudios de multi-cdncer de Su de 2001 en comparacion a cancer
de vejiga, mama, colorectal, rifidn, higado, pulmdn, ovario y péancreas (p <0.001) y en estudios de inmuno-
histoquimica en muestras de PCa (Tabla 12). Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de trabajos a favor de una
funcién oncogénica de Egrl en PCa, los datos de expresién de ARNm en estudios de cancer y especificamente de
PCa en Oncomine muestran para este gen, un mayor nimero de trabajos en los que Egrl esta sub expresado,
presentando incluso un patrén de expresién muy similar a IRS1 (Tabla 12). Si bien no comprendemos las bases de
esta aparente contradiccion en la expresion de ARNm y proteina, los metanalisis de microarreglos de PCa estarian
validando el descenso de ARNm de Egrl observada en nuestros experimentos con las lineas celulares. Finalmente,
debido al establecido papel oncogénico de este gen en PCa, lo excluimos como gen candidato para nuestros

siguientes analisis.

EZR esta descrito como blanco de hsa-miR-183 en cancer de pulmén, lineas celulares de osteosarcoma, células de
neuroblastoma y en cancer de mama (Wang, Mao et al. 2008, Lowery, Miller et al. 2010, Zhu, Feng et al. 2012,
Lodrini, Oehme et al. 2013). En todos estos estudios EZR esta aumentada en el tumor, confiriendo capacidad
metastdsica, lo que hace que hsa-miR-183 funcione como supresor de tumor en este escenario. La ezrina esta
reportada como un oncogen también en PCa (Pang, Fang et al. 2004, Valdman, Fang et al. 2005). Dado que nuestra
hipdtesis plantea que hsa-mir-183 es oncogénico, EZR también fue excluido como gen blanco candidato con

relevancia clinica en PCa.
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Actualmente se sabe que el proceso de adhesidn celular juega un importante rol en el inicio y progresion del PCa 'y
generalmente son las vias mas moduladas en la tumorigénesis prostatica (Gorlov, Byun et al. 2009), y dado la
heterogenidad del PCa se da tanto la sobre-expresién como la sub-expresion de integrinas durante el proceso
tumoral (Gorlov, Byun et al. 2009). Concordantemente con los reportes de la bibliografia, ITGB1 aparece sub-
expresada en estudios de metdstasis (p<0.01), y recurrencia a 1 afio (p<0.001) de Taylor, en los estudios de
Oncomine. Por lo tanto, el gen ITGB1 se posiciona como un candidato muy interesante para funcionar como

blanco fisiolégio de mir-183 en PCa.

A continuacion discutiremos los resultados de los meta-analisis para los 37 genes seleccionados, se incluye a

PDCD4 en los analisis de HPA y Oncomine.

La Tabla 12 resume las principales caracteristicas utilizadas como criterios para la posterior seleccidon de genes

blanco a partir del grupo de los 37 ya elegidos.

Globalmente, en lo que respecta a los cambios en la expresién génica (tejido tumoral en comparacion con el
tejido normal), los genes que estan sobre-expresados, sub-expresados e incambiados en PCa son 14, 15 y 4

respectivamente.

Entre los genes que presentan un incremento de expresién proteica, los genes, EZR, GNB1, MIA3, OSBPLS,

PICALM, SEL1L presentan mas reportes de sobre-expresion que de sub-expresién a nivel de ARNm.

Contrariamente, para los genes CLF2, EGR1, EIF4A2, KIAA1324L, MBNL1 existen mayormente estudios que
muestran un decremento de su ARNm. CNTNAP2, GLUL, LIMBR1 estdn sobre-expresados y sub-expresados en
igual nimero de estudios. De los genes 15 que presentan disminucién de su expresién proteica: EML4, PKP4,
RSBN1, SAFB1, SERBP1, SOBP y ZMYM2 estan presentes mayoritariamente en estudios de sobre expresion de
ARNm, mientras que los genes que muestran un descenso de ARNm son: FNDC3B, FOXP1, IRS1, REV1, RSBN1,
SIN3A, TMPO y WDFY1. Este ultimo grupo de genes por lo tanto, son los que se ajustan mas a la definicién de

genes supresores de tumor, en acuerdo a nuestra hipétesis.

En el caso de ITGB1, existen estudios que muestras tanto un aumento como una disminucion en PCa por inmuno-
histoquimica. Sin embargo, aparece asociado en una mayor cantidad de estudios de sub-expresién con respecto a

los estudios de sobre-expresion de ARNm, lo que favorece su funcién como supresor en PCa.

En 4 (KLHL28, NFKBIZ, RCN2 y TRAM1) de los 37 genes, no se detecta cambio a nivel de la expresidn proteica. Sin
embargo estan sobre-expresados a nivel de ARNm en diferentes estudios de: PCa vs. Normal, N avanzado,
recurrencia a 3 y 5 afios, metastasis y score de Gleason de 8 y sub-expresados en estudios de metastasis, y
recurrencia a 1, 3 y 5 afios. Por ultimo, si bien no estan disponibles hasta el momento los estudios de expresion

proteica para tres de los genes analizados en el microarray: GNG4, ING3 y LMO3, estos genes muestran una
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tendencia a estar sub-expresados a nivel de ARNm, en estudios de recurrencia a 1, 3 y 5 afios, metastasis y PCa

estadio N.

Los meta-analisis sobre bases de datos de expresidn génica, no solo permiten establecer la direccidn y la magnitud
de la desregulacidn de un gen en cancer, sino que también permiten especular sobre su funcién en la evolucién de
la enfermedad. Asi, la comparacién entre tejido normal y tumoral permite identificar la genes involucrados en la
transformacién neoplasica, mientras que otros estudios permiten analizar el efecto de un gen en etapas
posteriores al establecimiento de la enfermedad, tal como la adquisicidon de invasibidad (comparacién de tumor
primario vs metdstasis), la resistencia a la terapia (comparacion de pacientes con o sin replaso), etc. La
cuantificacién proteica extraida del HPA, se reduce a la comparacion en tejido normal y tumoral mientras que los
estudios de microarreglos abarcan conceptos mas tardios en el desarrollo del PCa. Por este motivo nos interesé
también estudiar su asociacidon especifica la presentacion clinica de enfermedad. Esto permitiria eventualmente

identificar grupos de genes que interviene en una funcion especifica de la biologia tumoral.

Ademads, mas alla de la comparacion tejido normal y tumoral, los estudios interrogados en Oncomine permiten
analizar el efecto de un gen en etapas posteriores al establecimiento de la enfermedad. De hecho, una proteina
puede tener efectos diferentes, e incluso opuestos, en distintas etapas del desarrollo tumoral. Por estas razones,
resulta interesante analizar las correlaciones obtenidas en estudios de Oncomine diferentes a las comparaciones
normal vs tumoral, independientemente de los observado a nivel proteico en el HPA (que solo cuantifica
muestras normal vs. tumorales). Dicho de otro modo, que una proteina no cambie su abundancia o esté sobre-
expresada en el tejido tumoral en comparacion con el tejido normal, no excluye que esta pueda contribuir a

refrenar etapas posteriores de la evolucidon tumoral.

Cuando analizamos los 4 estudios de sobre-expresién PCa vs muestras normales (Tabla 12, ¥ >**

) identificamos 2
genes presentes en los 4 estudios: PICALM y SEL1L; 7 genes presentes en 3 estudios: EML4, MIA3, PDCD4 PKP4,
SAFB, SERBP1 y ZMYM2; 5 genes presentes en 2 estudios: TRAM1, EZR, CNTNAP2, ING3 y MBNL1; y 10 genes en

un solo estudio: RCNE, ITGB1, GNG4, GLUL, GNB1, KIAA1324L, EIF4A2, FOXP1, KLHL28 y LMBR1.

Por otro lado, cuando comparamos los genes que presentan una sub-expresion en muestras de PCa con
recurrencia al afio del tratamiento (Tabla 12: > ®), con respecto a aquellas muestras que no presentan relapso,
observamos 13 de los 37 genes que presentan una sub expresiéon muy significativa con un p valor menor a 0,05
llegando incluso en algunos genes a valores de p< 0,001: EIF4A2, EML4, ING3, ITGB1, MBNL1, NFKBIZ, PICALM,
REV1, RSBN1, SEL1L, USP47, ZMYM2 y FOXP1.

Los genes sub-expresados en muestras de PCa que presentan recurrencia a los 5 afios (Tabla 12: > *°) son: 13 genes
cuyos p valor es significativo y menores a 0,05: CFL2, EGR1, EIF4A2, EML4, FOXP1, GNG4, ING3, IRS1, MBNL1,
NFKBIZ, PICALM, REV1, ZMYM2 (donde IRS1, NFKBIZ y EGR1 presentan un p<0,001). El hecho de que 7 de los 13
genes sub-expresados en tumores de pacientes recurrentes a 1 y 5 afios (EIF4A2, EML4, MBNL1, NFKBIZ PICALM,

REV1, ZMYM2) coincidan, podria sugerir su posible involucramiento en las mismas vias que confieren resistencia al
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tratamiento. Sin embargo, los genes EML4, PICALM y ZMYM2 aparecen significativamente sobre-expresados en

algunos estudios de recurrencia, lo que vuelve mds compleja la comprension de su funcion en la biologia tumoral.

Por ultimo, los genes EZR, GLUL, OSBPL8, PDCD4, PKP4, SAFB y SERBP1 son genes exclusivos de este grupo sobre-

expresado, lo que iria en contra de su funcidén como supresores de tumor en etapas avanzadas de la enfermedad.

Siguiendo con los analisis de los resultados de expresion obtenidos utilizando la base de datos de Oncomine, y con
el objetivo de analizar aquellos genes que podrian resultar supresores de tumor por inhibicién de la invasibidad de

la célula tumoral, se analizaron los datos reportados en estudios de Vanaja, Varambally y Taylor (Tabla 12, > %)

7

donde se comparan muestras de PCa metastasico relativo a las muestras de PCa no metastasico.

Identificamos 11 genes coincidentes en los dos estudios de sub-expresién en muestras metastasicas (Varambally y
Taylor): CFL2, EGR1, FOXP1, IRS1, ITGB1, MBNL1, PDCD4, PICALM, SEL1L, SIN3A y WDFY1. WDFY1, MBNL1 y
PICALM estan presentes también en estudios de sobre-expresion, siendo EML4, exclusivo del grupo de genes

sobre-expresados en metastasis en relacién a las muestras de glandula normal.

En conclusidn, la relacién entre la expresion de estos 38 genes analizados en el microarray (incluido PDCD4) y la
clinica de los pacientes en estudios de Oncomine sugieren que algunos genes como PICALM, SEL1L, PDCD4, EMBL4
y MBNL1 podrian actuar como supresores de tumor en varias etapas o vias de la evolucion tumoral, mientras que
otros genes poseerian tal vez funciones mas especificas en la transformacidon neoplasica (MIA3, PKP4, SAFB,
SERBP1), la resistencia al tratamiento (ELF4, NFKB17, REV1, ZYMYM2) o la invasibidad (CFL2, EGR1, FOXOP1, IRS1,
ITGB1, SIN3A, WAFY).

De la investigacion biobliografica, y mas alld de los cuatro genes que estaban validados previamente como blancos
de hsa-mir-183, se destacan CFL2 y SIN3A. Estos constituyen los dos Unicos genes que presentan una disminucién
en los datos de expresién transcripcional en 4 y en 2 estudios respectivamente, coincidiendo ambos en los
estudios de Metastasis de Varambally y Taylor, con un p valor menor a 0.05 y no presentan sobre-expresién en

ninguno de los estudios analizados.

Sin embargo, con respecto a la expresion proteica ambos presentan comportamientos diferentes: los andlisis
inmuno-histoquimicos muestran un incremento y una disminucién de la expresidn de las proteinas CFL2 y SIN3A

respectivamente en muestras tumorales respecto a las muestras de la glandula normal.

El incremento de CFL2 a nivel proteico en muestras tumorales de PCa, y los estudios que reportan su sobre-
expresion en lineas de cancer de mama invasivo, la correlacion positiva entre los niveles de expresidén de CFL2 y de
ZEB1, (reconocido oncogen en varios tipos de neoplasias) en tejido con cancer de mama primario con el grado del
tumor, y su rol crucial en la regulacion de la actina, migracidn celular y capacidad invasiva, donde el incremento
de CFL2 aumenta la movilidad celular (Luo, Wilson et al. 2013), lo posicionan dentro del grupo de oncogenes, y por

tanto fue excluido del estudio.
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El gen SIN3A podria representar un blanco candidato de hsa-miR-183, ademas de la evidencia del microarray y de
tener sitios blancos para este miR, esta disminuido no solo a nivel de ARNm sino también a nivel de proteina en
PCa. A nivel bibliografico existen varios trabajos que lo postulan directa o indirectamente como un gen supresor
de tumor en cancer ya que colabora con la represidn mediada por p53 y Rb (Suzuki, Ouchida et al. 2008) y en
particular en PCa (Zhang, Akinmade et al. 2005).

Asi mismo, la proteina SAFB, si bien presenta una disminucién a nivel proteico en estudios de inmuno-
histoquimica, se ve sobre-expresada nivel de ARNm en seis estudios independientes, situacion que podria
explicarse por una inhibicién de la traduccién mediante la estabilizacién del ARNm. En este sentido, SAFB podria
funcionar como un blanco de represién por mir-183. De hecho, este gen funciona como una proteina de unién al

scaffold y ha sido propuesto como supresor de tumor en cancer de mama (Hammerich-Hille, Bardout et al. 2010).

El gen FOXP1 resulta también interesante para nuestro trabajo puesto que es un gen supresor de tumores en
cancer, incluido el PCa (Banham, Beasley et al. 2001, Taylor, Schultz et al. 2010, Krohn, Seidel et al. 2013) y
pertenece a la familia de los factores de transcripcion forkhead box, la cual incluye a FOXO1, que constituye un

blanco validado del mir-183 en estudio (Myatt, Wang et al. 2010).

Dado que los microarreglos determinan los niveles de ARNm de los genes pero no informan sobre los niveles de
proteina, al exigir como criterio de seleccién la disminuciéon del ARNm, excluimos de este anilisis potencialmente
aquellos genes regulados exclusivamente a nivel traduccional por mir-183. Sin embargo, este criterio fue

establecido para poder reducir la lista de genes candidatos a validar en el laboratorio.

Por otro lado, de los genes identificados en el microarreglo y seleccionados en funcién de su sobre-expresion y
sub-expresion con inhibidor y mimic respectivamente, 8 de ellos (IRS1, ITGB1, CFL2, REV1, RSBN1, KIAA1324L,

MBNL1 y SIN3A), coinciden con los estudios in silico realizados previamente (Figura 21).

También, se encontrd coincidencia con algunos de los genes presentes en estudios de recurrencia a 5 afios: CFL2,

EGR1, IRS1 y NFKBIZ detectados en los estudios in silico (Figura 20).

Esta concordancia, entre los resultados tedricos y los experimentales apoya la validez de nuestra estrategia

experimental.

Seleccion de los genes IRS1 v FNDC3B para la evaluacion de la interaccion directa entre IRS1 y FNDC3B vy hsa-

miR-183-5p
Los genes que mostraban un patrdén similar en la expresion de ARNm (en un mayor niumero de estudios de sub-

expresion) y descenso de la expresion proteica fueron: FNDC3B, FOXP1, IRS1, REV1, RSBN1, SIN3A, TMPO vy
WDFY1.
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Los genes REV1, TMPO y RSBN1 no parecen estar asociados con PCa. Por el contrario, el gen WDFY1, funcionaria
como supresor de tumor promoviendo la muerte celular, aunque su involucramiento en el proceso de autofagia,
el cual promueve la sobrevida de células tumorales y metdastasis aun es poco claro (Stanton, Dutta et al. 2013).

De la lista anterior seleccionamos a FNDC3B e IRS1 para los estudios de de interacciéon directa con hsa-mir-183-5p.
La eleccién de estos dos genes se fundamenta principalmente en que ambos han sido reportados como genes
supresores de tumores en cancer, y particularmente en la préstata y que muestran asociaciones fuertes en los
estudios de meta-analisis, no solo con la transformacion inicial sino también con las etapas posteriores del
desarrollo de la enfermedad. Asi mismo, como se vera en el apartado posterior, ambos genes cumplen funciones
criticas en las 2 vias mas representadas en los analisis de enriquecimiento de vias: via de sefalizacidn de insulinay
adhesion celular. No escapa a nuestra atencién que IRS1 estad reportado una sola vez en las listas generadas a
partir de los datos del microarreglos (Tabla 10). Sin embargo, decidimos priorizar los criterios mencionados por
encima de la replicacion en las lineas celulares y los experimentos realizados, puesto que consideramos que los
experimentos de microarrays fueron realizados en condiciones relativamente restringidas (dosis, tiempo, etc) y
gue es posible que pequefios cambios en los pardmetros del experimento produzcan la modulacion observada en

los experimentos en los que no se logré ver un cambio.

De hecho, IRS1 es un gen que aparece sub-expresado mayormente en los estudios donde se evaldan diferentes
subtipos de cancer, especificamente en los estudios de recurrencia a los 3 (p<0,005) y 5 afos (p<0,001). Ademas,
en estos estudios aparece IRS1 con un cambio en el nivel de expresidn (fold change) de 1-11 veces menor a los
valores reportados en el sitio primario (Figura 24). Por ultimo, su disminucidn se ve también en tumor metastatico
vs primario, lo que conjuntamente podria indicar un rol de IRS1 a nivel de la progresiéon de PCa y promotor de la

metastasis.

Con respecto a FNDC3B, los analisis de expresion de Oncomine, reportan 2 estudios de sub-expresion asociados:
estudios de recurrencia al afio (Taylor y Nanni) con p < 0,05 en ambos casos. A pesar del reducido numero de
estudios a favor de su sub-expresion en PCa, no descartamos una posible modulacion por miR-183-5p a nivel
proteico, tal como fue reportado en los trabajos de Fan et al, donde se ve un incremento de la expresién de
FNDC3B a nivel proteico cuando se inhibe a hsa-miR-143 (Fan, Chen et al. 2013). Concordantemente con estos
resultados, se ve una disminucidon en las muestras tumorales en relacién a la glandula normal en estudio de

inmuno-histoquimica reportados en HPA.
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Figura 24: A. Genes que presentan sub expresion en muestras con Metastasis vs Sitio Primario de Cancer de Préstata. 1. Sitio
Primario (7 muestras). 2. Metdstasis (6 muestras). Estudios de Varambally Prostate. Cancer Cell 2005/11/01, mRNA. Top 10%
sub expresados: 12 genes: CFL2, EGR1, EZR, ING3, IRS1, MBNL1, PDCD4, PICALM, SEL1L, SERBP1, SIN3A Human Genome U133
Plus 2.0 Array. 19 muestras, 19574 genes analizados (p-valor 2.19E-4, odds ratio 4.2). B. Genes que presentan sub expresion
en cultivos de Lineas Celulares Primarias de Cancer de Préstata con recurrencia al afio. 1. No recurrencia al afio (17 muestras).
2. Recurrencia al afio (5 muestras). Estudios de Nanni Prostate. Mol. Cancer. Res. 2006/02/01, mRNA. Top 10% sub
expresados: 8 genes: CNTNAP2, GNB1, ITGB1, MBNL1, OSBPL8, PICALM, PKP4, SERBP1. Human Genome U133A Array. 30

muestras. 12624 genes analizados (p-valor 0.008, odds ratio 3.3).

IRS1: Segun los antecedentes bibliograficos, las proteinas IRS (por sustrato del receptor de insulina) fueron
originalmente identificadas como sustratos del receptor de insulina, por lo que se estudio predominantemente su
rol metabdlico. Actualmente se conocen las funciones de los 3 miembros de la familia de IRS, y se ha visto que,
aunque son homodlogas (entre IRS-1 y IRS-2 35% de identidad en el extremo C-terminal), sus funciones son
diferentes (Ma, Gibson et al. 2006). IRS1 tiene una funcién clave en la transmision de sefales desde la insulina y
los factores de crecimiento relacionados (IGF), hacia las vias PI3K/Akt y MAP quinasa. Dentro de los antecedentes
que vinculan a IRS1 con miR-183, encontramos los trabajos de Xu et al., donde sugieren que el clister mmu-miR-

183-96-182 (de ratdn), esta involucrado en la via de sefializacién de insulina, interaccionando con al menos cuatro

miembros de la via, entre ellos IRS1, ademas de otras vias como la de las integrinas, la de IGF-1 y la remodelacién

de la cromatina (Xu and Wong 2008).

Sin embargo la asociacion de IRS-1 con cdncer es aun escasa, Ma et al. reportan la activacién por IRS-1 e IRS-2 de
las vias PI3K y Erk1/2MAPK kinasas, implicadas en invasidn de células tumorales y sobrevida, en varios modelos,
incluido el cdncer de mamay que la unién de IRS-2 a IGF-1 no solo promueve la mitogénesis, sino que es necesaria
para la metdstasis en dicho cancer (Ma, Gibson et al. 2006). Las funciones de IRS-1 y de IRS-2 parecen ser
redundantes en el inicio y en el crecimiento del tumor, sin embargo presentan funciones divergentes en la
generacion de metastasis (Gibson, Ma et al. 2007). Los estudios de Ma et al., demuestran, que la perdida de

expresion de IRS-1 estimula drasticamente la metastasis en cancer de mama, confiriéndole funciones supresoras
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de tumores en esta neoplasia, y que la actividad de IRS-2 incrementaba en tumores mamarios deficientes de IRS-
1. En este trabajo proponen una inactivacion selectiva de IRS-1 en tumores metastasicos mamarios mediante un
descenso de la fosforilacién de tirosinas, que conduce al bloqueo de la interaccién de IRS-1 con efectores
downstream de la via. Asi mismo, la expresion de IRS-1 en las lineas de carcinoma de prdstata LNCaP, produce un
descenso de la motilidad celular (Reiss, Wang et al. 2000). Otros reportes indican que IRS-1 esta sub-expresado en
tumores de mama grado 3 pobremente diferenciado (Schnarr, Strunz et al. 2000) y en cancer de pulmén (Han, Cho

et al. 2006).

Se han publicado varios trabajos acerca de la regulacién de IRS1 por miRs y su influencia en el fenotipo tumoral, lo
gue indica que IRS1 es un gen fuertemente sujeto a la regulacidn por este tipo de moléculas. Todos estos estudios
proponen un rol oncogénico de IRS-1, por lo que reportan la inhibicién de IRS-1 por miRs. En el caso de miR-126,

supresor del crecimiento celular y reconocido supresor de tumores en cancer de mama, se describe que regula

negativamente a IRS-1 inhibiendo la transicion de G1/G0 a S (Zhang, Du et al. 2008).En este tipo de cancer se ha
también reportado la sobre-expresién de IRS1 debida al silenciamiento por metilacidon de los promotores de miR-
148a and miR-152, miRs que funcionan como supresores de tumor por represion directa de IGF-IR and IRS1 (Xu,
Jiang et al. 2013). Por otro lado, hay estudios que proponen la regulacion de IRS1 por mir-145; en cancer de colon
esto fue confirmado in vivo e in vitro (Yin, Yan et al. 2013) y se muestra el efecto en la modulacién de las vias AKT

y ERK1/2 y la expresion de HIF-1 y VEGF.

De modo similar, la Rocca et al, reportan la interacciéon no solo de miR-145 con IRS-1, sino también de hsa-miR-182
y hsa-miR-96 (miembros del clister de miR-183) y su funcion como oncogén (La Rocca, Badin et al. 2009, La Rocca,
Shi et al. 2009). Este par miR-blanco ha sido también validado en carcinoma hepatocelular, donde miR-145 es
considerado supresor de tumor (Law, Ching et al. 2012), donde se muestra que afectan las cascada de sefializacion
de IGF y regula la proliferacion y la apoptosis. Otro trabajo muestra la misma regulacion por mir-145 en cancer de

higado y cancer gastrico y sugieren un efecto la proliferacidn celular (Gao, Xing et al. 2013).

Por otro lado, los mecanismos intrinsecos de inactivacidon de IRS-1 incluyen muchos efectores de kinasas que son
activados por sefializacion oncogénica. Estas kinasas incluyen mTOR, AKT, miembros de la familia PKC, ERK1/2,

kinasa S6, IKKB, AMPK, SIK y JNK.

En virtud de la represidon observada a nivel d ARNm y de proteina observadas en PCa, nosotros planteamos un
mecanismo hipotético similar al planteado para cancer de mama metastatico y en prdstata para LNCaP, en el
sentido de la naturaleza supresora de tumor de IRS1, donde hsa-miR-183-5p reprime a IRS-1 en PCa metastasico,
pudiendo ser un candidato como marcador pronostico en la progresion de PCa y particularmente un predictor de

metdstasis en cancer humano.

El segundo gen seleccionado, FNDC3B, esta también relacionado con los eventos metastdsicos en cancer, y existen

varios reportes al respecto.
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La fibronectina FNDC3B (de fibronectin type Il domain containing 3B), es miembro de la familia de fibronectinas,
proteinas que regulan la motilidad celular, y esta subexpresada en células tumorales con alto potencial
metastasico. Zhang et al. reportan que la sobreexpresién de hsa-miR-143 potencia la metastasis en cdncer
hepatico, modulando y reprimiendo la expresion de FNDC3B (Zhang, Liu et al. 2009). Los trabajos de Fan et al.,

muestran que hsa-miR-143 estd sobre-expresado durante la diferenciacion de las células madre de PCa, vy

promueve la metastasis reprimiendo a FNDC3B (Fan, Chen et al. 2013). Las células madre de cdncer estan
involucradas en la progresion de tumor y la metastasis y estdn asociadas a un incremento en la agresividad y
metadstasis in vivo. Coincidentemente, mir-183 fue inicialmente identificado como un gen que estd sobre-
expresado en las células madre de PCa antes de la diferenciacién por suero (resultados no mostrados) en el
modelo de prostatoesferas (Duhagon, Hurt et al. 2010). Por otro lado, y en concordancia con la disminucion de la
tasa proliferataiva que se observa en las células madre de cancer, Bin Xu et al. han reportado que la sobre-
expresién de hsa-miR-143 en préstata inhibe la proliferacién de las células tumorales asi como la migracion, a
través de la supresion de KRAS (Xu, Niu et al. 2011). El nimero reducido de estudios de microarreglos que
reportan la sub-expresién de FNDC3B en PCa (Tabla 12) podria sugerir que el gen no estd regulado
fundamentalmente a nivel de la estabilidad del ARNm. En acuerdo con esto, los resultados mostrados por Fan
muestran Unicamente diferencias de expresién a nivel proteico, y no observan diferencias significativas en los
valores de expresion de ARNm de FNDC3B luego de la inhibiciéon del hsa-miR-143 (Fan, Chen et al. 2013), lo que
indica que FNDC3 estd sujeto a una regulacion a nivel traduccional por parte de mir-143. Esto podria ser también

valido para hsa-mir-183.

En virtud de estos antecedentes, es evidente que las funciones de FNDC3B asi como la de IRS-1 son aun poco
claras en PCa, pero hay evidencia que indica su posible funcién como genes supresores de tumores, con papeles

tal vez especificos en la metastasis. Nuestra intencidon entonces, es poder generar nuevos avances al respecto.

Para lograr este objetivo, analizamos la posible regulacién a nivel del transcripto endégeno por RT-gPCR y a nivel
de la proteina a través de ensayos de gen reportero en las lineas LNCaP y DU145, en estudios de sobre-expresion y

sub-expresion de hsa-miR-183-5p.

3. Modulacién del ARNm de genes blancos candidatos

3.1.Genes blancos seleccionados in silico: PDCD4, FOXO01, ITGB1 y TPM1

A continuacién, se determinaron los cambios en los niveles de ARNm de los genes blancos candidatos a 24 hs de la
sobre-expresion y el bloqueo de hsa-miR-183-5p mediante RT-gPCR. No se ensayaron los genes SYNPO2 ni BNC2,
ya que el estudio de la eficiencia de los primers indicé que su ARNm es de muy baja abundancia en las lineas

celulares utilizadas.
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Previamente, se comprobd la calidad de los oligonucleétidos disefiados para el analisis de modulacién, mediante
la determinacidn de la especificidad en la amplificacidn del blanco y de la eficiencia de la amplificacion, utilizando
la linea LNCaP. Las curvas de disociacion mostraron un unico producto para todos los amplicones (resultados no
mostrados) confirmando la especificidad de la amplificacién. Las eficiencias de amplificacidon obtenidas para los
productos fueron similares: para los genes analizados: TPM1 (0,79), PDCD4 (0,63), FOX0O1 (0,71), ITGB1 (0,69);
para los genes normalizadores BACT (0,69), GADPH (0,61). La eficiencia de los primers disefiados resulté estar en
aproximadamente 0,6-0,7, lo que estd en el rango aceptable para este ensayo (Schefe, Lehmann et al. 2006). Si
bien, las diferencias de eficiencia pueden ser mejoradas utilizando ecuaciones de ajuste (Schefe, Lehmann et al.
2006), dada la similitud de las eficiencias y el hecho de usar mas de un normalizador, no se considerd necesario
realizar el ajuste. Por otro lado, en el caso de SYNPO2 los valores de Ct reportados eran mayores a 30, por lo que

decidimos no tomar en cuenta este gen para la cuantificacion. En el caso de BNC2 no amplificd.

Se determinaron también las eficiencias de los genes IRS1 (0,71 y 1,03) y FNDC3B (0,92 y 1,02) en las lineas
celulares LNCaP y DU145, y se analizd6 nuevamente la eficiencia de los dos genes normalizadores: GADPH (0,91 y

1,10) y BACT (1,09 y 1,09).

Los resultados de los experimentos para los genes seleccionados en base a estudios tedricos iniciales (PDCD4,
FOXO01, ITGB1 y TPM1) (Figura 25. B. y E.) y los genes seleccionados a partir de los datos de microarreglos (IRS1 e
FNDC3B) (Figura 25. C. y F.) se presentan en forma separada, puesto que fueron cuantificados en experimentos de

RT-gPCR independientes, utilizando la misma metodologia y los mismos genes normalizadores.
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Figura 25: Efecto de hsa-miR-183-5p sobre los niveles de ARNm de genes seleccionados. En la columna de la izquierda y de la
derecha se muestran los resultados para la linea celular LNCaP y DU145 respectivamente. Cuantificacién por RT-qPCR de hsa-
miR-183-5p en LNCaP (A) o DU145 (D) transfectada con mimic-miR-183-5p e inhibidor-miR-183-5p expresada en fold change,
comparativo a los valores reportados con siRNA. Se empled a rnU6 como gen normalizador. B. RT-gPCR del ARNm de los
genes PDCD4, FOXO01, ITGB1 y TPM1 seleccionados in silico, luego de la sobre-expresion con mimic miR-183-5p y bloqueo con
inhibidor miR-183-5p relativo a los valores de expresidn en las muestras control (siRNA) en la linea LNCaP (B) y DU145 (E). La
normalizacién se realizo con el promedio de los valores de dos normalizadores (GAPDH y BACT). C. RT-gPCR del ARNm de los
genes IRS1 y FNDC3B seleccionados a partir de los ensayos de microarray, luego de la sobre-expresion con mimic miR-183-5p
y blogueo con inhibidor miR-183-5p relativo a los valores de expresidn en las muestras control (siRNA) en la linea LNCaP (C) y
DU145 (F). La normalizacion se realizo con el promedio de los valores de dos normalizadores (GAPDH y BACT). Los niveles de
significacion estadistica p < 0.05 o p < 0.01, por el test one way ANOVA y el Test de comparacion multiple de Bonferroni se
inidican con uno o dos asteriscos respectivamente. Las barras de error representan el desvio estandar de triplicados técnicos

en Ay Dy triplicados biolégicosen B, C,Ey F.

Se confirmd el ingreso de las moléculas a las células en cultivo mediante RT-qPCR (Figura 25. A. y D.), tal como

fuera realizado en los experimentos utilizados para los andlisis de microarreglos.
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Los resultados muestran un incremento de miR-183-5p de hasta aproximadamente 177 veces en la linea LNCaP
(Figura 25. A.) y un incremento de mas de 107 veces en la linea DU145 (Figura 25. D.), relativo a los valores de miR-
183-5p encontrados en las muestras control (transfectadas con siRNA). Si bien esta magnitud de cambio puede
considerarse excesivo (aunque es frecuentemente utilizada en estudios de sobreexpresion de miRs (Lowery, Miller
et al. 2010, Ueno, Hirata et al. 2013), dado que estas lineas celulares son tumorales y ya presentan un incremento
del miR respecto a las lineas no transformadas, pensamos que la sobre-expresion debia ser fuerte para lograr ver
un efecto. La falta de cambio de los niveles de inhibidor fue discutida previamente para el ensayo de
microarreglos. Llama también la atencién la diferencia de magnitud en el cambio observado en este experimento
con respecto al del experimento para el microarreglo mostrado en la Figura 23 (200 veces); la misma podria ser
explicada por un cambio en el lote de moléculas sintetizadas por Qiagen, puesto que los demds reactivos, asi como

los protocolos fueron idénticos.

Como se observa en la Figura 25. B., en la linea LNCaP no se observan diferencias estadisticamente significativas
(One-way ANOVA, Test de comparacién multiple de Bonferroni, p < 0.05) en los cambios del ARNm de PDCD4,
FOXO01, ITGB1 y TPM1 cuando se sobre-expresa o inhibe el miR con respecto a los valores de siRNA. Aun asi, la
modulacién de los ARNm por el miR pueden ser pequenas y no ser detectadas en este tipo de experimentos
(Torres, Threlfall et al. 2011). Sin embargo, el gen PCDC4 muestra un cambio en la direccidon esperada por la
hipdtesis en los dos experimentos, es decir, un incremento y un decremento del ARNm de PDCD4 cuando se

incuba con inhibidor y mimic respectivamente.

En la linea DU145, la modulacidn de los genes analizados parece estar incrementada, observdndose diferencias
muy significativas (One-way ANOVA, Test de comparacion multiple de Bonferroni, p < 0.05) en los cambios del
ARNm de PDCD4 (p-valor 0,0046), FOXO1 (p-valor 0,0031) e ITGB1 (p-valor 0,0030) (Figura 25. E.). No se observan

diferencias significativas en los valores de ARNm de TPM1 al sobre-expresar ni bloquear hsa-miR-183-5p.

Nuevamente PDCD4 es el Unico gen que se comporta como lo prevee la hipdtesis de trabajo en todos los ensayos.
FOXO01 e ITGB1 cambian en respuesta al inhibidor en la direcciéon con que lo predice la hipétesis, lo que apoya la

posibilidad de que constituyan blancos de represién a nivel de ARNm de hsa-miR-183-5p.

Por otro lado, si bien en ambas lineas se observa un comportamiento similar con respecto a la modulacién de
PDCD4, la magnitud vy significacidon estadistica de los cambios observados es diferente. Esto puede deberse a
diferencias finas en la regulacion de la expresidn génica entre ambas lineas. Es interesante destacar también, que
los cambios a nivel de ARNm observados en LNCaP muestran tendencias similares a los observadas en DU145 (ver
por ejemplo ITGB1), lo que apoya la reproducibilidad del efecto.

Es posible que un cambio en las variables del experimento (cantidad y naturaleza de las de moléculas
transfectadas, tiempo de incubacidon, etc) pueda producir un efecto mas acentuado. Se ha visto que las

transfecciones con precursores, en vez de moléculas maduras, mejoran los efectos inhibitorios, también el
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aumento en el tiempo de incubacidn de las moléculas transfectantes a 48 y 72 hs respectivamente, producirian
cambios de mayor magnitud (Ueno, Hirata et al. 2013).

Si bien durante este trabajo se realizaron algunos ensayos preliminares variando las condiciones del experimento,
no se obtuvieron efectos significativamente diferentes a los aqui mostrados. Por lo tanto, aun se podria probar
mas condiciones experimentales y otras lineas celulares de préstata para poder excluir un efecto de hsa-miR-183-

5p sobre la estabilidad de los ARNm seleccionados.

La mayoria de los cambios mas significativos en la linea DU145 ocurren en respuesta al inhibidor, y para los genes
PDCD4, ITGB1 y FOXO1 se dan en el sentido esperado por la hipétesis, es decir, conducen a la de-represion del gen
blanco, podria estar indicando que el sistema es mas susceptible a la inhibicién que a la sobre-expresién. Sin duda
los experimentos de sobre-expresion de miR-183 en lineas donde la expresién de este miR enddgeno son bajas
como en el caso de la linea de préstata normal RWPE1, tienen una mayor significancia bioldgica que el realizarlos
en lineas que ya presentan una sobre-expresién del mismo, debido a que en estos ultimos el efecto del miR en
estudio sobre el blanco podria estar ya saturado (Ueno, Hirata et al. 2013). Sin embargo, para esa fecha no
contdbamos con lineas normales de prdstata. En este caso los cambios en el incremento de miR serian superiores
a los reportados en nuestros experimentos (de 5000 a 6000 veces mas como los reportados por Lowery) (Lowery,
Miller et al. 2010). Aunque incluso, un aumento en los niveles de pre-miR-183 de 5000-6000, no significan un
decremento muy marcado del ARNm, donde la tendencia general es la visualizacion de cambios poco

pronunciados a nivel de la expresién génica (Ueno, Hirata et al. 2013).

Por otro lado, nos llama la atencién el hecho de que, para varios genes se observe una tendencia al aumento en el
experimento con mimic respecto al control con siRNA, y que sin embargo, la comparacién entre los experimentos
de mimic e inhibidor (sin considerar el siRNA), continda indicando que hay un incremento de estos dos genes con
la inhibicion de mir-183. A esto se suma el hecho de que, al menos para ITGB1, el microarreglo (que realiza una
normalizacién global altamente robusta) habia mostrado un descenso de sus transcriptos en DU145 con el mimic
gue no se comprueba aqui por RT-gPCR. Esto nos llevo a sospechar de la validez de los genes normalizadores que
utilizamos en la RT-gPCR: BACT y GADPH. De hecho, cuando observamos como se comportan los genes
normalizadores en los microarreglos, observamos una disminucién de la expresion de BACT de dos veces en el
expermiento de siRNA con respecto al mimic en la linea LNCaP y un incremento de BACT en el experimento de
siRNA con respecto tanto al inhibidor como al mimic en el experimento con DU145. Este artefacto conllevaria a

que el experimento de normalizacién con siRNA mostrara un cambio de magnitud diferente al esperado.

Por ultimo, el hecho de que algunos de los cambios observados por RT-qPCR, no se hayan detectado en el
microarreglo (por ejemplo PDCD4 no presenta cambios de expresion cuando se comparan los tres experimentos:
con siRNA, mimic y con inhibidor), puede deberse a que para este ultimo se exigid un umbral de cambio en la

expresion de ARNm de 2 veces, y también a la mayor sensibilidad que tiene la RT-gPCR.
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Es importante tener presente también la importancia en la sinergia de miRs que estan dentro de un mismo clister
como es el caso de hsa-miR-183, por ello, y como se ha reportado la interaccidén IRS1 de los otros miembros del
cluster, seria interesante evaluar la funcién integrada del clister en este sentido. Seria interesante también
realizar cuantificacion a nivel proteico (Western blot), con el fin de determinar si su expresion esta modulada a
nivel de la traduccién y no tanto a nivel de la estabilidad del mensajero.

La posible implicancia de este gen en la progresién y desarrollo de metdstasis en cdncer de prdstata mediante la
regulacién transcripcional o traduccional por hsa-miR-183-5p podria ser confirmada en ensayos de migracién e

invasion (Transwell assay y Wound-healing assay): ensayos de Matrigel y de herida.

En este punto, es necesario aclarar, que por razones de estrategia experimental y de financiamento disponible, no
se realizé el ensayo de western blot para cada uno de ellos. Por lo tanto, estos estudios no permiten descartar que

hsa-miR-183 ejerza un efecto represor a nivel de la traduccidn de estas proteinas.

3.2.Genes blancos seleccionados experimentalmente mediante microarreglos: IRS1 y FNDC3B

Por otro lado, pudimos observar diferencias estadisticamente significativas en la linea LNCaP (One-way ANOVA,
Test de comparacion multiple de Bonferroni, p < 0.05) en los cambios del ARNm de IRS1 cuando se bloqueaba al
miR en estudio (p-valor 0,0353) (Figura 25. C.). Sin embargo, al igual que en los trabajos de Fan et al., no
observamos un descenso ni un incremento significativo del ARNm de FNDC3B en las muestras transfectadas con
mimic miR-183-5p y con el inhibidor miR-183-5p, de todas formas no descartamos su posible regulacién a nivel

traduccional (Fan, Chen et al. 2013) (Figura 25. C.).

Sin embargo, en la linea DU145, al igual que observabamos en los andlisis de los genes PDCD4, FOXO1 e ITGB1, se
observaron diferencias estadisticamente significativas (One-way ANOVA, Test de comparacion multiple de
Bonferroni, p < 0.05) en los cambios observados para los dos genes, IRS1 (p-valor 0,0046) y FNDC3B (p-valor
0,0134), siendo mas pronunciado el cambio para el gen IRS1 (Figura 25. F.). El hecho de que los cambios sean mas
notorios en DU145 estan de acuerdo con los resultados del microarreglo, donde no se vio un cambio en LNCaP

cuando se establecié un umbral de cambio de 2 veces respecto al experimento control (Tabla 10).

Seria interesante realizar algunos cambios en la estrategia experimental, en lo que se refiere al tiempo de
incubacién, probar aumentarlo, de 24hs a 48hs, etc., cambios a nivel de las dosis de transfeccion para ver si el
efecto en la modulacién es mayor a nivel de ARNm. Las diferencias cariotipicas y epigenéticas de ambas lineas
celulares, probablemente establezcan diferencias en los controles de regulacion de la expresion génica, lo que

podria explicar las diferentes respuestas observadas en cada una de ellas.

4. Ensayo con genes reporteros para genes blancos candidatos
En base a los resultados obtenidos anteriormente por RT-qPCR, los datos reportados en la literatura de sub-

expresion en PCa, y los resultados del microarreglo, se seleccionaron cinco genes para analizar en mas
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profundidad, mediante el ensayo de genes reporteros que llevan inserto el sitio blanco predictivo de hsa-miR-183

en su regién 3" UTR: IRS1, FNDC3, ITGB1, FOXO1y PDCDA4.

Para ello contamos con la colaboracién de varios grupos de investigacidon que identificaron genes blancos para
hsa-miR-183. El grupo de Gonzalez del Departamento de Oftalmologia de la Universidad de Duke, en Carolina del
Norte nos proporciond el vector reportero dual luciferasa psiChECK2 de Promega Corp., Madison, WI que
presentaba en 3’UTR del gen de Renilla el fragmento 3’UTR completo de ITGB1 (3’-ITGB1) y el vector psiChECK2
gue contenia el reverso del fragmento 3’UTR (3’-ITGB1 -rev) como control negativo (Li, Luna et al. 2010). El grupo
de Guttilla y White, del Departamento de Biologia Celular y Biologia Molecular, Microbiolégica y Estructural de la
Universidad de Connecticut, nos cedié el mismo plasmido, pero en este caso presentaba en 3’UTR del gen de
Renilla el sitio 1 que corresponde al fragmento que va del nucleétido 204 al 492 de la 3’UTR de FOXO1, el sitio
complementario a hsa-miR-183 y con un oligonucledtido que carecia del sitio endégeno de unién al miR predicho
como control negativo (Guttilla and White 2009). Por ultimo, mas recientemente solicitamos y recibimos el
pldasmido reportero con la region del 3’UTR de PDCD4 que contiene el sitio blanco predictivo de reeconocimiento
de hsa-mir-183 (wt y mutante) a Xiaofei Zheng de la Beijing Institute of Radiation Medicine, en China (Li, Fu et al.

2010). Este ultimo aun no ha sido utilizado.

Los vectores con las secuencias FOXO1 e ITGB1 fueron amplificados y secuenciados en Macrogen Inc. El vector
reverso para ITGB1 no contenia la secuencia esperada y la secuencia de los vectores que contenian el fragmento
de la 3’ UTR de FOXO01, no pudo ser secuenciada con oligonucleotidos especificos, por lo que, interpretamos que
no correspodia al esqueleto de psiChECK2 y por tanto, este gen (FOXO1) no fue incluido en el estudio de
reporteros, por lo que se elimind del estudio y se decidio realizar un estudio preliminar con el vector que contenia

la secuencia sentido del 3’UTR de ITGB1 (Figura 26).

A Figura 26: A. Secuencia blanco para hsa-miR-183-

hea-miR-183 3 -UCACUUAAGAUGGUCACGGUAU-S* 5p del 3'UTR del gen ITGB1. Imagen tomada de
(LA AR RRRAN!

ITGB1(BP:1033-1054) S’-CTTACTTTGAGTTAGTGCCATA-3" (Li, Luna et al. 2010). B. Fragmento de la

Energy: -17.54 kcal/mol

secuencia del vector reportero dual luciferasa
B psiChECK2 de Promega que presenta la secuencia
blanco para hsa-miR-183-5p. Obtenida de

Macrogen Inc.

Seguidamente analizamos la interaccion de miR-183-5p con la secuencia 3’'UTR de ITGB1. Segun los analisis
predictivos de secuencias blanco para miRs (TargetScan 6.2, versién junio 2012), las tres isoformas del gen ITGB1
(NM_033668, NM_002211 y NM_133376 de 1324, 1252 y 1252 nt respectivamente) presentan dos sitios blancos

para hsa-miR-183 conservados en las posiciones 695-701 y 623-629 del 3’UTR y se ha visto que las vias en donde
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participa (ej. adhesion celular), generalmente son las vias mas moduladas en la tumorigenesis prostatica, estando
sub-expresado en PCa (Gorlov, Byun et al. 2009). ITGB1 es asi mismo, blanco potencial de los tres miembros del
cluster de miR-183 (miR-182; Pita y RNAhybrid, miR-183; miRanda, MirTarget2, PicTar, Pita, RNA hybrid y
TargetScan, miR-96; miRanda, Pita, RNAhybrid). Nuestra estrategia de analisis predictivo lo detecta como uno de
los genes blancos candidatos interesantes en PCa. Ademas, los estudios de microarreglos, muestran un cambio de
los niveles de este gen de acuerdo a lo esperado por la hipdtesis si fuera blanco de regulacién de hsa-mir-183
(Tabla 10). De hecho, la interaccidn directa entre ITGB1 y hsa-mir-183 ya fue descrita previamente en células Hela
(Li, Luna et al. 2010), si bien en ese modelo los autores plantean que el miR funciona como un gen supresor de

tumor que inhibe la invasividad y la migracidn celular, y es expresado preferentemente durante la senescenia.

Para los ensayos con genes reporteros, se transfectaron las moléculas de mimic o inhibidor junto con el plasmido
reportero para ITGB1 en la linea LNCaP y se midié la actividad luciferasa en el cultivo a las 24hs de la transfeccidn.
Los resultados mostraron una leve disminucion de la actividad reportera con el mimic, aunque no se observd
cambio con el inhibidor (Figura 27). Segln los resultados obtenidos mediante los anadlisis estadisticos utilizando
"Kruskal-Wallis test" y "Dunn's Multiple Comparison Test" con un p valor de <0,05 (One-way ANOVA GraphPad
Prism 5.00.288), no se vieron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras transfectadas con

mimic y con inhibidor relativo al control (siRNA).

Figura 27: Ensayo de luciferasa en células de la linea LNCaP
transfectadas con psi-CHECK2 que contiene el 3’UTR de ITGB1. Muestras

con psi-CHECK2 y reactivo de transfeccion (mock), con psi-CHECK2 vy

Luc. Renilla/Firefly

siRNA (control negativo), con psi-CHECK2 y mimic y con psi-CHECK2 e

inhibidor, a 24 hs de la transfeccién. Las barras de error representan el

desvio estandar de triplicados técnicos.

Para los dos ensayos presentados en este punto, los resultados muestran parcialmente el efecto esperado y no lo
contradicen. Se realizaron varios analisis previos modificando algunos aspectos del experimento, como:
variaciones a nivel de la concentracién de mimic e inhibidor, distintos tiempos de incubacion luego de la
transfeccion (resultados no mostrados), sin embargo no obtuvimos los resultados esperados. Cabe destacar que el
pequefio efecto en la actividad reportera se observa en el experimento de mimic y no en el de inhibidor, lo que

concuerda con la identificacion de ITGB1 solamente en el experimento de mimic del microarreglo para esta linea
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celular (Tabla 10). Finalmente, estos analisis fueron realizados en la linea LNCaP por lo que resta realizarlos en la

linea DU145. Es de esperar, segun los analisis previos, que la modulacién en DU145 sea mdas marcada.

Las construcciones que contenian el sitio blanco para hsa-miR-183-5p del 3’UTR de los genes IRS1 y FNDC3B
fueron disefiadas y sintetizadas con la colaboracién de Cesar Fuziwara en el marco de una pasantia en el
Laboratorio de Tiroides de la facultad de Ciencias Biomédicas de la Universidad de San Pablo (USP, Brasil), bajo la

direccidn de la Dra. Edna Kimura (Yamashita, Geraldo et al. 2013).

Para el ensayo con genes reporteros de IRS1 y FNDC3B se mandaron sintetizar oligonucleétidos complementarios
de 23 bases que formaron el fragmento del 3’UTR de estos genes que contiene las secuencias del sitio blanco
predicitivo para hsa-mir-183 (salvaje y mutante), o un sitio blanco mutado en nucledtidos escenciales para el
reconocimento por este miR. El fragmento producto de la hibridaciéon, fue clonado en los sitios de restriccién del
vector comercial pmirGLO, como se describié en materiales y métodos. Los productos de ligacidn se utilizaron
para transformar bacterias competentes y se aislaron dos clones (uno por gen blanco) para analizar por restriccion
enzimatica, utilizando un sitio de restriccién Notl insertado en la secuencia de los oligonucleétidos sintéticos
(Figura 16). El analisis por geles de agarosa muestra un cambio en la migracién de los plasmidos digeridos que
sugiere la presencia del sitio de restriccion (datos no mostrados) y que por tanto indica la presencia del inserto.

Los dos clones mostrados fueron enviados para secuenciar a Macrogen Inc..

En el tiempo de espera de los resultados de la secuenciacidn, se realizaron ensayos preliminares de los genes
reporteros con luciferasa. Para esto se co-transfectd transitoriamente la linea HEK293 T con el plasmido pmirGLO-
3’UTR- FNDC3B o pmirGLO-3’UTR- IRS1 con el mimic-mir-183, y el siRNA. Se ensayaron los pldasmidos con la
secuencia intacta (wt) y mutante (mut) en el esquema que se indica en la Figura 28. Los resultaron no muestran

ningun cambio significativo de la actividad del gen reportero en los ensayos realizados.

=)
=
I

Luc. Firefly/Renilla

Luc. Firefly/Renita
o
)
1

0.0

pmirGLO-FNDC3B wt + + + - - - pmirGLO-IRS1 wt + + + - - -
pmirGLO-FNDC3B mut - - - + + + pmirGLO-IRST mut - - - + + +
mimic miR-183-5p - + - - + - mimic miR-183-5p - + - - + -
siRNA - - + - - + siRNA - - + - - +

Figura 28: A. Ensayo de luciferasa a las 24 hs de la transfeccién con pmirGLO conteniendo el sitio 3’UTR del gen FNDC3B

salvaje (wt) y mutada (mut). Se muestran los resultados para la transfeccion com 10nM de mimic miR-183-5p y siRNA en
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células HEK293T. B. Ensayo de luciferasa a las 24 hs de la transfeccidon con pmirGLO conteniendo el sitio 3'UTR del gen IRS1
salvaje (wt) y mutada (mut). Se muestran los resultados para la transfeccion com 10nM de mimic miR-183-5p y siRNA en

células HEK293T. Las barras de error representan el desvio estandar de triplicados técnicos.

Despues de estos ensayos se recibieron las secuencias enviadas a Macrogen Inc. Los vectores secuenciados no
presentaron la insercién esperada, por lo que la falta de modulacién del gen reportero con la sobre-expresion de
hsa-mir-183 observada queda justificada. Como perspectiva se propones secuenciar otros clones para seleccionar

aquellos que tengan insertos.

5. Andlisis del efecto global de mir-183 sobre la expresion génica

5.1.Genes seleccionados en estudios de microarreglos

Se realizd una aproximacion de la funcién de hsa-miR-183 estudiando ontologia génica y vias de sefalizacidon
asociadas a través de las herramientas de WebGestalt (“WEB-basedGEneSeTAnalLysisToolkit”) (Duncan et al.,
2010). En esta base de datos, se puede investigar el enriquecimiento en base a la ontologia de genes utilizando
KEGG (KyotoEncyclopedia of Genes and Genomes), vias comunes (Wikipathway), analisis de blancos de factores
transcripcionales, miRs asociados a los blancos en estudio, andlisis de las vias de interaccidén proteica, entre otras.
En estos estudios se combinan datos de variados recursos bibliograficos y bioinformaticos que contribuyen a

comprender el posible significado de cambios en grandes grupos de genes.

5.1.1. Estudio del efecto de mir-183 en la expresion génica global

Realizamos primeramente, un analisis global del enriquecimiento de vias candnicas para el grupo de genes

identificados en el microarreglos, que estaban modulados por miR-183 (sobre-expresados o sub-expresados).

De un total de 1301 genes (resultado de la interseccion de los estudios del microarreglos sin tomar en cuenta la
presencia o ausencia de sitios predictivos para hsa-miR-183), 953 genes fueron identificados con IDs Unicos por el
programa Webgestalt, por lo que el estudio se realizé sobre este set. El analisis se realizd con los pardametros por
defecto del programa: nivel de significacion ("Top 10" identifica las 10 vias que presentan los valores de p mas
significativos), el test estadistico (Hipergeométrico, y test de ajuste), pero modificamos a 10 el nimero minimo de
genes por categoria, para poder establecer aquellas vias con importancia a nivel bioldgico, ya que algunas

categorias funcionales con un alto nivel de significaciéon pueden presentar uno o pocos genes.

Los procesos bioldgicos mds representados son los procesos metabdlicos (515 genes), regulacidon bioldgica (436

genes), comunicacién celular (224 genes), organizacion celular (207 genes), localizacion (205 genes), procesos
multicelulares (177 genes), respuesta a estimulos (166 genes), procesos del desarrollo (164 genes), apoptosis (80
genes), proliferacién celular (66 genes), reproduccidon (40 genes), crecimiento (33 genes), 201 genes no

clasificados.

106



Dentro de las categorias de funciones moleculares, las mas representadas son proteinas de unién (547 genes), de

unién a iones (229 genes), de unidn a acidos nucleicos (213 genes), de unidn a nucledtidos (184 genes), con
actividad hidrolasa (136 genes), transferasa (109 genes), actividad reguladora de la transcripcién (91 genes),
transduccion (77 genes), reguladora de la actividad enzimatica (56 genes), transportadora (47 genes), de union a

cromatina, a lipidos, reguladores traduccionales, estructurales, entre otras menos representadas.

Dentro de los componentes celulares mas representados se encuentran: el nucleo (378 genes), membrana (327

genes), complejos macromoleculares (249 genes), lumen (183 genes), citosol (116 genes), citoesqueleto (97

genes), reticulo endoplasmatico (72 genes).

Mediante estudios de enriquecimiento de las vias KEGG se identificaron 37 genes que integran vias del cancer
(aprox. 4%), 16 genes involucrados con Cancer de Prdstata (aprox. 1,6%), 19 involucrados a la via de sefializacién
de la insulina (aprox. 2%), 18 en via de funcionamiento del spliceosoma (aprox. 1,9%), 18 involucrados en ciclo
celular (aprox. 1,9%), 17 en la meiosis del oocito (aprox. 1,7%), 22 en adhesion focal (aprox. 2,3%), 17 en vias de
sefializacion de neurotropinas (aprox. 1,7%), 22 en la regulacion del citoesqueleto de actina (aprox. 2,3%) y 14

vinculados a la maduracién del oocito mediada por progesterona (aprox. 1,4%) (Tabla 13).

Tabla 13: Vias KEGG enriquecidas en los genes modulados por mir-183 en los experimentos de pérdida y ganancia de funcién
en PCa. C: niumero de genes de referencia en la categoria, O: nUmero de genes en el set de genes y en la categoria, E: nUmero
de genes esperados en la categoria, R: proporcién de enriquecimiento (O/E), rawP: p valor del test hipergeométrico, y adjP: p

valor ajustado por el test de ajuste multiple. WebGestalt (“WEB-basedGEneSeTAnaLysisToolkit”) (Zhang, Kirov et al. 2005).

KEGG Nombre de genes Datos estadisticos
CCNE2PIASAMAPKEHSPIOBIRALBP1 ITGAGIGFLRBAXHS POOAATSTAT
3MSH6TGFB1SOS2RHOAAKTIBIRCS6PIK3RIFHE2 F3EGFRDAPKIFAS

Cancer (=330;0=37;E=6.94;R=5.33;rawP=1.73e-16;adjP=5.36e-15
GRB2TPRIAKLCRKBIRCSILESTATLITGB1GSK3BARWNTSBC DK2ZARNTL
AMC2CTBPL
CCNE2PDPK1SOS2HSPIOBIAKTIBIRCS6PIK3R1EIFIEGFRGRB2IGFLR .

Cancer de Préstata (=89;0=16;E=1.87;R=8.55;rawP=5.41e-11;adjP=8.3%-10

ARGSK3BHSPOOAAICREBICDIQ

Vias de sefializaciénde PDPK1MAPKBSOS2RHOQAKT1PRKAB2PIK3R1SOCS2CALM3GRB2 RS
laInsulina 1PPP1R3BCRKPRKCIPPP1CBGSKIBRPSGKELPHKAZPRKACE

(=137;0=19;E=2.88;R=6.60;rawP=9.68e-11;adjP=1.00e-09

PRPF38BPRPF31TRAZASFIBIHSPASPLRGILSMASNRPE220CDCSLRB .
Splicecsoma . _ _ (=128;0=18;E=2.69;R=6.69;rawP=2.38e-10;adjP=1.48e-09
M17RBM25PHFSALSMSTRAZBPRPEAPRPFGHNRNPMCDCS5L

TGFB1CCNE2CDC25AANAPCSCFL2SE2F3YWHAEWEEISMC3CDC27C .
Ciclocelular (=128;0=18;E=2.69;R=6.69;rawP=2.38e-10;adjP=1.48e-09
DC14BGADDASBMAD2 LLANAPCLOGSKSBYWHAZCDK2RAD21

CCNE2FBXWITANAPCSSMC3CDC271GFIRMAD2LTANAPCI0ADCYLC .
Meiosis del oocito ) ) a (=114;0=17;E=2.40;R=7.09;rawP=2.93e-10;adjP=1.51e-09
ALM3ARPPPICBYWHAZYWHAECDK2PRKACBFBXOS

PDPK1MAPKB5052 RHOAAKTIPPPI1R12AITGABARHGAPSPIKIRIACT
Adhesiénfocal N1ITGBSDIAPHIEGFRGRB2CRKIGFIRPAK2ITGBIPPPICBGSIGBACTB (=201;0=22;E=4.22;R=5.21;rawP=3.59%-10;adjP=1.59e-09
LAMC2
SOS2ITGALRHOAPPPIRI2ZAIQGAPLTGAGP IK3RIEZRACTNIARPCAM
YH10ITGB5DIAPHIEGFRCFL2ZCRKPAK2ITGB1PPPICERDXACTBADCYL (=216;0=22;E=4.54;R=4.85;rawP=1.42e-09;adjP=4.96e-09

Regulacidn del
citcesqueleto de actina

Vias de sefializacionde MAPK8S0OS2RHOAAKTIPIK3R1ICALM3YWHAEPSENIFOXO3IRS1GRB
neurotropinas 2CRKPRKCDBAXPTPN11GSK3BYWHAZ

(=126;0=17;E=2.65;R=6.42;rawP=1.44e-09;adjP=4.96e-09

Maduracién del cocito MAPKBCDC25AANAPCSAKTICDC27IGFIRBIRCS6PIK3RIMAD2L1AN .
mediada por - - ] (=86;0=14;E=1.81;R=7.74;rawP=3.34e-0%adjP=1.04e-08
APCI10ADCYIHSPIOAAICDK2PRKACE

progesterona

El estudio de vias enriquecidas luego de la sobre-expresion/bloqueo de un miR, puede arrojar luz en la busqueda

de genes blancos y la comprension de las vias moleculares y celulares que el mismo modula. El grupo de Zhang
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realizd un andlisis in silico exploratorio de los modulos de vias que correlacionan miRs-ARNm, en dos subtipos
tumorales: PCa primario y PCa metastdsico, encontrando un enriquecimiento de las vias de sefializacién de TGF-B
y de sefalizacidn de proteinas acopladas a proteina G (PSGR2). Encuentran también una sobre representacion de
genes de adhesiéon focal en PCa primario (Wang, Wu et al. 2012). Asi, las kinasas de adhesion focal son
importantes mediadores para la proliferacién celular, sobrevida celular y migracidn celular, y estan involucradas
en la progresion en PCa (Figel and Gelman 2011). Gorlov et.al encontraron que los genes con expresion diferencial
en PCa estaban presentes en clister que involucraban vias similares o incluso iguales a las reportadas por Zhang:
como la de adhesidn celular basadas en integrinas, la sefializacién por integrinas, el citoesqueleto de actina, la
muerte celular, las vias de migracion celular y las vias de TGFB, Wnt y p53, aparecen como las principales rutas

asociadas con la progresion del PCa (Gorlov, Byun et al. 2009).

De forma concordante, nuestros estudios son similares a los encontrados por Gorlov, Figel, Zhang y Xu, donde las
vias de adhesion focal, sefalizacion Wnt, EGFR1, regularizacién del citoesqueleto de actina, moléculas de adhesion
y vias de sefializacion asociadas a proteinas G y migracidn transendotelial, son las vias mds representadas entre las

tres asociaciones.

Mas especificamente, en relacién a mir-183, el grupo de Xu muestra que el cliuster mmu-miR-183-96-182 en
ratones, controla 12 vias de sefializacion, que incluyen la remodelacién de la cromatina, las vias de las integrinas,
IGF-1, y la via de sefializacién de insulina, interaccionando con cuatro miembros de la via, entre ellos IRS1 (Xu and
Wong 2008). El hecho de que nuestros experimentos identifiquen también estas vias, apoya la posible modulacion

de mir-183 sobre las vias de la insulina y las integrinas en PCa.

En el estudio global, tres de los procesos identificados que asocian al menos 10 genes de este grupo son, cancer,
cancer de prdstata y la via de sefalizacion de neurotropinas. Este enriquecimiento era esperable debido a la

naturaleza de las lineas analizadas, LNCaP y DU145, ambas lineas tumorales de prdstata.

El enriquecimiento de la via de neurotropinas, es consistente con el hecho de que la préstata es la mayor fuente
de neurotropinas (NGF) fuera del Sistema Nervioso, donde NGF es capaz de estimular el crecimiento epitelial
prostatico. Las neurotropinas, son una familia de factores tréficos (NFG, BDNF, NT-3, NT-4), involucrados en la
diferenciacion y sobrevida de las células neuronales. La via neurotopinas/tirosinkinasas estd regulada por la
conexién a una serie variada de cascadas, incluyendo las vias MAPK kinasas y PI-3 kinasas. Las células musculares
de la prdstata producen factores de crecimiento NFG y juegan un rol significativo en el desarrollo y mantenimiento
de la homeostasis de la prostata. Las NGF son secretadas por las células del estroma, pero no son un factor de
sobrevida del epitelio prostatico normal. En contraste, es secretado por las células tumorales para regular la via de
sobrevida adquirida (Isaacs, De Marzo et al. 2002). El hecho de que mir-183 funcione en la préstata como un
oncogen sugiere que podria estar reprimiendo un represor la misma, y asi estimular la produccién autdcrina de

NGFs.
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5.1.2. Estudio del efecto de mir-183 sobre la expresion de genes blanco directos

Finalmente realizamos los mismos estudios de enriquecimiento de vias a partir de los 37 genes que presentaban
sitios predictivos de unidn a hsa-miR-183 (miRecords) y estaban sobre-expresados (> 1) o sub-expresados (< 1) en
las lineas DU145 y LNCaP cuando se sobre-expresa o inhibe mir-183. Al igual que en el estudio de perfiles de
expresién en Oncomine, incorporamos el gen PDCD4 al estudio. En el estudio de ontologia génica y
enriquecimiento de las vias se utilizaron los pardmetros por defecto en el programa Webgestalt (Nivel de

significacién: Top10, Test estadistico: Hypergeometric, MTC: BH, Minimo: 2).

En los estudios de ontologia génica, los 38 genes se agruparon en los siguientes grupos de procesos bioldgicos:

procesos de regulacion bioldgica (23 genes), procesos metabdlicos (18 genes), respuesta a estimulos (11 genes),
genes vinculados a procesos del desarrollo (9 genes), a procesos de comunicacidn celular (9 genes), proceso
multicelular (8 genes), procesos de organizacién de componentes celulares (7 genes), vinculados a la localizacién
(7 genes), proliferacion celular (3 genes), apoptosis (3 genes), involucrados en el crecimiento (2 genes), 2 genes en

procesos de multi-organismos y 7 genes no clasificados.

Dentro de la categoria de funciones moleculares, los 38 genes se agruparon en: funciones de unién a proteinas (26

genes), union a iones (10 genes) y a acidos nucleicos (10 genes), con actividades transductoras (7 genes), con
actividad hidrolasa (3 genes), de unién a nucledtidos, regulacién de la transcripcion, actividad transferasa, de

union a lipidos (2 genes) y 3 genes no clasificados.

Cuando analizamos la categoria de los componentes celulares, encontramos que de los 38 genes analizados, 16

genes estan presentes a nivel de la membrana, 16 genes son nucleares, 10 genes participan en complejos
macromoleculares, 10 genes estan presentes en el lumen, 5 genes se ubican en el reticulo endopldsmico, 5 genes
presentes a nivel del citosol, 4 genes de membranas internas, 3 genes en el citoesqueleto, 3 genes a nivel de
proyecciones celulares, el resto de los genes involucrados en el aparato de Golgi, cromosomas, vesiculas,

endosomas, mitocondrias, y no clasificados.

El estudio de enriquecimiento de las vias KEGG identificd 6 vias candnicas en las cuales estaban presentes al
menos dos genes del grupo analizado, las mismas se detallan en la Tabla 14. Se hace evidente que ITGB1 es el gen
fundamental para la definicion de mayoria de las vias, puesto que constituye una molécula central en el
movimiento celular que involucra al total de las vias listadas. Le sigue EZR, que también codifica para una proteina

muy relevante en el movimiento de las células epiteliales.
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Tabla 14: Vias KEGG enriquecidas en los 38 genes con sitios blanco predictivos para mir-183 reprimidos en los experimentos
de pérdida y ganancia de funcion en PCa. C: niumero de genes de referencia en la categoria, O: numero de genes en el set de
genes y en la categoria, E: nimero de genes esperados en la categoria, R: proporcién de enriquecimiento (O/E), rawP: p valor
del test hipergeométrico, y adjP: p valor ajustado por el test de ajuste multiple. WebGestalt (“WEB-
basedGEneSeTAnalLysisToolkit”) (Zhang, Kirov et al. 2005).

Vias KEGG Nombre de genes Datos estadisticos

Regulacién del citoesqueleto de actina EZRCFL2 ITGBL (=216,;0=3;E=0.18;R=16.57,;rawP=0.0008;adjP=0.0033
Infeccidn patogénica con E. coli EZRITGB1 (=59;0=2;E=0.05;R=40.45;rawP=0.0011;adjP=0.0033
Moléculas de adhesién (CAMs) CNTNAP2 ITGB1 C=134;0=2;E=0.11;R=17.81 ;rawP=0.0057;adjP=0.0068
Migracidn transendotelial en leucocitos EZRITGB1 (=118;0=2;E=0.10;R=20.22 ;rawP=0.0044;adjP=0.0068
Guia de axones CFL2 ITGB1 C=129;0=2;E=0.11;R=18.50;rawP=0.0053;adjP=0.0068
Viade sefializacion de quemoquinas GNG4 GNB1 €=190;0=2;E=0.16;R=12.56,rawP=0.0111;adjP=0.0111

Dado que existen diversas clasificaciones de vias de sefalizacidn, también utilizamos las de Wikipathway. Como
resultado identificamos 7 vias candnicas en las cuales estaban presentes al menos dos genes del grupo analizado,
las mismas se detallan en la Tabla 15. Puede verse que solo una de ellas resulta compartidas con KEGG
(citoesqueleto de actina por EZR y CLF2), mientras que GNB1 y GNG4 se indican como vias de calcio, de
contraccion o de proteinas G, en lugar de identificar la sefializacion por quemoquinas. Wikipathway a su vez

identifica IRS1, y lo vincula a la via de la insulina y la adipogénesis, lo que las posiciona en primer lugar del ranking.

Tabla 15: Vias Wikipathway (bioinfo.vanderbilt.edu/wg_gsat) enriquecidas en los 38 genes con sitios blanco predictivos para
mir-183 reprimidos en los experimentos de pérdida y ganancia de funciéon en PCa. C: nimero de genes de referencia en la
categoria, O: numero de genes en el set de genes y en la categoria, E: nUmero de genes esperados en la categoria, R:
proporcion de enriquecimiento (O/E), rawP: p valor del test hipergeometrico, y adjP: p valor ajustado por el test de ajuste
multiple. Nivel de significacion: top10, test estadistico: hipergeometrico, MTC: BH, minimo: 2 genes. WebGestalt (“WEB-
basedGEneSeTAnalLysisToolkit”) (Zhang, Kirov et al. 2005).

Vias Wikipathway Nombre de genes Datos estadisticos

Vialnsulina 1RS1 EGR1 (=160;0=2;E=0.13;R=14.91;rawP=0.0080;adjP=0.0080
Adipogenesis 1RS1 MBNL1 (=133;0=2;E=0.11;R=17.94;rawP=0.0056;adjP=0.0080
Regulacién del Calcio en las células cardiacas GNB1 GNG4 (=148;0=2;E=0.12;R=16.12 ;rawP=0.0069;adjP=0.0080
Vias de contracciény relajacién del miometric  GNB1 GNG4 (=156;0=2;E=0.13;R=15.30;rawP=0.0076;adjP=0.0080
Vias de sefializacién de proteinas G GNB1 GNG4 (=98;0=2;E=0.08;R=24.35;rawP=0.0031;adjP=0.0080
Senalizacién de estrégenos GNB1 SIN3A (=76;0=2;E=0.06;R=31.40;rawP=0.0019;adjP=0.0080
Regulacién del citoesqueleto de Actina EZRCFL2 (=143;0=2;E=0.12;R=16.69;rawP=0.0064;adjP=0.0080

Los andlisis de enriquecimiento (Webgestalt) hasta aqui realizados, sefialan que mir-183 modula moléculas de dos

vias principalemente: la via de adhesidn focal y la via de la insulina. En base a la literatura y a los resultados de los

meta-andlisis de actividad de mir-183, podemos plantearnos dos mecanismos por los que miR-183 podria estar
contribuyendo a la tumorigénesis de prostata. El primero seria en el inicio del tumor y estaria tal vez vinculado en
la desestabilizacion de la membrana basal mediante la participacion en las vias de adhesion focal. En el segundo
mecanismo, miR-183 estaria participando a nivel de la via de insulina y/o en el eje IGF-IR (receptor también de INS)

promoviendo asi la progresion y metdstasis del PCa.
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5.2.Posibles mecanismos de accion de hsa-miR-183:

5.2.1. Actividad de miR-183 en el inicio del tumor

Las adhesiones entre las células y la matriz extracelular juegan roles importantes en los procesos bioldgicos,
incluyendo la motilidad, la proliferacion celular, la diferenciacién celular, la regulacién de las expresidn génica y la
sobrevida celular. En los puntos de contacto entre la matriz extracelular y las células, hay estructuras
especializadas de adhesién focal, donde las fibras de actina se anclan a receptores transmembranas de la familia
de integrinas. Algunos de los constituyentes de estas adhesiones focales, participan en la unién de receptores de
membrana y el citoesqueleto de actina y otros son moléculas de sefializacidén incluyendo kinasas y fosfatasas. La
sefializacion de integrinas culmina con la reorganizacion del citoesqueleto de actina, requisito para los cambios
en la forma celular y motilidad y la expresién génica (Moreno-Layseca and Streuli 2014). Estos eventos son
similares a los desencadenados a través de la unidn de factores de crecimiento a sus receptores, dejando entrever

la interrelacidn entre las vias de sefializacion mediadas por factores de crecimiento y adhesién.

Se ha demostrado que la adhesidn celular puede modular los efectos de la sefalizacion de andrégenos, y que
existe un cambio en la expresion de integrinas durante la transicién del tejido normal al tumor de prdéstata
primario, proponiendo una hipdtesis donde los eventos de inicio de PCa son la expresién disminuida de genes de
colageno tipo IV y otros genes que codifican ligandos de integrinas. Esta disminucidn esta asociada a la edad del
paciente y provoca la acumulacion de integrinas libres y la activacién de la muerte celular asociada a integrinas
(apoptosis celular mediada por caspasa 8). Para escapar a esta respuesta, la célula suprime la expresiéon de
integrinas, elevando la migraciéon celular y la proliferacion celular y desorganizando la histologia de la prdstata e
incrementando la malignidad del tumor. Asi, la hipdtesis del coldgeno de la tumorigénesis prostatica sugiere que la
disrupcién de la adhesion celular (basada en la integrinas) con la matriz extracelular, inicia el desarrollo de cancer

de prostata (Gorlov, Byun et al. 2009).

Las integrinas son heterodimeros que consisten en subunidades a y B. Se han descrito hasta el momento 24
heterodimeros. Las mismas juegan un rol importante en la alteracidn del crecimiento celular y progresion del
tumor, mediante la regulacién de la expresion génica, la apoptosis, la adhesion celular, la proliferacién, la

migracion y la angiogénesis.

La via de seiializacion de integrinas se ha visto desregulada en varios procesos celulares, incluyendo el PCa, y se la
ha asociado con su progresién hacia un estadio avanzado (Gorlov, Byun et al. 2009). Sin embargo, debido a la
heterogenidad de esta neoplasia, tanto la sobreexpresion como la sub-expresién de integrinas han sido reportadas

(Goel, Alam et al. 2009). Con respecto a la expresién de las integrinas se ha visto que la mayoria de las

subunidades de integrinas estan disminuidas en PCa, mientras que B1C esta sub-expresada especificamente en
adenocarcinoma de préstata y B1A es necesaria para el crecimiento independiente del anclaje y estd aumentada

en adenocarcinoma de prdstata, aunque se desconoce su nivel de expresidn en metastasis.
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La integrina B1 se localiza en los contactos focales y media la reorganizacidon del citoesqueleto en las células
normales, habiéndose reportado que su desregulacién promueve la progresion del cancer (Goel, Li et al. 2008,
Goel, Alam et al. 2009). La integrina B1 es requerida para la localizacién, expresién y funcidon del IGF-IR, que
participa en la sobrevida y proliferacién celular tumoral. Los mecanismos propuestos para este efecto involucran
el reclutamiento de adaptadores a la membrana plasmatica, incrementando la concentracidn de adaptadores
proximos al receptor. Se ha visto que los citodominios de la integrina B1 juegan un rol importante en mediar la
asociacion de B1 con IRS-1 entre otros. Especificamente se ha visto la interaccion de B1A con IRS-1. Por otro lado,
se ha mostrado que la integrina B1 no incrementa la motilidad celular (Goel, Li et al. 2008, Goel, Alam et al. 2009).
Gorlov menciona que la transfeccidn de ITGB1, la cual esta sub-expresada en PCa, induce la adhesion celular a la

laminina y previene el crecimiento del tumor (Goel, Fornaro et al. 2004, Gorlov, Byun et al. 2009).

Sin embargo en PCa, la funcidn y las modulacion de las subunidades de integrinas parecen ir en contra y a favor

de la progresion de PCa, por lo que se necesitan mas investigaciones al respecto (Goel, Li et al. 2008).

En lo referente a la relacidn de las integrinas con la adhesiéon celular en PCa, se ha visto que la asociacién de las

integrinas, en especial la integrina B1A, con IGF-IR regula la adhesién celular a proteinas de membrana en
respuesta a la estimulacion por IGF, sin afectar directamente la proliferacién ni el crecimiento tumoral (Flecha
discontinua de Figura 31). En este sentido el complejo B1A-IGF-IR, mediante la inhibicién de la adhesién celular a
la membrana basal, permite que la masa tumoral se expanda e invada (Goel, Fornaro et al. 2004). Por el contrario,
B1C, una variante citoplasmatica de B1A que no se asocia con IGF-IR, incrementa la adhesién celular a la laminina
(Goel, Fornaro et al. 2004). Esta variante, causa la disrupcion del complejo B1A-IGF-IR, e inhibe la fosforilacion de
tirosinas de IGF-IR estimulada por IGF, la proliferacién celular y el crecimiento tumoral, mediante la asociacidon con
Gab1, quien mediante la unidn a Shp2, presenta un rol negativo en la sobrevida celular (Goel, Fornaro et al. 2004).
Gab1 activa PI3K, una molécula que media la adhesidn celular inhibiendo la fosforilacién de tirosinas de IRS-1.

Shp2 y PI3K median los efectos de B1C-Gab1l en la adhesidn celular.

Por otro lado, en PCa, al igual que el cdncer de mama, se ve una disrupcion de la membrana basal, que afecta a los
componentes como la laminina. El tejido glandular normal de prdéstata presenta B1C y LN-1 (laminina), y
observandose una disminucion de las dos moléculas durante la progresidon tumoral (Fornaro, Lovecchio et al.
2001), que indica que la disrupcién de la membrana basal y la desregulacidon de la expresion de las variantes de

integrinas, son eventos coordinados en la transformacion neoplasica (Goel, Li et al. 2008).

De esta forma, en funcion de los resultados obtenidos en los microarreglos y las funciones de las integrinas y de
mir-183 en PCa descritos en la literatura, podria especularse la inhibicion de la integrina 81C por hsa-miR-183,
como mecanismo oncogénica que conduce a la disminucion de la adhesion celular, aumentando la proliferacion y
crecimiento tumoral. Nosotros no observamos una afectacion del crecimiento in vitro mediada por mir-183 en las
lineas celulares analizadas, sin embargo, la disminucion de la adhesion celular podria estar potenciando la

motilidad celular con la concomitante metdstasis asociada en los tumores prostdticos, que queda por ser
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estudiada. Esto ultimo, plantea una interesante perspectiva consistente en el estudio del efecto de mir-183 en la

metdstasis de PCa.

Es importante sefialar que la secuencia analizada del gen de ITGB1 en los estudios de qPCR y luciferasa fue la
isoforma A (que segun bibliografia es una isoforma oncogénica en PCa) y por lo tanto esto podria explicar los
resultados discordantes sobre todo en los ensayos de reporteros. Sin embargo no descartamos la relevancia de la

via de las integrinas en el proceso tumoral y especificamente de la isoforma C.

5.2.2. Actividad de miR-183 en la progresion del PCa avanzado

La via de sefnalizacidn de la insulina esta representada en los tres estudios, donde aparecen con una frecuencia
alta IRS1, PRKCA y EGR1, mencionados anteriormente. Por otro lado, aparece FOXO1 (factor de transcripcion
regula la homeostasis en la respuesta al estrés oxidativo), que es un factor blanco de la respuesta a insulina. La
insulina, regula el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas, y promueve la divisidn y el crecimiento
celular a través de sus efectos mitogénicos, mediante dos vias principales de transduccidn: la via de la
fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) y la via de las kinasas activadas por mitdgenos (MAP kinasas). GRB2 es parte de
esta Ultima cascada, que incluy a SOS, RAS, RAF y MEK, activando proteinas kinasas activada por mitogénos
(MAPK) y produciendo una respuesta mitogénica mediante la transcripcion de genes. La insulina también puede

activar a IR o IGF-IR con menor eficiencia.

La via de la PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo de la
glucosa y de lipidos. La activacién de IR por la insulina produce la fosforilacién y la activacion de IRS, y esta ultima
activa a PI3K. Finalmente PI3K activa a Akt la que regula varios de los efectos metabdlicos de la insulina a través de
la fosforilacion de sustratos como por ejemplo la fosforilacidn e inactivacidon de la enzima GSK3, favoreciendo la

activacion de la glucégeno sintasa y el aumento en la sintesis de glucégeno.

Existen muchas evidencias de la relacién entre la sefializacién de la insulina y el PCa. Por ejemplo, se ha descrito
un incremento de los receptores de insulina en tumores primarios de PCa (Cox, Gleave et al. 2009). Por otro lado
se han asociado las terapias antiandrogénica con la hiperinsulinemia, proponiéndose el incremento de los niveles

de insulina con un fenotipo mas agresivo de PCa (Freedland, Mavropoulos et al. 2008, Cox, Gleave et al. 2009).

Los sustratos IRS-1 y 2 presentanhomologia de secuencia y activan las mismas vias como PI3K y Erkl/2MAPK
kinasas. Estas dos vias han sido implicadas en invasién de células tumorales y sobrevida, observandose un
incremento de IRS-2 sobre IRS-1 en muestras tumorales de préstata y mama con respecto a los controles normales
(Ma, Gibson et al. 2006, Heni, Hennenlotter et al. 2012). Como mencionamos anteriormente, las funciones de IRS-
1y de IRS-2 parecen ser redundantes en el inicio y en el crecimiento del tumor, sin embargo presentan funciones
diferentes en la generacidon de metastasis (Gibson, Ma et al. 2007). También se ha visto que la ausencia de IRS-1
estd asociada a la metastasis en cancer de mama confiriéndole funciones supresoras de tumores en esta
neoplasia (Ma, Gibson et al. 2006). Por otro lado, IRS-1 esta reportado como sub-expresado en tumores de mama

grado 3 pobremente diferenciado (Schnarr, Strunz et al. 2000) y en cancer de pulmdn (Han, Cho et al. 2006).
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Contrariamente, otros estudios reportan que su sobre-expresion esta asociada a una incidencia aumentada en la
recurrencia y menor tasa de sobrevida (Rocha, Hilsenbeck et al. 1997, Koda, Sulkowska et al. 2005). También hay
reportes de sobre-expresidon en cancer de mama, colon y su asociacion con miRs (Zhang, Du et al. 2008, Yin, Yan et
al. 2013). La Rocca et al., lo reporta como oncogén y valida la interaccion de IRS-1 con hsa-miR-182 y hsa-miR-96

miembros del clister de miR-183 (La Rocca, Badin et al. 2009, La Rocca, Shi et al. 2009).

Por otro lado, el grupo de Reiss ha reportado que IRS-1 se expresa en altas concentraciones en las lineas normales
de prdstata, mientras que en las lineas provenientes de PCa metastasico presentan bajos (DU145) a nulos (LNCaP)

niveles de la proteina IRS-1 (Reiss, Wang et al. 2000, Reiss, Wang et al. 2001).

En este sentido, y en apoyo a lo observado por Reiss, los niveles de proteina de IRS-1 presentan un decremento en
muestras tumorales de prdstata comparado a los niveles de expresidon en muestras de glandula prostatica normal
en los estudios de inmuno-histoquimica del The Human Protein Atlas. Con respecto al ARNm de IRS-1, Reiss

plantea la ausencia (datos no mostrados), en la linea LNCaP (Reiss, Wang et al. 2000, Reiss, Wang et al. 2001).

Coincidentemente con lo reportado por el grupo de Reiss nuestros resultados de expresion génica normalizados y
con un valor umbral minimo de emisién en 3 para todas las muestras, evidenciaron la ausencia de IRS-1 en las
muestras de LNCaP (Tabla 10), no asi en las muestras de DU145, donde si se observé la expresién del ARNm, y con
valores de emisiéon considerables. Asimismo, y en favor de una ausencia o disminucién de IRS-1 en lineas
tumorales de préstata comparativo a muestras normales encontramos que la expresién del ARNm de IRS-1 esta

preferencialmente sub-expresada en los estudios de Oncomine, de metdstasis y recurrencia.

Sin embargo, y contrariamente a los resultados del grupo de Reiss con respecto a la ausencia del ARNm de IRS-1
en LNCaP, nuestros estudios de modulacion génica mediante ensayos de transfeccion de mimic miR-183-5p y de
inhibidor miR-183-5p y detecciéon por RT-qPCR, detectaron la presencia de IRS-1 en la linea LNCaP y una
modulacién significativa al aumentar el inhibidor, lo que podria indicar que miR-183 podria estar participando en

la inhibicion de este gen.

Por otro lado, Reiss argumenta que la ausencia de expresion de IRS-1 en LNCaP no se debe a una deleccion del gen

sino a un silenciamiento por metilacidn del promotor (estudios con 5- azaciticina) (Reiss, Wang et al. 2000).

Nuestros resultados, si bien son contradictorios ya que se observa la expresion de IRS-1 en LNCaP en los
experimentos de modulacién (Figura 25), no entran en conflicto con una posible regulacién a nivel de la metilacion
del promotor, sino que la inhibicién de IRS-1 por miR-183 podria ser otro mecanismo de silenciamiento de IRS-1, y
por lo tanto estar promoviendo la via metastdsica en estas lineas. No descartamos tampoco que estas diferencias
de expresion de IRS-1 sean generadas por la adquisicion de diferencias cariotipicas (por el nimero de pasajes, o
métodos de cultivo) que puede estar afectando la reproducibilidad inter-laboratorios (Hughes, Marshall et al.

2007, Pelliccia, Ubertini et al. 2012).
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A favor de nuestra hipdtesis de que IRS1 funcione como gen supresor de tumor en PCa, Reiss reporta que la re-
introduccion de IRS-1 en las lineas de carcinoma de préstata LNCaP, produce un descenso de la motilidad celular y
su expresion ectdpica incrementa aunque no de forma dramatica, las capacidades de adhesidn a la fibronectina,

colageno tipo | y laminina (Reiss, Wang et al. 2000, Reiss, Wang et al. 2001).

Por lo que tanto, en virtud de estos resultados, es posible que la via de insulina via receptor de insulina o IGF-IR
podria estar afectada por la sobre-expresion de hsa-miR-183. Este miR podria entonces inhibir a IRS-1, produciendo

el aumento de la motilidad y la disminucion de la adhesion celular.

6. Propiedades del fenotipo tumoral reguladas por hsa-miR-183-5p
Para estudiar si hsa-miR-183 es un gen conductor, es decir, que contribuye directamente en la neoplasia, nos
propusimos analizar su posible efecto en los diferentes atributos del fenotipo tumoral (funciones celulares)
mediante la aproximacion de pérdida y ganancia de funcidn de hsa-miR-183 en lineas celulares de PCa. Para esto
transfectamos las lineas LNCaP y DU145 con agentes que producen la sobre-expresion o bloqueo de dicho miR. En
primer lugar, se evalud el ingreso y la estabilidad de las moléculas sintéticas transfectadas de forma transitoria,
mediante la cuantificacidon por RT-gPCR de hsa-miR-183-5p, normalizando con el promedio de scarnal7 y rnU6. El
ingreso solamente fue evaluado en la linea celular LNCaP, ya que (en funcién de los resultados previos,
consideramos que el experimento estaba estandarizado y decidimos reducir los controles para ahorrar reactivos y

tiempo).
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Figura 29: Efecto de hsa-miR-183-5p sobre la proliferacion celular en cultivo. A. RT-gPCR de miR-183-5p a 48hs, 72hs y 96hs de
la transfeccion en LNCaP. La normalizacion se realizd con el promedio de rnU6 y scarnal7. B y C. Ensayo de MTT en las lineas
LNCaP y DU145 respectivamente a las 48, 72, 96hs de la transfeccion con mimic, siRNA e inhibitor. Las barras de error

representan el desvio estandar de triplicados bioldgicos.

Luego de las transfecciones, los niveles de hsa-miR-183-5p aumentaron en los experimentos con mimic,
quintuplicando los niveles enddgenos a las 24 hs (Figura 29. A.), observamos tambien una disminucién gradual del
miR, habiendo a las 96hs solo el doble de concentracién. La disminucidn es de esperar teniendo en cuenta que las
transfecciones son transitorias, y por tanto al haber un incremento en el numero de células conforme pasen las
horas, habra un menor nimero de celulas que contengan las moléculas transfectadas, ademas de una degradacién
por el recambio celular. Sin embargo, los efectos del inhibidor son mas marcados a las 72hs, donde se ve una
reducciéon de miR-183-5p de dos veces con respecto al control. Dadas las propiedades de los inhibidores, es
posible que el bloqueo sea de una magnitud mayor. A partir de estos resultados, creemos que estas condiciones

de transfeccion son adecuadas para estudiar propiedades celulares medibles en un corto plazo.

Los porcentajes de viabilidad celular, a las 48, 72 y 96hs fueron analizados con los resultados del MTT generados
en los experimentos de inhibicién del miR. Los anadlisis de estos experimentos, presentan una mayor significancia
bioldgica que los realizados con mimic ya que estas son dos lineas que sobre-expresan el miR, y por lo tanto
algunos mecanismos como las capacidades metabdlicas como las evaluadas en estos ensayos, podrian estar
alteradas, y por lo tanto un incremento del miR podria producir cambios menos evidentes que los cambios

observados durante la inhibicidon del mismo (Figura 30).
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Figura 30: Viabilidad celular (%) analizada por MTT a las 72hs de la transfeccién, en LNCaP (A) y DU145 (B).

Los porcentajes de viabilidad (%) se calcularon como la relacién entre la densidad éptica (DO) del inhibidor y el

control con siRNA, medida a 570-690nm (correspondiente a la absorcién del espectro por MTT), es decir: DO

116



inhibidor/DO siRNA)*100. Los resultados obtenidos, aunque no son estadisticamente significativos, muestran una
leve disminucién en la viabilidad, 92,6%, 94,37% y 98% a las 48, 72 y 96hs respectivamente, y un porcentaje de
inhibicion del crecimiento, (estimado como: (DOsiRNA - DOinhibidor)/DOsiRNA * 100 (Chiang, Song et al. 2012))de
7,3, 5,6 y 1,7 respectivamente, en la linea LNCaP. Sin embargo los valores de viabilidad celular en la linea DU145
muestran un descenso Unicamente a las 72hs de la transfeccion de 96,4%, es decir un % de inhibicion del

crecimiento del 3,6%, en concordancia con una mayor reduccién del miR enddgeno (Figura 29. A.).

En suma, encontramos que los valores de inhibicion a 48hs, 72hs y 96 hs no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (One-way ANOVA, Test de comparacién multiple de Tukey, p<0,05), con respecto a
los valores de siRNA en DU145 y LNCaP. Asi mismo, los analisis de viabilidad analizados con los datos de sobre-

expresion de miR-183 muestran un patrén similar que los observados en los ensayos de inhibicién.

Esto sugiere que hsa-miR-183-5p no contribuiria significativamente al aumento de la capacidad proliferativa de las
células neopldsicas. Sin embargo, no puede descartarse que no intervenga en la proliferacién en otras condiciones

de cultivo, in vivo, en otras lineas celulares o utilizando otras dosis de mimic o inhibidor.

Este tipo de ensayos se basan de forma general en la reduccién del formazan por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa, por lo que la cantidad de formazadn producido es proporcional al nimero de células
vivas. Sin embargo si estas funciones metabdlicas estan alteradas en las lineas celulares utilizadas, podria ser que
no respondiesen de la forma esperada frente a una modulaciéon exégena de miR-183, por lo que no podemos
concluir si este miR ejerce o no algun efecto a este nivel. En este aspecto, los ensayos de Ueno de viabilidad
celular, muestra un decremento de magnitud similar a la que nosotros observamos pero que resulta
estadisticamente significativo en las lineas DU145 (<0,05) y PC-3 (p<0,001) a los 4 dias de la transfeccion (Ueno,
Hirata et al. 2013). Sin embargo, a nuestro criterio este decremento podria estar sobre-estimado debido a que se
relativizé con valores de controles mock, esto es, las muestras control no fueron transfectadas con moléculas de
similar tamafio a las moléculas inhibidoras como por ejemplo siRNA, y esto podria aumentar entonces la diferencia
entre los % de viabilidad celular, en el entendido de que se sabe que la introduccién de altas dosis de moléculas
simple hebra desencadenan otros mecanismos a nivel celular. En el mismo trabajo sin embargo, los autores
muestras el mismo efecto de hsa-mir-183 en crecimiento de tumores in vivo en experimentos de xenotransplaste
en raton, utilizando una linea PC-3 de expresién estable de hsa-mir-183. Aqui emplearon un control adecuado con
siRNA. Esto puede sugerir que el leve fenotipo proliferativo observado in vitro se ve desplegado en los

experimentos in vivo.
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CONCLUSIONES
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1. Hsa-miR-183-5p esta incrementado significativamente en las muestras tumorales prostaticas comparado a
las muestras control, por lo que presentaria caracteristicas oncogénicas. Este perfil de expresién lo

posiciona como un posible oncomir.

2. Existe una tendencia al aumento de los valores de expresion de hsa-miR-183-5p concomitante al
incremento de los valores de score de Gleason asignado a los pacientes analizados. Este perfil de

expresion lo posiciona como un posible oncomir.

3. Los niveles de expresion de hsa-miR-183-5p tienden a incrementar en funcién de las agresividades de las

lineas tumorales prostaticas. Este perfil de expresidn lo posiciona como un posible oncomir.

4. La sobre/sub-expresidn transitoria de hsa-miR-183-5p en las dos lineas celulares ensayadas, no produjo
cambios en la tasa de crecimiento celular. Esto indica que hsa-miR-183-5p en las condiciones ensayadas
no afecta el fenotipo proliferativo de PCa. No se descarta un efecto in vivo o en otras lineas y condiciones

de cultivo como se describid recientemente en la literatura (Ueno, Hirata et al. 2013).

5. Los analisis de interaccidon directa entre los genes candidatos y el hsa-miR-183-5p, no permitieron
comprobar la interaccion miR-ARNm. Sin embargo, es necesario realizar nuevas construcciones para

probarlo.

6. De los genes analizados: PDCD4, FOXO1, ITGB1, IRS1 y FNDC3B presentan modulacion estadisticamente
significativa en su expresién de ARNm en alguna de las dos lineas analizadas (LNCaP y DU145), lo que los
propone como genes blanco directo de represién por hsa-miR-183. Si bien los resultados de Ueno indican
qgue PDCD4 no es blanco directo de hsa-miR-183 (ensayos reporteros no mostrados), no descartamos una

modulacién indirecta de este gen por dicho miR (Ueno, Hirata et al. 2013).

7. El estudio de la actividad de hsa-miR-183-5p en los mayores estudios de expresion génica de PCa, indica
gue los genes con sitio blanco para este miR, tienden a verse modularmente reprimidos en tumores y en

metastasis, lo que sugiere que fuciona como oncomir en el set clinico.

8. Existe una concordancia entre los genes blancos identificados in silico con los genes modulados por miR-
183 en los ensayos de microarreglos, lo que sustenta los resultados experimentales obtenidos mediante la
transfeccion de mimic miR-183-5p y de inhibidor miR-183-5p y proporciona una lista de genes blanco

candidatos en PCa para ser estudiados en el futuro.

9. Las vias de seializacién moduladas por hsa-miR-183 nivel en PCa determinadas por los estudios de

microarreglos son: las via de adhesién focal y la via de insulina al igual que lo reporta la bibliografia previa.

A raiz de nuestros resultados proponemos dos modelos de funcionamiento de hsa-miR-183-5p tentativos, los
cuales no son exclusivos, y para los cuales no descartamos el posible funcionamiento sinérgico entre los miembros

del clUster de miR-183.
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Con respecto a la via de adhesidn celular, proponemos, la posible inhibicidn de la via de las integrinas por miR-

183, disminuyendo la adhesion celular, aumentando la proliferacidon y crecimiento tumoral. Esta disminucion

podria estar potenciando la motilidad celular con la concomitante metastasis asociada en los tumores

prostaticos (Figura 31).
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Figura 31: El crecimiento del tumor
primario estd afectado por la expresidn
de integrinas. La expresion de la variante
citoplasmatica integrina B1C, la cual estd
disminuida en PCa, previene el
crecimiento tumoral inhibiendo la via
IGF-IR (Goel, Fornaro et al. 2004). IGF-1 e
IGF-IR son moduladores importantes del
crecimiento y diferenciacion y participan
en el mantenimiento del fenotipo
transformado (Reiss, Wang et al. 2000,
Baserga 2009).
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Por otro lado, IRS-1 esta sub-expresada en PCa, por lo que presentaria funciones supresoras de tumores, su
ausencia produce una disminucion de la adhesion celular y aumento de la motilidad, mecanismos importantes
durante la metastasis. Sin embargo a nivel proliferativo su funcién (mitogénica) es opuesta, disminuyendo la

proliferacion celular en su ausencia (Figura 32).
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Figura 32: IRS-1 es uno de los mayores sustratos de IGF-IR y activador de PI3K. El incremento de IRS-1 ectdpico en LNCaP
incrementa dramaticamente la actividad de PI3K, incrementando la proliferacidon debido a las caracteristicas mitogénicas de

IRS-1 (Reiss, Wang et al. 2000, Reiss, Wang et al. 2001).

Como perspectivas planteamos seguir analizando la modulacién de los dos genes identificados, FNDC3B e IRS-1,
mediante estudios de interaccién con hsa-miR-183, y ensayos de modulacion a nivel de ARNm vy proteico. Estos
ultimos especialmente para el analisis de la expresién del gen FNDC3B, que, como se ha reportado en la

bibliografia, su modulacidn se da mas que nada a nivel proteico, y los cambios a nivel de ARNm son indetectables.
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ANEXOS

Tabla 1. Algoritmos y criterios establecidos por los 11 programas de prediccion:
MirTarget2, miTarget, NBmiRTar, PicTar, PITA, RNA22, RNAhybrid, y TargetScan de miRecords (http://mirecords.biolead.org)

(Xiao,

Nombre
DIANA migrol

Migroinspector

MirTarget?

NBmiRTar

Piclar

PITA

TargetScanS

Zuo et al. 2009).

Version del programa y fo aiio de liberacionfdesaipdon
2004. ldentifica ARNm blancos de miRNAs de origen animal y predice los ARNm blancos, que comparten MREs
paramiRNAs de humano y ratdn diana. n.edu/gg-bin/miao ).
Version 1.5. Analiza una secuenda de ARN definida por el usuario, la cual es tipicanente un ARNm o parte de un
ARNm, para determinar la ocurenda de sitios de unidn para miRNAs conoddos y regisirados. El programa
permite lavariaddn de la temperatura, los ajustes de valores de energia y la selecddn de diferentes base de datos
de miRNAs para identificar de diferendales
-/ fmima.imbb.forth icroin
Version 1.9. Méodo computadonal para la predicddn de genes blanco de miRNAs a lo largo de todo el genoma.
Para cada miRNA, los genes blancos son selecdonados en la base de tres propiedades: camplementariedad de
secuendas usando un algoritmo de aineamiento local de posiddn ponderada {position-weighted local alignment
algorithm), energias libres de los diplex ARN-ARN y la conservadon de los sitios blancos en los genomas
reladonados {http://micoma sanger.ac ukftargets).

sitios unién a miRNAs con fuerzas

orf).

Version 2.0. Programa de predicddn de blancos de miRNA basado en méquinas vectores de soporte {SYM) y una
gran base de datos de miaoarray de entrenamiento.{hitp:/fmirdb.org)

2006. Es una SVM dasificadora de genes blancos predictivos de miRNA. Uhiliza un nideo de base de funddn
radial como una medida de smilaidad para cataderisticas de SVM, gque se categorizan estrudural,
termodindmica y posidonalmente. {hitp:/fumwww diana.pchi.upenn .edu/cgi-binfmico_togi).

Version 1.0 Beta. Método de predicddn de blancos de miRNAs que no requiere de conservaddn de secuendas, y
que utiliza aprendizaje automndlico del dasificador paramétrico de Bayes
{hitip://wotan . wistar upenn.edu/NBmiRTar/).

no

2007. Método computadonal que identifica blanoos de miRNAs comunes. Los test estadisticos que utilizan los
alineamientos de 8 genomas de vertelwrados, la habilidad de PicTar de recuperar blancos de miRNAs publicados y
las validadones experimentales de 7 de los blancos predichos por PicTar lo ha destacado de entre los otros
algoritmos {htip://genome.ucsc.eduf).

2008. Version 6 .. Sigue los ajustes de parametros estandard del seed y considera seeds de 6-8 bases de longitud,
comenzando en la posidon 2 del miRNA. No permite mismatches ni loops, pero una (nica burbuja de G:U es
permitida en 7 u 8 mers {htip://genie.weizmann ac.il /pubs/mir07/mir07 _datahtml).

2008. Método basado en patrones para la identificaddn de sitios blancos de miRNAs y sus complejos ARN-ARN
correspondientes {htip:/{dbcarv watson.ibm.com/ma?2 himl).

Version 2.2. Herramienta para identificar la hibridadon entre una molécula de ARN largo con una molécula de
ARN corto de menor energia libre. La hibridadon se lleva a cabo de la siguiente forma: la secuenda corta es
hibridada en laregién prindpal de la secuenda larga. La predicddn de blancos realizada por RNAhytrid se realiza
corriendo una implementaddn local del algoritmo de RNAhytwid que es provisto por los autores
{bibiserv techfak uni-bielefeld de/mahybrid/).

Version 4.1. Esta herramienta predice blancos bidégicos de miRNAs mediante la bisqueda de la presenda de los
sitios 8mer y 7mer conservados {hiip/ fwww.targelscan.org/f).

DIANA-microT, Microlnspector, miRanda,
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Tabla 2. Caracteristicas relevantes: propiedades del cultivo/morfologia celular; procedencia; receptores; es o no

tumorogénica y antigenos expresados.

Numero
/Designacion
HTB-81=/DA1-145

RL- 1740/
Cone FGC

LNCaP-

CRL-15737/HE-293

CRL-11609"/ RWPE-1

CRL-11610™/ RWPE-2

CRL-2387™/ WPE-stem

CRL-2888™/ WPE-int

CRL-1435/PC-3

CRL-2422 / MDA PCa 2b

CRL-2505"/22Rv1

Células en cultivo: adherentes. Células aisladas: forman
colonias en agar blando y son de tipo epitelial.

Células de tipo epitelial. Se adhieren suavemente al
sustrato {edmiento en cultivo), no se wvuelven
confluentes y addifican el medio ripidamente. No
producen una monocapa uniforme y generalmente
aecen en dusters. Credmiento lento.

Células adherentes de tipo epitelial

Células adherentes, dependientes del andaje/ Tipo
epitelial

Células adherentes las células RWPE-2 forman
pequefias colonias en agar blando/ Tipo epitelial

Células adherentes/ Tipo epitelial

Células adherentes, dependientes del andajef Tipo
epitelial

Células adherentes. Crecen en dusters/ Tipo epitelial

Células adherentes/ Tipo epitelial

Células adherentes/ Tipo epitelial

ATCC® Propiedades del cultivo/Morfologia celular  Procedencia {Aislamiento)

Metistasis cerebral provocada por un
cardnoma prostilico de un padente
caucasico de 69 afios de edad.

Alslada por ). S. Horoszewicz, et al en 1977
de la regién supradavicular zquierda del
nédulo linfilico de un cardnoma prostélico
de un padente caucisico de 50 afos de
edad.

BExdraidas de rifion embrionario.

Aislada de zona periférica de prostala
normal de un individuo caucisico de 54 afios
de edad

Aislada de zona periférica de prdstata
normal de un individuo caucasico de 54 afios
de edad

Aislada de zona periférica de prostata
normal de individuo caucasico de 54 afios de
edad. Enfermedad: papiloma

Aislada de rona periférica de prostala
normal de un individuo caucisico de 54 afios

de edad

Aislada de prdstala de padente caucdsico de
62 anos de edad, con adenocardnoma
{gradov) meldstasis

con osea.

Aislada de préstata de padente negro de 63
anos de edad, con adenocardnoma con
metastasis 6sea

Llinea celular de cardnoma epitelial de
préstata humana derivada de xenograft que
fue propagado de forma seriada en raton
luego de la regresion indudda por castradon
y relapso del xenograft ONR22? dependiente
de andrégenos

Receptores

Ausenda de AR, débilmente
positiva parala fosfatasa adda.

Presenda de ARy estrogenosy
responden a 5a-
dihidrotestosteona.

Presenda de AR {aumentan

luego de exposidon a
andrdgenos)

Presenda de AR {aumentan
luego de exposidon a
andrégenos)

Presenda de AR {aumentan
luego de exposidon a

andrégenos). La linea celular
es andrégeno independiente
paa e aedmiento ¥y
sobrevida.

Presenda de AR {durante
exposidon aandrogenos)

Ausenda de AR

Presenda de AR Andrdgeno
sensible

Presenda de AR Credmiento
débil estimulada con dihidro-
testosterona.

Tumorogénica Antigenos
expresados
Ausenda de APE

¥y Sa-reductasa

Si.
adenocardnomas de |l
grado en ratones nude.

Si. Generan humores en

Generan

ratones nude

Si. Generan tumores en
ratones nude
No, no presenta efectos
en agar blando ni en
ratonesnude
Si. Generan tumores en

Kallikrein 3
{KLI3); anligeno
proskitico {APE)
Expresion de APE
ratones nude

No,
Ttumorogénicas
ratones nude aun luego
de 6 meses de
inyecddn.

no son Bxpresion  baja
en de APE

No Bqwesion de APE

5i. Se desarrollan tumores HLA A1, AS.
a los 21 das de Ausenda de APE
inoculadén  subculdnea y Sareductasa
en ratones nude con 10
células en el 100% de los
€as0s

Si. Generan tumores en Bxpresion de APE
ratones nude cuando se

inyectan de forma
subcutdnea u ortdpica
{intraprostdtica).

Si. Generan tumores en Bxpresion de APE
ratonesnude
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