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Resumen

El cancer de mama constituye la principal causa de muerte asociada a neoplasias en
mujeres mexicanas. De manera general podemos definir el cancer como un conjunto de
padecimientos que conducen a la division descontrolada de las células, de tal forma que
uno de los componentes afectados durante el desarrollo de céncer es la regulacion de la
expresion génica. Los tumores son entidades heterogeneas compuestas por diferentes
poblaciones celulares con funciones especificas, dentro de ellas las células troncales
tumorales (CSCs) constituyen una subpoblacion muy importante dado su papel en la
propagacion, manutencion y resistencia del tumor a farmacos. Durante las ultimas tres
décadas se ha demostrado la importancia de la regulacion génica mediada por RNAs no
codificantes (ncRNAs), especialmente los microRNAs (miRNAs) y los RNA largos no
codificantes (INCRNAS), estos Gltimos han sido descritos como participes en practicamente
todas las “hallmarks” del cancer, denotando su importancia y versatilidad. Asi mismo se ha
descrito la importancia de vias de sefializacion, como NF-KB en la poblacion de células
troncales de mama, especificamente se ha observado como la sobreexpresién de la cinasa
Ikke promueve la adquisicion de fenotipo troncal en células de cancer de mama, asi como
la desregulacion de diversos IncRNAs, entre ellos el lincRNA RP11-400K9.4. Dado lo
anterior decidimos evaluar el efecto de la desregulacion del INcRNA RP11-400K9.4 en
células de cancer de mama, siendo asi el primer estudio en abordar la funcionalidad de
dicho lincRNA. Para ello en primera instancia ubicamos al RNA en la fraccién
citoplasmatica lo cual corroboramos de manera bioinformatica por medio de la base
INCATLAS, posteriormente evaluamos la expresion del RNA en un panel de diez lineas
celulares de cancer de mama (MCF7, T47D, ZR751, MDA-MB-361, 453, 468, 231,
SKBR3, HS578T y BT-20), encontrando una mayor expresion en lineas con menor
capacidad invasiva, tales como MDA-MB-453, T47D y MCF-7. Posteriormente,
generamos células que sub o sobreexpresan el lincRNA RP11-400k9.4, con las cuales
realizamos ensayos de migracion, observando una menor capacidad migratoria en células
con mayor expresion del RNA largo RP11-400k9.4. Consecuentemente, realizamos
microarreglos de expresion con la finalidad de observar los genes y vias afectadas,
encontrando un total de 329 genes desregulados y a las vias de censado y reparacion de
dafio a DNA por radiacion ionizante, como las mayormente afectadas. Asi mismo
realizamos ensayos de viabilidad celular tras aplicar un tratamiento de radiacion
ultravioleta (UV-C) encontrando una mayor supervivencia en respuesta a una
sobreexpresion de RP11-400K9.4, asi como un nulo efecto del RNA en la proliferacion
celular. Finalmente, evaluamos los genes involucrados en procesos apoptéticos
desencadenados por dafio a DNA observando un mayor nivel en dos conocidos oncogenes
involucrados en la cascada apoptotica, BIRC3 y BIRCS. Por tanto, a pesar de no poder
clasificar al lincRNA como oncogén o supresor de tumor, en este trabajo analizamos por
primera vez la importancia que tiene la desregulacion del lincRNA RP11-400K9.4 en la
migracion y supervivencia de células de cancer de mama, lo que a su vez resalta la
importancia de continuar con la investigacion de dicho lincRNA y las implicaciones
clinicas que podria tener.



Abstract

Breast cancer represents the main death cause in Mexican women associated with
neoplasia. In general, cancer is defined as a set of diseases that cause uncontrolled cell
division that can lead to changes in the regulation of gene expression. Tumors are
heterogeneous entities formed by several and specific cellular subpopulations, of which
Cancer Stem Cells (CSCs) are found within the tumor and represent an important
population due to their role during tumor propagation, maintenance, and drug resistance.

In the last three decades, it has been shown the importance of epigenetic regulation by non-
coding RNAs (ncRNAs) especially microRNAs (miRNAs) and long non-coding RNAS
(IncRNAs) that have been reported as relevant for “Cancer hallmarks”.

Similarly, pathways like NF-KB play an important role in Breast CSCs, particularly it has
been identified that the kinase Ikke overexpression promotes stem phenotype acquisition of
the breast cancer cells as well as the deregulation of several IncRNAs, including lincRNA
RP11-400K9.4, a not yet explored INcRNA at a functional level.

Therefore, we evaluated the effect of RP11-400K9.4 deregulation in breast cancer cells.
First, we located this INcRNA in the cytoplasmic fraction, which was corroborated by the
INCATLAS database. Besides, we evaluated its expression in ten breast cancer cell lines
(MCF7, T47D, ZR751, MDA-MB-361, 453, 468, 231, SKBR3, HS578T y BT-20), finding
higher expression in cell lines with low invasive capacity, like MDA-MB-453, T47D vy
MCF-7. Subsequently, we produced RP11-400K9.4 sub and overexpressed clones with
which we perform migration tests, observing a lower migratory capacity in cells with
higher expression of RP11-400K9.4. Consequently, we carry out a microarray assay to
identify the affected genes and pathways, finding a total of 329 deregulated genes, as well
as DNA-IR damage detection and reparation pathways as the most affected.

Likewise, we implemented cellular viability assay after UV-C radiation and observed
higher cellular survival in response to RP11-400K9.4 overexpression, we did not observe
effects in cellular proliferation. Finally, we evaluated the expression of genes involved in
apoptotic processes as a result of DNA damage. We found higher levels of BIRC3 and
BIRC5, two known oncogenes implicated in apoptosis. Therefore, after all these analyses
we cannot classify lincRNA RP11-400K9.4 as an oncogene oOr a tumor suppressor,
however, we discovered the relevance of RP11-400K9.4 deregulation in breast cancer cells
migration and survival after UV-C radiation. More studies are required to understand the
relevance of RP11-400K9.4 during cancer development.



Capitulo I.- Introduccion

1.1 Cancer de Mama (CaMa).

El cancer es un conjunto de enfermedades causadas por mdultiples factores genéticos y
epigenéticos, los cuales en su conjunto alteran el DNA de una célula, la cual en
consecuencia adquiere ciertas caracteristicas o “hallmarks”, que le permiten generar un
tumor y posteriormente invadir otros tejidos [1,2]. Particularmente el cancer de mama se
desarrolla a partir del epitelio que recubre a los l6bulos (glandulas productoras de leche) y
ductos (estructuras que conducen la lecha hacia el pezdn) de las glandulas mamarias, de ahi
su clasificacion histoldgica como carcinoma lobular (LC) o ductal (DC), sin embargo,
ambos tipos de carcinoma se originan a partir de la unidad terminal I6bulo-ductal (TDLU)
[3,4]. Ambos tipos de carcinoma se diferencian no solo por el epitelio donde se desarrolla
sino también por la expresion de ciertas moléculas. Mientras que los carcinomas lobulares
se caracterizan por no expresar E-cadherina y pB-catenina, aunado a la produccion
citoqueratina 8 y 18, los tumores de origen ductal son positivos a la expresion de E-
cadherina y B-catenina ademas de la baja o nula expresion de citoqueratinas [3,4]. Por ende,
las diferencias en el patron de expresion de estas moléculas por cada tipo carcinoma,

impactan en la terapia a la cual son susceptibles.

1.1.1 Cancer de Mama en México.

El Céancer de mama (CaMa) es un problema de salud publica a nivel mundial,
constituyendo el 11.7% del total de los casos de cancer detectados en el 2020. Ademés de

ser la principal causa de muerte en poblacion femenina a nivel mundial [5]



Esta tendencia mundial se ve reflejada en nuestro pais en donde de acuerdo a los datos
proporcionados por la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC, por
sus siglas en inglés) podemos observar que si tomamos en cuenta a la totalidad de la
poblacion mexicana y los distintos tipos de cancer, a nivel nacional el cAncer de mama es el
cancer con mayor incidencia y prevalencia a pesar de ser el quinto en cuanto a mortalidad
se refiere, lugar que se eleva hasta la primera posicion si exclusivamente tomamos en
cuenta las defunciones de mujeres (Fig. 1). Considerando el periodo del afio 2011 al afio
2016, el CaMa paso de una tasa de 14 a 16 muertes por cada 100,000 habitantes. Asi
mismo, en el periodo de 2010-2020 se reportd un incremento en la incidencia de la
enfermedad en 12 personas por cada 100,000 habitantes, se prevé que esta incidencia se

duplique para el afio 2040 de acuerdo a las estimaciones de la OPS [5-7].

Incidencia estimada en ambos sexos, México (Top 10 tipos de cancer)

Prostate Q2
Breast
Colorectum
Thyroid
Cervix uteri
Stomach
Lung
Leukaemia
Liver

Non-Hodgkin lymphoma

ASR (World) per 100 000

Mortalidad estimada en ambos sexos, México (Top 10 tipos de cancer)

Prostate
Breast
Cervix uterl
Colorectum
Thyroid
Corpus uteri
Owvary
Stomach
Leukaemia
Lung

ASR (World) per 100 000

Fig. 1. Estadisticas de incidencia, mortalidad y prevalencia de Cancer de Mama en poblacién
mexicana en 2020 (IARC, 2020)



1.2. Subtipos Moleculares.

El CaMa puede ser clasificado de acuerdo a diversos criterios, sin embargo, debido al sesgo
que existia a la hora de diagnosticar y diferenciar entre los subtipos de CaMa basados
unicamente en las caracteristicas histoldgicas, se evidencid la necesidad de desarrollar
nuevos criterios de clasificacion. Por tanto, a inicios del siglo XXI se reportd por primera
vez la division de tumores mamarios con base en el criterio molecular, es decir a la
expresion o ausencia de ciertos genes y proteinas, que, en conjunto con los parametros
histopatolégicos, asi como su respuesta a las terapias actuales nos permite clasificar los
diferentes tumores de mama de manera precisa en comparacion a décadas anteriores. Esta
clasificacion define cuatro subtipos de cancer de mama, Luminales A 'y B, Her-2 positivo y

triples negativos (Fig. 2) [8-10]

1.2.1 Luminal Ay B.

Este subgrupo de es el mas abundante englobando alrededor del 70% de los tumores
diagnosticados, los de tipo luminal A se caracterizan por ser los de mejor prondéstico ya que
son de bajo grado y expresan receptores de estrogeno y progesterona lo que los hace

candidatos a la terapia endocrina.

Por su parte, los luminales B siguen siendo de mejor prondstico en comparacién a las
demas clases, sin embargo, es mas agresivo que los luminales tipo A, debido a su alto
caracter proliferativo. Estos tumores se caracterizan por tener una alta expresion de genes

de proliferacion, asi como una expresion variable de receptores hormonales [11-13].



1.2.2 HER2 positivo.

Este tipo de tumores comprende aproximadamente un 10% del total, se trata de tumores de
mal prondstico ya que presentan un grado histolégico mas avanzado en comparacién con
los de tipo luminal, aunado a que no expresan receptores hormonales, pero si presentan una
amplificacion del gen que codifica para el receptor 2 del factor de crecimiento epidermal
humano o HER2. Esta amplificacion produce la sobreexpresion del receptor de membrana,
lo que favorece la activacion de vias como MAPK, PI3K/AKT y JAK/STAT, vias
conocidas por participar en procesos de proliferacidn, crecimiento y migracion entre otras

[14,15].

1.2.3 Triples Negativos.

Los tumores triple negativos o “Basal like” son los de peor prondstico de entre todos los
subtipos. Representan alrededor del 15% de los casos detectados y como su nombre indica
se caracterizan por no poseer receptores para estrogeno, progesterona o HER2, a la par de
una alta expresion de genes asociados a proliferacion ademas de citoqueratinas. Asi mismo
presentan sub expresion de proteinas de uniones estrechas y de adhesion como E-
Cadherina, lo cual implica una mayor facilidad de sufrir transformacion epitelio-
mesénquima y por tanto menor dificultad para migrar. Debido a esto resulta obvia la
ineficacia de las terapias hormonales o basadas en anticuerpos contra HER2, por lo que la

alternativa es el uso de quimioterapia antes y después un proceso quirdrgico [16,17].



Subtipo
Molecular

% en CaMa 15-20% 10-15% 20% 40%

Expresion HER ="
Receptores

R———————
G.rado 2 Alto (grado 1) - E—
Histologico

Prognosis Malo

Respuesta a Quimioterapia

Terapia — ~ Endocrina

Fig. 2. Subtipos Moleculares de Cancer de Mama y caracteristicas asociadas a cada uno de ellos
(Tomado y modificado de Wong 2012)

1.3 Células Troncales Tumorales (CSCs).

Un tumor es una masa celular heterogénea compuesta por diferentes subpoblaciones
celulares las cuales desempefian funciones especificas para la manutencién y propagacion
del mismo. Dentro de estas poblaciones aparte de las células tumorales, se encuentran
células infiltrantes de tipo endotelial, hematopoyéticas y estromales las cuales pueden
generar cambios metabdlicos como hipoxia y gradiente de nutrientes y deshechos. Asi
mismo algunos factores como metilacién, modificacion de histonas, estado de la cromatina

y los ncRNAs contribuyen a esta heterogeneidad tumoral [19-21].

Los primeros reportes acerca de la existencia de heterogeneidad tumoral datan del siglo
XIX, sin embargo, no fue hasta el siglo XX que se evidenciaron variaciones en marcadores

de superficie, anormalidades genéticas, rangos de crecimiento diferente y respuesta



diferencial a la terapia. A la fecha se han propuesto tres modelos que discuten la
heterogeneidad tumoral, asi como apoyan o refutan la existencia de una subpoblacion
denominada Células Troncales Tumorales o0 CSCs (por sus siglas en ingles) de la cual se
han mostrado evidencias experimentales resaltando su importancia, ya que es la encargada

de mantener el tumor y posiblemente es el origen del mismo [22-24].

Las células CSCs al igual que las células troncales normales, poseen la capacidad de
dividirse asimétricamente, lo cual les permite autorrenovarse, dando lugar a otra célula
troncal y a su vez dar lugar a otra célula con capacidad de diferenciarse. Se ha demostrado
que las CSCs presentan mayor resistencia a los antineoplasicos, mayor capacidad
invasiva/metastasica y la capacidad de formar tumores en ratones inmunodeficientes,
comparadas a las células no troncales del mismo tumor. Al conjunto de estas caracteristicas

se denomina fenotipo troncal [20,24,25]

1.3.1 Modelo Estocéstico.

Esta hipdtesis también conocida como Evolucion Clonal, fue el primer modelo propuesto y
establece que todas las células tienen la misma potencialidad, es decir todas son capaces de
autorrenovarse, asi como dividirse y dar lugar a células hijas diferenciadas, de tal forma que

de acuerdo a esta hipotesis no existiria heterogeneidad intra-tumoral (Fig 3a) [19,26].

1.3.2 Modelo Jerarquico.

A diferencia del modelo estocastico donde todas las células tumorales son equipotentes, en
esta hipotesis se postula la existencia de diferentes subpoblaciones con potencialidades
diferentes. De esta forma se postula la existencia de CSCs, las cuales se encuentran en la

cima de la jerarquia y poseen la capacidad de dividirse asimétricamente dando lugar a una



celula idéntica, es decir presentan la capacidad de autorrenovarse, a la vez que dan lugar a
una célula mas diferenciada. Por otra parte, dentro de dicha jerarquia se encuentran células
caracterizadas por presentar un limite proliferativo menor en comparacion a las CSCs, estas
celulas denominadas de amplificacion transitoria (TAS) se encuentran en mayor proporcion
dentro del tumor y eventualmente dan lugar a células tumorales diferenciadas (Fig 3b)

[19,26].

Modelo Estocastico Modelo Jerarquico

)

s B »
Célula iniciadora de

tumor

@
@ ® CélLlIasTA@ ®) Cscs

® ®» @ ® © 60 @ <
AN N A A A A

@0 00 ©O0 E@E@E @ @
/N /\ /\ )\ A d% v b d% . L s
@O @ W (WD ECOEDE"

Células tumorales equipotentes

Fig. 3. Modelos de Crecimiento Tumoral. a) Modelo Clésico o estocastico donde todas las células
tumorales son equipotentes; b) Modelo Jerarquico donde existe heterogeneidad intratumoral, dando
lugar a diferentes subpoblaciones o clonas con diferente grado de potencialidad (Tomado y
modificado de Nassar y Blanpain 2016).

1.3.3 Modelo Unificado.

Finalmente debido a las deficiencias de cada uno de los modelos antes mencionados, surgi
un modelo unificado el cual establece la presencia de diferentes subpoblaciones o “clonas”
a lo largo del curso temporal de evolucion de un tumor. Esta hip6tesis plantea la existencia
de una clona dominante inicial o fundadora a partir de la cual pueden surgir otras mas a lo

largo del tiempo debido a la acumulacion de nuevas mutaciones de tal forma que la clona



dominante encontrada en un punto especifico del desarrollo de un tumor, no
necesariamente es la misma en un punto de tiempo diferente. Este punto de vista nos
muestra un curso temporal tumoral dinamico, permitiendo la aparicion y eliminacion de
subclonas o subpoblaciones las cuales debido a este caracter maleable pueden adquirir
propiedades troncales favoreciendo asi la poza de estas células o bien adquiriendo
mutaciones que favorecen un estadio mas diferenciado. Por tanto, este modelo plantea a un
tumor como un ente heterogéneo con una jerarquia donde el punto mas alto o pluripotente
de la misma esté representado por las CSCs las cuales pueden sufrir de evolucién clonal
permitiendo perpetuar a dicha clona en particular hasta que gracias a la acumulacion de
mutaciones favorables aparezca una clona mas apta y remplace a la anterior (Fig. 4)

[27,28].

1.3.4 Vias de sefializacion implicadas en células troncales tumorales.

Diferentes vias de traduccion de sefiales como las vias de Wnt, Notch y Hedgehog, estan
involucradas en el desarrollo embrionario y por tanto en la generacion y diferenciacion de
los diferentes tipos celulares del organismo [29]. Debido a que las CSC, presentan
caracteristicas similares a las troncales normales, no es de sorprender que dichas vias se
vean alteradas en estas células, favoreciendo la adquisicion y mantenimiento de dicho

estado multipotente [30].

Aunadas a estas vias, existen otras mas, las cuales al participar en la regulacion de los
“hallmarks” del cancer, se les ha asociado a su vez con la adquisicion de un fenotipo
troncal tumoral. Dentro de estas vias, una de sumo interés es la via de NF-kappa B (NF-

kB), la cual participa en la respuesta inflamatoria e inmune del cuerpo, cuya activacion
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permanente y evasion, respectivamente, son conocidas ‘“hallmarks” del cancer. NF-kB
participa en muchos procesos celulares al interactuar con otras vias como Notch, Whnt,
Hedgehog, Ras, P13k, MAPK, STAT y AKT, de tal forma que se ha ligado a la expresion
aberrante de NF-kB con procesos alterados como la proliferacion, supervivencia, metastasis
y angiogénesis [29,31]. Se ha reportado que NF-kB puede regular la expresion de los
componentes de otras vias, como B-catenina, lo cual promueve la expresién de genes

involucrados con la adquisicién de un fenotipo troncal [32].

Diversidad clonal

CsC
0n
o

LI

l
L

Células No-CSC

Fig. 4. Modelo unificado del crecimiento tumoral, donde se incluye tanto la existencia de células
troncales tumorales, asi como la expansion clonal de las diferentes subpoblaciones tumorales
(Tomado y modificado de Kreso y Dick 2014).

1.3.5 Via de NF-kB en células troncales tumorales.

NF-kB es un factor transcripcional compuesto por dimeros que regulan la transcripcion de

diversos genes. Existen dos vias de sefializacion, candnica y no canénica, a través de NF-
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BK. En la via candnica de NF-kB participan las proteinas p50/p65. En condiciones basales
el dimero se encuentra en el citoplasma unido a la proteina inhibidora IkBa.. Después de un
estimulo, IkBa es fosforilado en las serinas 32 y 36 por el complejo compuesto de tres
cinasas (IKKa, IKKB y IKKy) lo cual la dirige a degradarse, liberando el dimero p50/p65,
el cual transloca al ndcleo, se une al DNA en secuencias especificas y regula la
transcripcion de genes blanco [33-35]. La cinasa IKK épsilon (IKKe, IKKe) es otra cinasa
reguladora de IkBa, la cual fosforila a IkBa en la serina 36 para activar a NF-kappa B

[32,36].

El RNA mensajero de IKKe es regulado por TNF-a ¢ interleucina 1B y en su promotor
tiene un sitio responsivo a p65/p50 [37,38]. Se ha reportado que IKKe estd sobreexpresado
en cancer de prostata y su sobreexpresion favorece la metastasis e invasion de células
tumorales de ovario y el crecimiento de células de cancer de mama estrogeno negativas,
mientras que su disminucion, inhibe el crecimiento e invasividad de lineas celulares de

cancer de mama (Fig. 5) [35,39-43].

1.3.6 Via de NF-kB, apoptosis y supervivencia celular.

Como se menciond anteriormente la via de NF-BK es sumamente versatil, siendo
indispensable para la progresion tumoral de tumores liquidos y sélidos, presentando
importancia en practicamente cada una de las caracteristicas propias de un desarrollo
tumorigénico propuestas por Hannahan y Weinberg, tales como diferenciacion,
proliferacion, adhesion celular, metastasis, inflamacion, angiogénesis, evasion de apoptosis

y supervivencia [44,45].
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Fig. 5. Vias Canonica y No Candnica de NF-kb y su impacto en el desarrollo tumoral (Tomado y
modificado de Vazquez-Santillan et al. 2015)

El proceso apoptotico ha sido ampliamente estudiado el cual es desencadenado tanto por
estimulos en condiciones fisioldgicas naturales como en un estado patolégico, tal como el
cancer. El estimulo de apoptosis puede darse a través de dos vias, la via intrinseca o
mitocondrial y la extrinseca, ambas son activadas de manera diferente, sin embargo,
convergen en la activacion de Caspasa 3 lo que provoca la degradacion de diferentes
componentes, desensamble de la célula y posterior fagocitosis [46,47]. En el caso particular
del cancer la evasion de apoptosis y por consecuencia supervivencia, depende de un
desbalance entre las sefiales o estimulos pro-apoptéticos y anti-apoptéticos, una

disminucion o inhibicion de la actividad de las caspasas ademas del blogueo o
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desensibilizacion de los receptores TNF o Fas y por ende la regulacién de proteinas cascada

abajo como JNK [48-50].

Dentro de las proteinas anti-apoptdticas cuya desregulacién se ha visto asociada a la
supervivencia de células tumorales y por tanto al progreso de diferentes tipos de cancer se
encuentran las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs). Estas proteinas se unen a las
caspasas impidiendo su funcion y por tanto inhibiendo el proceso de apoptosis, diferentes
estudios han mostrado la regulacion de NF-KB sobre diferentes IAPs entre ellas
BIRC3(clAP2) y BIRC5 (Survivina), observando una mayor expresion de estas proteinas
tras el encendido continuo de la via de NF-KB como resultado de su desregulacion durante
el desarrollo tumoral [51-53]. De igual manera se ha observado el incremento en la
expresion de BIRC3 en cancer de mama tras aplicarse terapia hormonal, esto debido al
incremento en la actividad de TNF, lo que se ve reforzado al encontrar mayor quimio-
resistencia en diferentes tipos de cancer tras sobreexpresarse diferentes proteinas de la

familia IAPs [54,55].

1.4 RNAs largos no codificantes (LNncRNAS).

Los IncRNAs son transcritos con una longitud mayor a 200 pb que comparten diversas
caracteristicas con los RNAs mensajeros (MRNAS) como el poseer una caperuza o cap en el
extremo 5’ asi como sufrir de “splicing”, sin embargo, a diferencia de estos, la mayoria de
los RNAs largos no codifican para proteinas. El hecho de que algunos si puedan codificar

pequefios péptidos funcionales resulta contradictorio a la definicion inicial, sin embargo,
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estos RNAs siguen manteniendo la categoria de INCcRNAs ya que desempefian ambos roles

[56-58].

El mantenimiento de un estado pluripotente o la adquisicion de un estado diferenciado son
procesos finamente regulados debido a la importancia que conlleva para la homeostasis
tisular el generar células diferenciadas con una funcion especifica o bien al mantener un
pool de células con caracter troncal capaces de regenerar un tejido cuando éste es dafiado
[59]. A la fecha se han descrito diferentes RNAs no codificantes (ncRNAs por sus siglas en
inglés) involucrados en ambos procesos y debido a la similitud entre las células troncales
normales y las tumorales, es normal el que se hayan descrito algunos RNAs no codificantes
participes de la adquisicion y manutencion de un estado troncal en células cancerosas

[57,60-62].

1.4.1 Clasificacion.

Los IncRNAs pueden clasificarse de acuerdo a los loci que los producen como, intrénicos,
exonicos e intergenicos, asi como presentar una direccionalidad sentido o antisentido, es
decir transcribirse en la misma direccién o en direccion opuesta con respecto a los genes
codificantes aledafios. Los RNAs largos no codificantes intergénicos (lincRNAs) se
codifican en regiones flanqueadas por genes codificantes y son transcritos por la RNA
polimerasa Il y I, los RNAs largos intrénicos son transcritos de igual manera por la
polimerasa 11l y como su nombre indica estan codificados exclusivamente en intrones y
surgen como resultado de “splicing” alternativo, finalmente los RNAs largos exonicos se

sintetizan a partir de regiones codificantes por la RNA polimerasa Il y generalmente se
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expresan en menor medida con respecto a sus contrapartes (MRNASs) codificantes (Fig.

[56,60].
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Fig. 6. Clasificacion de RNAs largos no codificantes (IncRNAs) de acuerdo a su posicion en el

genoma (Tomado de Khandelwal et al. 2015).

1.4.2 Mecanismos de Accion.

6)

A la fecha se han descrito varias funciones para los INCRNAs, entre ellas se puede numerar

su participacion en diferenciacion, desarrollo y progresion tumoral, metabolismo celular,
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regulacion del estado de la cromatina, transcripcion, “splicing”, transporte de RNA vy

traduccion.

Pueden llevar acabo su funcion en cis o trans, ademas de realizarla a través de diferentes
mecanismos, por ejemplo, actuando como sefiales al favorecer la transcripcion de sus genes
blanco mediante el reclutamiento de la maquinaria de encargada de dicho proceso, como
moléculas sefiuelo al unirse y secuestrar a proteinas reguladoras u otras clases de RNAs no
codificantes impidiendo su unién con sus secuencias de DNA blanco, como moléculas guia
al reclutar complejos RNA-proteina a ciertos genes blanco y como andamios al proveer de

plataformas para el ensamblaje de complejos proteina-RNA. (Fig. 7) [56,58,63].
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Fig. 7. Mecanismos de accion descritos para IncRNAs. I) Actian como moléculas sefializadoras
favoreciendo la expresién de un gen dado, Il) Pueden secuestrar proteinas impidiendo su unién con
sus regiones blanco en el DNA, I1I) Dirigen complejos proteicos a sus sitios de union en el DNA
alterando la expresion de dicha region IV) Actiian como andamios al reclutar proteinas que alteran
el estado de compactacion de la cromatina (Tomado y modificado de K. C. Wang y Chang 2011).

1.4.3 RNAs largos no codificantes en células troncales tumorales.

Durante los Gltimos afios los RNAs no codificantes (ncCRNASs), es decir los RNAs que se
transcriben, pero no producen o codifican proteinas, han cobrado relevancia como
importantes reguladores de la expresién génica en diversos procesos fisioldgicos y
fisiopatolégicos incluyendo el cancer, especialmente los miRNAs y los INcRNAS, ya que se
ha reportado que la ganancia o pérdida de su funcion puede favorecer el desarrollo de
cancer, asi como la adquisicion de un fenotipo troncal. A la fecha se han descrito diversos
miRNAs y IncRNAs involucrados tanto en el desarrollo normal de la mama, como en el

proceso de tumorigénesis y metastasis del cancer de mama [62,64,65].

De igual manera, se ha descrito la importancia de la desregulacion de diferentes RNA’s
largos no codificantes en CSC’s provenientes de diferentes tipos de cancer, como mama,
prostata y pulmon entre otros [66]. Algunos de estos RNA’s como Linc00617,
LncSOX20T, HOTAIR, IncH19 y LncRNA-HH han sido caracterizados como oncogenes
en tumores mamarios y asociados a un mal pronostico producto de su sobreexpresion.
Dicha desregulacion propicia la adquisicion de caracteristicas como: adquisicion de un
estado pluripotente, capacidad de autorrenovacién, incremento en la proliferacion,

migracidn e invasion, resistencia a farmacos y elongacién de telomeros [67—71].

Asi mismo, datos obtenidos en nuestro grupo de investigacion sugieren que células de
cancer de mama que sobreexpresan IKKe presentan mayor porcentaje de células troncales,
asi como caracteristicas tumorigénicas [72]. Al realizar un analisis del transcriptoma por
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secuenciacion masiva se encontrd un grupo de lincRNAs (RNAs largos no codificantes
intergénicos) con niveles modificados en las células que sobreexpresaban a la cinasa IKKe

[72]

1.4.4 RNAs largos no codificantes y apoptosis.

Al igual que la modulacion en la regulacion de la expresion de LncRNA’s afecta la
adquisiciéon de caracteristicas pertenecientes a un fenotipo pluripotente, también se ha
demostrado su impacto en la regulacion del proceso apoptético y por ende su importancia
en el desarrollo de enfermedades [73,74]. En el caso del cancer la evasion de este programa
de muerte celular, conduce a la supervivencia de células transformadas y por tanto su
posterior crecimiento y propagacion [75]. De esta forma algunos RNAs largos como
HOTAIR, HOXA-AS2, AFAP1-AS1, SPRYT4-ITI, TP73-AS1, PIncRNA-1 y OIP5-AS1,
han sido descritos como inhibidores del proceso de apoptosis y promotores del crecimiento
tumoral [75-80]. De igual manera en cancer de mama se ha observado la inhibicion de
apoptosis y progresion tumoral regulada por RNAs no codificantes como TUGL, lincRNA-

APOC1P1-3, BCRT1, AC009283.1, LINC01087 y MIAT [81-86].

Recientes estudios han sefialado al RNA largo no codificante intergénico (lincRNA) RP11-
400k9.4, como un posible marcador de tumores triples negativos [87-89]. Asi mismo
Orlova y colaboradores encontraron diferentes IncCRNAs, entre ellos RP11-400K9.4,
asociados con la desregulacion del inhibidor de la cinasa IKK épsilon y la regulacién del
fenotipo troncal en células de cancer de mama (MCF7) [72]. Por tanto, en el presente

trabajo se investigo el papel y la repercusion de los cambios en los niveles de expresion del
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lincRNA RP11-400K9.4 en la regulacién del fenotipo troncal y progresion tumoral de la

linea celular MCF-7.

Capitulo 11.- Hipodtesis y Objetivos.

2.1 Hipotesis.

Si el RNA largo intergénico no codificante RP11-400K9.4 presenta una expresion alterada
en células de cancer de mama, entonces participara en la regulacion del fenotipo troncal,

clonogenicidad y supervivencia de células MCF-7.

2.2 Objetivos.
2.2.1 Objetivo General

Evaluar la participacion del RNA largo intergénico no codificante RP11-400K9.4
en la regulacion del fenotipo troncal, clonogenicidad y supervivencia de células

MCF-7.

2.2.2 Objetivos Particulares

I.  Determinar la localizacion del lincRNA RP11-400K9.4 en células MCF7
Il.  Evaluar si lincRNA RP11-400K9.4 se encuentra sobreexpresado en la
poblacion troncal de células MCF-7.
1. Determinar si la alteracion de los niveles enddgenos, con ensayos de perdida
y/o ganancia de funcion de lincRNA RP11-400K9.4 en la linea celular

MCF7 modifica su potencial tumorigénico
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Capitulo I11.- Materiales y Métodos.

3.1 Extraccion de plasmidos.

Para el presente trabajo se emplearon 4 plasmidos diferentes pcDNA3-flag Ikke que
contiene una version silvestre del gen, pcDNA3-flag Tkke (K38A) el cual contiene una
sustitucion de una lisina por una alanina en la posicion 38, inactivando a la proteina,
pcDNA3-flag GFP y el vector vacio PLXSN, estos dos ultimos como controles.

La extraccion de los plasmidos a partir de bacterias previamente transformadas, se llevo a
cabo con el kit Geneall Exprep Plasmid SV Midi (Geneall Biotechnology Co.).
Brevemente, se plaquearon las bacterias transformadas con los diferentes plasmidos en
placas petri con agar LB y ampicilina (100ug/ul) a 37°C, durante toda la noche,
posteriormente, se tomd una colonia y se colocé en un tubo con 5 ml de caldo LB con
ampicilina durante 8 horas, a 37°C en agitacion. Pasadas las 8 horas el contenido de cada
tubo fue vertido en un matraz con 250 ml de caldo LB con ampicilina e incubado a 37°C
durante toda la noche. Posteriormente se centrifugo en contenido de los matraces a 4000
rpm durante 5 minutos para obtener el pellet de bacterias, posteriormente, el pellet se
resuspendio en 12.5 ml del buffer S1, se afiadieron 12.5 ml del buffer S2 y se incubo por 5
minutos, después se afiadieron 17.5 ml del buffer S3 y se incubo por 5 minutos mas en
hielo, para posteriormente centrifugar dicha mezcla a 5,000 rpm durante 20 minutos.

Una vez obtenido el lisado, este se colocé en una columna y se incubo por 2 minutos,
después se centrifugo a 2,200 rpm durante 3 minutos y se repitio dicho proceso hasta pasar
el total del lisado por el filtro. Posteriormente, el lisado fue colocado en una columna SV
Midi repitiendo el proceso de centrifugacidn tantas veces cono fuese necesario hasta pasar

en su totalidad el lisado. Después se le agregaron 9 ml de Buffer AW a la columna y se
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centrifugo a 2,200 rpm durante 3 minutos, posteriormente se le agregaron 12 ml de Buffer
PW vy centrifugo de igual manera.

Después de este lavado, se colocaron 3 ml mas de Buffer PW y se centrifugo a 5,000 rpm
durante 15 minutos, finalmente se colocé la columna en un tubo nuevo y se agregaron 600
pl de agua MilliQ previamente calentada a 70°C, se incubo por 5 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugo por 5 minutos a 5,000 rpm.

Por ultimo, se cuantificd la concentracion obtenida de cada plasmido por medio de

espectrometria con ayuda del equipo Nanodrop.

3.2 Cultivo de la linea MCF7.
La linea celular MCF7 fue obtenida de la ATCC (American Type Culture Collection HTB-
22). Se cultivd y mantuvo a 37°C en una atmosfera himeda con 5% de CO2 en medio

EMEM (ATCC, 30-2003) con suero fetal bovino al 5% (ATCC, 30-2020).

3.3 Transfecciones Transitorias.

Se obtuvieron células a partir de un cultivo confluente y en placas de 6 pozos, se sembraron
alrededor de 1 millén de células por pozo, para un total de 8 pozos, 2 pozos por cada
plasmido empleado. Posteriormente, se colocaron 7.5 ul de Lipofectamina 2000 (Thermo
Fisher Scientific) mas 3 pg de cada plasmido agregando el volumen de medio sin suero
necesario para un volumen final de 100 pl en un tubo eppendorf y se incubd por 5 minutos
a temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubacion, se colocaron los 100 ul de la
mezcla de Lipofectamina (Thermo Fisher Scientific) con cada uno de los plasmidos en cada
uno de los pozos correspondientes y se aforo a un volumen final de 1 ml de medio sin suero

por pozo, posteriormente se dejo incubar durante 24 hrs a 37°C en una atmosfera al 5%
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CO», después se les retiro la mezcla y se tripsinizd a las células con una mezcla de
PBS1x/Tripsina 0.05%/EDTA 0.53mM vy se incubo a 37°C el tiempo necesario hasta
observara a las células despegadas de la placa de cultivo. La mezcla fue inactivada con la
adicién de medio EMEM con suero fetal bovino (SFB) al 5% y se centrifugo a 1100 rpm
durante 5 minutos. El pellet obtenido fue resuspendido en 5 ml de medio con SFB e

incubado por 24 horas a 37°C/5% de CO»,

3.4 Curva Dosis Respuesta y Transfecciones Estables.

Se realiz6 una curva de concentracion de G418 (Gentamicina), para lo cual en una placa de
24 pozos se sembraron 200,000 células MCF7 por pozo en medio EMEM con suero al 5%
y se les agrego una concentracion de G418 desde 100pg hasta 1 mg por pl por duplicado.
Posteriormente se les dejo crecer y se determind la concentracion a la cual morian las
celulas mediante su observacion en el microscopio.

Una vez determinada la concentracion de G418 necesaria, se realizdé el proceso de
transfeccion como se menciona anteriormente, sin embargo, en este caso se dejaron crecer
por 2 semanas en presencia del antibidtico y 4 semanas mas hasta obtener un cultivo

confluente de células que expresaran establemente los plasmidos de interés.

3.5 Extraccion de RNA.

La extraccion del RNA se realiz6 a partir de 4 millones de células aproximadamente y por
medio de Trizol y de acuerdo al protocolo ya establecido [90]. Brevemente, se resuspenden
las células en 1 ml de trizol e incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, afiadir 200
ul de cloroformo e incubar nuevamente 5 minutos y centrifugar a 11000 rpm por 15

minutos. Una vez pasado el tiempo se habran formado 2 fases, una organica y otra acuosa,
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esta Ultima se transfirié a un tubo limpio y se le agrego isopropanol en una proporcion 1:1
vol/vol y se dejé incubar a -20°C durante 2 horas. Posteriormente se centrifugo a 10000
rpm durante 15 minutos, eliminando al final el sobrenadante y conservando el pellet
obtenido, al cual se le realizaron dos lavados con etanol al 70%, para finalmente
resuspender el pellet en 20 pl de agua desionizada y almacenarlo a -70°C. Finalmente, la
integridad del RNA obtenido fue cuantificado por medio de espectrometria en el equipo

Nanodrop, asi como su integridad por medio de geles de agarosa al 1.5%.

3.6 Disefio de primers y Validacion de RNA-Seq.

El disefio de los oligonucledtidos a usar se realizd con el programa Primer 3® Plus, y se
confirmd la especificidad de los mismos con los programas BLAST, Primer BLAST, The
Sequence Manipulation Suite y MFEprimer-2.0.

A partir del RNA extraido previamente, se realizd una retrotranscripcion utilizando
oligonucleotidos aleatorios (Kit High-Capacity cDNA reverse Transcription Applied
Biosystems), para obtener DNA complementario (cDNA). Una vez obtenido el cDNA se
realiz6 una PCR tiempo real empleando el sistema PCR tiempo real 7500™ y SYBR®
Select Master Mix de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Applied Biosystems).
La expresion relativa de genes se calculé usando el método de 2"24CT [91] tomando como
controles al gen enddégeno humano SDHA (Succinato deshidrogenasa subunidad A) y a las
células transfectadas con el vector vacio. Todas las reacciones se realizaron por triplicado

por cada muestra.
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3.7 Localizacion de RNAs largos no codificantes intergénicos (LincRNA’s).
3.7.1Fraccionamiento celular.

Se llevo a cabo un fraccionamiento celular y extraccion de RNA de cada uno de los cultivos
de células transfectadas con los plasmidos pcDNA3-flag IKKe, pcDNA3-flag IKKe
(K38A) y PLXSN con ayuda del sistema Paris Kit (Thermo Fisher Scientific). Para esto, se
transfectaron transitoriamente células MCF7 con los 3 plasmidos mencionados,
posteriormente, 4 millones de células transfectadas fueron lisadas con 400l del buffer de
fraccionamiento e incubadas en hielo por 10 minutos, después se centrifugo a 500 xg por 5
minutos y se separd el sobrenadante (fraccion citoplasmatica) del pellet (fraccién nuclear)
obtenido. Posteriormente, a ambas fracciones se les agregaron 400 pl del buffer de
disrupcion y se tomé de cada fraccion una porcién la cual se guardé a -20°C para su uso,
las porciones restantes fueron mezcladas con un volumen igual de la solucion 2x
lysis/binding, asi como un volumen igual a la inicial de etanol al 100%. Una vez obtenida la
mezcla, esta fue colocada en columnas con filtro y centrifugadas a 13,000 rpm durante 1
minuto, el termino se lavaron las columnas con 700ul de Solucién de lavado y
posteriormente 500l de 2/3 solucién de lavado. Finalmente, la columna fue colocada en un
tubo nuevo y se le agregaron 50 pl de la solucion de elucion (en 2 rondas, una de 40ul y
otra de 10ul) previamente calentada a 95°C y centrifugando a 13,000 rpm durante 30

segundos.

3.7.2 Patron de Proteinas y Western Blot.
Para evaluar la pureza de las fracciones obtenidas, se realizd un corrimiento electroforético
en geles desnaturalizantes de acrilamida, para lo cual en primera instancia se realizd una

curva de a-globina mediante el kit Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad), el cual se basa en
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el método de Bradford. Posteriormente, con estos mismos reactivos se realizd la
cuantificacion de la cantidad de proteinas de cada una de las fracciones obtenidas. Una vez
cuantificadas, se cargaron 30 pg de cada muestra en un gel de acrilamida al 10% y se
realizo la electroforesis a un voltaje constante de 110 volts por 1 hora, terminado el tiempo,
el gel se tifio con azul de Commasie para evidenciar el patron de proteinas.

A la par se realizd6 un inmunoreconocimiento contra las proteinas Laminina A/C y a-
Tubulina para evidenciar su localizacion en nucleo y citoplasma respectivamente, para esto
una vez realizado el corrimiento electroforético se equilibro el gel en buffer de
transferencia por 15 min, a la vez que se humedeci6é una membrana PVDF del tamafio del
gel en metanol por 10 minutos y 10 minutos mas en Buffer de transferencia.
Posteriormente, se colocaron tanto el gel, asi como la membrana entre un par de papel filtro
en una camara de transferencia semiseca y se transfirié a un voltaje constante de 15 volts
durante 20 minutos. Terminado el tiempo, la membrana se coloc6é en TBS-Tween 0.1% con
leche descremada al 5% y se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas,
posteriormente se lavo la membrana 3 veces durante 10 minutos cada lavado, con TBS-
Tween0.1%. Una vez lavada la membrana se incubo con el anticuerpo primario Laminina
A/C (Santa Cruz) en TBS-Tween0.1% (1:1000) durante 2 horas en agitacion a temperatura
ambiente, posteriormente se lavd nuevamente con TBS-Tween0.1% y se incubo con el
anticuerpo primario contra a-Tubulina (Santa Cruz) en TBS-Tween0.1% (1:1000) bajo las
mismas condiciones. Al término de esta incubacién, se lavé la membrana y se incubo por 2
horas mas con el anticuerpo secundario Anti-ratdn (Santa Cruz) en TBS-Tween0.1%
(1:2000). Finalmente, la membrana se lavd nuevamente con TBS-Tween0.1% Yy se revelo

mediante su incubacion con una mezcla de HRP-Substrate Luminol Reagent (Bio Rad) y
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HRP-Substrate Peroxide Solution (Bio Rad) (1:1) durante 5 minutos, y posterior exposicion

en el fotodocumentador ChemiDoc XRS+ (Bio Rad).

3.7.3 Expresion Relativa de RP11-757G1.6 y RP11-400K9.4

Con los oligonuclettidos disefiados previamente se llevd a cabo la evaluacion de la
expresion de los LincRNA’s de interés en ambas fracciones empleando los mismos
reactivos sefialados anteriormente y al igual que en los ensayos de validacion se emple6
como control a las células transfectadas con el vector vacio, sin embargo, en este caso se

us6 como gen enddgeno al SnRNA-U48.

Cabe mencionar que le expresion de este SnRNA fue evaluada empleado sondas TagMan,
por lo cual en primera instancia se realiz6 la sintesis de cDNA a partir del RNA
previamente obtenido con ayuda de los componentes del kit MicroRNA Reverse
Transcription y el oligonucledtido del kit TagMan Small RNA Assays (Applied
Biosystems), el cual consiste en un stem loop especifico para el shRNA de interés,
posteriormente este cDNA fue utilizado para evaluar la expresion relativa del SnARNA-U48

con ayuda del TagMan Universal PCR Master MixIl (Applied Biosystems).

3.8 Expresion relativa de RP11-400K9.4 en diferentes lineas celulares de cancer de
mama.

Diez lineas celulares pertenecientes a distintos subtipos de Cancer de Mama (MCF7, T47D,
ZR751, MDA-MB-361, 453, 468, 231, SKBR3, HS578T y BT-20) fueron crecidas en
medio DMEM o RPMI suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 5% de acuerdo con

las instrucciones del fabricante y mantenidas a 37°C y 5% de CO3. De estas se extrajo RNA
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y sintetiz6 cDNA con el cual se realizd una PCR en tiempo real siguiendo las
especificaciones antes mencionadas para evaluar la expresion del lincRNA. Asi mismo el
calculo de dicha expresion fue realizado de igual manera con el método descrito por Livak

en 2001 [91].

3.9 Formacion de esferoides.

Se realiz6 la formacion de esferas por agregacion, para lo cual se sembraron 2 millones de
células en botellas de 12.5 cm? con medio Lebovitz (L-15) al 10% de Suero Fetal Bovino
durante 6 dias en una incubadora de agitacion orbital a 60 rpm, realizando cambios de

medio cada 48 hrs y disgregando aquellos cimulos amorfos que pudieran generarse.

3.10 Separacion de poblacion MCF-7 CD44+/CD24- por citometria de flujo “sorting”.

Las células de los esferoides mamarios se disgregaron mediante su incubacion con Acutasa
(Life Tecnologies, Carlsbad, CA, USA) a 37°C durante 10 minutos, después se lavaron con
PBS y se resuspendieron en PBS-FBS 1%. Diez millones de células se incubaron con
anticuerpos FITC-CD44 y PE-CD24 por 30 minutos en hielo y ausencia de luz, mientras
que para compensar se emplearon perlas incubadas con los mismos anticuerpos. Asi mismo
se emple6 un millon de células como control, a la vez que dos millones mas fueron
marcados, uno con PE-1gG2 y uno mas con FITC-lgG2a los cuales fueron utilizados como
anticuerpos de isotipo. Para la separacién celular por citometria de flujo se utilizo6 el equipo

FACSAria (BD BioSciences, USA)
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3.11 Sobreexpresion e inhibicion de RP11-400K9.4 en células MCF7.

Para establecer sistemas que sobre o subexpresaran al lincRNA de interés, se transfectaron
de manera estable e independiente dos shRNAs dirigidos contra el lincRNA y un
GeneBlock correspondiente a la secuencia de este.

Los shRNAs para silenciar al lincRNA fueron disefiados con ayuda de los softwares, e-
RNAI, Lncipedia, Ensembl, BLAST vy la herramienta shRNA Clone Designer
proporcionada por la casa comercial Clontech, asi mismo se realizé siguiendo las pautas
recomendadas en la literatura para obtener la mayor eficiencia posible en el silenciamiento.
Posteriormente, procedimos a clonar los sShRNAs dentro del vector pcDNA 3.1, como ya se
especificd anteriormente y tomando como control un plasmido con un shRNA contra
Luciferasa. Finalmente, esta insercion fue corroborada mediante la digestion de los
plasmidos con la enzima de restriccion Mlul y corrimiento electroforético de las muestras
en geles de agarosa al 1%.

En lo que respecta a la sobreexpresion de RP11-400K9.4, se opt6 por el uso de
GeneBlocks, estos se refieren a versiones sintéticas de algun gen de interés manufacturados
por la casa comercial Applied Biosystems; en nuestro caso se sintetizo el RNA largo RP11-
400K9.4, el cual posteriormente se ligd en el vector pcDNA 3.1 con ayuda del kit In-Fusion
HD Cloning (Takara) de acuerdo a las especificaciones del fabricante y se transfecto a
células MCF7, como ya se indicé anteriormente.

Después de ser ligados, se realizd una triple digestion de los vectores generados, con las
enzimas de restriccion EcoRV-Nhel-EcoN1 con la finalidad de corroborar la insercion del
lincRNA de interés y de igual manera, una vez digerido los plasmidos se realizd un

corrimiento electroforético de las muestras en geles de agarosa al 2%
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3.12 Ensayos de Proliferacion celular.

En placas adherentes de 96 pozos se colocaron 3000 células de los diferentes grupos de
células MCF7 transfectadas (MCF7/Luc, MCF7/Geneblock, MCF7/shRNA1,
MCF7/shRNA2) y se les agregaron 100 ml de medio DMEM suplementado con FBS al
5%.

A partir del inicio del experimento se evalud la proliferacion cada 12 horas por medio de un
ensayo de MTT (Promega). Este ensayo consiste en la adicion de sales de tetrazolio para su
reduccion a formazan, para esto se deja incubando durante 1 hora a las células con 15 ml
del colorante de tetrazolio, posteriormente se agregan 100 ml de solucion de solubilizacion
para liberar el colorante reducido al medio de cultivo y poder leerlo en el espectrémetro

Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector a una longitud de onda de 580 nm.

3.13 Ensayos de Migracion in vitro.

Al igual que en los ensayos de proliferacion, se emplearon los mismos grupos de células
MCF7 transfectadas, de los cuales se colocaron 30,000 células por inserto en placas
Transwell (Corning), estas placas constan de 24 pozos con 12 insertos los cuales tienen una
membrana con un tamafio de poro de 8 micras, el cual permite el paso de las células desde
la parte superior de la membrana hacia la inferior, denotando asi el fendmeno de migracion
celular. Para esto se colocaron a las células en presencia de medio suplementado con suero
al 5% como quimioatrayente durante 24 horas, pasado el tiempo las membranas fueron
lavadas con PBS y fijadas con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos, posteriormente
se lavaron nuevamente con PBS y se tifieron durante 1 hora con cristal violeta al 1%,

finalmente se lavaron con aguas destilada y se dejaron secar.
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Una vez tefiidas la membrana fueron fotografiadas y dichas imégenes analizadas con ayuda

del programa ImageJ para contabilizar el nmero de células que migraron.

3.14 Microarreglos de expresion.

Para determinar los patrones de expresion génica asociados a la expresion del RNA largo
no codificante RP11-400k9.4, se transfectaron células MCF7 con un vector que expresa
Luciferasa como control, o bien con la construccion de sobreexpresion (Geneblock)
generados anteriormente. EI RNA total se obtuvo después de tres semanas, una vez que las
células expresaban de manera estable el gen de luciferasa o el lincRNA RP11-400k9.4.
Posteriormente este RNA fue tratado con DNAsa (Promega) y analizada su integridad
mediante el Bioanalizador 2100 (Agilent), utilizando aquellas muestras que mostraron un
indice de integridad (RIN) mayor o igual a 9. De esta forman utilizamos 3 réplicas de cada
grupo (Control=Luc y Sobreexpresién=GeneBlock RP11-400k9.4) en el arreglo Human

Gene 2.0 (Affymetrix).

3.15 Analisis Bioinformatico

Tras obtener los datos de expresion de los genes alterados, la base general fue filtrada
tomando en cuenta un umbral de +3 veces o superior, asi como un valor de p <0.05.
Posteriormente se realizo el analisis de los genes restantes mediante la plataforma GSEA,
asi como las bases de genes “Hallmark” y “KEGG” obtenidos de la base de datos MSigDB
[92] para identificar los procesos celulares afectados [93]. Asi mismo, mediante el uso del
programa REVIGO [94] se obtuvieron los datos acerca de los procesos bioldgicos
afectados, como desarrollo de glandulas mamarias, apoptosis, dafio a DNA por radiacion

ionizante, etc., mientras que las principales vias de sefializacion desreguladas se realizd
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mediante su analisis con el programa KPA (Clarivate™), ademas del uso y analisis de las
bases de datos BioPlanet 2019, NCI-Nature 2016 and WikiPathways 2019 Human con el

software Enrichr [95,96].
3.16 Ensayo de viabilidad celular

En placas adherentes de 96 pozos se colocaron 15,000 células de los diferentes grupos de
células MCF7 y MDA-MB-438 transfectadas (Luc, Geneblock (GB400), shRNA1,
SshRNAZ2). Se les agregaron 100 ml de medio DMEM sin suplementar y se incubaron
durante toda una noche a 37°C en una atmosfera al 5% CO».

Posteriormente se les irradio con luz UV-C a una longitud de onda de 254nm durante 3
minutos, tras lo cual se les volvid a incubar en medio sin suero durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo la viabilidad celular se evalu6 mediante la adicion de sales de

tetrazolio, tal como se menciond anteriormente.
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Capitulo IV.- Resultados.

4.1 Seleccion de RNAs largos no codificantes intergénicos (LincRNAs) y Validacién de
RNA-Seq.

A partir de los datos de la Secuenciacion Masiva previamente reportados [72] se eligieron
algunos RNAs largos no codificantes para validar los resultados de la secuenciacion por
medio de PCR en tiempo real. Para esta eleccion, primero seleccionamos a aquellos RNAs
no codificantes que pertenecieran a la clase intergénica (lincRNA’s) ademés de no
presentaran isoformas. De esta forma se identificaron 14 lincRNA’s desregulados en
células que presentan sobreexpresion de Ikke (Fig. 8A).

Posteriormente seleccionamos 3 de estos 14 lincRNAs, dos de ellos (RP11-757G1.6, RP11-
400K9.4) debido al cambio en su expresion (fold change) y uno mas seleccionado al azar
(RP11-86516.2). Una vez seleccionados los lincRNAs, se procedio a disefiar un par de
oligonucleotidos para amplificar cada uno de ellos (Apéndice 1), gracias a los cuales
pudimos observar una sobreexpresion de 5.2, 3.6 y 1.5 (p value <0.0001) veces en los
lincRNA’s RP11-757G1.6, RP11-400K9.4 y RP11-86516.2 respectivamente. Dichos
valores fueron similares los obtenidos en la Secuenciacion Masiva, por lo que pudimos
corroborar que estos datos son validos y no son producto de algun artefacto durante la

Secuenciacion (Fig. 8By 8C).

Finalmente cabe mencionar que si bien el objetivo del presente trabajo fue el evaluar el
efecto que conlleva el cambio en la expresiéon del lincRNA RP11-400K9.4, nos intereso
también analizar al lincRNA RP11-757G1.6 debido a que fue el RNA con el mayor cambio
en su expresion, sin embargo, al final no se continuo con su analisis ya que no fue posible

realizar una transfeccion eficiente y estable.
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Fig. 8. LincRNAs con expresién alterada tras la modulacion de Ikke y validacién de datos de
secuenciacion masiva. A) RNA’s largos no codificantes intergénicos que presentaron alteracion en
su expresion en células transfectadas transitoriamente con el vector pcDNA3-flag Ikke, reportados
previamente [72]; B) Expresion relativa de los LincRNAs de interés obtenida por secuenciacion
masiva y PCR en tiempo real en células MCF7 transfectadas transitoriamente con el plasmido
pcDNA3-flag Ikke. C) Expresion relativa de IKKe en células MCF7, transfectadas transitoriamente
con el plasmido pcDNAS3-flag Ikke. Los datos mostrados corresponden a las medias + SEM de tres
experimentos independientes. La significancia se calculd6 mediante una t-Student: *p <0.05, ****p
<0.0001.

4.2 Localizacion subcelular de RP11-400K9.4

Con el objetivo de identificar la localizacion del LincRNA de interés, realizamos un
fraccionamiento celular a partir del cual extrajimos proteinas y RNA de ambas fracciones.
Con las proteinas realizamos dos corrimientos electroforéticos en geles de acrilamida
desnaturalizantes al 10%, uno de ellos se tifid con azul de Comassie para evidenciar el

patrén de proteinas, mientras que el otro se transfirié a una membrana PVDF sobre el cual

34



A/C. Observamos la presencia de Laminina A/C en La fraccion nuclear, mientras que a-
Tubulina solo se observo en la fraccion citoplasmatica, lo que denota la pureza de las

fracciones obtenidas (Fig. 9A).

Posteriormente, realizamos la retrotranscripcion del RNA obtenido de las diferentes
fracciones para obtener cDNA y utilizarlo posteriormente para evaluar la expresion de
RP11-757G1.6, RP11-400K9.4 por medio de PCR en Tiempo Real y determinar su
localizacion subcelular, observando una mayor expresion del RNA largo RP11-400K9.4 en
la fraccion citoplasmatica (Fig. 9B). Dicho resultado se confirmé mediante la base
INCATLAS, donde tomando como referencia a MALATL1 (IncRNA nuclear), se analizé la
localizacion del RNA RP11-400k9.4, encontrandolo primordialmente en el citoplasma. Por
tanto, podemos concluir que el predominio de este RNA largo es citoplasmatico, dando asi

un posible indicio de su funcién, como molécula sefiuelo. (Fig. 9C).

4.3 Expresion de RP11-400K9.4 en lineas celulares.

Procedimos a realizar la evaluacion de la expresion del RNA largo RP11-400K9.4 en un
panel de 10 lineas celulares pertenecientes a los diferentes subtipos moleculares de cancer
de mama, esto con el objetivo de identificar la posible asociacion de este RNA con un
subtipo en particular. Sin embargo, tras realizar el analisis y a diferencia de otros RNAs que
se caracterizan por ser particulares de un subtipo de cancer particular como Triples
negativos, en este caso no observamos este fendmeno ya que no esta asociado al estatus
hormonal de las células, tiempo de division o subtipo, aun asi encontramos una correlacion

inversa entre la capacidad invasiva de las células y la expresion de RP11-400K9.4, es decir,
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menor expresion del RNA largo en lineas como MDA-MB-361, HS578T y MDA-MB-

231 a la vez que células como MDA-MB-453, T47D y MCF-7 presentan mayores niveles
de RP11-400K9.4 (Fig. 9D).
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Fig. 9. Expresién del lincRNA RP11-400k9.4 en células de cancer de mama y localizacion
subcelular. A) Patron de proteinas de las fracciones nucleares y citoplasmaticas tefiidas con azul de
comassie asi como Western blot de las fracciones nucleares y citoplasmaticas contra laminina (67
kDa, azul) y a-tubulina (50 kDa, anaranjado); B) Expresion relativa de RP11-400K9.4 en ambas
fracciones mediante PCR tiempo real; C) Expresion relativa de RP11-400K9.4 en ambas fracciones
reportada en la base INCATLAS; D) Expresion de RP11-400K9.4 obtenidos a partir de diez lineas
celulares pertenecientes a distintos subtipos moleculares de cancer de mama. MWM= Marcador de
peso molecular, N= nucleo, C= citoplasma, CN RCI= indice de Concentracién Relativa calculada
para Citoplasma y Nucleo. La normalizacion de los datos de expresion relativa se realiz6 tomando
como referencia al gen SDHA. Los datos mostrados corresponden a las medias £ SEM de tres
experimentos independientes. La significancia se calculé mediante una t-Student: ****p <0.0001.
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4.4 Expresion de lincRNA RP11-400K9.4 en CSC’s y esferoides mamarios.

Por otra parte, dados los antecedentes donde se sefialan la importancia de Ikke y InCRNAs
en la poblacion de células troncales de cancer de mama [72], asi como al enriquecimiento
de esta poblacion en cultivos 3D como mamoesferas en comparacion a cultivos en
monocapa (2D) [97], decidimos realizar la medicion de RP11-400K9.4 en células

CD44+/CD24- (poblacion troncal) provenientes de esferoides por agregacion tras su cultivo

por 20 dias. Observamos una disminucion en la expresion del lincRNA en poblacion
troncal en comparacion con las células no troncales CD44-/CD24+ (Fig 10A). Mas aun, al
comparar la expresion del RNA en cultivos en monocapa versus los esferoides antes

mencionados, encontrando una mayor expresion en cultivos en 2D vs 3D (Fig. 10B).
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Fig. 10. Expresion del lincRNA RP11-400K9.4 en células CD44+/CD24- asi como cultivos 2D y
3D de células MCF7. A) Expresion de RP11-400K9.4 en células troncales (CD44+/CD24-) y no
troncales (CD44-/CD24+) cultivadas en monocapa; B) Expresiéon del lincRNA en cultivos
monocapa Vs esferoides. Los datos mostrados corresponden a las medias + SEM de tres

experimentos independientes. La significancia se calculé mediante una t-Student: CD44+/CD24-
vs CD44-/CD24+ y Monocapa vs esferoides, ** p <0.01, **** p <0.0001.
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4.5 Andlisis de la sub o sobreexpresién de RP11-400K9.4 en ceélulas de cancer de
mama.

Con la finalidad de crear células de dos subtipos diferentes que sub o sobreexpresaran el
RNA largo RP11-400K?9.4, disefiamos un par de shRNAs, asi como una version sintética
del RNA (GB400). Tanto los shRNAs como el GB400, fueron ligados de manera eficiente
en el plasmido de interés. Particularmente, para el ligamiento del GB400 en el vector, fue
necesario agregar un par de secuencias adaptadoras complementarias al vector. Una vez
ligado se confirmd la correcta incorporacion del RNA al vector mediante una triple
digestion. De esta forma obtuvimos transfecciones estables de células MCF7 y MDA-MB-
468 que presentaran niveles bajos o altos del LincRNA RP11-400K9.4 con respecto a los

niveles basales (Fig. 11A-D) permitiéndonos realizar ensayos de proliferacion, migracion y

respuesta a dafio por radiacion ultravioleta.
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Fig. 11. Modulacion de la expresion de RP11-400K9.4 en células MCF7 y MDA-MB-468. Ay B)
Sub y sobreexpresion de RP11-400K9.4 en células MCF7; C y D) Sub y sobreexpresion de RP11-
400K9.4 en células MDA-MB-468. Los datos mostrados corresponden a las medias £ SEM de tres
experimentos independientes. NC= Células control transfectadas con el vector vacio. La
significancia se calcul6 mediante una t-Student, NC vs shRNA1/2 y NC vs GB400, ** p <0.01,
**%* n <0.0001.

4.6 Ensayos de migracion in vitro en células de cancer de mama.

Después de obtener las clonas descritas anteriormente sembramos 30,000 células en cada
uno de los pocillos transwell permitiendo su paso de un lado a otro de la membrana usando
SFB como atrayente durante 24 ¢ 48 hrs segun correspondiera. Tras fijar y tefiir las células
de ambas lineas celulares, observamos una menor migracion celular en los grupos
transfectados con el vector que sobreexpresaba al RNA largo (GB400) y las células control
que fueron transfectadas con el vector vacio (NC), en comparacion con las células donde se
inhibié la expresion del RNA (shRNA1l y shRNA2), donde se observé una mayor

migracion celular (Fig. 12A-D).
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Fig. 12. Reduccion en la migracién de células MCF7 y MDA-MB-468 tras la sobreexpresion del
lincRNA RP11-400K9.4. A) Cuantificacion de migracion MCF7; B) Membranas Transwell tefiidas
tras la migracién de células MCF7; C) Cuantificacion de migracion MDA-MB-468; D) Membranas
Transwell tefiidas tras la migracion de células MDA-MB-468. Los datos mostrados corresponden a
las medias + SEM de tres experimentos independientes. La significancia se calcul6 mediante una
ANOVA: NC=Control, GB400= Geneblock RP11-400-K9.4; NC vs shRNA1/shRNA2/GB400, **
p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001, ns= no significativo.

4.7 Andlisis Bioinformatico.

Tras observar el efecto in vitro que tiene la modulacion del RNA largo intergénico RP11-
400K9.4, decidimos analizar la expresion genética global a través de microarreglos con la
finalidad de observar los genes que cambiaron su expresidn como respuesta a la
desregulacién de nuestro lincRNA. Por tanto, usando tres muestras de RNA de células
MCF7 transfectadas con el vector Luc como control (NC) y 3 muestras de RNA de células
transfectadas con la vector GB400 encontramos 710 genes desregulados, de los cuales 398
presentaban una expresion al alza, mientras que 312 se encontraban subexpresados (Fig.
13A), dichos genes fueron tomados en cuenta gracias a un cambio en su expresion de +3
veces, asi como un valor de p< 0.05. Posteriormente llevamos a cabo un andlisis de
agrupamiento jerarquico mediante la herramienta Heatmapper [98], con la cual se gener6
un mapa de calor de los perfiles de expresion de cada condicion.

De esta forma y usando los parametros default a excepcion del uso de £3 veces de cambio
en la expresién, obtuvimos un mapa de calor o heatmap claramente agrupado donde se
observaron 347 genes desregulados, 71 genes sobreexpresados y 276 genes subexpresados
(Fig. 13B). Finalmente, para validar dichos datos elegimos al azar 15 genes para medir su
expresion por PCR en tiempo Real, asi, observamos que 12 genes (80%) presentaban una
expresion similar a la sefialada por medio de microarreglos (Fig. 13C y D), confirmando la

reproducibilidad de los cambios de expresion obtenidos.
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Una vez conocidos los genes desregulados realizamos un analisis para determinar las vias
de sefializacion alteradas, para ello se emplearon los programas bioinforméaticos GSEA,
KPA, REVIGO y Enrichr. Tras ser filtrada la base mediante un cambio en la expresion de
+3 0 superior, asi como un valor de p <0.05, se realiz6 un analisis de GSEA con los
parametros default y considerando un valor de FDR<0.25 como estadisticamente
significativo, usando los sets Hallmark y KEGG descargado de la base MsigDB (Fig. 14C).

Posteriormente se llevo a cabo el anélisis correspondiente usando los pardmetros default de

los softwares KPA, REVIGO y Enrichr [92,94-96].
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Fig. 13. Genes con expresion alterada tras la sobreexpresion de LincRNA en células MCF7. A)
Numero de genes desregulados, totales al alza y baja; B) Mapa de calor de los genes alterados con
un cambio de expresion de +3 veces por la sobreexpresion de RP11-400K9.4; C y D) Validacion de
la expresion de 15 genes mediante PCR en tiempo real. Los datos de PCR corresponden a las
medias £ SEM de tres experimentos independientes. La significancia se calcul6 mediante una

ANOVA de dos vias: Microarreglos vs PCR en tiempo real, * p <0.05**, p <0.01, *** p <0.001,
**%* n <0.0001.
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Con estos analisis obtuvimos un gréfico donde se sefialan los procesos biologicos alterados,
como desarrollo de glandulas mamarias, apoptosis y dafio a DNA mediante radiacion

ionizante entre otras (Fig. 14A), ademas las vias de sefializacion afectadas (Fig. 14B y C).
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Fig. 14. Vias de sefializacion y procesos celulares alterados tras la sobreexpresion de RP11-400K9.4
en células MCF7. Ay C) Principales procesos celulares afectados por la sobreexpresion de RP11-
400K9.4 analizadas mediante los programas REVIGO y GSEA (Gene Set Enrichment Analysis); B)
Principales vias alteradas obtenidas mediante su analisis por KPA'y Enrichr.
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4.8 Ensayos in vitro de dafio por radiacion UV-C y proliferacion.

El andlisis bioinformético arrojé evidencia acerca de la desregulacion de vias relacionadas
con la reparacion de dafio a DNA inducido por radiacion ultravioleta, particularmente la via
de ATR. Debido a esto realizamos ensayos de viabilidad, para los cuales tras sembrar
células MCF7 y MDA-MB-468 estas fueron irradiadas con luz UV-C a una longitud de 254
nm durante 3 minutos, tiempo tras el cual fueron incubadas en medio deprivado de suero
durante 24 horas. Posteriormente mediante un ensayo de degradacion de sales de tetrazolio
(MTT), medimos la absorbancia del medio, observando una menor viabilidad celular
cuando el RNA largo era silenciado, a la vez que al sobreexpresarlo la viabilidad
aumentaba con respecto al grupo control (Fig. 15Ay B).
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Fig. 15. El aumento en la expresion de lincRNA RP11-400k9.4 promueve la supervivencia de
células MCF7 a la par de un nulo efecto en su proliferacion. A y B) Supervivencia de células de
CaMa que sobre y subexpresan al RNA RP11-400K9.4 iradiadas con luz UV-C. C) Expresion de
BIRC3 y BIRCS en células MCF7 que sobreexpresan RP11-400K9.4. D) Proliferacion de células
MCF7 transfectadas con los ShRNAs o GB400. Los datos de PCR y proliferacion corresponden a
las medias £ SEM de tres experimentos independientes. La significancia se calcul6 mediante una

ANOVA: NC vs shRNA1/shRNA2/GB400; Microarreglos vs PCR en tiempo real, * p <0.05**, p
<0.01, **** p <0.0001.
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Uno de los procesos desencadenados tras la radiacion con UV-C es el proceso de apoptosis,
del cual encontramos un par de proteinas participes, clAP-2 (BIRC3) y Survivina (BIRCS).
Tras medir los niveles de BIRC3 y BIRC5 mediante PCR en tiempo real (Fig. 15C),
encontrando a ambas proteinas sobreexpresadas en células con sobreexpresién de RP11-
400K9.4 reforzando el papel protector del RP11-400K9.4 a la induccién de muerte por
radiacion ionizante. Sin embargo, al medir la proliferacién celular en los diferentes grupos

celulares no observamos diferencias estadisticamente significativas (Fig. 15D).
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Capitulo V.- Discusion.

5.1 LincRNA RP11-400K9.4 en cancer de mama.

El cancer de mama es la principal causa de muerte asociada a una neoplasia maligna a nivel
mundial. Datos de nuestro pais muestran un incremento anual en la incidencia del cancer de
mama, siendo de 35.2 mujeres por cada 100,000 habitantes y una tasa de mortalidad de
17.2 defunciones por cada 100,000 mujeres en 2019 [6]. Por ende y como se menciond
anteriormente el estudio epigenético de este, y otros tipos de cancer, ha cobrado gran
relevancia durante las Gltimas décadas debido a la intervencidn de estos procesos en la
expresion génica [99-101]. Particularmente se han evidenciado el efecto regulador de
RNAs no codificantes en el desarrollo tumoral, lo que aunado a su estabilidad y deteccion
en muestras bioldgicas (plasma sanguineo, orina y saliva), sefialan su potencial uso para el
diagnostico y tratamiento del cancer [102-104].

Con esto en mente, se han tratado de identificar firmas de RNAs no codificantes largos y
pequefios, con los cuales se puedan identificar los distintos subtipos moleculares del cancer
de mama [87,105-107]. Dentro de los RNAs largos no codificantes propuestos como
marcadores del subtipo Her2 positivo, el RNA RP11-400K9.4 cobra relevancia no solo por
su sobreexpresion en dichos tumores, sino también por su reciente identificacion en células
de cancer de mama capaces de adquirir caracteristicas propias de un fenotipo pluripotente,
asociado a la subpoblacion de CSC’s [72]. En este trabajo observamos una expresion
variable a través de diferentes lineas celulares tanto Erbb2 positivas como negativas, lo cual
puede deberse a las diferencias del abordaje empleado en cada estudio. Sin embargo,
observamos una correlacion inversa entre el nivel de expresion y la capacidad invasiva de

las células.
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Asi mismo, observamos que la poblacién de células CD44+ CD24-/Low (CSC’s) de la
linea MCF7 expreso en menor medida el RNA RP11-400K9.4 con respecto a las células no
troncales de esta linea. Una vez mas la discrepancia de este dato con respecto a lo reportado
por Orlova y colaboradores puede deberse a la medicion de este RNA en células con una
sobreexpresion transitoria de lkke [72], ya que observamos el regreso de este RNA a
niveles de expresion normales en una transfeccion estable, lo que indica un aumento en su
expresion como resultado del estrés producido durante su manipulacién [108,109]. Dicha
inferencia se ve reforzada al observar una mayor expresion en células cultivadas en
monocapa (2D), versus un cultivo tridimensional, como lo son los esferoides

multicelulares, mismos que poseen una poblacién de células troncales enriquecida [97,110]

Asi mismo se ha observado un mayor potencial tumorigénico asi como una mayor
migracion e invasividad en células CD44+ CD24-/Low [111]. Por tanto, dada la correlacion
inversa observada entre la expresion del RNA RP11-400K9.4 y la capacidad invasiva de las
lineas analizadas, asi como su baja expresion en cultivos en 3D, concluimos que dicho
RNA no tiene un papel relevante en la biologia de las CSC’s. No obstante, seria interesante
corroborar dichos resultados mediante ensayos in vitro e in vivo de invasion, asi como el
analizar la expresion del RNA largo en mamoesferas en comparacion a los esferoides por

agregacion aqui analizados.

A la fecha se han reportado poco mas de 107,000 transcritos de RNA largos no codificantes
[112], los cuales pueden ser clasificados de acuerdo a su ubicacion dentro de la célula
(nuclear o citoplasmatico), lo que determina la funcion del RNA en cuestion debido a la
estrecha relacion entre dicho InNcRNA y su molécula blanco. De esta forma se han descrito

ampliamente IncRNA nucleares debido a su importancia en la regulacion del estado de la
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cromatina, splicing y transcripcién entre otros procesos, tal es el caso de RNAs como

MALAT1, HOTAIR, PANDA, XIST, etc. [113,114].

En contraste, el estudio de RNA largos no codificantes situados en el citoplasma ha sido
menor a pesar de la sugerencia de su mayor numero en comparacion con IncCRNA nucleares
[115,116]. Estos RNAs al igual que los de la fraccion nuclear, interactan con proteinas,
material genético y otros RNAs no codificantes para llevar a cabo su funcion reguladora
[117]. En este trabajo tras realizar un fraccionamiento celular de células MCF7,
observamos una mayor expresion del lincRNA RP11-400k9.4 en la fraccion citoplasmatica
versus la fraccion nuclear, dicho resultado se vio corroborado mediante el analisis in silico
del RNA en diferentes lineas celulares de origen diferente y tomando como referencia un
RNA nuclear ampliamente descrito (MALATL1). De esta forma el siguiente paso es analizar
a nivel de RNA mensajero y proteina, en células que presenten sub o sobreexpresion del
ncRNA, la o las moléculas con las cuales interactia RP11-400K9.4, esto mediante ensayos
de precipitacion (RIP-Chip-seq), PCR en tiempo real y Western-blot permitiendo

identificar su funcién.

5.2 RP11-400K9.4 afecta la supervivencia celular y migracion en células de cancer de
mama.

Si bien tras su analisis, aparentemente el lincRNA RP11-400K9.4 no es relevante para la
adquisicion y mantenimiento de un estado pluripotente, propio de células troncales
tumorales (CSC’s), pudimos observar afectaciones en procesos importantes para la
mantenimiento y propagacién de células tumorales mamarias, tales como lo son resistencia

a radiacion ionizante y por ende la supervivencia de las células, asi como su capacidad de
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migrar. Dichos procesos fueron identificados mediante el analisis de datos de secuenciacion
masiva de RNA (RNA-Seq) y sus correspondientes ensayos de perdida y ganancia de
funcion.

De esta forma encontramos una menor migracion en células sobreexpresantes de RP11-
400k9.4 respecto de las células con baja expresion. Ademds, encontramos una menor
muerte celular inducida por radicacion ionizante (UV-C) en células con mayores niveles de
RP11-400K9.4. El proceso de diseminacidén o metastasis es sumamente complejo y permite
a las celulas tumorales sufrir un proceso de desdiferenciacion o transdiferenciacion y
adquirir la capacidad de desplazarse [118-120]. El principal mecanismo para llevar a cabo
el proceso de diseminacion es la Transicion Epitelio Mesénquima o EMT (por sus siglas en
inglés), mediante el cual las células epiteliales adquieren caracteristicas de células
mesenquimales, como: morfologia asimétrica, mayor movilidad e invasividad, presencia de
adhesiones focales, expresion de N-cadherina, vimentina y metaloproteasas entre otras, asi
como un rearreglo en el tipo de fibras o microtibulos presentes en el citoesqueleto [121-

124].

Una vez que las células se desanclan de la membrana basal, estas pueden migrar ya sea de
manera individual o colectiva con el objetivo de colonizar otros tejidos. Diferentes RNAs
largos no codificantes se han asociado al proceso de migracion celular y por ende
metastasis, ya sea como oncogenes (ANCR, CCAT1, PART1, HIF1A-AS2) o bien como
supresores de tumor (GAS5, NKILA y FENDRR) [125-131]. La disminucién en la
capacidad de migrar de las células tras la inhibicion de la expresién del lincRNA RP11-
400K9.4 sugiere un comportamiento tipo supresor de tumor, sin embargo, contrasta con el

aumento en la supervivencia celular tras su radiacion con luz UV-C.

48



Estos resultados aunados a la observacion del incremento en la expresion de BIRC3 a la par
de una disminucidn en la expresién de algunas cinasas de la via de ATR y la interaccion de
ambas vias con proteinas de la via NFkB, la cual ha sido ampliamente descrita en el
proceso de tumorogenesis, incluyendo la resistencia por parte de las células a radiacion
ionizante (SINGH, XIA), nos hace pensar que el lincRNA RP11-400k9.4 efectia su
funcion reguladora a través la via de NFkB. En este sentido se ha observado que diferentes
celulas tumorales desarrollan resistencia a la radioterapia debido a la sobreexpresion de las
proteinas ATR y ATM quienes inhiben diferentes cinasas (Cdc25A, Ciclina A/B/E y
CDK1) cascada abajo, lo que promueve el arresto del ciclo celular y por ende promueve la
supervivencia celular debido a la evasion de apoptosis y activacién de la maquinaria de
reparacion de DNA, misma que es estimulada mediante radiacion ionizante (BROWN, AL,
WU). Asi mismo, diferentes RNAs no codificantes, como GAS5, RP11 -670E13.6, Inc-
GKN2-1:1, GAS6-AS1, LOC338799, etc., han sido implicados en la respuesta de células
normales y tumorales al dafio producido por la radiacion UV [75,132-135], otorgando en el

caso de células tumorales, resistencia ante tratamientos basados en radiacion.

Por otra parte, se sabe que la expresion de BIRC3 asi como otras APIs (proteinas
inhibidoras de apoptosis) es regulada positivamente a traves de la via no canénica de NFKB
[136], observando la evasidn del proceso de apoptosis, lo que en conjunto con el proceso de
arresto del ciclo celular inducido por la sobreexpresion de ATR podria explicar la
supervivencia de las células irradiadas con luz UV-C, asi como una disminucion en la
migracion celular. Dicha hipotesis se ve reforzada gracias a lo reportado en otros trabajos
donde se observan estos mismos efectos (arresto del ciclo celular y disminucién de

migracion) después de tratar a diferentes tipos de células tumorales con farmacos como
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gramicidina e iicarina [137,138]. Asi mismo se ha asociado el aumento de expresion de
BIRC3 con la progresion de diferentes tipos tumorales como células sanguineas,
hepatocitos y células de tejido mamario [139-142]. Particularmente se ha observado una
mayor resistencia a radiacion ultravioleta en células de carcinoma de gldndulas adrenales e

higado como resultado de la sobreexpresion de BIRC3 [143,144]

Dado lo anterior, hipotetizamos que el RNA RP11-400k9.4, ejerce un efecto oncogénico en
células de cancer de mama mediante su unién a proteinas cascada arriba de la via de
ATR/ATM (ATR, ATM, CHK1 o CHK2) o bien directamente mediante su interaccion con
proteinas citoplasmaticas de la via no candnica de NFkB (IKKs, NEMO, TBK1 o TRAF3),
induciendo por una parte el arresto del ciclo celular y reparacion de las células dafiadas, asi
como la expresion de BIRC3 y evasidn del proceso apoptotico. Por tanto, a pesar de ser
necesario realizar ensayos in vitro e in vivo de tumorigenesis, asi como ensayos de
precipitacion de RNA y medir las diferentes proteinas a las cuales este unido, para poder

definir al lincRNA RP11-400k9.4 como un oncogén.
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Capitulo VI. - Conclusiones y Perspectivas.

A la fecha existen tres estudios donde se ha reportado la sobreexpresion del RNA largo no
codificante intergénico RP11-400k9.4 en células tumorales mamarias, sin embargo, este
trabajo representa el primer abordaje experimental acerca de la funcién de RP11-400k9.4
en células de cancer de mama. Encontramos una mayor expresion del RNA en cultivos 2D
vs 3D, a la par de una mayor proporcion en la fraccion citoplasmatica con respecto al
nacleo. Asi mismo observamos una menor migracién en células con sobreexpresion de
RP11-400k9.4 a la par de una mayor resistencia al dafio por radiacién ionizante (UV.C),
esto sin verse afectada la capacidad proliferativa de las células. Finalmente, mediante el
analisis de datos de RNA-Seq pudimos encontrar la desregulacion de la via de ATR, asi
como de algunas proteinas (BIRC3) reguladas por la via de NFKB, lo que podria sefialar a

la via de NFkB como la mediadora del papel oncogénico del RNA RP11-400k9.4.

De acuerdo a los resultados aqui mostrados observamos una disminucion en la migracion
de las células que sobre expresaban el RNA RP11-400k9.4. Dada la importancia de la
migracion e invasion celular en el proceso de metastasis, seria interesante corroborar dichos
resultados mediante ensayos in vivo de migracion e invasion con células que presenten sub

0 sobreexpresion del RNA largo.

Asi mismo, mediante el analisis bioinformatico de células con una expresion alterada del
RNA RP11-400K9.4, encontramos diferentes moléculas de las vias de ATR y NF-kB, las
cuales modificaban su expresion en respuesta a este cambio. Por ende, el siguiente paso a
seguir consiste en la identificacion de la interaccion de estas proteinas con el lincRNA

RP11-400k9.4. Para esto seria necesario realizar ensayos de precipitacion de RNA y

51



secuenciacion y consecuentemente la medicién de dichas proteinas tanto a nivel de
mensajero por PCR en tiempo real y a nivel de proteina por western blot. Finalmente, con
esta informacién aunado a la obtenida mediante ensayos de ganancia y perdida de funcién
de estas proteinas en células con sub y sobreexpresion de RP11-400k9.4, podriamos definir

la via de accion del RNA largo y por ende su funcién.
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Capitulo VIII.- Apéndices.

Apeéndice |
a. Oligonucledtidos disefiados para el presente estudio. F= Oligonucleétido forward o

sentido, R= Oligonucledtido reverse o antisentido.

Gen Secuencia (5"- 3")

RP11-400k9.4 | F.- TAC CAG TCACTATAC GCCGATG

R.- CCT CAC ATC TGC AAT CCA AG

RP11-757G1.6 | F.-CCC CGT CTT TAT TGG ATC TG

R-TCGTTC TAAGCACACCTCTGTC

RP11-86516.2 | F.- GGG AGG AAG AAATGC TACACAG

R.- AAT CTG TGG AAC TGA CAAAGG C

LINC00052 F.-ACATGC ACACGAGCTTTCTG

R.-GGAAGG TGCTGC TTT GAATG

SDHA F.-GGACCTGGT TGT CTTTGG TC

R.-CCAGCGTTT GGT TTA ATT GG

MMP13 F.- TAAGGA GCATGG CGACTTCT

R.- GGT CCT TGG AGT GGT CAA GA

MMP1 F.- GAT GTG GAG TGC CTG ATG TG

R.-CTG CTT GAC CCT CAG AGA CC

HMCN1 F.-TGT GCAACATTAGGCCTT GC

R.-ACCTTT CCCACAACTTTCGC

DKK1 F-TGCCTCAGGATTGTGTTG TG

R.-TGC TTG GTACAC ACT TGA CC

HEY?2 F.- ACATTG CAC AAG GGA AGA CG
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R.- GCA GCC TAT TGC AAG ACTTCT G

IF144L F.- ATGGGC ACGTTAGGT TGT TG
R.-TGG GTG AGT TTG CAC AAAGC
IFIT1 F.- GGA CAA GGT GGA GAACATTTGC
R.-TTT TCA AAG CAG GCC TTG GC
IFIT3 F.- AAG GGC GAAGGT GTG TTT TG
R.- TAC ATC GCA ATT GCC AGT CC
P13 F.-TCAAAG GCCGTGTTCCATTC
R-TGGACCTTT GACTGGCTCTTG
DDX60 F.-TGC CAAGTGGTGAAGTTCTC
R-TTCACCCAGTTT TGG CGA TG
BIRC3 F.- TGG GAA TCT GGA GAT GAT CC
R.-TGG GCT GTC TGA TGT GGA TA
BIRC5 F.-GTG TCT GTC AGCCCAACCTT
R.- CAC CCT GCA GCT CTATGA CA
PEG10 F.- AAATGG GCCGTT GTC TGT AG
R-CCAGACTTTTGCTTG CAG TG
DIAPH3 F.- AAATGG GGT CTG CAG ATG AG
R.-CAAAGCTTT CCACCCAACTC
SERP3 F.- GCAAGT CAG TGC AGCATT TG
R.-TGA AAG GCAGGATCT GTG TG
IkBa F.-CTT GGG TGC TGATGT CAATG
R.- ACA CCAGGT CAG GATTTT GC
SP100 F.-GTG AGG TGT GCA ACA AAT GG

R.-TGC AGA AGA TGC AACTCC AC
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b. Secuencias del par de “short hairpins” disefiados para el silenciamiento del RNA

largo no codificante RP11-400K9.4

Gen Secuencia del shRNA (5’ - 3°) Secuencia del siRNA
5’-3)

RP11-400k9.4 | shRNA1 siRNA1

F.- GATCCGCAAGATGTTTCAGAGACTTT GCAAGATGTTTCAGA
CAAGAGAAGTCTCTGAAACATCTTGCTTT | GACT

TTTACGCGTG

R.- AATTCACGCGTAAAAAAGCAAGATGTT
TCAGAGACTTCTCTTGAAAGTCTCTGAAAC
ATCTTGCG

shRNA2 siRNA2

F.- GATCCGCGATCAACATACTCAGAAATT | CGATCAACATACTCA
CAAGAGATTTCTGAGTATGTTGATCGTTTT | GAAA

TTACGCGTG

R.- AATTCACGCGTAAAAAACGATCAACAT
ACTCAGAAATCTCTTGAATTTCTGAGTATG
TTGATCGCG

c. Secuencia del Geneblock disefiada para la sobreexpresion del RNA largo no

codificante RP11-400K9.4

TTAAACTTAAGCTTGAGAAATTCTTTCTCCCTATGTCCCAGCCTACCCCCACTTTACCGA
GGCCAACAGCCGCCTCAGAAACCAGATTCAGGAGCTAACATGCCCCAGGTCTCACGAG
GATCAGAGACTCCAGAGGCCAGGGAAGGAGATCAAGGTAGTCAAGCGGGGGTCGTCT
CAGATCTGGTTGTGCTCGAGCTATGCAAATGCCTCTCACGGAGATGCGAGGACCTATCT
ATTATGATGACCAGGGCCACATCCGGAGGGGGCAACAGACTTTCATCTATCAGCCCTTT
TCAACCACTGATCTACTAAACTGGAAACACTCTGAACCCTGCCATCTTGCTCCTGGTAT
CAGAGAGCCCTGTCGTGCATAACTGTGTAGAAGTGTTGGACTCGGTTTACTCCAGCAG
ACCTGATCTCCGGGACCAGCCTTGGGCATCAGTAGACTGGAAGCTATATGTGGACAGG
AGCAGCTTCATCAACCCACAAGGAGAGAGATGTGCGGGATATGTGGTGGAACCCTGGA
CACTGTCGTTGAAGCCAGATCGTTGCTCCAAGGCACTTCAGCCCAGAAAGATGAGCTC
ATTGCTTTAATTTGGGCCTTAGAACTCAGTTAAGGCCTTCTACGGTCCCAGGCTTTCTGC
TGCATACACTGAAGGGCCACGAAGTACAGTCATCTGGACTTGGCACCTGGAATACAAG
GATGGAAAGCATCATTTCTGCCAGCTTCTTATGGTCCTGAGGCGAGACAGTCATGAGA
GAGGAAAACTGCAATGACTTCTGACCACTGCCAGCCTCGCTTCCTGCATTTTCTTCTTC
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GGCTTACTCTTGCCAAGTTGGAGTTGCCTAACTTCCAAGAGGGTATTTGCTCTTTTTTTT
TTCTCACTCCACAAACTCTTCCCAGGTAGTTCAGTCCACTCCCATCTACCAGTCACTATA
CGCCGATGAATGCCAATATTATTATTTCCAGCTTAGACATTGTTCTTGGATTGCAGATG
TGAGGTTTGACTTGTTTACTAGACATTGCTGGCTGAGGATCCCTAGCATAACATGGCCC
AAATTCAATTTATTTCCAAAGCTGTCTCATCTCCTTTGTTCTCTGTAATGATGTTGCTAT
CCATTCGATCAACATACTCAGAAATATCACCCCCTCCTTCCTTCTTCCAAGATAAGTGA
GTTGCTCACGACATGATCATGTTTTGGCAGTGTACTCTGTCCATTCCCATCACTTAGTAA
GAATCATCTAGGTTATGCTGAAGTATGAAGTTAATCTCCAAATTTCTCTGGCTCAGTAC
AGAAAAAGTCCATTTCTCCCTTCTGCAATGCACCCAATGCAGGTCTGCAGGGTCTCTGC
TGTGCGTTGTCCCTCAGGGACTCAGGCTGAAGAGGCCCCCTTGTCTTATCTGGCCACCT
CCTCTGCACATGGCTCAGGATTTTCCAGGCAAGGGGTTGAGCAGAGGCTTTTCAGTGCT
GGGCCTGGATGTGACATAAGATGCTTCTGCTCACAGCCTTGTGGTCAGAACAAGTCAC
ATCATCCCTCCTACTTGCAGGGGTGCTGGGCAGCGTAGTCATCCACAGATCAGGAGAG
GGAGCAGAGGCAGGTGTTCCCGGGCTGCAGCGATCTCCACTGCACTGCTGTGGGCTGA
ACTGTGCCCTCCACCCCACCAAGCTTATATGCTGCCAGCCTCACCCTCCACACCTTAGA
ATGTGGCTGTATCTCGACATAGGGTCCTTACAGAGGTAGTTAAGTTAAAGCAGGGTCA
TTAGGGTGGGCCCTAAGGTACTCTGACTGGTGTTTTTATGAGAAGAGGAGATTAGGAC
TTACAGGGAGAGACACTAGGTATGTGAGCACACAGAGAAAAGACCATGTGAAGACGA
GAAGAAGGCAACTGTCTCCAATCCAGACGGAGATGCCAGGCACAGCCCTTCTGTCACA
ACCCTCAGAAGGAACCAACCCTGCCGACACCTTGGCCTTGTACTTCTGGCCTCCAGAAC
CGCAGGAAAGTACATTTCTGTTGCTTAGGCCGCTCAGCCTGTGGCACTTTGTTACAGCT
TCTCACCCAGTTCAGGCCCTTTTAATTGATTGCTGGGCCTTTGCAGTTGTTTTTGCTTCT
AATATATTCATCTCTCAATTTATTTCTGGAGGCTGCCACCCGAGGGGCAGAACTTCAAT
TGTGTCCCTAATGGGAAACCTTGCTGGGATCATGTGGTCTACAGCACAAGGTTGCTAAA
GCATCTTCTGCCAGAATTCTGTGAGTATCTGGTTAGGTGGGTCTGGAATATACTGAGTT
TAAAAAAGTTAAATAGGTTTCTTTACTGCAAGATGTTTCAGAGACTTTAATATGCTACT
CTGCTGTATGAATCTCCAGGCAGGAAATCTTATAAAATGTGTTTCTGAAATGCGAGCTC
GGATCCAC
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lincRNA-RP11400K9.4 Regulates Cell Survival
and Migration of Breast Cancer Cells
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Abstract. Background/Aim: Several works in the past decades
pointed out the key role of long imergenic non-coding RNA
{lincRNA) in breast cancer development. Here in we report for
first time the importance of deregulation of lineRNA RPI11-
JO0K9 4 in breast cancer cells which played a role in cell
survival and migration. Materials and Methods: After RP11-
40K9 4 silencing by short hairpin RNAs or overexpression by
GeneBlocks, real-time quantitative polvmerase chain reaction
{RT-PCR), microarray, migration, proliferation and viabiliry
assay were performed. Resulis: RP1-400K9 4 expression was
mainly in the evioplasmic fraction in 2D culure. Overexpression
of RP11-400K9 4 led to a reduction of migration by MCF-7 and
MDA-MB-368 cells and an increase in cellular survival afrer
UV-C radiation. Bioinformatic analyses highlighted irradiation-
induced DNA damage, DNA repair and cell-cvele pathways as
the mainly affected by RP1I-400K9 4. Furthermore RI-PCR
assay demonstrated the overexpression of baculoviral IAP repeat
comtaining 3 (BIRC3) a known oncogene thar promotes
radiotherapy resistance through the nuclear factor kappa B
{NFxB) pathway. Conclusion: RP1{-400K9 4 participates in the
modulation of migration and survival processes probably via the
BIRC3INFxB pathway.

Breast cancer is a worldwide health problem, representing
the most common life-threatening malignant neoplasm in
women and the second cause of death associated with cancer
(1). In the case of Mexico, breast cancer is also the most
common type in women, and its mortality has been
increasing in recent years; this tendency is expected to
continue in the coming years (2).

This article is freely accessible online.

Correspondence to: Vilma Maldonado. Ph.D, Epigenetics Laboratory,
National Institute of Genomic Medicine, México City, México. Tel:
452 5553501900, e-mail: vmaldonado® inmegen gob mx

Key Words: Breast cancer, lincRNA-RP11400K9 4, cell survival,
migration, BIRC3.
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The cancer cell phenotype is a dynamic state in which
cells modify distinctive and complementary capabilities such
as proliferation, evasion of cell growth signals, sensitivity to
death via different external and internal stimuli, migration
and invasion (3).

Resistance to death constitutes a genuine hallmark of
cancer and is a major obstacle in the treatment of cancer. The
sensitivity of a cell to death from external and internal
stimuli depends on specific molecules and transduction
pathways regulated at the translational and post-translational
levels. The inhibitors of apoptosis (IAP) are a family of
functionally and structurally related proteins that serve as
endogenous inhibitors of programmed cell death and play a
very important role in cancer cells obtaining resistance to
death (4). A common feature of IAPs is the presence of a
baculovirus AP repeat (BIR), a 70 amino acid domain, in
one to three copies which function mainly by mediating
protein—protein interactions (5). This family comprises
BIRCI (NAIP). BIRC2 (clAP1), BIRC3 (cIAP2), BIRC4
(xIAF), BIRCS (survivin) and BIRC6.

BIRC3 can directly bind to caspases 3. 7, and 9 to inhibit
their activation (6). This protein has also been implicated in
the activation of several signal transduction pathways
associated with malignancy (7). BIRC3 was found to be up-
regulated in breast cancer cells stimulated with interleukin-1f,
and this change is associated with resistance to doxorubicin,
whereas silencing of BIRC3 reduced the viability of cells after
exposure to the drug (8). BIRC3 plays also an important role
in regulating the nuclear factor-xB (NF-kB) signaling pathway,
which is involved in the development of cancer (9). Recently,
it was shown that this protein can be associated with non-
coding RNAs: binding of miR-/24 1o BIRC3 inhibited the
proliferation and migration of in human hepatocellular
carcinoma (10). Interestingly, in 2019, Jiang e al. reported
that the long non-coding RNA IncRNA-HCPS promoted
triple-negative breast cancer progression, regulating BIRC3 by
binding to miR-21%-5p (11).

After the discovery of IncRNA in eukaryotic cells in 1986,
work has shown their importance as genetic and epigenetic
regulators in tumor cells and therefore in the acquisition of
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hallmarks or emergent neoplastic characteristics (12, 13).
Various studies have shown a role of IncRNA in the
regulation of migration and death resistance, such as
CCND1-upstream intergenic DNA repair 1 (CUPPID1) and
2. nuclear paraspeckle assembly transcript 1 (NEAT1). and
DNA damage-sensitive RNA1 (DDSE1) (14-17). Recently,
long intergenic non-coding RNA (lincRNA) RP11400k9 4
was pointed out as a possible marker for triple-negative
breast cancer (18-20). In addition, we found that this
lincRNA is associated with deregulation of inhibitor of
nuclear factor kappa B kinase subunit epsilon (IKKe) kinase
and the stem cell phenotype in breast cancer (21). In this
study, we aimed to elucidate the role of this lincRNA in
breast cancer cells.

Materials and Methods

Cell culrure. Cells lines MCF-7, T47D, ZR751, MDA-MB-361,
MDA-MB-453, MDA-MB-468, MDA-MB-231_, SKBR3, HS578T
and BT-20 were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) and maintained at 37°C
with 5% of CO, in Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM),
Eagle’s minimum essential medium (EMEM) or Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) medium with fetal bovine serum (FBES)
at 5-15%. according to recommendations from the ATCC.

Cellular transfection. To generate cell lines that stably overexpress
lincRNA RP11-400k9 .4, MCF-7 and MDA-MB-468 cells were
transfected with 7.5 ml of lipofectamine and 3 pg of the pcDNA3 1
vector containing the complete cDNA of the lincRNA GB400
(GeneBlock for RP11-400k9 4) (gBlocks ®Gene fragments, IDT,
Newark, NJ, USA), As wansfection control, we used the same
vector with a Luciferase insert. These cells were selected with 600
and 800 pgfml of 418 Geneticin (Thermo Fisher Scientific, CDMX,
México) respectively. For the loss-of-function experiments, two
short hairpin RNAs (shENAs) were designated with the software
RNAi Tool (Clontech, Takara, CA, USA). The oligonucleotides with
the sequence of shRNA or a Luciferase sequence were inserted in
the pSiren RO vector (Clontech) and 3 pg of vector and 7.5 ml
lipofectamine were used for the transfection. Cells were selected

with 400 ng/m] puromycin (GIBCO, Gaithersburg, MD, USA).

Quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). Trizol
reagent was employed for total ENA isolation of transfected cells. 1
pz of RNA previously treated with DNAse was used for
retrotranscription with High Capacity ¢cDNA Reversion Transcription
kit (Thermo Fisher Scientific, Franklin Lakes, MA, USA). cDNA (50
ng) was mixed with 7 pl of Sybr Select Master Mix (Thermo Fisher
Scientific) and 0.24 mM of cach primer Supplementary Table [
(huttps=ffwww dropboccom/shizB 2pwrywvwiw THAADPvyvenQTLEP:
xFjuyvS5G0bafSuplementary % 20table% 20Ldocx 2dl=0), and the
assays were performed uwsing a QuantStudio 7 Flex Real Time PCR
system. Data were analyzed with QuantStudio Real-Time PCR
software (Thermo Fisher Scientific, Franklin Lakes, MA, USA)
according to the 2-34CT method (22).

Cellular fractionarion. Muclear and cytoplasmic fractions of MCEF-
7 cells were obtained with PARIS kit (Thermo Fisher Scientific)
according to the manufacturer instructions. Total RNA and protein
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from both fractions were extracted. The purity of the fractions was
corroborated with RMNA electrophoresis. The protein fraction was
separated with sodium dodecyl sulfate-polyvacrylamide gel and
transferred to a polyvinylidene fluoride membrane. Finally, the
membrane was incubated with antibodies toward tubulin and AMC
lamin {ab15246. ab224816: Abcam. Cambridge. UK) for
cytoplasmic and nuclear fractions, respectively.

Extraction of total RNA. MCF-T and MDA-MB-468 cells were lysed
with | ml Trizol reagent, 200 pl chloroform was added and was then
vortexed, after centrifuging at 8000 » g for 12 min. The agueous phase
was transferred to a fresh tube and was mixed with 0.5 ml isopropyl
alcohol and then the bottom was recuperated by centrifugation at
10,000 » g for 10 min and dissolved with 40 pl of water.

RNA microarray and pathway analysis. The quality of wotal RNA was
evaluated wsing an Agilent RNA Bioanalyrer and only RNA of
samples with RNA integrity number (RIN) of 9 or higher were used.
Three independent samples of MCFF7 cells overexpressing lincRMNA
RP11-400K9 4 and three of cells transfected with control luciferase
were treated with DNAse and hybridized to Affymetrix Gen 2.0
Human Gene slides (Thermo Fisher Scientific) on INMEGEN
Microarray Department. Analysis was performed with the
Transcriptome Analysis console (Affymetrix/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Only genes with a fold change threshold of £3
or higher and p=0.05 were considered for analysis with Key Pathway
Advisor software (KPA; Clarivate Analytics, Philadelphia. PA, USA),
METACORET™ (Philadelphia, PA, USA). Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA: httpoffwww broadinstitute org/gsea) was performed
by applying Hallmark and KEGG gene scts downloaded from
MSigDB database. We used default settings and considered a false
discovery rate of <025 as statistically significant (23). Likewise,
REVIGO (24) (htip:ffrevigoarb hr/) and Enriche(25) (https:/famp.
pharm mssm edw/Enrichrf) analyses were performed with default
settings (medium similarity=07 and calculated p-value for Gene
Ontology predicted pathways). This allowed us to obtain a scatterplot
of affected biological processes such as mammary gland development,
apoptosis, iradiation-induced DN A damage. by REVIGO and a table
of main deregulated signaling pathways such as ATR by combining
the BioPlanet 2019, NCI-Nature 2006 and WikiPathways 2019 Human
databases using Enrichr software

Multicellnlar spheroid formation. A total of 2x108 MCF-T cells
were cultivated in non-adherent plates with Leibovitz's L-15 media
and incubated with &0 rpm orhital agitation at 37°C. Spheroids were
counted and measured at 21 days and finally disaggregated with
trypsin. Total RNA was isolated as described above.

Migration assay. MCF-T and MDA-MB-368 cells were seeded at
3105 om inserts of transwell plates (Comning, NY, USA) without fetal
bovine serum (FBS) overmight. The medium was replaced by fresh
medium after 12 hours and medium with 1005% FBS was placed on the
bottom wells. After 24 hours, the cells were fixed with 4%
paraformaldehyde and stained with Gentian violet at 1046, Finally. the
insert membranes were allowed to dry and the cells that had migrated
across the membrane were counted with a stereoscopic microscope and
amalyzed using Imagel software (hitps:ifimage] nib_gov/fijfindex himl).
Proliferation assay. MCF-7 cells were seeded 3x10% on each well
of a 96-well plate (Coming). DMEM with 5% FBES was added and
the cells maintained at standard temperature and CO, conditions.
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Table 1. Top 10 deregulared RNAs after forced overexpression of lineRNA-RP K9 4 in MCF-7 cells.

jin] Gene Faold change
TFI44L Interferon induced protein 44-like 39
IFIT1 Interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1 Tl
OART -5-Oligoadenylate synthetase 2 62
IFIT3 Interferon-induced protein with tetrainicopeptide repeats 3 48
IF144 Interferon induced protein 44 47
HLA-DEA Major histocompatibility complex . class I, DR alpha 43
Ccp Ceruloplasmin 33
P13 Peptidase inhibitor 3 30
DDX&0 DExDVH-box helicase 60 7
CASP14 Caspase 14 26
HMCNI1 Hemicentin 1 -8
HISTIHIB HL.5 Linker histone. cluster member —&
LINCDDOS2 Long intergenic non-protein coding RNA 52 -6
DKK1 Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1 —&
HEY2 Hes-related family BHLH transcription factor with YRPW motif 2 -5
HISTIHZBM HIE Clustered histone 14 =5
PEGID Paternally expressed 10 =5
MCMI10 Minichromosome maintenance 10 replication initiation factor =5
FAMIIIB Family with sequence similarity 111 member B -5
SCIN Scinderin —4

The cells were then exposed to 3-(4 5-dimethylthiazol-2-y1)-2 5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) reagent (Promega. Madison.
WI, USA) for 30 minutes in the dark and the dye solubilized for 1
hour. The dye concentration was measured at 0, 24 48, 72_ 96, 120
and 144 hours using a Beckman DTX 880 spectrophotometer
(Beckman, Indianapolis, IN, USA) at a wavelength of 595 nm.

Viakility assay. MCF-T cells transfected with Luc, shRNAIL,
shRNAZ2 and GB400 were irmdiated with UV light at 254 nm for 3
minutes before seeding at 1 5x10%/well in three wells of a 96-well
plate (Corming). After 24 h, the cells were stamned with MTT
{Promega) reagent and absorbance at 595 nm measured.

Sraristical analysis. Statistical analysis was performed with Graph Pad
Prism 6 software {San Diego, CA, USA). We considered a minimum
p-value of (05 and used one- and two-tatled ANOVA test and Student
t-test to determine significant differences between groups.

Results

LineRNA-RP 40069 4 general features. lincRNA-RP11400k9 4
(ENSGOO00D023TR0T(RP11-400K9.4), ENSTO0 000426023.1
(RP11-400K94-001), IncOPRK1-3:12) is a long non-coding
RNA of 2387 base pairs, intergenic, with two exons (Exonl:
154435880-54436491, Exon 2: 254427731-54429514), located
on chromosome 8, at 54,427 731-54 436,491 (Supplementary
Figure 1A; hitps:/fwww.dropbox comysh/z82pwriywvwiw THAA
BVYldla_Psqbj-SL6z AHXFa/Supplemmentary%20figuret
201 pdf?dl=0). It has been shown that lincRNA-RP11400k9 4 is
expressed in four normal tissues/cell lines: Heart, testes, ovary
and prostate; and in five types of cancer: Invasive breast
carcinoma. lung squamous cell carcinoma and low grade glioma
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(http:/fannolnc.cbi.pku.edu.cn/status. jsptid=3D3C6210-
200201084703)  (Supplementary  Figure 1B and C
https:/fwaw dropbox com/shiz82pwnywvwwiifAABVYIdla_P
sgbj-SLoz AHXFa/Supplemmentary % 20figure % 201 pdf?di=0).

To determine the subcellular distribution of lineRNA-
RP11400k9 4, cellular cytoplasmatic and nuclear fractions of
MCEF-7 cells were obtained and its levels were determined by
RT-PCR in each fraction. As shown in Figure 1A, lincRNA-
RP11400kY 4 was found at highest levels in the cytoplasmatic
fraction. This result is coincident with the data on the
IncATLAS database (https:/fIncatlas crg.ew/) (Figure 1B).

To determine if lincRNA-RP11400k9 4 was characteristic
of one of the breast cancer subtypes, expression analysis was
performed on 10 cell lines. We found that the expression was
not associated with the hormonal receptor status, subtype,
claudin level or doubling time (Supplementary Table II;
https:/fwww.dropbox com/shiz82pwriywvwjwTHAAAxgWg
8nE155BEeNodGKWR%a/Supplementary%20Tablas%2011.d
ocxdl=0). Interestingly, we found an inverse correlation
between invasive capacity and level of lincRNA-
RP11400k9 4. The lowest levels of expression were found in
the MDA-MB-361 and HS578T and MDA231 cell lines,
which have a high invasive capacity, whereas the highest
levels were found in the MDA-MB-453, T47D and MCF-7
cell lines, which have lower invasive capacity (Figure 1C).

Comprehensive  transcriptional  analysis — of  MCF-7
overexpressing lineRNA-RPH200k94. In a previous study we
observed a decrease in the level of several IncRNAs, including
lincRNA-RP11400k9 4, in MCF-7 cells which had acquired a
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Figure 1. Subcellular localization of long intergenic non-coding RPI1-0400k9.4 (lincRNARP11-400k9 4). A: Subcellular distribution of lincRNA
RP11-400k9 4 in MCF-7 cells. B: Data of the IncATLAS database of subcellular relative expression of lineRNA RP11-400k9 4 and metastasis-
associated lung adenocarcinoma transcript 1 (MALATI ) as positive control of the analysis in MCF-7 and several other cell lines. C: Expression of
lincRNA in a panel of 10 cell lines. All data are shown as the mean with 2SEM from three independent experiments. Student’s 1-test was performed
to evaluate differences. ****Significantly different at p=0000] .

71



Ferndndez-Rojas ef al: Role of lincRNA-RP11400K9 4 in Breast Cancer

>
w

MCF-7 MCF-7
g 1.5 1 = 1 g 1.57
§ ootoT 5 104
0 b
@ 0.005 -] 0.5 4
2 H
g ®
& 0.000- ¢ 0o
Monolayer Spheroids NC shRNA1 shRNA2
C MCF-7 D MDA-MB-468
E 100 - . i . % 1.5 = =
3 ) R I
4wl = !
E 104 s
‘i [
n s
g &
s %7 S
LS s
. 2. 3
& o
0 .
NC GB400 NC shRNA1 shRNA2
E
o MDA-MB-468
(5] =
a . LLL L
S 36
5
w274
2
o
5 18
2
g 94
€
0

NC GB400

Figure 2. Long intergenic non-coding RPI-040089 4 (lincRNARP 11-40069 4 ) expression in MCF-7 cells. A: Relative expression of lincRNARP11-
FOND 4 in MCF-7 cells growing in 30 {spheroids) in comparison fo monolayer cultures. B: Underexpression of lineRNARP 11-40009 4 using fwo
short hairpin RNA (shRNAs) in MCF-7 cells. C: hverexpression of incRNARPIT-4008% unsing GeneBlock for RPI-400k9.4 (GBSO00) in MCF-7
cells. I: Underexpression of lincRNARP I 4009 4 using two shRNAx in MDA-MB-468 cells. E: (hverexpression of incRNARPIT-400&9 using
GeneBlock for RP11-400K9 4 (GRFOO) in MDA-MB-468 cells. All data are show ax the mean with *SEM from three independent experiments.
Student's t-test was performed fo evaluare differences. Significantly different ar: **p=0.01 and ****p=0 (N} .
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Figure 3. Impact of long intergenic non-coding RP11-0400k9 4 (lincRNARP 11-400k9 4) overexpression in MCF-7 cells. A: Hearmap of transcripts
altered by lincRNARP11-400k9 4 overexpression. B: mRNAs deregulated in MCF-7 cells with lincRP11-900k 9 4 overexpression. C: Microarray
expression data validation of 15 genes by real-time polymerase chain reaction. LINCOO052: Long intergenic non-protein coding RNA 52;: HMCN1:
hemicentin 1; HEY2: Hes-related family BHLH rranscription factor with YRPW motif 2; DKK1: Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1;
PEGI0: paternally expressed 10; DIAPH3: diaphanous-related formin 3; SERP3: Serpine 3; IkBa: NFKB Inhibitor alpha; SP100: speckled 100
kDa; PI3: peptidase inhibitor 3; IFIT3: interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3; DDX60: DExD/H-box helicase 60; IFIT1:
interferon-induced protein with 1etratricopeptide repeats 1; IFIT44L: interferon-induced protein 44-like; BIRC3: baculoviral IAP repeat containing
3. Data shown are the mean = SEM from three independent experiments. Two-way ANOVA was performed to evaluate the significance of microarray
vs. real time polymerase chain reaction data: Significantly different at: *p=0.05, **p=0.01, ***p=0.001, and ****p=0000].

stem-like phenotype after IKKe was overexpressed (21). It is
well known that three-dimensional (3D) MCF-7 culture
(spheroids) mimic the main features of human solid tumors
including migration. invasion. proliferation. stemness features,
and an increase of IKKe level (21). We evaluated the expression
of lincRNA-RP11400k9 4 in 3D cultures. As shown in Figure
2A. we found a lower expression of lincRNA-RP11400k9.4 in
spheroids when compared to cells cultured in monolayers.

To deepen the understanding of the role of lincRNA-
RP11400k9 4 in breast cancer we performed loss- and gain-

774

73

of-function experiments by over- and underexpressing
lincRNA-RP11400k9 4 in MCF-7 and MDA-MB-468 cells
by transfecting two shRNAs (Figure 2B and D) or a plasmid
with the lincRNA-RP11400k9 4 gene (Figure 2C and E): in
both cases we used transfected cells with a control vector to
compare the effects.

Firstly, we performed whole-genome expression analysis
using MCF-7 cells with overexpression of lincRNA-
RP11400k9 4 versus luciferase expression. The validation of
data obtained with the microarray analysis was performed using
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RT-PCR (Figure 3). As shown in Figure 3B, 710 transcripts
were deregulated: Levels of 398 increased and 312 decreased.
using a fold change of 2 or more and p<0.05 as threshold. Table
I shows the top 10 altered RNAs. In order to delve into the
expression changes mediated by lincRNA-RP11400k9 4, we

carried out a network analysis using the KPA, Metacore,
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Enrichr, GSEA and REVIGO tools. We found that the main
altered processes were related to DNA repair mechanisms,
including DNA damage by UV radiation (Figure 4).

To corroborate the role of lincRNA-RP11400k9 4 in DNA
repair mechanisms, and in particular DNA damage induced
by UV radiation, we exposed MCF-7 and MDA-MB 468
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cells with dysregulated lincRNA-RP11400k9 4 levels to UV
light (254 nm) for 3 min. Twenty-four hours later, cellular
viability was measured. As shown in Figure 5A, cells with
lincRNA-RP11400k9 4 knockdown were more sensitive to
UV radiation exposure and, as expected, cells with lincRNA-
RP11400k9 4 overexpression presented higher cellular
survival after UV radiation. Since UV light induces
apoptosis, we analyzed the RNA data for differentially
expressed genes associated with this process. Interestingly.
we found that BIRC3, BCL2 apoptosis regulator-like protein
11 (BIM) and survivin (BIRCS) were dysregulated by
lincRNA-RP11400k9 4 overexpression. We then measured
RIRC3 and BIRCS expression using RT-PCR and found that
the expression of both genes was increased (Figure 5B). It is
important to note that in the microarray data only BIRC3
expression increased whereas that of BIRCS decreased.
perhaps due to the presence of multple functional isoform
of this proteins with different regulatory patterns.

Since it has been reported that BIRC3 increases resistance
to cell death but at the same time inhibits migration and
proliferation. we evaluated the migratory capacity of these
cells by transwell assay. As shown in Figure 6, both MCF-7
and MDA-MB-468 cells with knockdown of lincRNA-
RP11400k9 4 expression presented a migration increase. As
expected. overexpression of lincRNA-RP11400k% 4
produced a reduction in the migration of MCE-T cells
(Figure 6A-D). Finally, we measured the proliferative
capacity using transfected MCF-7 and MDA-MB-468 cells.
As shown in Figure 6E, changes in the level of lincRNA-
RP11400k9 4 did not affect the proliferation of these cells.

Discussion

Cancer consists of at least 100 diseases shaped by an
uncontrolled cell growth. Breast cancer in particular,
represent the third cause of Mexican cancer-associated
deaths for women of 30 years and older and has maintain
this status over the past 8 years (1, 26).

Twenty-four years ago, with the discovery of the first
IncRNA in eukaryotic cells and their important role in cellular
physiology, a new paradigm was established and more
recently, this paradigm has extended to carcinogenesis.
Recently, Mathias er al. found that some IncRNAs are
potential markers of breast cancer subtypes (18). More
interesting. Su er al. performed bioinformatical analyses on
658 ductal carcinomas and found several IncRNAs to be
differentially expressed between breast cancer subtypes,
lincRNA-RP11400k9.4 being one of the RNAs associated
with human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-
overexpressing subtype (19). HER2-overexpressing tumors
are characterized by their aggressiveness and short survival
time for their carrier. This observation was similar to that of
Van Grembergen ef al. in a 995 patient cohort where
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lincRNA-RP11400k9 4 was also overexpressed in the HER2
subtype (20). We did not find a clear correlation between the
level of lincRNA-RP11400kY 4 and HER2-positive status in
a panel of breast cancer cell lines. A higher level of this
lincRNA was found in the MDA-MB-453 cell line. which is
HER2-positive, whereas a lower level was found in MDA-
MB-361 cells, which are also HER2-positive. In addition, the
T47D cell line, which is negative for HER2 showed high
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levels of lincRNA-RP11400k9 4. These results indicate that
alternative pathways may be involved in regulating lincRNA-
RP11400k% 4 expression.

LincRNA-RP11400k9 4 was found to be mainly located in
the cytoplastic compartment and was dysregulated in 3D breast
cancer cultures and in breast cancer cells that overexpress IKKe.
When lincRNA-RP11400k9 4 was overexpressed in breast
cancer cells., a relatively large number of RNAs were
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deregulated. Network analyses with data from dysregulated
RNAs suggested that lincRNA-RP11400k9 4 may be associated
with the ability of cells to survive when exposed w UV
radiation. These results were validated with in vitre loss- and
gain-of-function approach assays. As expected. overexpression
of lincRNA-RP11400k9 4 resulted in a decrease in cell death
cansed by UV exposure and a decrease in migration but no
changes in cell proliferation. BIRC3, a protein that is a member
of the NFkappa-B survival pathway, was deregulated in cells
that overexpressed lincRNA-RP11400k9 4.

BIRC3 participates in non-canonical nuclear factor kappa
B (NFxB) pathway activation. The activation of NFxB is a
commonly observed phenomenon in  breast cancer,
facilitating the development of a hormone-independent,
invasive, high-grade and late-stage tumor phenotype (27).
Activated NFkB is associated with resistance to
chemaotherapy, radiotherapy and endocrine therapy (28).

BIRCs are able to abrogate death-inducing signals. by direct
inhibition of caspases and modulation on NFkB (16). Aberrant
BIRC3 expression has been found in a several human cancer
types. Dierlamm er al. found that the fusion BIRC3-mucosa-
associated lymphoid tissue lymphoma protein in lymphoma
conferred resistance to apoptosis (29). Yuan er al. reported that
the BIRC3 enhanced resistance to apoptosis in HPV16EG/ET-
immortalized human oral keratinocytes (30). There are reports
that point to the role of BIRC3 in the regulation of UV-induced
apoptosis: Ismail and Bateman reported that BIRC3 is
regulated by T-box transcription factor 2 in SW13 cells and
increased resistance to apoptotic stimuli including UV-radiation
(31} and it has been reported that BIRC3 was overexpressed in
UV- irradiated hepatocytes (32). BIRC3 might mediate the
effect of lincRNA-RP11400k% 4.lincRN. perhaps operating
downstream of NFkB and be partly responsible for its effects.
Further experiments are needed to address this.

Conclusion

LincRNA-EP11400k9.4 is an intergenic non-coding RNA,
expressed in the cytoplasm of breast cancer cells, which
regulates the sensitivity to death after exposure to UV
radiation. This lincRNA also inhibits cell migration, although
not proliferation in these cells. Its effects may be mediated
by BIRC3, a member of the family of IAPs that is regulated
by NFxB.
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