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Resumen

El cdncer de mama triple negativo (TNBC) presenta el peor prondéstico respecto a subtipos luminales y
se caracteriza por la expresion negativa de los receptores hormonales para estrégenos, progesterona y
HER? lo cual dificulta la implementacién de una terapia dirigida. A pesar de esta limitante, es comtn
el uso de quimioterapia, cirugfa y radioterapia para mejorar el pronéstico de las pacientes, sin
embargo, no todos responden a este tipo de tratamientos debido a mecanismos de resistencia como la
reparacién de DNA que disminuyen la eficacia terapéutica. Dentro de los mecanismos de reparacién,
la recombinacién homéloga es uno de los mecanismos de resistencia en céncer, la activacién de este
tipo de reparacién disminuye la efectividad de tratamientos quimioterapéuticos y de radioterapia. Este
sistema de reparacién de doble cadena puede ser regulado por la expresién de RNAs largos no
codificantes (IncRNAs), moléculas de RNA de cadena sencilla incapaces de traducir protefnas y que
pueden generar interacciones complejas. En cdncer existe un perfil aberrante en la expresién de
IncRNAs que favorecen el desarrollo y progresién de la enfermedad. Un IncRNA con gran potencial
de estudio es el IncRNA ANRIL sobreexpresado en diversos tipos de cdncer en los que regula el
mecanismo de reparacién por recombinacién homéloga como osteosarcoma y cdncer de pulmén. A
pesar de la sobreexpresién de ANVRI/L en TNBC, actualmente no existen estudios que describan la
participacién de ANRIL sobre la regulacién de la reparacién por recombinacién homéloga por lo cual
en este proyecto evaluamos la relacién de la expresién de ANVRIL y la activacién de la reparacién por
recombinacién homéloga en TNBC. Se evalué la expresién basal de ANR/L en dos lineas de TNBC:
MDA-MB-231 y BT-20, posteriormente se manipulé la expresién de ANR/L, aumentando la expresién
en MDA-MB-231 y disminuyéndola en BT-20. Para medir la reparacién por recombinacién homéloga
en ambas lineas de TNBC se disefié y construyé un sistema reportero de recombinacién homéloga
basado en la expresién de la luciferasa, denominado “R-LuxHR”. Ambas lineas de TNBC mostraron
la sobreexpresién del IncRNA respecto a la linea no tumoral MCFI0A. La transfeccién de
pcDNA_3.1+ANRIL y shRNAs aumentaron y disminuyeron la expresién de ANRIL en MDA-
MB-231 y BT-20 respectivamente. En los ensayos de reparacién, la transfeccién de R-LuxHR en
MDA-MB-231 y BT-20 con expresién basal de ANR/L mostré que BT-20 tiene una mayor activacién
en el mecanismo de reparacién por recombinacién homdéloga respecto a MDA-MB-231. La
cotransfeccién de R-LuxHR en MDA-MB-231 con el aumento de expresién de ANR/L y en BT-20 con
la disminucién de la expresién del IncRNA, aumenta y disminuye respectivamente, la tasa de
reparacién por recombinacién homéloga en TNBC. La expresién del IncRNA ANR/L podria modular

la reparacién por recombinacién homéloga en lineas celulares derivadas de TNBC.



Abstract

Triple negative breast cancer (TNBC) has the worst prognosis compared to luminal subtypes and is
characterized by the absence of hormonal receptors to estrogen, progesterone and HER2, which limits
the implementation of targeted therapies. Despite this limitation, chemotherapy, surgery and
radiotherapy are commonly used to improve the prognosis of patients. However, not everyone
responds to these treatments due to resistance mechanisms that decrease therapeutic efficiency. DNA
repair through homologous recombination is a mechanism of resistance in cancer, the activation of this
kind of repair decreases the efficiency of chemotherapy and radiotherapy. This double strand DINA
repair mechanism can be regulated by long non coding RNAs (IncRNAs), single strand RNA
molecules that do not encode proteins generating complex interactions. Cancer has IncRNA aberrant
expression profiles that improve disease development and progression. A IncRNA with promising
potential is ANRIL, it is upregulated in many types of cancer and regulates the homologous
recombination repair in osteosarcoma and lung cancer. Despite reported ANRI/L upregulation in
TNBC, at the moment there are no studies describing ANR/Ls function over homologous
recombination repair regulation in this type of cancer. In this project we evaluated ANRIL expression
and its relationship to homologous recombination repair activation in TNBC. ANR/L basal expression
was evaluated in two TNBC cell lines: MDA-MB-231 and BT-20. Subsequently ANR/L expression
was manipulated, over-expressing it in MDA-MB-231 cells and decreasing it in BT-20 cells. To
measure homologous recombination repair in both TNBC cell lines, an homologous recombination
reporter system based in luciferase expression gene called “R-LuxHR” was designed and constructed.
Both TNBC cell lines showed ANRIL upregulation compared to MCF10A. The pcDNA_3.1+ANRIL
and shRNAs transfection overexpressed and decreased ANRIL expression in MDA-MB-231 and
BT-20 respectively. In the DNA repair assays, R-LuxHR transfection in MDA-MB-231 and BT-20
with basal ANRIL expression showed that BT-20 cells had a higher homologous recombination repair
activation than in MDA-MB-231. The R-LuxHR cotransfection with increased ANRI/L expression in
MDA-MB-231 and with decreased ANRIL expression in BT-20 increased and decreased the
homologous recombination rate in each TNBC-derived line, respectively. The IncRNA ANRIL

expression could modulate homologous recombination repair in TNBC-derived cell lines.



Introduccion

» Cancer y Hallmarks

El cdncer es una enfermedad genética multifactorial (Hanahan & Weinberg 2011) caracterizada por la
proliferacién celular descontrolada (Spiegel, 2007) que es desencadenada por alteraciones genéticas y
epigenéticas que dan como resultado la inactivacién de genes supresores tumorales que favorecen la

activacién de oncogenes, afectando la homeostasis celular para promover el desarrollo y progresién de

la enfermedad (Vogelstein & Kinzler, 2004; Hanahan & Weinberg 2011).

Las células cancerosas se caracterizan por diversos “hallmarks” que le confieren la capacidad de
generar y desarrollar un tumor maligno. Entre esas caracterfsticas se encuentran: mantener la
sefializacién proliferativa, evasién de supresores de crecimiento, evasién de la destruccién inmune,
inmortalidad replicativa, promocién de inflamacién tumoral, invasién y metdstasis, induccién de la
vasculatura, inestabilidad genémica y mutaciones, resistencia a la muerte celular, desregulacién del
metabolismo, reprogramacién epigenética no mutacional, microbiomas polimérficos, desbloqueo de la

plasticidad fenotipica y senescencia celular (Fig.1) (Hanahan, 2022).
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Figura 1. Hallmarks del céncer. A) Caracteristicas de las células tumorales: Evasién de supresores de
crecimiento (Evading growth ouppressors), Evasién de la destruccién inmune (Avoiding immune destruction),
Habilitacién de la inmortalidad replicativa (Enrabling replicative immortality), Promocién de inflamacién tumoral
(Tumor-promoting inflammation), Activacién de invasién y metéstasis (Activating invasion and metastasis), Induccién
o acceso de vasculatura (Inducing or accessing vasculature), Inestabilidad genémica y mutaciones (Genome instability
and mutation), Resistencia a la muerte celular (Reswting cell death), Desregulacién del metabolismo celular
(Deregulating cellular metabolism) y Mantenimiento de la sefializacién proliferativa (Sustaining proliferative signaling)
B) Hallmarks emergentes: Desbloqueo de la plasticidad fenotipica (Unlocking phenotypic plasticity) y Células
senescentes (Senescent cells). Caracteristicas habilitadas: Reprogramacién epigenética no mutacional

(Nonmutational epigenetic reprogramming) y Microbiomas polimérficos (Polymorphic microbiomes) (Hanahan, 2022).



® Céancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea multifactorial asociada a factores genéticos y no
genéticos que facilitan la proliferacién de las células y el desarrollo neoplésico (Bianchini et al., 2016;
Meyer et al 2020). El avance de la enfermedad comienza en las células epiteliales (basales o luminales)
de los ductos lobulares de la mama (Perou et al., 2000). Actualmente, el cincer de mama es la
enfermedad con mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial en mujeres seguido del cdncer de
colon, pulmén, cérvix, tiroides, estémago, ovario, higado y linfoma no Hodgkin (Fig. 2) (Sung et al.,

2021).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, worldwide, females, all ages
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Figura 2. Incidencia y mortalidad del cdncer a nivel mundial. Céncer de mama como la principal enfermedad
con los valores més altos de incidencia y mortandad en mujeres respecto al c4dncer de colon, pulmén, cérvix,

tiroides, endometrial, estémago, ovario, higado y linfoma No-Hodgkin (Sung et al., 2021).

Aproximadamente el 10% de los diversos tipos de cdncer de mama se deben a causas genéticas o
relacionadas con la historia familiar. Las mutaciones en este tipo de cdncer afectan principalmente a los
genes supresores tumorales BRCA/ y BRCA2 (Chen & Parmigiani, 2007; Kuchenbaecker et al., 2017;
Loibl et al., 2021) ademds, existe la posibilidad de la alteracién en otros genes de predisposicién a
cdncer de mama como: PALB2, ATM, CHEK2, RAD51C, RAD51D, BARDI y TP55 (Xia et al., 2006;
Graffeo et al., 2022).

A nivel molecular, el cdncer de mama se clasifica en 4 subtipos dependiendo de la expresién (+) o
ausencia (-) de receptores de estrégeno (ER), receptor de progesterona (PR) y receptor 2 del factor de
crecimiento epidermal 2 (HER2) en: Luminal A (ER-, PR- HER2+), Luminal B (ER+, PR+/-,
HER2+), HER2 enriquecido (ER-, PR-, HER2+) y Triple negativo/Basal-like (ER-, PR-, HER2-)
(Llombart-Cussac et al., 2017).



@ Céncer de mama triple negativo

El cdncer de mama triple negativo (TNBC) es una enfermedad heterogénea que representa del 10 al
20% de todos los casos diagnosticados de cédncer de mama, es un carcinoma de alto grado (rdpida
capacidad proliferativa) con gran inestabilidad genémica y altos niveles de heterogeneidad intra e
intertumoral (Geyer et al., 2017; Bai et al., 2021; Zagami & Carey, 2022). Se caracteriza por la
ausencia de la expresién de receptores hormonales (ER-, PR-, HER2-), mayor metéstasis (puede
dirigirse al cerebro y pulmones) y recurrencia, baja supervivencia, mayor agresividad (biolégica del
TNBC) y una peor prognosis respecto a subtipos luminales, estas caracteristicas pueden ser resultado

de la existencia de una mayor inestabilidad cromosémica en la células de TNBC (Carter et al., 2006;

Kumar & Aggarwal, 2015; Lehmann et al., 2016; Zagami & Carey, 2022).

El TNBC se subclasifica en 4 tipos basado en datos genémicos y moleculares: Basal-Like 1 (BL1)
presenta una expresién elevada de genes asociados al ciclo celular y de respuesta de dafio a DNA;
Basal-Like 2 (BL2) se favorece la sefalizacién de factores de crecimiento; Mesenquimal (M), existe la
activacién de vias asociadas a la transicién epitelio mesénquima y factores de crecimiento como las vias
PISK y JAK que favorecen la metéstasis; Receptor de andrégenos luminal (LAR), tiene una alta

expresién de receptores de andrégenos y un alto grado metabélico de esta hormona (Fig. 3) (Lehmann

et al., 2016; da Silva et al., 2020; Bai et al., 2021).

TNBCtype-4

LAR

Figura 3. Disposicién de la subclasificacién de TNBC. BL1 (Baval-Like 1)35%, BL2 (Basal-Like 2) 22%, M
(Mesenchymal) 25%, LAR (Luminal Androgen Receptor) 16%, sin clasificacién 2% (Lehmann et al., 2016).

Esta subclasificacién junto a procesos biolégicos que se activan especificamente en cada subtipo de
TNBC puede ser empleada para detectar marcadores moleculares y mejorar las terapias empleadas, ya
que actualmente, las opciones de tratamiento son limitadas agravado la prognosis de los pacientes (da
Silva et al., 2020; Zagami & Carey, 2022). Por consiguiente, el uso de biopsias y clasificarlas de
acuerdo a datos moleculares debe ser rutinario en la clinica para aumentar la precisién del diagnéstico

en los pacientes.



® Tratamiento para TNBC

Las opciones terapéuticas para mejorar la prognosis de los pacientes con TNBC son limitadas, no
obstante, el uso de estrategias como la cirugfa combinada con quimioterapia citotéxica o radioterapia
se han implementado en la clinica como tratamientos rutinarios para aumentar la supervivencia de los

pacientes, sin embargo, atin con el uso de este tipo de estrategias un tratamiento eficaz contra el TNBC

es impreciso (Fig. 4) (Wahba & El-Hadaad, 2015; Zagami & Carey, 2022).
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Figura 4. Opciones de tratamiento en TNBC temprano y metastdsico. A) Opciones de tratamiento para
TNBC temprano. En el tratamiento neoadyuvante son empleadas la quimioterapia e inmunoterapia
posteriormente puede ser empleada la cirugfa y finalizar con tratamientos adyuvantes como la quimioterapia,
radioterapia e inmunoterapia, los inhibidores de PARP son empleados cuando existen mutaciones en genes
BRCAI/2 (*). B) Opciones de tratamiento para TNBC metastdsico. Las estrategias de tratamiento en rojo se
emplean actualmente en la clfnica mientras que las estrategias de tratamiento en color azul representan formas
terapéuticas que pueden desarrollarse en la clinica. ADC (Antibody Drug Conjugate), HRD (Homologous
recombination deficiency), PARP1 (Poly-ADP Ribose Polymeravse inbibitors), AR (Androgen Receptor) (Zagami & Carey,
2022).



El uso cirugfa de manera aislada, en especifico la terapia conservatoria de seno como terapia local,
podria ser una opcién para mejorar la prognosis de las pacientes debido a que el tumor en estadio
temprano se observa como una masa monofocal con margenes definidos en la imagen de resonancia
magnética que facilitan la diseccién del tumor, sin embargo, estudios han mostrado que en TNBC
existe una alta recurrencia local respecto a tumores positivos para receptores hormonales empleando
esta estrategia y esta recurrencia asociarse a que el TNBC se caracteriza por tener mayor riesgo de

metéstasis temprana respecto a tumores luminales lo que limita atin mds las opciones terapéuticas

(Yagata et al., 2011; He et al., 2021).

La radioterapia es una estrategia terapéutica que utiliza la induccién de radiacién ionizante (IR, por
sus siglas en inglés) e.g. rayos X, rayos gamma, particulas 0 y [, iones de carbono, haces de protones,
neutrones y electrones (Giulietti, 2017; Malouff et al., 2020) que favorecen la erradicacién del cancer.
Esta estrategia puede afectar directa o indirectamente a las células transformadas para mejorar el
diagnéstico de los pacientes: de manera directa provoca diversos dafios en el DNA como roturas de
cadena sencilla (Single Strand Break, SSB) y de doble cadena (Double Strand Break, DSB) aumentando la
inestabilidad genémica para promover la apoptosis celular; de manera indirecta, las células son
expuestas a grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno (Reactive oxygen spectes, ROS) que son
producidas por la exposicién entre la IR y el agua para formar diversas lesiones en el DNA,
modificacién de protefnas y lipidos para provocar la muerte celular programada (Lomax et al., 2013;

Hatzi et al., 2015; Sridharan et al., 2015).

Por tltimo, dentro de estas estrategias, la quimioterapia citotéxica se ha utilizado en etapas tempranas
como avanzadas de la enfermedad de forma neoadyuvante y adyuvante como primer linea de
tratamiento (Bianchini et al., 2016; Lehmann et al., 2016) mostrando una respuesta favorable respecto
a otros subtipos de cédncer de mama (Carey et al., 2007) disminuyendo la recurrencia, progresién,
mortalidad de los pacientes y mejorando la supervivencia libre de eventos (Event-free survival, EFS) y de
supervivencia global (Overall survival, OS) (Huang et al., 2020). Los agentes quimioterapéuticos
empleados para el tratamiento del cdncer presentan diferentes mecanismos de accién que permiten la
erradicacién de las células e.g. los agentes alquilantes, promueven aductos en el DNA afectando la

proliferacién de las células o el uso de inhibidores de topoisomerasas, provocando alteraciones en el

DNA que generan SSBs y DSBs en la biomolécula (Tsang & Tse, 2023).

Actualmente, en pacientes que han sido diagnosticados con TNBC, se ha implementado el uso de
antraciclinas como la doxorubicina y taxanos como paclitaxel administrados de manera neoadyuvante
y adyuvante como parte de la estrategia sistémica. El uso de paclitaxel unido a Albumina (nab-
paclitaxel) junto con un agente a base de platino (carboplatino) mejora la supervivencia libre de
progresién (Progression-free survival, PFS) y la tasa de supervivencia (OS) en TNBC metastésico. La
administracién de antraciclinas ha mostrado tener un alto grado de respuesta no obstante, esta terapia

se asocla con mayor recurrencia, cardiotoxicidad, mielotoxicidad, alopecia, nausea, vomito y baja

supervivencia (Yardley et al., 2018; Chowdhury et al., 2021; Sarno et al., 2023).

El uso de la quimioterapia en TNBC tiene un alto grado de sensibilidad que mejora la supervivencia de
los pacientes, no obstante, la respuesta del tumor a este tipo de terapia es variable mostrando un alto

grado de recurrencia y muerte por la adquisicién de mecanismos de resistencia en el tumor que



promueven el desarrollo y evolucién de la enfermedad (Tsang & Tse, 2023). Se estima que cerca del
50% de los pacientes desarrollardn recurrencia en los primeros 3 afios y alrededor del 37% fallecerdn
dentro de los primeros 5 afios posterior a terapias como cirugfa y quimioterapia (Lee et al., 2020; Yin
et al, 2020). Debido a la compleja heterogeneidad en TNBC, la comprensién y correcta
subclasificacién molecular es necesaria para mejorar la efectividad de diversas estrategias terapéuticas
incluida la quimioterapia (Lehmann et al., 2011).

@ Resistencia a estrategias terapéuticas

Existen diversos mecanismos en TNBC que favorecen la resistencia a estrategias terapéuticas
empleadas en la clinica y que comprometen el pronéstico de las pacientes. En la quimioterapia, la
generacién de quimioresistencia puede estar mediada por la activacién de transportadores de eflujo, en
especifico el casette de transportadores de unién a ATP (A7P Binding Cavssette, ABC) tiene la capacidad
de utilizar ATP para expulsar diversos sustratos y fairmacos fuera de la célula e impedir que ejerzan su
mecanismo de accién (Sharom, 2007; Sissung et al., 2010). En TNBC es conocido que existe una
expresién aberrante de diversos transportadores como ABCCIl, ABCG2 y ABCCII respecto a
subtipos luminales, y contribuyen a la quimioresistencia (Yamada et al., 2013; Xu et al., 2017a).

Un mecanismo de resistencia a terapias est4d dado en funcién de las células troncales cancerosas (Cancer
atem cells), estds células tienen la propiedad de diferenciarse en diversos linajes celulares y poseen una
capacidad autorenovatoria y proliferativa (stemness) generando un enriquecimiento de estas células,
que tienen funciones cruciales en la tumorogénesis que impulsan la capacidad metast4sica e invasiva en
TNBC. Actualmente, estrategias terapéuticas como la quimioterapia no estdn dirigidas especificamente
a inhibir este tipo de células lo que aumenta el riesgo de recurrencia tumoral, quimioresistencia, peor
prognosis y evolucién tumoral (He et al., 2021; Tsang & Tse, 2023).

La reparacién de DNA es otro de los mecanismos altamente relacionados con la resistencia a
quimioterapia y radioterapia. En las células cancerosas, su activacién es crucial para mantener el
desarrollo transformante y disminuir la efectividad de terapias a base de energfa ionizante y formacos
alquilantes. En la reparacién de DNA, la expresién de HMGHT (Ob-Methylguanine-DNA
Methyltransferase) permite transferir grupos alquilo de la guanina en la posicién O¢ al sitio activo de
la metil tranferasa, evitando la generacién de aductos en la biomolécula para disminuir la agregacién

de grupos alquilo y potenciar la quimioresistencia (Fumagalli et al., 2012; Raguz et al., 2013; Bai et al.,
2021).



» Reparacién de DNA en cdncer

La respuesta a dafio a DNA (DNA Damage Response, DDR) es un proceso fundamental para mantener
la integridad genémica y supervivencia celular, este mecanismo es desencadenado por la deteccién de
una o multiples lesiones en el DNA que modifican la secuencia, distorsionan y alteran su estructura
ocasionados por agentes exégenos y endégenos, activando vias de sefializacién para la reparacién en
una o ambas cadenas de DNA. Los factores exégenos que promueven roturas en el DNA son: luz UV,
radiacién ionizante, rayos X y agentes quimioterapéuticos mientras que los factores endégenos se
componen de: ROS, errores en la replicacién, hidrdlisis, oxidacién y alquilacién (Hakem, 2008;

Blackford & Jackson, 2017; Li et al., 2021).

Los diversos tipos de lesiones que distorsionan y modifican al DNA se componen por: roturas de
cadena sencilla de DNA (Single Strand Break, SSB), roturas de doble cadena de DNA (Double Strand
Break, DSB), entrecruzamiento DNA-proteina (DNA Protein Crosslink, DPC), aductos, apareamiento
erréneo de bases y desaminaciones (Perry & Ghosal, 2022). Estas lesiones, pueden modificar
aleatoriamente la secuencia de nucleétidos asocidndose con la inactivacién y funcionamiento erréneo
de las protefnas codificadas afectando la homeostasis de la célula y promoviendo la inestabilidad

genémica, factor que aumenta el desarrollo y progresién de enfermedades como el cancer (Hakem,

2008; Alhmoud et al., 2020).

Las vias de la DDR empleadas por células normales dependiendo del tipo de lesién en el DNA son:
reparacién por escisién de bases (Bave FExciwion Repair, BER), reparacién por apareamiento erréneo
(Mistmach Repair, MMR) y reparacién por escisién de nucleétido (Nucleotide Excision Repair, NER) para
mutaciones, aductos y SSBs; reparacién por unién de extremos no homdlogos (Non Homologouws End
Joining, NHEJ) y reparacién por recombinacién homéloga (Homologouws Recombination, HR) para DSBs
(Fig. 5). La activacién de las vias de respuesta de dafio a DNA son empleadas por células cancerosas
para aumentar la supervivencia, favorecer el desarrollo tumoral y limitar la eficiencia de estrategias

terapéuticas adquiriendo mecanismos de resistencia que empeoran el pronostico de los pacientes

(Huang et al., 2022; Gillespie et al., 2023; Moon et al., 2023).

@ Reparacién por escisién de bases

BER se activa por lesiones como SSB, oxidacién de bases y sitios apurinicos/apirimidicos (AP). Las
enzimas clave que participan en este mecanismo son: DNA glicosilasa, endonucleasa AP, DNA
polimerasa y DNA ligasa. El mecanismo BER comienza con la ruptura o escisién de la base que ha
sido daflada por medio de una DNA glicosilasa generando un sitio AP, posteriormente, la enzima APE
detecta y corta en el sitio AP para generar extremos 3'OH y 5’ deoxiribofosfato (dRP).
Subsecuentemente, la DNA polimerasa B sintetiza la base o bases removidas y rompe el extremo dRP
para producir un extremo 5’ fosfato que serd ligado mediante una DNA ligasa, (Fig. 5) (Hegde, Hazra
& Mitra, 2008).



® Reparacién por apareamiento erréneo

MMR permite reparar la unién errénea entre nucléotidos generada por errores en procesos biolégicos
como la replicacién del DNA durante la mitosis celular y la recombinacién genética, para evitar la
adquisicién y acumulacién de mutaciones. Las enzimas esenciales en este sistema son: MSH2, MSHS,
EXOI1, RPA, PCNA, DNA polimerasa 8§ y DNA ligasa 1. La identificacién de la alteracién inicia por
el complejo MSH2-MSHS6 reconociendo uniones incorrectas base-base y errores de 1 a 2 nucleétidos,
subsecuentemente, MLH]1 heterodimeriza con la enzima PMS2 y PCNA con MSH2/MLHI1/MSH6/
MSHS3, se recluta EXO1 con actividad exonucleasa 5-3" 3’-5" y genera un corte en la regién de la
lesién, RPA protege las cadenas sencillas de DINA expuestas y la DINA Pol § sintetiza y completa el
gap generado, finalmente la DNA ligasa I une cada nucleétido sintetizado (Fig. 5) (Lyer et al., 2006;
Li, 2007).

@® Reparacién por escisién de nucleétido

NER es empleada principalmente para reparar lesiones generadas por luz UV como dimeros de timina
asf{ como aquellas generadas por mutdgenos quimicos que modifican significativamente la estructura
helicoidal del DNA. Las enzimas que modulan la via global (Global Genome NER, GG-NER)
comprenden: XPC-RAD23B, TFIIH, XPA, RPA, XPG, XPF-ERCCIl, RFC, PCNA, DNA
polimerasa 8 o € y DNA ligasa I. El sistema de reparacién se inicia por la deteccién de la distorsién
mediante el complejo XPC-RAD23B, posteriormente es reclutado TFIIH y junto con XPG forman un
complejo para desencadenar la funcién de helicasa para separar la cadena doble del DNA y exponer el
sitio de dafio, la subunidad XPD de TFIIH junto con XPA detectan la lesién mientras RPA protege las
hebras que no presentan alteracién y se recluta XPF-ERCCI que genera una incisién 6" adyacente a la
lesién, se activa XPG y promueve un corte en la hebra 3" a la lesién permitiendo disectar la regién
dafiada con un rango de 22 a 30 nucleétidos de longitud, posteriormente PCNA reconoce la escisién y
recluta a la DNA polimerasa & para la sintesis de nucleétidos y reconstituir el gap generado, finalmente
la DNA ligasa I completa la ligacién entre nucleétidos. Esta via tiene una modalidad acoplada a la
transcripcién (Zranvcription-Coupled NER, TC-NER), detecta lesiones en la cadena codificante de los
genes transcritos por la RNA polimerasa 11 (RNA Polymerase 11, RNAPII). Las enzimas especificas de
este sistema son: CSA/CSB con capacidad para desplazar a la RNAPII y favorecer el reconocimiento
del dafio por TFIIH para resolver la reparacién del DNA similar a GG-NER (Fig. 5) (Shuck, Short &
Turchi, 2008; Dexheimer, 2013; Marteijin et al., 2014).
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Figura 5. Mecanismos de reparacién del DNA. Mecanismos de reparacién asociados a lesiones en una cadena
de DNA: reparacién por escisién de bases (Base Excision Repair, BER), reparacién por apareamiento erréneo
(Mismatch Repair, MMR) y reparacién por escisién de nucleétido (Nucleotide Exocision Repair, NER). Reparacién
por lesiones de doble cadena (Double Strand Break Repair): reparacién por unién de extremos no homélogos (Non
Homologous End Joining, NHEJ) y reparacién por recombinacién homéloga (Homologows Recombonation, HR). La
activacién de los mecanismos de reparacién son el resultado de la exposicién del DNA a factores exégenos y
endégenos: ROS, Rayos X (X-rays), Agentes alquilantes (Alkylating agents), Reacciones espontdneas (Spontaneous
reactions), Errores en la replicacién (Replication errors), Luz UV (UV light), Hidrocarburos aroméaticos policiclicos

(Polyeyclic aromatic hydrocarbons), Agentes anti tumorales (Anti-tumor agents) (Dexheimer, 2013).

@ Reparacién por unién de extremos no homdlogos

La NHEJ repara eventos de roturas de doble cadena (DSB) de DNA, se encuentra activo en todas las
fases del ciclo celular no obstante y ejerce su funcién principalmente en fase G1. La NHEJ favorece la
ligacién de extremos romos (Blunt ends) de las DSB en el DNA de manera independiente a una
secuencia homéloga para lograr la reparacién de la biomolécula mediante la cinética acelerada del

mecanismo, manteniendo la estabilidad genética (Ceccaldi et al., 2016; Sishe & Davis, 2017; Huang et
al., 2022).

Este mecanismo es conocido por ocasionar errores en la reparacién generando mutaciones al ligar
directamente las secuencias de DINA, sin embargo, es un sistema efectivo y versétil en los eventos de
reparacién de doble cadena (Bétermier et al., 2014; Blackford & Jackson, 2017) por lo cual, la célula
emplea este mecanismo en la mayorfa de los casos para mantener la integridad genémica en la célula
normal y la supervivencia como la progresién del cdncer mediante la inestabilidad genémica (Parrella
et al.,, 2006; Groelly et al., 2022). Las enzimas clave del sistema de reparacién son: KU70/KUS0,
DNA-PKcs y DNA ligasa IV (Ceccaldi et al., 2016). Como primer paso, Ku70/Ku80 reconocen y se
unen a la DSB del DNA y posteriormente reclutan a la enzima DNA-PKcs para generar el complejo
DNA-PK con actividad cinasa permitiendo la autofosforilacién. Los complejos que catalizan el
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procesamiento de los extremos terminales del DINA son los factores: Artemis, DNA polimerasa p y

DNA polimerasa A. Finalmente el complejo encargado de ligar ambos extremos del DNA es llevado a

cabo por DNA ligasa IV/XRCCA/XLF (Fig. 6) (Sishc & Davis, 2017; Zhao et al., 2020).

@® Reparacién por recombinacién homéloga

La HR es un mecanismo conservado e imprescindible para mantener la estabilidad, integridad y
duplicacién genémica en las células, este sistema repara la secuencia del DNA de manera precisa a su
estado basal (Wyman et al, 2004; Lord & Ashworth., 2016). La HR se encuentra activa
principalmente en las fases S/G2 del ciclo celular y se caracteriza por utilizar una cadena homéloga o

molde como referencia para reparar DBS del DNA manteniendo la integridad de la secuencia

(Thompson & Schild, 2001; Spies et al., 2021).

Las enzimas que participan en este mecanismo son: MRE11-RAD50-NBS1 (forman el complejo
MRN), CtIP, EXOI1, RPA, BRCA1, PALB2, BRCA2 y RADS51. La reparacién por HR se inicia
cuando el complejo MRN detecta la lesién de doble cadena y es reclutado CtIP para iniciar un proceso
llamado reseccién dejando expuestas cadenas sencillas con extremos 3’ de la doble cadena de DINA (sf
la reseccién es més extensa se requieren nucleasas como BLM, DNA2 y EXOI). Subsecuentemente,
RPA cubre las cadenas sencillas para estabilizar la lesién evitando la generacién de estructuras
secundarias. El complejo conformado por BRCA1, BRCA2 y PALB2 facilitan el desplazamiento de
RPA por RADS51 que genera filamentos nucleoproteicos para comenzar la invasién de cadenas usando

como secuencia molde una crométida hermana y reparar la lesién sin la alteracién de la secuencia (Fig.

6) (Dueva & Iliakis, 2020; Groelly et al., 2022).

@ Reparacién por alineamiento de cadena sencilla y Unién de extremos
alternativos

La reparacién por alineamiento de cadena sencilla (Single strand annealing, SSA) se activa cuando la
reseccién de la doble cadena de DNA es muy extensa lo que permite que RADS52 se localice en el sitio
de dafio favoreciendo la alineacién de secuencias homélogas en cada una de las cadena sencillas 3’ flap
de DNA expuestas que serdn reconocidas por ERCCI1 y XPF, la resolucién de la reparacién es
procesada por LIGl. La activacién del sistema de reparacién por unién de extremos alternativos
(Alternative end joining, alt-EJ) comienza si la reseccién ocasionada en el DNA tiene una longitud
reducida, lo que permite que la lesién sea reconocida por la DNA polimerasa 6 (POLQ) causando la

alineacién de las pequefias secuencias expuestas por la reseccién, sintesis de nucleétidos y la

subsecuente ligacién de los 4cidos mediante LIG1/LIG3 (Fig. 6) (Groelly et al., 2022).
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de la reseccién de ambos extremos en las cadenas de DNA procesadas (Groelly et al., 2022).
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» Los ncRNAs regulan la reparacién de DNA en cdncer

® RNAs no codificantes como elementos reguladores

Los RNAs no codificantes (Non-coding RNAs, ncRINAs) son moléculas de RNA que no codifican para
protefnas y representan méas del 90% de los RNAs transcritos mientras que los RNAs que codifican
proteinas constituyen el 2% de moléculas transcritas. Los ncRNAs regulan diversos procesos como la
expresién génica, reclutamiento de diferentes proteinas y funciones biolégicas a nivel transcripcional y

post transcripcional tanto en células normales como en el proceso de transformacién neoplésica (Yang
et al., 2016; Slack & Chinnaiyan, 2019; Wang et al., 2019; Latronico & Silveira., 2019; Winkle et al.,
2021).

Los ncRNAs pueden ser clasificados de acuerdo a su tamafio y funcién en: microRNAs (miRNAs), vmall
PIWI-interacting RNAs (piRNAs), vmall nuclear RNAs (snoRNAs), transfer RNAs (tRNAs), ribosomal
RNAs (rRNAs), vmall interfering RNAs (siRNAs), circular RNAs (circRNAs) y long non coding RNAs
(IncRNAs) (Vishnubalaji et al., 2020; Shaath et al., 2022). Los dos tipos de ncRNAs que han sido més
estudiados por su funcién en miiltiples procesos biolégicos comprenden a miRNAs, transcritos
pequefios de ~22 nucleétidos que regulan la expresién de multiples RNAs mediante el acomplamiento
a la regién 3° UTR (3"Untranslated Regions) de los mRNAs y su posterior degradacién o inhibicién del
proceso traduccional y el segundo tipo més estudiado son los IncRNAs (Esquela-Kerscher & Slack,
2006; Winkle et al., 2021).

Estos transcritos (miRNAs y IncRNAs) han tenido relevancia clinica debido a que en cdncer presentan
una desregulacién en su perfil de expresién actuando sobre diversos hallmarks del céncer para
favorecer el desarrollo tumoral (Slack & Chinnaiyan, 2019; Winkle et al., 2021). Por ejemplo, en
céncer géstrico, la sobreexpresién del miR-616-3p favorece la angiogénesis, migracién, invasién,
metdstasis y transicién epitelio mesénquima por medio de la subexpresién del gen supresor tumoral
PTEN permitiendo activacién de la via de sefializacién AKT/mTOR (Wu et al., 2018); en céncer de
mama, la sobreexpresién del IncRNA Z/NCO005/1 promueve la proliferacién, migracién e invasién
mediante la inhibicién por complementariedad del m/R-750, activando la transcripcién del oncogén

MMPI5 (Shi et al., 2021).

Los IncRNAs son moléculas complejas de RNA de cadena sencilla de >200 nucleétidos que no
codifican protefnas, estdn involucrados en multiples procesos biolégicos como: regulacién de la
cromatina, regulacién transcripcional, RNA endégeno competitivo (Competitive endogenows RNA,
ceRNA), oplicing, traduccién, degradacién, modificacién del RNA y modificaciones proteicas,
generando interacciones espaciales complejas con RNA, DNA y protefnas (Fig. 7) (Esteller, 2011;
Guttman & Rin, 2012; Cheng et al., 2019; Chen et al., 2021). Sin embargo, atin cuando estas moléculas
no codifican para protefnas, existen IncRNAs que se transcriben para generar micropéptidos

(Anderson et al., 2015).
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Figura 7. Regulacién de procesos biolégicos por IncRNAs. En la célula se generan diversos procesos biolégicos
que son fundamentales para la homeostasis celular como: (i) regulacién de la cromatina, (i) regulacién
transcripcional, (iii) ceRNA, (iv) uplicing, (v) traduccién, (vi) degradacién, (vil) modificacién del RNA y (viii)

modificaciones proteicas, estos procesos son regulados por ncRNAs como los IncRNAs (Cheng et al., 2019).

La mayorfa de los IncRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II (Pol II) mientras que la
transcripcién de otros IncRNAs puede generarse a partir de la RNA polimerasa I (Pol I) y de la RNA
polimerasa III (Pol III). De manera similar a los RNA mensajeros (mnRNAs), varios IncRNAs sufren
procesos para la estabilizacién molecular como la adicién de una 7-metil guanosina (m’g) en la regién
5, poliadenilacién en la regién 3’ y eventos de uplicing generados por el spliceosoma, no obstante,
algunos IncRNAs no son procesados con m’g y cola de poli-A (Yin et al., 2012; Wu et al., 2016;
Klingerberg et al., 2017; Wu et al., 2017; Statello et al., 2020; Mattick et al., 2023).

Los IncRNAs pueden clasificarse de acuerdo a su biogénesis y ubicacién gendémica en: sentido,
moléculas que se transcriben en la misma direccién que los genes codificantes adyacentes, estas
moléculas pueden tener uno o diversos exones y pueden sobreponerse directamente con las regiones
codificantes; antisentido, su transcripcién se genera en direccién opuesta a los genes codificantes
adyacentes y pueden tener una o varias regiones exdnicas; intrénicos, IncRNAs generados de las
regiones no codificantes (intrones) de los genes que traducen proteinas, estds moléculas no contienen
exones y pueden ser de dos tipos, sentido o antisentido; bidireccionales, IncRNAs que tienen un
origen a partir de la cadena opuesta de los genes codificantes de proteinas y se encuentran alejados ~1
Kb del promotor, sin sobrelapamiento; intergénicos, IncRNAs que se transcriben entre 2 genes

distintos, estas moléculas no se sobrelapan con las secuencias de los genes codificantes (Fig. 8) (Liu et

al., 2015; Dykes & Emanuelis, 2017; Yousefi et al., 2020).
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Figura 8. Clasificacién de IncRNAs. I) IncRNA Sobrelapado (Overlapping lncRNA) A) IncRNA Sentido (Sense
IneRNA) B) IncRNA Intrénico (Sentido) (Intronic lncRNA (Sense) C) IncRNA Intrénico (Anti-sentido) (Zntronic
{neRNA (Anti-Sense) D) IncRNA Anti-sentido (Anti-Sense lncRNA). 1) IncRNA No Sobrelapado (Non-overlapping
lneRNA) E) IncRNA Bidireccional (Bi-Directional lncRNA) F) IncRNA Intergénico (lincRNA). ADN (DNA),

IncRNA, Protefna-gen codificante (Protein-coding gene), Exones (Fxons), Exén (Exon), Gen (Gene). (Yousefi et al.,
2020).

® Funcién de IncRNAs

Debido a la regulacién de la actividad transcripcional y post transcripcional ejercida por la funcién de
IncRNAs en la célula, estos pueden dividirse en 4 categorias: sefial (Signal), IncRNAs que se expresan
en regiones y tiempos especificos en la célula, regulando la expresién de diversos genes rio abajo de
una via de sefalizacién; sefiuelo (Decoy), moléculas que interactian con factores de transcripcién u
otras proteinas, secuestrdndolas del sitio canénico de accién generando una regulacién negativa; guias
(Guides), IncRNAs que pueden unirse directamente a protefnas y factores de transcripcién para
direccionarlas a sitios especificos en una secuencia, modulando la dindmica transcripcional de la
expresién génica, esta regulacién puede llevarse a cabo en cis (genes contiguos) o en trans (genes
distantes); andamios (Scaffolds), IncRNAs que sirven como “plataformas centrales” permitiendo la
unién de protefnas para formar y estabilizar complejos proteicos que participan en diversas vias de

sefializacién, favoreciendo la activacién de diversos procesos biolégicos en la célula (Fig. 9) (Wang &

Chang, 2011; Cheng et al., 2019; Gao et al., 2020; Zhang et al., 2020b).
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Figura 9. Funcién de IncRNAs. En la célula la funcién de IncRNA permite la regulacién de diversos procesos
biolégicos mediante interacciones RNA-DNA, RNA-RNA y RNA-Proteina, estos se clasifican en: Sefial
(Stgnal), Sefiuelo (Decoy), Guia (Guide) y Andamio (Scaffold) (Cheng et al., 2019).

® LncRNAs y asociacién con el cdncer

Al regular multiples procesos bioldgicos en la célula, la expresién aberrante y alteracién de IncRNAs
estd asociada a diversos tipos de enfermedades como: Alzheimer, Parkinson, enfermedades
cardiovasculares y cdncer (Mercer et al, 2009; Gesualdo et al., 2014). En céncer, existe una
desregulacién en la expresién de diversos IncRNAs respecto a células normales, pueden tener la
capacidad de ser supresores tumorales, proto-oncogenes y conductores (Drivers) esenciales en el
proceso de transformacién y desarrollo neopldsico regulando procesos a nivel transcripcional, post-

transcripcional y epigenético (Meng et al., 2014; Huarte, 2015).

La expresién aberrante de diversos IncRNAs en céncer se asocia con la activacién de los “hallmarks”
del cancer. Por ejemplo, el IncRNA GAS5 regula la evasién de supresores de crecimiento, IncRNA
HIFa participa en la angiogénesis, IncRNA #MALATI en la invasién y metdstasis, IncRNA HMEG5
favorece la resistencia apoptética y la sefializacién proliferativa, mientras que IncRNA 7ERC favorece

habilitacién de inmortalidad replicativa entre muchos otros revisados por autores como Gesualdo y

colaboradores (Fig. 10) (Fang & Fullwood, 2016).

17



Enabling
replicative
immortality

Inducing
anglogenesis

=

LncRNAs
Hallmarks
of Cancer

Figura 10. LncRNAs y asociacién con hallmarks del céncer. Diversos IncRNAs participan en las
caracteristicas o hallmarks que definen al cdncer para promover el desarrollo y evolucién de la enfermedad:
Evasién de supresores de crecimiento (Fvading growth osuppressors): ANRIL, lincRNA-p21, GAS5, E2F4-AS;
Induccién de angiogénesis (lnducing angiogenesis): MVIH, aHIF, te-1AS; Activacién de invasién y metéstasis
(Activating tnvasion and metastasis): HULC, Zeb2-NAT, MALATI, HOTAIR, BC200; Resistencia a la muerte celular
(Resisting cell death): bel-2/IgH-AS, MEG5, Wrap55a, PCGEMI; Habilitando inmortalidad replicativa (Enabling
replicative immortality): TERC, TERRA; Manteniendo sefializacién proliferativa (Sustaining proliferative signaling):
IneRNA-HEIH, HINCUT-1, MEG3, SRA, KRASPI (Gesualdo et al., 2014).

Ademés, la expresién aberrante de IncRNAs en cdncer puede regular la activacién de mecanismos de
reparacién de doble cadena como la NHEJ y HR. Por ejemplo, el IncRNA Z/NP!/ con funcién de
andamio estabiliza la protefna Ku80 y complejo DNA-PKc aumentando la activacién de la NHEJ
(Zhang et al., 2016); los IncRNAs CUPID! y CUPIDZ regulan el proceso de reseccién de DNA y son
capaces de reclutar a pRPA y RADS5I en el proceso de la HR (Betts et al., 2017). Por lo cual, la
regulacién de los mecanismos de reparacién por IncRNAs son indispensables para mantener la

integridad genémica en céncer (Statello et al., 2020).
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4 Long non coding RNA ANRIL

CDKN2B-ASI o ANRIL (“Antisense Non coding RNA in the INK4 Locus”) es un RNA largo no
codificante antisentido de 3.8 Kb (Kilobases) localizado en la regién cromosémica 9p21 que se
transcribe en direccién opuesta al gen CDKNZA que codifica para los supresores tumorales p/6 /NKa,
pl4 ARE . CDKN2B que codifica para el supresor p/5/NE%#. Este IncRNA comparte un promotor
bidireccional con el gen p/9 48 debido a que la regién 5’ del primer exén de ANRIL se encuentra
alrededor de 300 pb rio arriba de la regién intergénica (promotor) del marco de lectura abierto (Open
reading frame, ORF) de pl4 ARF. Los genes pl/5NK# vy p]6 INK%a son inhibidores de las cinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) que tienen un papel clave en el arresto del ciclo celular, su expresién
inhibe directamente a las cinasas CDK4/6 evitando la fosforilacién (inactivacién) del supresor tumoral
retinoblastoma (RB), mientras que p/4 48" modula la actividad de p55 mediante la degradacién del
inhibidor /D412 (Fig. 11) (Sato et al., 2010; Pasmant et al., 2011; Kong et al., 2018; Lou et al., 2020).
La sobreexpresién de este IncRNA est4 asociada con el desarrollo de diversas enfermedades como

diabetes tipo 2, enfermedades coronarias y el cdncer (Zhang et al., 2020a).

p14/ARF ANRIL

<€ — n —3
: Bfﬁ"",cen chr.9p21

tel
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~300 pb _

p15/CDKN2B

Figura 11. Cluster pl15/CDKN2B-pl16/CDKN2A-pl4/ARF-ANRIL. Localizacién espacial de la transcripcién
antisentido de ANR/L. Los exones 1 y 2 se comparten entre en IncRNA y p/5VE#, as{ como un promotor
bidireccional para la transcripcién de p/4 4RE y ANRIL (Pasmant et al., 2011).

Al 1gual que la mayorfa de los IncRNAs, ANVRIL se transcribe por la RNA polimerasa 1l generando
multiples isoformas lineares y circulares por medio de oplicing alternativo y back oplicing
respectivamente, a partir de una isoforma lineal de 21 exones se han reportado: 14 isoformas lineares y
10 isoformas circulares. Las isoformas lineares tienen una localizacién nuclear con funciones asociadas
con la regulacién de la expresién génica mientras que las isoformas circulares modulan la actividad
post transcripcional (Kong et al., 2018). La estructura tridimensional de ANR/L es generada por su
conformacién heterogénea de elementos repetitivos LINE (Long Interspaced Nuclear Element) o SINE
(Short Interspaced Nuclear Element) como Alu (Fig. 12) (Burd et al., 2010; Holdt et al., 2016; Bencivenga
et al., 2022).
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Figura 12. Isoformas lineares y circulares de ANRIL. A) Exones de ANRIL B) Isoformas lineares de ANRIL C)
Isoformas circulares de AIVR/L. Ambas isoformas de ANRIL convergen tanto en el nicleo como citoplasma de la

célula, no obstante las isoformas circulares predominan en citoplasma (Sarkar et al., 2017; Kong et al., 2018).

ANRIL tiene formas regulacién en cw y en trans para modular la expresién de diversos genes: en cis, es
capaz de regular la expresién de genes contiguos a su transcripcién como CDKN2A y CDKNZ2B
mediante modificaciones de la cromatina e histonas, en frans, puede regular genes distantes a su
transcripcién y es dependiente de los motivos Alu para llevar a cabo este proceso. Ambas formas de

regulacién requieren la interaccién con el complejo de represién polycomb (Polycomb Represive Complex,
PRC) especificamente los complejos PRC1/PRC2 (Congrains et al., 2012; Holdt et al., 2013; Naemura
et al., 2015).

En células normales que se encuentran en un proceso tardio de la activacién de los mecanismos de
reparacién de DNA la transcripcién de ANRIL es necesaria para la homeostasis celular, proceso
dependiente del factor de transcripcién £2F/ acoplado a la activacién de A7/, para inhibir a los genes
pl4ARE, p]5 INK# v, ] 6 INEa involucrados en el arresto del ciclo celular (Wan et al., 2013).

La expresién exacerbada de ANRIL esta altamente asociada con la adquisicién de diversos hallmarks
del cdncer como la inhibicién apoptética, proliferacién, invasién, migracién y procesos biolégicos
como la autofagia promoviendo el desarrollo neopldsico y empeorando el pronéstico clinico

disminuyendo la tasa de supervivencia (Liu et al., 2022).

20



® ANRILy céancer

Diversos tipos de cdncer como: cdncer de pulmén (Nie et al., 2015), cdncer de ovario (Miao et al.,
2019), céncer cervical (Zhang et al., 2017), cdncer géstrico (Zhang et al., 2014), cdncer de préstata
(Zhao et al., 2018), céncer de vejiga (Zhu et al., 2015) y cdncer de mama (Mehta-Mujoo et al., 2019),
muestran la adquisicién de la sobreexpresién del IncRNA ANR/L lo cual favorece el progreso de la

enfermedad y empeora el diagnéstico clinico (Zhang et al., 2017).

En céncer, ANRIL tiene diversas funciones que promueven el desarrollo de la enfermedad, como la
capacidad de ser: sefiuelo (esponja de miRNAs/ceRNA), interaccionando con miRNAs mediante
complementariedad de secuencias regulando los perfiles de expresién génica; sefial, activando vias de
sefializacién como PIZK/AKT, MAPK y mTOR aumentando la supervivencia celular; andamio,
interaccionado y estabilizando complejos proteicos asociados a la regulacién epigenética como las
subunidades CBX7/PRC1 y SUZ12/PRC2; guia, dirigiendo complejos proteicos a sitios de accién
especificos (Fig. 13) (Lou et al., 2020; Sanchez et al., 2023).

PI3K/Akt, let-7a/TGF-B1/Smad, B-catenin
Notch, mToR pathway, Smad,TGF-B,
Wnt, p38 MAPK pathway

miRNA sponge:let-7a, miR125a,
miR-99a, miR-186, miR-19a, miR-323

\

T g ‘\] 1

[ Decoy ). ( signal
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SUZ12/PCR2 Polycomb group proteins
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Figura 13. Funciones de ANRIL en cancer. ANRIL presenta 4 funciones en conjunto de los IncRNAs: Sefiuelo
(Decoy): Esponja de miRNA (miRNA sponge), Sefial (Signal), Andamio (Scaffold) y Guia (Guide) convirtiendo a

este IncRNA como una molécula altamente compleja en cdncer (Lou et al., 2020).

En céncer géstrico, la expresién de ANR/L aumenta la activacién de la via NF-kB mediante la
interaccién con p65 para facilitar su entrada al ntcleo celular y activar genes asociados a la
proliferacién, metdstasis y supervivencia tumoral (Deng et al., 2019). En cdncer de vejiga, la
sobreexpresién de ANRI/L, promueve la proliferacién celular y resistencia apoptética mediante la
regulacién de la expresién de la protefna antiapoptética Bel-2 (Zhu et al., 2015). En cédncer colorrectal,
la expresién aberrante de ANRIL genera una respuesta quimioresistente al 5-FU (56-fluorouracilo) y

oxaliplatino regulando la expresién del transportador ABCCI (perteneciente a la familia de
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transportadores ABC) mediante la funcién ceRNA (esponja/decoy) de ANRIL sobre el miR Let-7a que
tiene como blanco al gen ABCCI, manteniendo la capacidad proliferativa y migratoria de las células
tumorales (Zhang et al., 2018b). En carcinoma hepatocelular, la sobreexpresién de ANR/L promueve
la invasién, proliferacién y migracién mediante la activacién de las vias de sefializacién NF-kBy Wnt/

B-catenina regulando la expresién del miR-79/ (Huang et al., 2018).

@ Asociacién del IncRNA ANRILy TNBC

En TNBC, Iranpour y colaboradores describieron una firma molecular constituida por 4 IncRNAs
oncogénicos sobreexpresados: ANRASSFI, PTPRG-ASI, SOX20T y ANRIL que pueden favorecer la
tumorigénesis (Iranpour et al., 2016), posteriormente, otra firma molecular fue expuesta a partir del
plasma de pacientes con TNBC constituida por tres IncRNAs sobreexpresados: HIFIA-AS2, UCAI y
ANRIL con capacidad de utilizarse en el diagnéstico clinico para discriminar a pacientes con TNBC y
sanos (Liu et al., 2017). Ambas firmas comparten la sobreexpresién del IncRNA ANR/L en TNBC por

lo que su expresién es de relevancia para este subtipo molecular de cdncer de mama.

Hasta la fecha de redaccién de esta tesis solo existen tres estudios en TNBC que muestran formas de
regulacién del IncRNA ANRI/L para el desarrollo y evolucién tumoral. En TNBC la sobreexpresién de
ANRIL disminuye la expresién del miR-/99a mediante la funcién ceRNA (esponja) del IncRNA,
aumentando la proliferacién e inhibiendo la apoptosis en el proceso carcinogénico (Xu et al., 2017b).
La sobreexpresién de ANR/L en TNBC promueve la proliferacién y migracién celular mediante el
aumento en la expresién de SPC25 (correlacién positiva IncRNA-mRNA) posiblemente interactuando
con protefnas microtubulares del proceso mitético permitiendo el desarrollo del TNBC (Deng et al.,
2022) y por ultimo, la sobreexpresién de ANR/L en TNBC favorece el estado quimioresistente a
doxorubicina por el aumento en la expresién de ZNO! a través de la inhibicién por complementariedad
del miR-125a regulando la actividad glicolitica, aumentando la recurrencia en los pacientes (Ma et al.,
2022). Estos estudios demuestran que el IncRNA ANRIL favorece la evolucién tumoral y podria

emplearse como un biomarcador en el diagnéstico clinico en TNBC.

® ANRIL y la reparacién por recombinacién homdéloga en cdncer

ANRIL es una molécula con funciones diversas y esenciales en la regulacién del ciclo celular, apoptosis
y en el mecanismo de reparacién por recombinacién homéloga. Al igual que en diversos tipos de
cancer, en células de osteosarcoma estd presente la sobreexpresic’)n de ANRIL, esta expresién es
desencadenada por el factor de transcripcién E2F/ a través de la activacién de AT en respuesta de
roturas de doble cadena de DNA ocasionadas por el antibiético tumoral neocarzinostatina, la
induccién de ANRIL contribuye directamente en la reparacién del DNA por el mecanismo de

recombinacién homéloga (Wan et al., 2013; Guan et al., 2018).
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Otro ejemplo es en céncer de pulmén el cual tiene una expresién aberrante (sobreexpresién) de
ANRIL, su induccién es desencadenada en respuesta a la radiacién ionizante aplicada directamente en
la molécula de DNA para generar lesiones de doble cadena. La expresién del IncRNA permite
estabilizar a ATR y facilita la formacién del complejo RAD51/RPA2 componente esencial en la
reparacién por recombinacién homéloga, evitando que las células de cdncer de pulmén sean eliminadas

y desarrollen un perfil radioresistente (Liu et al., 2021).

El TNBC al igual que en células de osteosarcoma y cdncer de pulmén presenta la sobreexpresién del
IncRNA ANRIL que correlaciona con la evolucién y desarrollo de la enfermedad, sin embargo, en
TNBC no se conoce si ANR/L modula la reparacién por recombinacién homéloga que funciona como
un mecanismo de resistencia a la quimioterapia como lo visto en células de osteosarcoma y céncer de

pulmén. Por tanto en este proyecto es de nuestro interés conocer si existe una relacién entre el

IncRNA ANRIL y la HR en TNBC.
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Hipotesis

El IncRNA ANRI/L modula el mecanismo de reparacién por recombinacién homéloga en lineas

celulares derivadas de cdncer de mama triple negativo.

Objetivos
» Objetivo General

Evaluar el efecto del IncRNA ANRIL en la tasa de recombinacién homéloga en lineas celulares

derivadas de cdncer de mama triple negativo.

» Objetivos Particulares

*Disminuir y sobreexpresar el IncRNA ANR/L en lineas celulares BT-20 y MDA-MB-231.
*Generar un sistema reportero de recombinacién homéloga en las lineas celulares de TNBC.

*Analizar la tasa de recombinacién homdloga en las lineas celulares derivadas de TNBC con expresién

diferencial de ANRIL.
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Metodologia

» Cultivo celular

Se utilizé la linea celular no tumoral MCF10A y lineas celulares de cdncer de mama triple negativo
BT-20 y MDA-MB-231 (MDA-231) adquiridas de ATCC (HTB-19 y HTB-26). Las lineas de TNBC
fueron cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM/F12) y suplementadas con 10%
de suero fetal bovino (FBS, Invitrogen) usando una incubadora Thermofisher a 37°C con 5% de COq
con atmésfera himeda. Para los experimentos de expresién endégena de ANR/L, las células BT-20,
MDA-231 y MCF10A fueron sembradas en cajas p100 con una confluencia minima del 80%. Para los
experimentos de subexpresién y sobreexpresién de ANVRIL en BT-20 y MDA-231 respectivamente, se
utilizaron placas de 6 pozos con 400,000 células por pozo; En el ensayo de HR en ambas lineas

celulares, se usaron placas de 6 pozos con 500,000 células por pozo, en ambos casos, suplementado con

2ml de medio DMEM/F12 + 10% de FBS.
» Pldsmidos

Los vectores empleados fueron: pcDNA_3.1 (Control negativo) (Thermofisher), ligado a una
secuencia aleatoria con funcién de verambled; pcDNA_3.1+ANRIL (Thermofisher) para sobreexpresar
al IncRNA, contiene la secuencia (3829 pb) del IncRNA ANR/L (la isoforma principal); pSilencer 2.1-
U6 neo (Control negativo) (Ambion), presenta una secuencia aleatoria de 60 pb con funcién de
serambled; pSilencer+shRINA1 y pSilencer+shRINA2, cada vector contiene una secuencia de 60pb para
disminuir la expresién de ANRIL (Xu et al., 2017b); IScel-GR-RFP (Addgene #17654), codifica para
la meganucleasa ISce-I; pMIR-report (Ambion), codifica para la enzima luciferasa de luciérnaga, en
adelante solo llamada luciferasa; pLucA3BORE, contiene una secuencia que trunca el ORF de la
luciferasa; pLucAS5ORE, presenta una delecién en el ORF de la luciferasa que impide su transcripcién
y pGLA (Promega #E6651), codifica para la luciferasa de Renilla y se emplea para normalizar la

emisién de luz de la luciferasa.
» Transfecciones

Para sobreexpresar a ANR/L en MDA-231 se utilizaron 500 ng del vector pcDNA_3.1+ANRIL y para
subexpresar a ANRIL en BT-20 se utilizaron 3 pg de pSilencer+shRNA1/2 (1.5 pg de shRNA1+ 1.5 pg
de shRNA2) (Tabla 1), las transfecciones se realizaron por 24hrs. Se utilizaron 4 pL de Lipofectamina
3000 por cada pg de DNA en las transfecciones y se siguieron las instrucciones del fabricante
(Thermofisher). (Tranfecciones de 0 a 1 pg de DNA se utilizé6 4 pL. de Lipofectamina 3000 y
transfecciones >1 pg de DNA se utilizaron 4 pL de Lipofectamina 3000 por cada pg de DNA)

siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermofisher).

Para los ensayos de reparacién, los controles de la HR en ambas lineas celulares fueron transfectados
individualmente: 300 ng de pLucA3ORF + 2 ng de pGLA, 3 pg de pLucAS50ORF + 2 ng de pGLA4, 500
ng de IScel-GR-RFP + 2 ng de pGLA y 300 ng de pMIR-report + 2 ng de pGLA por 24 hrs.
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Primer Secuencia

shRNA-1 Forward (Fw) 5-GATCCGCAAATTGGTACAAACCAATTTTCAAGAGAAATTGGTTTGTACCAATTTGCTTTA-3”

shRNA-1 Reverse (Rv) 6-AGCTAAAGCAAATTGGTACAAACCAATTTCTCTTGAAAATTGGTTTGTACCAATTTGCG-3”
shRNA-2 Forward (Fw) 5-GATCCCCAATCAACGGAGCCAAGCTTTTCAAGAGAAAGCTTGGCTCCGTTGATTGGTTTA-3

shRNA-2 Reverse (Rv) 5-AGCTAAACCAATCAACGGAGCCAAGCTTTCTCTTGAAAAGCTTGGCTCCGTTGATTGGG-3’

Tabla 1. Secuencia de shRNAs para reprimir la expresién de ANR/L en BT-20.

Para medir la HR con expresién endégena de ANRIL en las dos lineas celulares, se realizé una
transfeccién reversa con 500 ng de IScel-GR-RFP, 24hr después se realizé una cotransfeccién de los
pldsmidos en conjunto: pLucASORF+pLucASORF+ pGLA (Masa total: 3302 ng) por 24 hrs.

La medicién de HR con la manipulacién de la expresién de ANRIL se hizo de la siguiente forma: Para
MDA-231, se realizé una transfeccién reversa con 500 ng de IScel-GR-RFP por 24 hrs y una
cotransfeccién con los pldsmidos pLucABORF+pLucAS5ORF+ pcDNA_3.1+ANRIL +pGILA4 (cantidad
total de DNA: 3802 ng) por 24 hrs. Para BT-20, se hizo una transfeccién reversa con 500 ng de IScel-
GR-RFP por 24 hrs y una cotransfeccién con los pldsmidos pLucA3ORF+pLucA50RF+
pSilencer+shRNA-1/2 +pGLA4 (cantidad total de DNA: 6302 ng). Para las transfecciones se utilizaron
4 pL de Lipofectamina 3000 por cada pg de DNA, y se siguieron las instrucciones del fabricante

(Thermofisher). Las cantidades de pSilencer se estandarizé previamente en el grupo de trabajo.

» Aislamiento de RNA, transcripcién reversa y PCR cuantitativa en tiempo real

(qPCR)

El RNA total fue aislado de células MCF10A, BT-20 y MDA-231 sembradas en cajas p100 o en placas
de 6 pozos para la manipulacién de la expresién de ANRIL. Se utilizé el reactivo con
TRizol®(Invitrogen) usando las siguientes cantidades: Cajas pl100, Trizol: 1 ml, cloroformo: 500 ul,
isopropanol 100%: 1 ml, Etanol 75%: 1 ml y la pastilla de RNA fue resuspendida en 34 pl de H:OQ
(agua miliQ). Placas de 6 pozos; Trizol: 250 pl, cloroformo: 50 pl, Isopropanol 100%: 125 nl, Etanol
75%: 250 pl y la pastilla de RNA se resuspendié en 34 pl de HoOQ, la cuantificacién se realizé en un

espectrofotémetro Epoch (Biotek Instruments).

26



Para la sintesis de cDNA, se utilizé 1 pg de RNA de la linea no tumoral como de lineas TNBC con
expresién basal, sobreexpresién y subexpresién de ANVRIL, empleando el kit High-Capacity (Applied
Biosystems) en un termociclador Verti (Applied Biosystems). Las condiciones de la reaccién se
muestran en la Fig. 14. El nivel de expresién basal, la sobreexpresién y subexpresién de ANRIL se
evaluaron por qPCR usando el kit TB Green Advantage qPCR Premix (Takara) y las condiciones de
la Fig. 15 con el termociclador QIAquant 96 5plex (Qiagen). Los niveles de expresién de ANRIL
fueron normalizados con el gen constitutivo ACTINA usando el método 2-A4Ct (Livak & Schmittgen,
2001). Las secuencia de los primers de ANRIL/ACTINA para la qPCR se muestran en la Tabla 2 y las

condiciones para evaluar la especificidad se muestran en la Fig. 16.
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Figura 15. Condiciones de qPCR para medir la expresién de ANR/L/ACTINA.
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Primer Secuencia Tamafio de amplicén

ANRIL Fw 5 ACACACATCAAAGGAGAATTTT 3’ 167 pb
ANRIL Rv 5 CCGTCTCTACTGTTACCTC 3
ACTINA Fw 5 CTCACCCTGAAGTACCCCATC 3’ 230 pb

ACTINA Rv 5" GATAGCACAGCCTGGATAGCAA 3’

Tabla 2. Primers de ANRIL y ACTINA para PCR punto final y qPCR.
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Figura 16. Condiciones de PCR para amplificar ANR/L y ACTINA.

» Ensayo de recombinacién homéloga mediante luciferasa
A. Construccién del sistema de recombinacién homéloga (R-LuxHR)

El sistema reportero R-LuxHR se compone de tres vectores, dos de ellos derivados de pMIR-report.
El primero, pLucA50RE, tiene funcién de secuencia donadora y el segundo, pLucA3ORF incorpora
dos sitios de corte para la meganucleasa I-Scel en el extremo 3’ del marco abierto de lectura (ORF) de
la luciferasa que interrumpen la codificacién del gen. El tercer vector del sistema, IScel-GR-RFP,

codifica para la meganucleasa I-Scel que generard roturas de doble cadena de DNA especificamente

en el ORF de la luciferasa presente en pLucA30ORF.

Para la construccién del vector pLucA5ORE, se linealizaron 2 pg de pMIR-report con la enzima de
restriccién EcoRI. Este vector digerido se visualizé en un gel de agarosa al 0.8%, se purificé mediante
el kit PureLink “Quick Gel Extraction Kit” (Invitrogen) y se cuantificé con un Epoch (BioTek
Instruments). Posteriormente, se re-ligaron 100 ng de pldsmido linealizado con la enzima DNA T4

ligasa.
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Para la construccién del vector pLucA3BOREF se linealizaron y purificaron 2 pg de pMIR-report con las
enzimas HindIII/EcoRV, posteriormente se ligé una secuencia Linker (Tabla 3) al pMIR-report
linealizado para eliminar un sitio de restriccién de EcoRV y obtener el vector “pMIR-AEcoRV”. Esta
nueva construccién fue linealizada y purificada con las enzimas Xhol/EcoRV, después fue ligado un g-
Block (DNA de doble cadena sintetizado quimicamente por Integrated DNA Technologies) con sitios de
restriccién para la enzima I-Scel (Tabla 3). El g-Block se amplificé por PCR con las condiciones de la
Fig. 17 y se visualizé en un gel de agarosa al 1%, la banda de interés (5628 pb) se purificé con el Kit

PureLink “Quick Gel Extraction Kit” de Invitrogen™y se cuantificé con un Epoch.

Subsecuentemente, se realizé un ensayo de restriccién doble y purificacién de 1 pg de g-Block con las
enzimas Xhol/EcoRV. La ligacién de pMIR-report y Linker fue a una relacién 7:1 mientras que la
ligacién pMIR-AEcoRV y g-Block fue a una relacién 5:1. Ambas construcciones fueron transformadas
en cepas . coli no recombinantes SURE (Stop Unwanted Rearrangement Events). El pldsmido resultante

pLucA3OREF fue secuenciado para corroborar la obtencién de la construccién.

Para el alineamiento de los primers Fw y Rv (Linker, shRNA1 y shRNAZ2) se ajusté la concentracién
de alicuotas de primers a 1 pg/pL, posteriormente se colocé en un tubo Eppendorf de 1.5ml: 2 pg (2 pL)
de primer Fw + 2 pg (2 pL) de primer Rv + 46 pL. de Buffer de alineacién de DNA 1X (reaccién total 50
pL, masa total 4 pg), se homogenizé la muestra y se colocé en un termoblock a 90 °C por 3 min y

subsecuentemente a 37 °C por lhr.
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Figura 17. Condiciones de PCR para la amplificacién del g-Block (528 pb)
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Primer Secuencia

Linker Fw 5-AGCTTAACTGTTTAAACCCTTTCATCACTCGAGCAATTCCAATTCAGCGGGCCACCTGAT-3"

Linker Rv 5-ATCAGGTGGCCCGCTGAATTGGAATTGCTCGAGTGATGAAAGGGTTTAAACAGTTA-3’

g-Block 5_GGGCCCACGCACGCGTCTATGCCGGCCTATGAGCTCCCTCACTAGTGCGCAGCTTTCATCACTCG
(Doble cadena) AGCAATTTGGACTTTCCGCCCTTCTTGGCCTTTATGAGGATCTCTCTGATTTTTCTTGCGTCGAGTTT
TCCGGTAAGACCTTTCGGTACTTCGTCCACAAACACAACTCCTCCGCGCAACTTTTTCGCGGTTGTTA
CTTGACATAGGGATAACAGGGTAATGTAAGCTTGTTCATTTGCACCTAGTATGTAAGGTCAATTCTGTT
CATTTGCATAGGAGATAATCATAGGAATCCCAAATTAATACACTCTTGTGCTGACTTACCAGATGGGAC
ACTCTAAGATTTTCTGCATAGTAGGAGATAATTTACTCAACTAAAATTAAGCTAATTACCCTGTTATCCC
TAAAAGTTCACCGGCGTCATCGTCGGGAAGACCTGCCACGCCCGCGTCGAAGATGTTGGGGTGTTG
TAACAATATCGATTCCAATTCAGCGGGGGCCACCTGATATCATGA_3’

g-Block Fw 5-AATTAATAGGGCCCACGCACGC-3*

g-Block Rv 5-GGGCCACCTGATATCATGA-3"

Tabla 3. Secuencias “Linker” y “g-Block” para la construccién del sistema reportero de recombinacién homéloga.

B. Medicién de la reparacién por recombinacién homdloga con el sistema reportero en TNBC

Para medir la tasa de reparacién por recombinacién con la expresién basal de ANR/L en ambas lineas
de TNBC, se introdujo la nucleasa I-Sce-1 por transfeccién reversa y cotransfectaron los pldsmidos
pLucABORF+pLucA5ORF+pGLA. Posteriormente se realizé la lisis celular en un equipo Labnet
Rocker (Shaker) por 15 min a 120 rpm con el kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System

(Promega) siguiendo el protocolo del fabricante. Finalmente se midié la actividad relativa de la

luciferasa con un luminémetro GloMax® Navigator (Promega) en una placa opaca con fondo

transparente, 20 pLL de muestra y el protocolo Dual-Luctferase Reporter Asway System con la configuracién
por default, que consiste en la inyeccién de 100 pLL de Buffer Luciferase Assay Reagent 11 (LARII) y 10 s
de lectura de luminiscencia (Luciferasa), seguidos de la inyeccién de 100 pL de Buffer Stop ¢5 Glo y 10
s de lectura de luminiscencia (Rendlla). Para medir la tasa de reparacién con la manipulacién de la

expresién de ANRIL, se utilizé la misma metodologfa antes mencionada incorporando en BT-20 el

vector pSilencer+shRINA1/2 y en MDA-231 el vector pcDNA_3.1+ANRIL.

Los triplicados biolégicos de luminiscencia emitidos por Luciferasa/Renilla en cada experimento
(pMIR-report, pLucA3ORF, pLucA50RF, IScel-GR-RFP, R-LuxHR, R-
LuxHR+pcDNA3.1_ANRIL y R-LuxHR+shRNA1/2) fueron promediados, seguido de una divisién
del promedio de Lucifersa entre el promedio de Renilla, finalmente cada resultado se dividié entre el
dato resultante del control transfectado con pMIR-report. e.g. MDA-231: 2.13E-04/1.03E-01 y en
BT-20: 1.18E-04/5.37E-02. Todos los datos se reportan en el Anexo 4 (Tabla A2y A3).

» Analisis Estadisticos

Los anélisis estadisticos fueron realizados mediante el programa Graphpad Prism 10. Las barras de
error mostradas en cada gréafica corresponden a la media +/- la desviacién estdndar. La expresién basal,
sobreexpresién y subexpresién de ANRIL se analizaron mediante T-student con un nivel de

significancia de p<0.05.
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Resultados

» Expresién del IncRNA ANRIL en BT-20, MDA-MB-231 y MCF10A

Tanto en BT-20 como en MDA-231 se amplificé por PCR el IncRNA ANR/L para comprobar la
especificidad de los primers Fw y Rv del IncRNA. El ensayo de PCR punto final resulté en la
amplificacién de una banda tnica de 167 pb en ambas lineas celulares de TNBC mostrando la
especificidad de los primers en la amplificacién de ANRIL (Anexo 1) (Fig. Al y A2). Posteriormente, se
midié la expresién basal de ANRIL en la linea no tumoral MCF10A y lineas derivadas de TNBC:
BT-20 y MDA-231 mediante RT-qPCR. Evaluar estas lineas celulares permitié tener un sistema para
comparar los efectos en la recombinacién homéloga (HR) con alta y baja expresién de ANRIL. La
expresién de ANRIL en BT-20 y MDA-231 fue de 519.1 y 4.04 veces m4s respecto a MCF10A
mostrando la sobreexpresién del IncRNA en TNBC y dentro de las lineas tumorales una mayor

expresién de ANR/L en BT-20 respecto a MDA-231 (Fig.18).
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Figura 18. Expresién basal de ANRIL en TNBC. Expresién relativa del IncRNA ANR/L en linea no tumoral
MCF10A y lineas celulares tumorales BT-20 y MDA-MB-231. La expresién del IncRNA fue normalizada con el
housekeeping gene ACTINA y sometida al método 2-2ACt. Triplicado biolégico en MDA-231/BT-20 y duplicado

biolégico en MCF10A. La grafica muestra el promedio +/- la desviacién estdndar.
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» Manipulacién de la expresién de ANR/L en MDA-MB-231 y BT-20

Una vez conocida la expresién basal de ANR/L en ambas lineas de TNBC, se manipulé la expresién del
IncRNA. El uso de shRNAs en BT20 mostré la inhibicién de la expresién de ANR/L (Fig.19A)y en
MDA-231 con el pldsmido pcDNA_3.1+ANRIL la sobreexpresién del IncRNA (Fig.19B), la
evaluacién de la expresién relativa de ANRIL se verificé mediante RT-qPCR.
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Figura 19. Manipulacién en la expresién de ANRIL. A) Subexpresién de ANRIL mediante shRNA1+2 en
BT-20. El control empleado en BT-20 fue un scrambled de pSilencer ligado a una secuencia aleatoria mientras
que en MDA-MB-231 se uso pcDNA_3.1 circularizado. B) Sobreexpresién de ANRIL con el pldsmido
pcDNA_3.1+ANRIL en MDA-231. La expresién del IncRNA en ambos casos se normalizé con el housekeeping
gene ACTINA empleando el método 2-24Ct, Triplicado biolégico en MDA-231/BT-20. Las graficas muestran

el promedio +/- la desviacién estdndar.

32



» Disefio del sistema reportero de recombinacién homéloga R-LuxHR

El sistema reportero R-LuxHR se compone de 3 pldsmidos: pLucAZORF, pLucA50RF e IScel-GR-
RFP (Fig. 20). De este conjunto de pldsmidos, pLucA3ORF y pLucA50RF provienen de la
modificacién de pMIR-report (Fig. 20A).

El pldsmido pLucA3ORF tiene una modificacién en la regién 3° del ORF de la luciferasa, presenta dos
sitios de corte para la meganucleasa I-Scel flanqueados por dos secuencias homélogas requeridas en la
reparacién por HR, esta modificacién trunca el ORF de la luciferasa anulando la actividad de la
enzima (Fig. 20B). El pldsmido pLucA5ORF presenta una delecién completa de la regién promotora
de la luciferasa y de 661 pb en la regién 5” del ORF del gen impidiendo la transcripcién y traduccién
de la enzima, la funcién de esta molécula es servir como una secuencia molde para la reparacién por
HR (Fig. 20C); El pldsmido IScel-GR-RFP cédifica para la nucleasa I-Scel y su funcién es generar
cortes de doble cadena en el DNA (Fig. 20D).

El sistema reportero R-LuxHR funciona de la siguiente manera: El pldsmido pLucA3ORF codifica
para una luciferasa trunca en su extremo carboxi-terminal, incapaz de degradar el sustrato de

luciferina y emitir luminiscencia.

Al transcribirse y traducirse el pldsmido ISceI-GR-RFP en la célula, la enzima I-Scel reconoce los
sitios que se encuentran especifica y exclusivamente en el pldsmido pLucA3ORF para provocar dos
lesiones en la cadena doble de DNA, dejando expuestas dos secuencias homélogas (brazos homélogos)
que serdn reconocidas por el mecanismo de reparacién por HR, este mecanismo ejercerd una
“btisqueda” de secuencias homélogas que han sido dafiadas, la tnica fuente de regiones idénticas se
encuentran en el pldsmido pLucASORF (Fig. 20E), por lo que el sistema de reparacién por HR lo
usard como secuencia molde para reparar los dafios ejercidos por la enzima de restriccién I-Scel y
reconstituir el ORF de la luciferasa generando una enzima capaz de degradar el sustrato y emitir

luminiscencia (Fig. 20F).

Entonces, la actividad relativa de la luciferasa ser4 el mecanismo para medir cuantitativamente la tasa
de reparacién por HR en las lineas celulares de TNBC pues es proporcional a la reconstitucién del

ORF mediante HR, es decir, entre mayor tasa de HR mayor sefial de luciferasa.
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Figura 20. Sistema reportero de recombinacién homéloga R-LuxHR. A) pMIR-report, pldsmido sin
modificacién en el ORF de la luciferasa. B) pLucA3ORF, pldsmido con modificacién de la regién carboxi-
terminal incorporando sitios de corte I-Scel para truncar el ORF de la luciferasa. C) pLucA5ORF, pldsmido con
funcién de molde, presenta la delecién del promotor y de 661 pb del ORF de la luciferasa. D) IScel-GR-RFP,
pldsmido que codifica la meganucleasa 1-Scel. E) Funcionamiento del sistema reportero R-LuxHR. F)

Reconstitucién del ORF de la luciferasa de pPLucA3BORF mediante reparacién por HR.
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» Construccién del sistema reportero de recombinacién homéloga R-LuxHR

® Vector pLucA50RF

Para generar el pldsmido pLucA3ORF, primero pMIR-report fue digerido con las enzimas HindIIl/

EcoRV para producir un extremo cohesivo y un extremo romo en la molécula (Fig. 21).
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Figura 21. pMIR-report. A) ORF de la luciferasa (verde) y sitios de restriccién enzimética en pMIR-report
(6470 pb). B) Digestién de pMIR-report con enzimas HindIII/EcoRV generando una banda de 6071 pb y
liberando un fragmento de 399 pb para eliminar un sitio de restriccién EcoRV (1, 2). MpM (Marcador de peso

molecular).
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Posteriormente, se ligé una secuencia Linker con extremos 5”y 3” compatibles con los sitios de corte

para HindIII/EcoRV generados en pMIR-report (Fig. 22).

Hindiil [Xhol] EcoRV]

20 40 60

| | |
AGCTTAACTGTTTAAACCCTTTCATCAd CGAGCAATTCCAATTCAGCGGCCCACCTGAT‘
lATTGACAAATTTGGGAAAGTAGTGAGC GTTAAGGTTAAGTCGCCCGGTGGACTA

<

Figura 22. Secuencia Linker. Secuencia de doble cadena de DINA (60 pb) con sitio de corte Xho-I flanqueado
por extremos 5” HindI1I (Sticky end, Cohesivo) y 3° EcoRV (Blunt end, Romo)

La ligacién del Zinker a pMIR-report permitié mantener el sitio de restriccién Xho-1I y eliminar el sitio
de restriccién EcoRV que se encuentra flanqueado por HindIIl y Xho-I para obtener el pldsmido
pMIR-AEcoRV (Fig. 23).
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TCAAGCGGTCAACTATGAAGAAGTGTTCGTCTTCGTCCCAGTAAGCTATCTCTCCACAATGTAGCCATCCATCCTTGTCAATCAAGGCGTT

Figura 23. pMIR-AEcoRV. Modificacién de pMIR-report eliminando un sitio de restriccién de EcoRV mediante
la ligacién del Linker. Secuencia Linker (Verde), pMIR-report (Rojo).
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Esté nuevo pldsmido (pMIR-AEcoRV) fue sometido a un ensayo de restriccién doble con las enzimas
Xho-I/EcoRV para generar extremos cohesivo y romo, ademds se realizaron ensayos de restriccién
independientes con las enzimas Xho-1 y EcoRV para comprobar la obtencién y modificacién del mismo

(Fig. 24).
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Figura 24. pMIR-AEcoRV. A y B) Pldsmido pMIR-AEcoRV sometido a un ensayo de restriccién sencillo con
Xho-1y EcoRV generando una banda de 6131pb. Cy D) Ensayo de restriccién doble Xho-I/EcoRV obteniendo
una banda de 6099 pb para generar extremos cohesivo/romo y la eliminacién de 32 pb del Liker. Secuencia
Linker interrumpida por ensayo de restriccién doble Xho-I/EcoRV (Verde), pMIR-report (Rojo). MpM

(Marcador de peso molecular).
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Por otra parte, se amplificé6 por PCR punto final una secuencia de 528 pb (g-Block) que contiene 2
sitios de restriccién para la nucleasa I-Scel flanqueados por 2 secuencias homélogas del gen
constitutivo de la luciferasa (Fig. 25) subsecuentemente, el amplicén fue procesado con un ensayo de

restriccién doble Xho-I/EcoRV generando extremos 5’ cohesivo y 3’ romo, obteniendo la secuencia g-

Block-XE (Fig. 26).
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Figura 25. g-Block. A) Secuencia del g-Block (528 pb) con 2 sitios de corte para la meganucleasa I-Scel
flanqueado por 2 secuencias homélogas del gen constitutivo luciferasa. B) Amplicén de 528 pb del g-Block
mediante PCR punto final (1-4). Primer Fw y Rv (Verde), Secuencias homélogas (Morado), MpM (Marcador de
peso molecular), CN (Control negativo).
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Figura 26. Secuencia g-Block-XE A) Mapa de g-Block-XE procesada con enzimas Xhol/EcoRV. B) Ensayo de
restriccién doble Xhol/EcoRV de g-Block liberando una banda de 451 pb (1-2). MpM (Marcador de peso

molecular), Secuencias homélogas (Morado).

39



Finalmente se ligé la secuencia gBlock-XIZ con el pldsmido pMIR-AEcoRV para obtener el pldsmido
pLucA3O0REF. La ligacién del gBlock permitié integrar dos sitios de corte para la mega nucleasa I-Scel,
dos secuencias homélogas y un nuevo sitio de restriccién HindIIl. Los pldsmidos procedentes de las
colonias positivas fueron sometidos a un ensayo de restriccién con la enzima HindIlI liberando un
fragmento de 199 pb y un ensayo de restriccién doble con las enzimas Xhol/EcoRV liberando un
fragmento de 451 pb; subsecuentemente, se realizé la secuenciacién de las muestras. Estos 2 ensayos

permitieron demostrar la obtencién del pldsmido pLucA3ORF del sistema reportero R-LuxHR (Fig.
27).
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Figura 27. pLucAZORF. A) Mapa de la secuencia y sitios de restriccién de pLucA3BORF. ORF trunco de la
luciferasa ( ), gBlock/fragmento clonado (Rojo), Linker (Morado), Secuencias homélogas ( ), CMV
promotor. B) Ensayos de restriccién con HindIII en muestras positivas 1 a 6, liberacién de un fragmento de 199
pb y ensayo de restriccién doble con Xhol/EcoRV liberando un fragmento de 451 pb en muestras 1-1 a 6-1. C)

Alineacién de muestras de secuenciacién 1-6 pLucA3ORF con secuencia de referencia (color morado).
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® Vector pLucA50RF

Para generar el pldsmido pLucASORF, pMIR-report fue digerido con la enzima de restriccién EcoRI
para eliminar la regién promotora y 660 pb de la regién 5 del ORF de la luciferasa, una vez digerido,
el pldsmido fue ligado para recircularizar la molécula y generar el segundo pldsmido del sistema
reportero. Para comprobar la obtencién del mismo, el pldsmido fue sometido a un ensayo de restriccién

con la enzima EcoRI (Fig. 28).
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Figura 28. pLucA50RF. A) Regién de 1199 pb a deletar en pMIR-report con EcoRI (Morado). ORF del gen
de la luciferasa (Verde). B) pLucASORE marco de lectura parcial de la luciferasa por corte con EcoRI. ORF
parcial de la luciferasa (Verde). C) Ensayo de restriccién con la enzima EcoRI para verificar la obtencién del
pldsmido del sistema reportero, linealizacién de la molécula (5271 pb) (1-3). MpM (Marcador de peso

molecular).
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® Vector IScel-GR-REFP

El plasmido ISceI-GR-RFP Addgene fue clonado y se realizé un ensayo de restriccién con la enzima
Xhol linealizando la molécula, generando una banda con un peso de 6276 pb, comprobando la

obtencién del pldsmido IScel-GR-RFP (Fig. 29).
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Figura 29. IScel-GR-RFP. A) Mapa molecular del pldsmido IScel-GR-RFP. B) Versién circular del pldsmido
(1) y linealizacién con la enzima de restriccién Xhol obteniendo 6276 pb correspondientes al tamafio del

plésmido (2). MpM (Marcador de peso molecular).

Debido a que este es el primer trabajo en el que se desarrolla y construye un sistema reportero a base
de luciferasa para medir la tasa de recombinacién homéloga en lineas celulares, se realizé la solicitud
para registro de patente del vector R-LuxHR ante la Coordinacién de Vinculacién y Transferencia
Tecnolégica, Direccién de Transferencia Tecnolégica, Coordinacién de Propiedad Intelectual de la
UNAM. Area que se encarga de revisar la informacién, previo al ingreso ante el Instituto Mexicano de

la Propiedad Industrial.
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» Tasa de reparacién por HR en MDA-MB-231 y BT-20 con expresién basal y
diferencial de ANRIL

Para determinar si el IncRNA ANR/L modula la recombinacién homéloga en las lineas de TNBC,
primero se midi6 la tasa de reparacién con expresién basal de ANR/L utilizando el sistema reportero R-

LuxHR. Para comprobar la especificidad del sistema reportero y medir la reparacién en BT-20 y
MDA-MB-231, se utilizaron 4 controles: pMIR-report, pLucA3ORF, pLucA50RF e IScel-GR-RFP.

El primero fue el pldsmido pMIR-report sin modificaciones en el ORF de la luciferasa, la transfeccién
en ambas lineas mostré niveles de actividad que se consideraron como basales, asigndndoles un valor
de 1. Posteriormente, se transfectaron independientemente los pldsmidos pLucA3ORF, pLucA50ORF
e ISceI-GR-RFP en ambas lineas celulares. pLucA3OREF al tener una modificacién en la regién 3’ del
ORF de la luciferasa, la actividad de la misma en ambas lineas de TNBC fue nula. pLucA5ORF sin
promotor y con una delecién en la regién 5 del ORF de la luciferasa muestra el mismo
comportamiento que pLucA3ORF para ambas lineas. La transfeccién del pldsmido ISceI-GR-RFP no

mostré actividad de luciferasa pues este vector solo codifica para la meganucleasa I-Scel (Fig 30A-B).

Por tltimo, la transfeccién del sistema reportero completo R-LuxHR (pLucA3ORF + pLucA50RF -+
IScel-GR-RFP) en MDA-231 con expresién basal de ANRIL mostré una actividad relativa de 0.0589
mientras que en BT-20 una actividad de 1.29. Este resultado corresponde a la capacidad de reparacién
por recombinacién homologa en ambas lineas celulares, mostrando que BT-20 presenta una mayor

activacién del mecanismo de reparacién respecto a MDA-231 (Fig. 30).

Una vez conocida la capacidad que tienen ambas lineas celulares para activar la reparacién por
recombinacién homdéloga con expresién basal de ANR/L, se manipulé la expresién del IncRNA con
pcDNA_3.1+ANRIL y shRNA1/2 para sobreexpresar y subexpresar al IncRNA en las lineas MDA y
BT20, respectivamente. La transfeccién de pcDNA_3.1+ANRIL en MDA-231 aumenté la HR 4.5
veces respecto a la expresién basal del ANR/L alcanzando un valor de 0.323 respecto a la actividad
basal de pMIR-report. En BT-20 la transfeccién de shRNAI1+2 disminuyé la HR mas de 18 veces
respecto a la expresién basal del ANRIL y alcanzé un valor de 0.0704 respecto a la actividad basal de
pMIR-report. De esta forma, se comprobé que la manipulacién de la expresién del IncRNA ANR/L en

lineas celulares de TNBC modifica la activacién del mecanismo de reparacién por HR (Fig 30).
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Figura 30. Tasa de reparacién por recombinacién homéloga en TNBC. A y B) Controles del sistema reportero
R-LuxHR: actividad de pMIR-report con valor de 1, pLucA3ORF sin actividad, pLucA5ORF sin actividad e
IScel-GR-RFP sin actividad. A) MDA-MB-231: tasa de HR con expresién basal de ANRIL 0.0589 (R-
LuxHR) y con sobreexpresién del IncRNA 0.323 (R-LuxHR+pcDNA3.1_ANRIL). B) BT-20: tasa de HR con
expresién basal de ANRIL 1.29 (R-LuxHR) y con la subexpresién del ncRNA 0.0704 (R-LuxHR+shRNA1/2).
Triplicado biolégico de cada experimento en MDA-231 y BT-20. Las graficas muestran el promedio +/-

la desviacién estdndar.
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Discusion

Este trabajo constituye el primer avance para analizar el papel del IncRNA no codificante ANVRIL en la
reparacién de DNA por recombinacién homéloga (HR). Primero, se demostré que se sobreexpresa en
las lineas celulares MDA-MB-231 y BT-20 respecto a la linea celular no tumoral MCF10A y que se
expresa diferencialmente entre ellas. En seguida, con el objetivo de cuantificar la HR, se realizé el
disefio y construccién de un sistema reportero para medir la reparacién por recombinacién homéloga
(R-LuxHR) a partir de la cuantificacién de la actividad relativa de la luciferasa. Empleando este
sistema, se observé una relacién directa entre los niveles de expresién de ANR/L y la tasa de reparacién
por recombinacién homdéloga en ambas lineas celulares. Este es el primer trabajo en el que se
desarrolla y utiliza un sistema para evaluar cuantitativamente la reparacién por recombinacién

homo’loga a través de luminometria.

La sobreexpresién de ANRIL que se observé en las lineas de TNBC de este proyecto concuerda con
estudios ya reportados que muestran la misma expresién aberrante (sobreexpresién) del IncRNA en
distintas lineas celulares de TNBC: MDA-MB-231, BT549 y HS578T respecto a MCF10A ademds,
este mismo patrén de expresién de ANVRIL se observa en tejidos de TNBC (Ma et al., 2022).

En este proyecto se observé que existe una amplia diferencia de expresién del IncRNA ANRIL entre
BT-20 y MDA-MB-231, esto puede ser resultado de los perfiles de expresién que son especificos en
cada linea asociados a la clasificacién de subtipos moleculares dentro del TNBC (Andreopoulou et al.,
2015). Respecto a los subtipos, se ha reportado que MDA-MB-231 pertenece al subtipo Mesenchymal
Stem Like (MSL) y BT-20 al subtipo Baval-like I (BL1) (Lawrence et al., 2015; Espinosa et al., 2020),
otros autores clasifican a MDA-MB-231 en la categorfa Basal B donde se encuentran los subtipos

Mesenchymal (M) y MSL, mientras que BT-20 lo catalogan como Basal A asociado con los subtipos
BL1/BL2 (Kosok et al., 2020).

El subtipo M depende de la activacién de genes que se asocian con la motilidad y adhesién celular, se
favorecen diversos factores de crecimiento, estd presente la sobreactivacién de vias como TGFR y que
promueven la transicién epitelio mesenquima (Epitelial Mesenchymal Tranosition, EMT). Mientras tanto,
el subtipo BL1 presenta activacién potenciada de vias asociadas con los checkpoints del ciclo celular y

depende de la activacién de genes relacionados con la reparacién de DNA (Marra et al., 2020).

Ambos subtipos M y BLI1, presentan una carga mutacional elevada en contraste a subtipos BL2 y
LAR, que provocan la deficiencia en el mecanismo de reparacién por recombinacién homéloga e
incrementan la inestabilidad genémica. A pesar de las alteraciones elevadas, han mostrado el aumento

en la expresién de protefnas asociadas a la reparacién del DNA y transicién G2/M del ciclo celular

(Lehmann et al., 2021).

La deficiencia en el mecanismo de reparacién por recombinacién homdloga est4 altamente asociada al
TNBC y es prevalente en cerca del 50% de los tumores, ademds, mutaciones esporddicas y germinales
en BRCAI/2 estidn presentes en ~15% de todos los casos de TNBC (Lee et al., 2020). No obstante,
BRCAI inactivo por mutaciones en TNBC, puede ser susceptible a mutaciones de reversién
(mutaciones secundarias) generadas durante el tratamiento quimioterapéutico que reconstituyen el

ORF para generar una proteina funcional. Se ha reportado la identificacién de una mutacién de
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reversién en BRCAI que genera la delecién de 14 aminoédcidos que sobrelapa con la delecién de 2
nucleétidos del ORF original de BRCAI para corregir el marco del gen en TNBC y disminuir la
sensibilidad de las quimioterapias a base de sales de platino (Afghahi et al., 2017). Al igual que en
BRCAI, BRCA?2 puede ser susceptible a mutaciones secundarias que restablecen la funcién proteica

para desarrollar resistencia a inhibidores de PARP en céncer de préstata y en cdncer de ovario

(Quigley et al., 2017).

Por lo tanto, la reconstitucién del ORF en los genes BRCA y otros involucrados en la DDR por
reversién de mutaciones a partir de estrategias terapéuticas podria generar la reactivacién de
mecanismos de reparacién como la recombinacién homéloga en TNBC para favorecer el progreso de
la enfermedad, empeorar el prondstico de la paciente y desencadenar una resistencia a tratamientos

que tienen como mecanismo de accién el dafio al DNA.

El sistema reportado disefiado y construido en este trabajo ofrece una alternativa respecto a
aproximaciones similares. En 1999 Pierce y colaboradores desarrollaron el sistema reportero DR-GFP
para medir la reparacién por recombinacién homéloga a base de la proteina verde fluorescente (Green
Fluorescent Protein, GFP) como método semicuantitativo, este sistema consiste en un vector que
presenta 2 regiones alteradas del ORF de la GFP distantes una de otra por un gen de resistencia a
puromicina (pgk-pur), la primer regién alterada del ORF de la GFP (sceGFP) presenta un sitio de
restriccién para la meganucleasa I-Scel que generard roturas de doble cadena y la segunda regién
(1GFP) presenta 812 pb del gen constitutivo de la GFP, la resolucién de la rotura de doble cadena dard
como resultado la reparacién y reconstitucién del ORF de la GFP mediante HR, la cantidad de

fluorescencia emitida por las célula serdn eventos de reparacién por recombinacién homéloga (Pierce

et al., 1999).

A partir de la creacién de este sistema reportero, diversos autores han empleado esta estrategia a base
de GFP (con algunas variantes metodolégicas) como una opcién para medir especificamente la tasa de
HR en las células por la reconstitucién del ORF de la GFP (Kiziltepe et al., 2005; Nakanishi et al.,
2011; Bindra et al., 2013; Wan et al., 2013; Dillon et al., 2022) sin embargo, medir la cantidad de

fluorescencia en las células tiene limitantes respecto a la luminiscencia.

El sistema reportero R-LuxHR tiene como finalidad la reconstitucién del ORF de la luciferasa
mediante HR, una enzima de 61 kDa que se une al sustrato luciferina con ATP para generar una
molécula intermedia luciferil-AMP y en contacto con O2 formar oxyluciferina para lograr la emisién

de fotones por medio de una reaccién quimica exotérmica como estado de alta energfa.

En ensayos de high throughput screening (HTS) donde miden la actividad transcripcional utilizando la
cuantificacién de la actividad relativa de la luciferasa como gen reportero tienen la ventaja de tener
niveles bajos de fondo celular, son altamente sensibles, no es necesario introducir fotones a la muestra
ya que estos se generan por una reaccién quimica, adem4s, el gen reportero puede incorporarse a
diversas células a través de vectores virales, transfeccién quimica o electroporacién. En ensayos que
utilizan la fluorescencia e.g GFP, donde se requiere la absorcién de luz para obtener estados excitados,
tienden a generar resultados de fluorescencia muy brillantes ya que existe un alto grado de fotones
externos que pueden ser incorporados a la muestra y pueden haber fluoréforos de interferencia,

disminuyendo la sensibilidad del ensayo y aumentado el fondo celular. Este tipo de ensayos ha sido
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mas empleado ya que pueden implementarse feicilmente en el deS&I'I’OHO experimental y el mecanismo

de accién es mas conocido entre la comunidad cientifica (Fan & Wood, 2007).

Respecto a la forma de reparacién y reconstitucién del ORF de la luciferasa con el sistema R-LuxHR,
el ORF no se reconstituye o su reconstitucién es casi nula para generar una enzima funcional por
medio de otros mecanismos de reparacién de doble cadena. Por ejemplo, la unién de extremos mediada
por microhomologia (Micro-Homology Meditad End Joining, MMEJ) puede generar deleciones al unir
secuencias de DNA resectadas y asi provocar translocaciones cromosémicas o fusiones telémericas
generando inestabilidad genémica en la célula. Se ha reportado que el uso del sistema reportero a base
de GFP para medir la HR con sitios de restriccién I-Scel se encuentra activa de 8 a 9 veces respecto a
MMEJ para lograr la reconstitucién del ORF de la proteina verde fluorescente (Truong et al., 2013)
por lo cual, el uso de la via MMEJ para la reparacién del sistema R-LuxHR es muy poco probable y

se favorece la via HR.

Otro posible mecanismo de reparacién es SSA, este sistema puede causar mutaciones y es capaz de
deletar regiones de genes como BRCAI, BTK, FANCA y SPAST (Blasiak, 2021; Van de Kooij et al.,
2022). Van de Kooij y colaboradores en el 2022 han mostrado que existe una mayor activacién de SSA
(20 al 25%) en células HEK 293T y U20S respecto a la HR (0.5 a 5%) utilizando el sistema reportero
DSB-Spectrum_V5 para medir la activacién de las vias de reparacién mut-Ej, SSA y HR a partir de la
expresién de 3 genes reporteros: Blue Fluorescent Protein (BFP), mCherry y GFP respectivamente. Se
reporta que una mayor activacién de SSA en el sistema DSB-Spectrum_V5 puede estar asociada a que
existe una gran cantidad de secuencias homélogas del propio sistema préximas a los sitios de roturas
de doble cadena lo que favorece la activacién de SSA. Finalmente, los autores mostraron que son
necesarios los factores Exol/DNAZ2 y se requieren 3 Kb entre la regién homéloga y los sitios de corte

para una optima reparacién mediante SSA a diferencia de los 200 a 300 nucleétidos de reseccién

generados mediante Mrell y CtIP requeridos en la HR (Exol/DNAZ2 no son reguladores de HR)

A pesar de que existe una mayor activacién de SSA respecto a HR en HEK 293T y U20S, los autores
midieron independientemente la expresién de los 3 genes reporteros para diferenciar entre los
mecanismos de reparacién de DNA. Es posible que la alta cantidad de secuencias homdélogas
transfectadas en las lineas celulares de TNBC activen la SSA y logren reparar el sistema reportero R-
LuxHR sin embargo, la distancia de nucleétidos entre la regién homéloga y los sitios de corte para I-
Scel en R-LuxHR son variables debido a que el sistema reportero se compone de 3 vectores
disminuyendo la eficiencia para reparar mediante SSA. Es necesario que, dentro de la optimizacién del
sistema reportero R-LuxHR que se tiene planeada en nuestro grupo de trabajo, asegurar que el

mecanismo de reparacién activado sea mediante HR.

En este proyecto se demostré que podria existir una correlacién entre la expresién de ANRIL en
TNBC y la reparacién por recombinacién homdéloga. Diversos reportes han mostrado la misma
asociacién de ANRIL y la recombinacién homéloga en cdncer, Liu y colaboradores en el 2021
observaron que la expresién de ANRIL en respuesta a lesiones en el DNA generadas por radiacién
ionizante (IR) modula el eje ATM-Chk1/RPA2 que regula vias se sefializacién asociadas al arresto del
ciclo celular y reparacién por recombinacién homéloga lo que sugiere la participacién de ANRIL en la

HR para favorecer la radioresistencia en cdncer de pulmén (Liu et al., 2021).

47



Posteriormente en el 2023, el mismo grupo de investigacién continué el proyecto en cdncer de pulmén
para esclarecer mediante qué protefnas y ncRNAs, ANRIL puede regular la HR: Du y colaboradores
comprobaron al igual que en el articulo de Liu en el 2021 que la induccién de ANRIL es desencadenada
en respuesta a roturas de doble cadena en el DNA por radiacién ionizante (IR) e inhibe al miR-7-5p
favoreciendo la expresién de PARPI indispensable en la HR para formar un complejo con BRCA1/
RADA5]1 generando un eje de interaccién ANRIL/miR-7-5p/PARP1/BRCA1/RADS] que facilita la
radioresistencia del cdncer de pulmén (Du et al., 2023), la limitacién de ese proyecto es la inexistencia
de un ensayo funcional que demuestre especificamente que ANR/L modula la HR y complete la

evaluacién de los niveles de expresién de protefnas asociadas a la HR como PARPI.

Por otro lado, Wan y colaboradores, observaron que ANRI/L se expresa en células de osteosarcoma por
medio del factor de transcripcién E2F/ y la activacién de ATM como sensor de dafio a DNA por
roturas de doble cadena para modular la reparacién del DNA por HR. Asi, la inhibicién de ANRIL
disminuye la tasa de reparacién por recombinacién homéloga que los autores evaluaron mediante el

sistema reportero DR-GFP (Wan et al., 2013).

Lee y colaboradores en el 2020 evaluaron diversos mecanismos de reparacién de DNA (BER, NER,
MMR, NHEJ y HR) en lineas celulares de TNBC con BRCA! Wild Type: MDA-MB-231, MDA-
MB-157, HCC1806 y MDA-MB-468. Dentro de estds lineas, MDA-MB-231, obtuvo una tasa de
reparacién de HR de alrededor del 50% respecto a MDA-MB-468 y HCCI1806, estos datos son
atribuidos a que el nivel de proteina de BRCA1 en MDA-MB-231 respecto a HCC1806 se encontraba
disminuido por lo que el nivel de BRCA1 modificé la HR en TNBC al no haber otro tipo de deficiencia
a nivel proteico o de expresién asociado a la HR (Lee et al., 2020). El subtipo de MDA-MB-231,
MDA-MB-468 y HCC1806 del estudio anterior, corresponde a MSL, BL1 y BL2 respectivamente
(Espinosa et al., 2020; Lehmann et al., 2021). Estos datos de reparacién son consistentes con los
resultados obtenidos en este proyecto donde MDA-MB-231 (MSL) obtuvo una tasa de reparacién por
recombinacién homéloga m4s baja respecto a BT20 (BL1/BL2) con valores elevados de HR.

Con base en lo anterior se podria sugerir el mecanismo de regulacién por el cual ANR/L modula la HR
en TNBC y desarrollar mecanismos de quimio y radioresistencia. ANR/L podria estabilizar proteinas
sensoras de dafio a DNA como ATM/ATR e inhibir por complementariedad al miR-7-5p (funcién
ceRNA de ANRIL) para favorecer la expresién de PARP! estabilizado el complejo proteico BRCA1/2,
PARP1, RADS51 (funcién andamio de ANRIL) para dirigirlo (funcién gufa de ANRIL) a regiones
donde existen lesiones de doble cadena de DNA para su reparacién, se requieren més experimentos

para validar los datos.

En el 2022 Liang y colaboradores reportaron que en la linea de TNBC MDA-MB-231 se encuentra
subexpresado el miR-7-5p (Liang et al., 2022) por lo que puede existir una regulacién negativa del
microRNA con la sobreexpresién de ANR/L. Respecto a PARP1, en TNBC se ha mostrado que existe
un aumento a nivel proteico en las lineas celulares con mutaciones en BRCA: SUM149, SUMI1315,
HCCI1937 y MX-1 mientras que en SUM159 y MDA-MB-231 sin mutaciones en BRCA, un menor
nivel proteico en PARP1 (Boerner et al., 2015), est4s lineas han sido subclasificadas de la siguiente
manera: SUM149 (BL2), MDA-MB-231 (MSL) (Chou et al., 2021) HCC1937 (BL1/BL2) (Espinosa
et al.,, 2020; Lehmann et al., 2021) y SUM159 (MSL) (Giordano et al., 2019) por lo cual el subtipo
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basal en TNBC respecto al MSL tiene una dependencia especifica a genes de reparacién, mismos datos

que se han mostrado en este proyecto.

En nuestro grupo de investigacién, se realizé un ensayo in Jilico por medio del programa TANRIC
(Anexo 2) para predecir la interaccién ANRIL-miRNAs asociada a la regulacién de la reparacién por

recombinacién homdloga, el resultado mostré una interaccién de regulacién negativa entre ANRIL y el
miR-195b (Fig. A2), también involucrado en la reparacién de DNA (Li et al., 2015).

El miR-195b regula a genes BRCAI, BRCA2 y RAD5I involucrados en la HR (Thapar, 2018) y se
encuentra subexpresado en TNBC, especificamente en la linea celular MDA-MB-231 (Yang et al.,
2014) por lo cual, puede existir un eje de interaccién ANRIL/miR-1956/BRCA1/BRCA2/RADS5]1 para

mantener activo el mecanismo de reparacién por recombinacién homéloga en TNBC.

Ademds, se realizé un ensayo i oilico con el programa SFPEL-LPI (Anexo 3) para predecir la
interaccién IncRNA-Protefna y conocer con qué protefnas de reparacién de DNA es capaz de unirse
ANRIL, este ensayo mostré la interaccién de ANRIL con la proteina HuR (ELAVLI1)(Fig. A3) (Zhang
et al., 2018a). Se conoce que HuR se encuentra sobreexpresado en lineas de TNBC MDA-MB-231 y
HS578T para regular las proteinas ATM, DNA-PK, Ku80 y RADS51 asociadas a la HR y NHEJ
(Mehta et al., 2016). Jain y colaboradores, mostraron que la inhibicién de HuR en adenocarcinoma
ductal pancreético disminuye la tasa de HR (Jain et al., 2022). Ambos estudios muestran que HuR es
una protefna esencial en el proceso de reparacién por recombinacién homéloga por lo cual, la
prediccién de interaccién ARN/L/HuR podria ser uno de los diversos mecanismos para regular la

reparacién por recombinacién homéloga en TNBC.

Los datos obtenidos en este proyecto podrian contribuir a elucidar la importancia de la sobreexpresién
de ANRIL en TNBC sobre la reparacién por recombinacién homéloga, generando diversas
interacciones espaciales con proteinas, ncRNAs y mRNAs, convirtiéndolo en un regulador central de

reparacién en este suptipo molecular.
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Conclusion

* ElIncRNA ANRI/L se encuentra sobreexpresado en las lineas celulares de TNBC MDA-MB-231 y
BT-20.

® La linea celular BT-20 podria presentar una mayor tasa de HR respecto a MDA-MB-231 con
expresién basal de ANVRIL.

* El IncRNA ANRIL podria modular el mecanismo de reparacién por recombinacién homéloga en

lineas celulares derivadas de cdncer de mama triple negativo.

* Se obtuvo la construccién del sistema reportero de recombinacién homéloga R-LuxHR no

obstante se requiere optimizarlo y compararlo contra el sistema reportero DR-GFP.

Perspectivas
- Evaluar en TNBC la regulacién de ANRIL sobre el miR-7-5p, miR-195b y sus blancos.

- Generar mediante ensayos ¢z Jtlico una red de interaccién entre ANR/L/miRNAs/mRNAs y predecir

con que moléculas se asocia ANRIL para modular la HR.

- Optimizar el sistema reportero de recombinacién homéloga R-LuxHR en un mayor ntimero de

lineas celulares.
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Anexo

» 1. Primers de ANRIL en BT-20 y MDA-MB-231

BLAST de primers Fw/Rv de ANRIL mediante el programa Primer Designing Tool-NCBI utilizando la
isoforma mds larga de ANR/L (3829 pb) como secuencia molde.

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ACACACATCAAAGGAGAATTTT Plus 22 1095 1116 5445 3182 400 4.00
Reverse primer CCGTCTCTACTGTTACCTC Minus 19 1261 1243 5376 5263 3.00 0.00
Product length 167

Figura Al. BLAST de primers Fw/Rv de ANRIL. El uso de ambos primers muestra la amplificacién de un

fragmento de 167 pb de ANRIL requerido para evaluar la expresién basal, sobreexpresién y disminucién del

IncRNA en lineas BT-20 y MDA-231.

Amplificacién de ANRIL mediante PCR punto final con primers Fw/Rv especificos en las lineas
MDA-231 y BT-20 (Fig. Al).

A) B)
1 2 1 2
1500 1500
500
500
300 ANRIL
200 167 pb 52*88 ANRIL
167 pb
MpM MDA-231 CN MpM BT-20 CN
1Kb-Plus 1Kb-Plus

Figura A2. PCR punto final ANRIL. A) PCR punto final de ANRIL en MDA-231, amplicén de 167 pb. B) PCR
punto final de ANRIL en BT-20, amplicén de 167 pb. MpM (Marcador de peso molecular), CN (Control

negativo).
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» 2. Prediccién de interaccién ANRIL-miRNAs

Para predecir la interaccién IncRNA-miRNAs y elucidar la funcién ceRNA de ANRIL sobre miRNAs
asociados a la regulacién de la reparacién por HR se utilizé el programa TANRIC (Li et al., 2015). En
el campo “Query by Annotation” se utiliz6 CDKN2B-AS! y en “Select a sample list” la opcién Basal, los
campos restantes se mantuvieron por default. El programa TANRIC predijo la interaccién de ANRIL

con el miRNA-1956 mostrando una correlacién negativa con valor de -0.3307199 y un P-value de

0.003243253 (Fig. A2).

Show 10 @ entries Search:

Cancer - Position/Annotation $ Gene Symbol $ Correlation £ P-value $ Plot
TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-let-7¢c -0.3615498 0.001225849 (+)
TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-mir-106a 0.4566699 0.00003240472 (+)
TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-mir-10b -0.3626121 0.001183473 (+)
TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-mir-125b-1 -0.373032 0.0008330278 (+)
TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-mir-125b-2 -0.317695 0.004761376 (+)
TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-mir-17 0.3646607 0.001105487 (+)
TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-mir-193a -0.4905348 0.000006842374 (*)

I TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-mir-193b -0.3307199 0.003243253 +) I
TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-mir-19b-1 0.3047712 0.006863505 (+)
TCGA-BRCA ENSG00000240498.2 hsa-mir-20a 0.3317821 0.003141087 (+)

Cancer Position/Annotation Gene Symbol Correlation P-value Plot
Showing 1 to 10 of 26 entries 2 3 Next Last

Tabla Al. Prediccién de interaccién ANRIL-miRNAs. El ensayo i silico con el programa TANRIC predjjo la
interaccién de ANRIL con 26 miRNAs, entre ellos el miRNA-193b mostrando una correlacién negativa sobre la

expresién del IncRNA (Li et al., 2015).

» 3. Prediccién de interaccién ANRIL-Proteina

Para predecir la interaccién IncRNA-Proteina y conocer las posibles proteinas con las que puede
interactuar ANRIL para modular la HR se utilizé el programa SFPEL-LPI (Zhang et al., 2018a), la
secuencia utilizada de ANVRIL fue de 3857 pb. El gen de ANRIL (CDKN2B-ASI) se obtuvo de la base de
datos NCBI Gene (ID:100048912) y se empled la isoforma con mayor ntimero de bases (3857 bp)
GenBank ID: NR_NR_003529.3

67



El programa SFPEL-LPI predijo la interaccién de ANRIL con 5 protefnas: ELAV-like Protein 1
(9606.ENSP00000385269) con score de 0.9989, Insuline-like growth factor 2 mRNA-binding protein
3 (9606.ENSP00000258729) con score de 0.6716, Insuline-like growth factor 2 mRINA-binding
protein 2 (9606.ENSP00000371634) con score de 0.5471, RNA-binding protein FUS
(9606.ENSP00000254108) con score de 0.5313 e Insuline Insuline-like growth factor 2 mRNA-
binding 1 (9606.ENSP00000290341) con score de 0.5291 (Fig. Al).
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Figura A3. Prediccién de interaccién ANRIL-proteina. ANR/L podria estar interaccionando con 5 proteinas,
dentro de ellas, ELAV-like Protein 1 (9606.ENSP00000385269) con el score mas alto de 0.9989. Candidate
IncRNA (IncRNA candidato: ANRIL), Predicted protein (Protefna predicha), Known interacted protein
(Interaccién proteica conocida), Go Term (Término Go) (Zhang et al., 2018a).
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» 4. Valores de luminiscencia obtenidos en los experimentos de reparacién por
recombinacién homéloga

® MDA-MB-231

pMIR- pLucA30RF pLucA50RF IScel-GR-RFP R-LuxHR RLuxHR+pcDNA3.
report 1_ANRIL
Luciferasa 4E+02 4.00E+00 1.00E+01 6.00E+00 1.69E+02 554
2.57E+03 7.00E+00 1.80E+01 5.00E+00 2.02E+02 425
1.83E+03 8.00E+00 1.25E+01 5.00E+00 1.23E+02 369
Promedio 2E+03 6E+00 1E+01 5E+00 2E+02 449.333
Desviacién S. 1093.009 2.081665 4.092676 0.57735 39.67786 94.87008
Luciferasa
Renilla 2E+03 1E+02 1.33E+05 1.56E+04 6E+03 1.12E+04
4.81E+03 4.55E+04 1.28 E+05 1.30E+04 5E+03 1.57E+04
4.04E+04 4.37E+04 1.67E+05 8.13E+03 7.09E+04 1.38E+04
Promedio 2E+04 3E+04 1E+05 1E+04 3E+04 1.36 E+04
Desviacién S. | 21497.729 25699.190 21060.468 3812.7461 37798.433 2259.0558
Renilla
Luciferasa 1.03E-01 2.13E-04 9.45E-05 4.35E-04 6.04E-03 3.31E-02
Promedio/
Renilla
Promedio
Normalizacién | 1.00E+00 2.07E-03 9.21E-04 4.24E-03 5.89E-02 3.23E-01
(Tasa de
reparacion)

Tabla A2. Actividad relativa de la luciferasa en MDA-MB-231. Triplicado biolégico de la actividad relativa de
Luciferasa y Renilla en pMIR-report/ pLucA30RF/ pLucA50RF/ IScel-GR-RFP/ R-LuxHR/
RLuxHR+shRNA1/2. La normalizacién de la reparacién se obtuvo respecto al valor de pMIR-report.
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® BT-20

pMIR- pLucA30R  pLucA50RF IScel-GR- R-LuxHR R-LuxHR  RLuxHR+shRNA1/
report F RFP 2
Luciferasa 2.10E+03 | 5.00E+00 1.20E+01 5.8E+01 8.15E+03 120 25
1.86E+03 @ 5.00E+00 8.00E+00 8.00E+00 46 179 17
2.12E+03  4.00E+00 | 8.00E+00 8.00E+00 87 208 17
Promedio 2.03E+03 4.67E+00 = 9.33E+00 247E+01 1465 19.6666666666667
Desviacién S. | 144.6835 0.5773502  2.3094010 28.867513 3275.501 4.618802154
Luciferasa
Renilla 9IE+04 3.83E+04 | 2.11E+04 3.15E+04 2E+03 1.82E+04 6.24E+03
2E+04 | 4.64E+04 4.16E+04 4.22E+04 8.22E+03 | 3.82E+04 4.35E+03
3E+04 | 3.44E+04 5.20E+04 3.55E+04 1.34E+04 | 4.70E+04 5.02E+03
Promedio 3.77E+04 3.97E+04 3.82E+04 3.64E+04 2.12E+04 5.20E+03
Desviacién S. | 4.58E+04 | 6.12E+03 = 1.57E+04 5.39E+03 J 17635.766 9.58 E+02
Renilla
Luciferasa 5.37E-02 1.18E-04 @ 2.44E-04 6.77E+04 6.91E-02 3.78E+03
Promedio/
Renilla
Promedio
Normalizacién | 1.00E+00 2.19E-03 4.55E-03 1.26E-02 1.29E+00 7.04E-02
(Tasa de
reparacién)

Tabla A3. Actividad relativa de la luciferasa en BT-20. Triplicado biolégico de la actividad relativa de
Luciferasa y Renilla en pMIR-report/ pLucA3ORF/ pLucA50RF/ IScel-GR-RFP/ RLuxHR+shRNA1/2 y 6

repeticiones biolégicas de la actividad relativa de luciferasa y Renilla en R-LuxHR. La normalizacién de la

reparaci(’)n se obtuvo respecto al valor de pMIR~rep0rt.
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