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Resumen

La radioresistencia es una propiedad importante de los tumores malignos que da lugar
a la recurrencia local y contribuye a una enfermedad progresiva en muchos pacientes.
Es importante evaluar la funcion de los MicroRNAs (miRNAs) debido a que explican los
mecanismos moleculares que subyacen a la radioresistencia adquirida en cancer de
mama y ademas permite identificar nuevas moléculas implicadas en este fenotipo. En
este trabajo reportamos un perfil de miRNAs que se expresan diferencialmente en
lineas celulares de cancer de mama con fenotipo radioresistente MCF-7RR y MDA-MB-
231RR. En particular miR-122 aumentd su expresion en ambas lineas celulares de
manera similar. Los analisis funcionales indicaron que miR-122 puede promover la
supervivencia en las lineas celulares radioresistentes e inhibirla en las lineas celulares
parentales tratadas con radioterapia. EI panorama transcriptémico obtenido al inducir la
perdida de funcion de miR-122 en células de cancer de mama radioresistentes mostrd
genes enriquecidos en procesos bioldgicos y vias de sefializacion como la via MAPK-
ERK, la via de TNF, repuesta inflamatoria y regulacion transcripcional. De manera
interesante la modulacion de los genes ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSPS,
y HRAS resultd ser un factor prondstico en pacientes de cancer de mama tratados con
radioterapia, particularmente en pacientes con cancer de mama de tipo luminal.
Nuestros datos destacan que la sobreexpresion de miR-122 promueve el aumento de la
supervivencia celular en células de cancer de mama con fenotipo de radioresistencia
adquirida y sugieren que miR-122 controla de manera diferencial la respuesta a la
radioterapia jugando un doble papel como miRNA supresor tumoral y como oncomiR

dependiendo del fenotipo.
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Abstrac

Radioresistance is an important property of malignant tumors that results in local
recurrence and contributes to progression of the disease in many patients. It is important
to evaluate the function of the MicroRNAs (miRNAS) in order to explain the molecular
mechanisms that underlie the acquired radioresistance phenotype in breast cancer, as
well as to identify new molecules involved in this event. In this work, we report the profile
of differentially expressed miRNAs in radioresistant breast cancer cell lines MCF-7RR
and MDA-MB-231RR. In particular miR-122 was overexpressed in both cell lines.
Functional analyzes indicated that miR-122 can promote survival in radioresistant cell
lines, however in parental cells treated with radiotherapy, miR-122 blocks survival. The
transcriptomic landscape obtained by inducing the loss of miR-122 function in
radioresistant breast cancer cells was evaluated by microarrays assays. Results showed
a set of genes enriched in biological processes and signaling pathways such as MAPK-
ERK pathway, TNF pathway, RAS pathway, inflammatory response and transcriptional
regulation. Interestingly, differential expression of ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21,
DUSP8, and HRAS genes represent a potential prognostic factor in breast cancer
patients treated with radiotherapy, particularly in patients with luminal breast cancer. Our
data highlighted that miR-122 overexpression promotes cell survival in breast cancer
cells with acquired radioresistance phenotype and suggests that miR-122 differentially
controls the response to radiotherapy by playing a double role as a suppressor miRNA

tumor and as oncomiR depending on the phenotype.
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Introduccién

Cancer de mama.

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente y de mayor mortalidad entre las
mujeres a nivel mundial. En México la mortalidad por cancer de mama supera a la del
cancer cervicouterino colocandose como la principal causa de muerte en mujeres por
tumores malignos (Bray et al, 2018). Estos datos muestran que el cancer de mama
representa un importante problema de salud publica, que amenaza a las mujeres de
todos los niveles socioecondmicos para el cual las instituciones de salud dedican una
parte importante de su presupuesto. El 5-10% de los casos de cancer de mama son
hereditarios, mientras que del 85-95% restante son esporadicos. Histologicamente el
80% son carcinomas ductales y el resto lobulillares (Puchmajerova et al, 2018; Brenton
et al, 2005). En el tratamiento del cancer de mama se emplean la cirugia, la terapia
hormonal, la quimioterapia, la terapia biologica y la radioterapia. La eleccién del tipo de
tratamiento depende de varios factores relacionados con el estado general de la
paciente, la histologia tumoral, el diagndstico molecular y el grado tumoral (Ozyigit et al,
2014). Aproximadamente, entre el 40 y el 60% de las pacientes con cancer de mama
reciben radioterapia, sin embargo, la efectividad clinica del tratamiento difiere entre
tumores individuales, aunque estos sean del mismo origen histolégico y etapa clinica.
Se ha observado que para las pacientes que se encuentran en etapas tempranas de la
enfermedad, el mejor prondstico de sobrevivencia se da por la cirugia y la terapia
adyuvante (quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal o terapia biolégica), mientras
que para etapas mas avanzadas de la enfermedad, las caracteristicas moleculares
podrian establecer cuéles son los tratamientos mas adecuados para cada paciente
(Tailb and Boyages 2017; Ozyigit et al, 2014).

Radioterapia en cancer.

En los pacientes con cancer, las principales aplicaciones de la radioterapia son para el
tratamiento del tumor primario, la reduccién del tamafio de la masa tumoral antes de la
cirugia y para evitar la metastasis. La radioterapia se aplica sola o en combinacion con

cirugia o quimioterapia, o una combinacion de los tres tratamientos. También se aplica
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a los pacientes como intento paliativo para aliviar algunos sintomas de la enfermedad.
La radioterapia se basa en el uso de radiacion ionizante (RI) de alta energia para
eliminar células cancerosas. La radiacion puede administrarse de manera externa con
un acelerador lineal (terapia de haz de radiacion externa), o puede administrarse
material radioactivo solido que se coloca directo en las células cancerosas o cerca de
ellas (terapia de radiacion interna o braquiterapia) (Willers and Held 2006).
Aproximadamente la mitad de los pacientes con cancer reciben algun tipo de terapia de
RI en algin momento durante el curso de su enfermedad (Lawrence 2006). La RI altera
la homeostasis celular a través de multiples mecanismos moleculares incluyendo
cambios en la expresion de genes (Kaidar-Person et al, 2013). A nivel bioldgico, la Rl
rompe las dos cadenas del DNA (DSBs, de sus siglas en inglés, DNA double-strand
breaks), la ruptura masiva y/o el fallo en la reparacion del DNA llevan directa o
indirectamente a la muerte celular (Kaidar-Person et al, 2013; Li et al, 2001; Steel
1996). La RI ademas genera iones intermediarios, radicales libres del oxigeno y del
nitrégeno provocando pérdida de funcion de proteinas y peroxidacion lipidica a nivel de
las membranas biolégicas (Graupner et al, 2017). La radioterapia también puede dafar
células no tumorales, esto es uno de los efectos secundarios indeseables del
tratamiento. Se sabe que diferentes tumores y tejidos adyacentes al tumor no son
igualmente sensibles a la radiacion, por lo tanto, un gran reto en el estudio del cancer
es identificar factores tumorales especificos que aumenten la radiosensibilidad
(Metheetrairut et al, 2013).

Radioresistencia en cancer.

Un namero importante de pacientes desarrollan resistencia clinica a la radiacién, por lo
gue la respuesta adaptativa de los tumores contindia siendo un grave problema en la
terapia contra el cancer. Existen evidencias que sugieren que la radioterapia induce
inestabilidad genomica, causa radioresistencia adaptativa y apoptosis (Sisakht et al,
2020). Después de varios estudios clinicos y experimentales de la resistencia a la
radiacion, el mecanismo preciso de la radioresistencia en células cancerosas
permanece poco claro (Li et al, 2001; Steel 1996; Huber et al, 2013). Se sabe que las

alteraciones en la abundancia de algunas proteinas citoplasmaticas y nucleares, asi
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como la modificacion de la expresion génica, la reparacion del DNA y la disminucién de
muerte celular por apoptosis pueden estar involucrados en los mecanismos de
proteccion a la radiacion. La radioresistencia de la célula tumoral puede deberse a
factores intrinsecos, es decir, factores genéticos y moleculares presentes antes del
tratamiento, o a factores extrinsecos que son adquiridos durante la radioterapia (Li et al,
2001; Jameel et al, 2004).

Mecanismos moleculares de radioresistencia en cancer.

Se ha reportado que cuatro vias clasicas de sefales de transduccion representadas por
PISK/AKT, MAPK/ERK, NF-kB y TGF-B, participan en la regulacion de la respuesta del
tumor a la radiacion (Kaidar-Person et al, 2013). Estas rutas de sefalizacién pueden ser
moduladas directamente por la Rl mediante el cambio conformacional de receptores de
tipo tirosina-cinasa (RTK) como el EGFR e IGFR. Ademas, la RI altera el balance de
fosforilacibn de muchas proteinas que participan en transduccion de sefiales (Tang et
al, 2020). Entre estas cuatro vias, PISK/AKT, MAPK/ERK y NF-xB estan estrechamente
relacionadas con la via de reparacion del DNA por recombinacién no homéloga [NHEJ
(non-homologous end joining)], mientras que la via de TGF-B es necesaria para la
activacion de la proteina ATM que regula las vias NHEJ y recombinacion homologa [HR
(homologous recombination)] en respuesta al dafio al DNA (Kaidar-Person et al, 2013;
Steel 1996; Jameel et al, 2004). Todas estas rutas de sefalizacion finalmente afectan la
expresion de genes que participan en la regulacion de los procesos de reparacion del
DNA, ciclo celular y la apoptosis, incluyendo ATM, DNA-PK, NBS1, RAD51, BRCAL,
Chk1, Chk2, CDK2, CDC25, BCL-2, BAD, BIM y MCL1 (Smith et al, 2010).

Por otra parte, la radioresistencia de las células tumorales también estd asociada a
diversos genes como P53, BCL-2 y survivina, asi como a la activacion del mecanismo
de checkpoint en respuesta al dafio al DNA y al incremento de la capacidad de
reparacion del DNA (Jameel et al, 2004; Lehnert et al, 2000). Los parametros
moleculares que determinan como las células llegan a ser mas o menos sensibles a la
radiacion no han sido dilucidados, aunque se sugiere que el mecanismo de
radioresistencia celular se debe a una interaccion multigenética compleja. Ademas de lo

anterior, la resistencia a la radioterapia esta relacionada con la expresion de genes
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asociados con la diferenciacion, la adhesion y la hipoxia celular, asi como con la

invasion y metastasis (Kaidar-Person et al, 2013; Sun et al, 2011) (Figura 1).

ERBB PARTNER —~

DNA damage

Mitochondria

hY

Apoptosis

Figura 1. Interaccién entre la Rl y vias de sefializacion intracelulares relacionadas con la actividad
de HER2. llustracion esquematica de vias de transduccién de sefiales resultantes de la activacion de
HER2, PI3K-AKT, MAP-ERK, TGFpB, apoptosis, reparacién del DNA e hipoxia-perfusién. Se muestra la
complejidad del comportamiento bioldgico tumoral de vias de sefializacion intracelular relacionadas con la
respuesta a Rl (Kaidar-Person et al, 2013).

La respuesta de las células cancerosas a la Rl es un factor determinante que influye en
la radioresistencia o la radiosensibilidad tumoral, sin embargo, en este fenébmeno varios
factores contribuyen con el desarrollo de un fenotipo resistente o sensible a la RI, entre
ellos el componente genético, epigenético, el microambiente tumoral y la vascularidad
pueden modular el comportamiento biolégico del tumor alterando su respuesta
fisiol6gica al tratamiento con RI (Newton et al, 2019). En este aspecto, diversos genes
que son componentes de procesos fisiologicos y patolégicos relacionados con la

respuesta a la RI son regulados a nivel postranscripcional por los miRNAs (Van
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Roosbroeck et al, 2017). La funcion de los miRNAs es principalmente regular de
manera negativa la expresion global de genes y que podrian interaccionar con los
componentes de las vias de sefializacion celular que controlan la respuesta a la Rl y de
esta forma alterar los procesos biolégicos tales como respuesta del dafio al DNA,
puntos de control del ciclo celular, apoptosis y vias de supervivencia. Se ha reportado
que los miRNAs constituyen moduladores potenciales de la radioresistencia ya que
pueden participar en la regulacion negativa de la expresion de genes de supervivencia
(Metheetrairut et al, 2013; Zhao et al, 2013, Aréchaga-Ocampo et al, 2017). Sin
embargo, es importante evaluar los mecanismos moleculares controlados por los
mMiRNAs en el contexto de la radioresistencia en cancer con el objetivo de identificar

posibles marcadores prondsticos y blancos terapéuticos.

Biogénesis de los miRNAS.

Los miRNAs son RNAs pequefios no codificantes de 22 nucleétidos de longitud que
estan evolutivamente conservados y tienen una funcion importante en la regulacion
post-transcripcional de los genes al unirse a la region 3" no traducida (3°'UTR) presente
en su RNA mensajero (RNAm) blanco (Ambros, 2001). Se estima que mas de la mitad
de todos los transcritos celulares son blanco de los miRNAs y que cada miRNA puede
potencialmente regular hasta cientos de blancos diferentes (Gurtan and Sharp, 2013).
Una region 3"'UTR especifica puede tener diversos sitios de unién para un solo miRNA
o multiples sitios para varios miRNAs (Stark et al, 2003). Mas de dos tercios de todos
los miRNAs humanos se encuentran codificados en los intrones de los genes que
codifican proteinas, asi como en regiones intergénicas no codificantes y el resto son
codificados en exones (Shukla et al, 2011). Los miRNAs tienen una funcion relevante
en la regulacion de la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis y se ha observado
que son criticos durante la etapa de desarrollo ya que su pérdida total resulta letal
(Gurtan and Sharp, 2013).

La biogénesis de los miRNAs es un proceso que comienza con la transcripcién de los
genes que los codifican por la RNA polimerasa Il (RNA pol Il). La holoenzima sintetiza
inicialmente un MiRNA primario (pri-miRNA) de varias kilobases de longitud que posee

un cap en su extremo 5 y una cola de poli-A en su extremo 3’. Los pri-miRNAs son
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procesados por el complejo microprocesador compuesto por la ribonucleasa Drosha y
la proteina DGCR8 para producir un miRNA precursor (pre-miRNA) de 65 a 80
nucleétidos de longitud. El pre-miRNA se exporta al citoplasma por la exportina 5y se
procesa posteriormente por la enzima Dicer produciendo un miRNA maduro compuesto
por un duaplex de 19 a 24 nt. Una de las hebras (cadena lider) se incorpora al complejo
silenciador inducido por RNA (RISC) que contiene a las proteinas Argonauta 2 (Ago2),
Dicer y TRBP, que dara origen a un miRNA maduro, mientras que la otra hebra (cadena
pasajera*) podria degradarse o bien tener una funcién al reconocer a los genes blancos
correspondientes con su secuencia. Al incorporar un miRNA maduro en el complejo
RISC, se activa el complejo de efector RISC, de esta forma el miRNA funciona como
una guia para dirigir el apareamiento de bases entre el RNAm objetivo y la secuencia
semilla. La secuencia “semilla” del miRNA, que se encuentra entre los nucleétidos 2y 7,
se requiere para el reconocimiento del sitio blanco. En las primeras etapas del
silenciamiento génico guiado por el miRNA, el RNAm blanco todavia es estable, pero su
traduccion esta inhibida. En etapas posteriores, los RNAm con colas cortas de poli A se
degradan. Por lo tanto, el silenciamiento génico guiado por miRNA es de doble filo:
promueve la inhibicién traduccional y la degradacién del RNAm. Tras la interaccion del
mMiRNA con su RNAm blanco, la proteina Ago2 recluta a TNR6A, una proteina que
contiene multiples repeticiones de glicina, triptéfano (G, W), esta proteina contiene un
dominio de unién a Ago2 y un dominio de silenciamiento que a su vez también contiene
residuos de triptéfano que son necesarios para la interaccion de los complejos de
desadenilasa ribonucleasa especifica de poliA un regulador negativo de la transcripcion
que acorta la cola de poliA del RNAm, lo que conduce a una estimulacion de la
desadenilacién y la degradacion del RNAm. Por lo tanto, el complejo de enzimas DCP1
y DCP2, junto con varias proteinas estimuladoras, incluida la proteina DDX6, se
reclutan en el extremo 5 del RNAmM y elimina el 7-metilguanilato. El extremo 5" sin

proteccion se degrada por la exoribonucleasa 5' — 3' (Ambros 2001; Treiber et al, 2019).

La capacidad intrinseca de los miRNAs de regular negativamente la expresion de genes
les permite controlar directamente diferentes vias de sefalizacion involucradas en el

desarrollo del cancer como la inmortalizacion celular, proliferacion, resistencia a la
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muerte celular, angiogénesis y migracion, por lo que la desregulacion de la expresion
de los miRNAs esta involucrada con el desarrollo de la carcinogénesis y la respuesta de
del tumor a los tratamiento incluyendo la Rl (Hanahan and Weinberg, 2000;
Stankevicius et al, 2017). Recientemente se ha descubierto que la desregulacion en la
expresion de diversos miRNAs esta fuertemente asociada al desarrollo de cancer ya
que impacta directamente en la expresion de los oncogenes y genes supresores de
tumor (Svoronos et al, 2016). En consecuencia, los miRNAs tienen un papel
fundamental en la carcinogénesis como reguladores especificos de la supervivencia, la

invasion, la metastasis y la angiogénesis de las células tumorales (Krol et al, 2010).

MiRNAs desregulados en cancer: OncomiRs.

A los miRNAs que estan implicados en el inicio y progresion del cancer se les denomina
oncomiRNAs u oncomiRs, debido a que pueden controlar negativamente la abundancia
de genes fundamentales para el crecimiento, progresion y sobrevivencia tumoral
(Volinia, et al, 2006; Calin et al, 2004; Calin et al, 2006; Esquela-Kerscher et al, 2006;
Hernando 2007). La sobreexpresion de miRNAs que tienen como blanco genes
supresores de tumor puede inhibir la actividad de una ruta anti-oncogénica. En
contraste, la inhibicién de la expresion de un miRNA que reprime la expresion de
oncogenes puede dar como consecuencia el aumento de la expresion de dichas
oncoproteinas y una ganancia de la actividad oncogénica (Calin et al, 2004; Karube et
al, 2005).

MiRNAs asociados a la radioresistencia.

La habilidad intrinseca de los miRNAs de actuar como reguladores negativos de los
genes les permite influenciar vias de sefalizacion que pueden alterar mdultiples
procesos, incluyendo la respuesta a la RI. Es asi como los miRNAs tienen el potencial
de ser usados para manipular la respuesta a la radiacion en la clinica y aumentar la
susceptibilidad de las células a la misma. Se ha observado que los niveles de expresion
de diversos miRNAs cambian significativamente debido a la radiacién, estos resultados

se han reproducido entre varios tipos celulares aun variando la dosis de rayos X y rayos
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Yy (Metheetrairut et al, 2013). Diversas investigaciones han correlacionado al estrés
oxidativo inducido por radiacion con la inhibicion de la expresion de miR-155, miR-25,
miR-20a y miR-15a, generando una respuesta de senescencia celular. Por otro lado, la
sobreexpresion del miR-7, miR-223, miR-29b y el miR-375 inhiben el crecimiento, la
proliferacion, la migracién y la metastasis del tumor. La radioterapia también genera la
sobreexpresion del miR-21, miR-30e* y el miR-17-5p que estimulan supervivencia y
proliferacion tumoral. En estadios tempranos de carcinoma laringeo se observd que
mMiR-296-5p se asocia con la resistencia a la radioterapia y podria ser un buen marcador
para recurrencia tumoral (Maia et al, 2015). Por otra parte, el trabajo reportado por Qu
et al (2015), demostré que la sobreexpresion de miR-23a aumenta la radiosensibilidad
en carcinoma nasofaringeo tanto in vitro como in vivo activando la sefializacién de
IL8/Stat3. En células de cancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP) con
fenotipo radioresistente se identifico un perfil de miRNAs diferencialmente expresados
donde se observo que miR-29c disminuyd su expresion, esto trajo como consecuencia
el aumento de la expresion de las proteinas antiapoptéticas BCL2 y MCL1, y la
inhibicion de la apoptosis, de esta forma favoreciendo el fenotipo radioresistente,
posteriormente su restablecimiento correlacion6 con una reversion de la
radioresistencia y se propone como un posible biomarcador para NSCLC con fenotipo
radioresistente (Aréchaga-Ocampo et al, 2017). Estos resultados sugieren que la
expresion y la funcion de diversos miRNAs se modifican en respuesta a la radioterapia
en tumores y lineas celulares, apoyando fuertemente la idea de que estas moléculas
podrian ser una pieza clave en el control de la radioresistencia. A pesar de que se han
encontrado miRNAs desregulados en respuesta a la radiacidn, su participacion en la
resistencia adquirida a la radioterapia esta en constante avance y aun representa un
campo poco explorado en la investigacion de la funcion molecular de los miRNAs
(Metheetrairut et al, 2013; Zhao et al, 2013).

Biogénesis y funcion del microRNA-122.

El microRNA-122 (miR-122) fue uno de los primeros ejemplos de miRNAs de tejido
especifico, donde se report6é altamente enriquecido en higado, con alrededor del 72%

del contenido de todos los miRNAS, y a su vez ausente 0 con baja expresion en otros
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tejidos. Se reporta que hay aproximadamente 66,000 copias por célula en el higado
adulto (Lagos-Quintana et al, 2002; Chang et al, 2004). Se ha descrito que la secuencia
madura de miR-122 se encuentra altamente conservada entre 18 especies de las
cuales todas son vertebrados y no se han descrito paralogos, esto indica que la
secuencia de miR-122 es de una funcién biolégica vital (Kozomara and Griffiths-Jones,
2011).

MiR-122 deriva de un solo locus gendémico en el brazo largo del cromosoma 18 en
humanos, la biogénesis de miR-122 es canodnica, por lo cual es transcrito por la RNA
polimerasa Il como transcrito nuclear largo conocido como pri-miRNA de 7,5 Kb, que es
escindido por Drosha para producir una horquilla de pre-miRNA de 85 nt, y que
finalmente es exportado a través de exportina 5 y presenta escision citoplasmatica por
Dicer para generar el miRNA maduro. El locus de miR-122 esta en un exén de RNA no
codificante y no pertenece a ningun grupo o cluster. Se aisl6 la regién promotora de
miR-122 y mostrd actividad especifica en funciones hepaticas, su promotor central esta
altamente conservado y posee elementos tipicos de un promotor pol Il. Contiene un
sitio blanco conservado para el factor de transcripcion hepatico 4a (HNF-4a), que
estimula la expresion de miR-122 (Li et al, 2011). La transcripcion de pri-miR-122 esta
regulada de manera circadiana en ratones debido a que muchas funciones hepaticas
estan sujetas a regulacién circadiana, y el andlisis de la expresion de miRNAs hepéticos
durante este ciclo demostré un cambio en los niveles de pri y pre-miR-122 (Gatfield et
al, 2009). Los andlisis de secuenciacion han revelado que las modificaciones
postranscripcionales en los miRNAs, generalmente por la adicion de uno o dos
nucledtidos en la region 3’, son eventos frecuentes. Para miR-122 la adenilacion del
extremo 3’ es importante ya que regula la estabilidad del miRNA, de esta forma se han
logrado identificar diferentes isoformas de miR-122 en higado de ratén incluida una
variante con una sola adenosina 3' afiadida por la polimerasa GLD-2 (de la via no
canonica de la sintesis de poli A en los RNAmM) sin embargo, en humano no se han

reportado hasta el momento variantes o isoformas de miR-122 (Katoh et al, 2009).
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En tumores malignos la expresion de miR-122 se ha reportado disminuida y
generalmente se le asocia como un miRNA-supresor tumoral (Wang et al, 2012; Wang
et al, 2014). En cancer de higado miR-122 inhibe la expresion de la proteina MDR1 que
interacciona con la via Wnt/B-catenina y de esta manera promueve sensibilidad al
oxaliplatino (Cao and Yin, 2019). Ademas, miR-122 influye en la estabilidad de la
proteina P53 y su restablecimiento desencadena sensibilidad y la apoptosis inducida
por doxorrubicina en lineas celulares de cancer de higado (Fornari et al, 2009). Por otra
parte, en muestras de glioma obtenidas de pacientes y lineas celulares derivadas de
glioma, la expresiéon de miR-122 se encontré disminuida en comparacién con tejidos
cerebrales y lineas celulares de cerebro normales, por lo que expresién in vitro inducida
de miR-122 en vectores virales, suprimié la proliferacion y la clonogenicidad de celulas
de glioma y se identific6 que el mecanismo molecular implicado fue la inactivacion de la
via Wnt/B-catenina (Wang et al, 2014). En cancer de mama miR-122 tiene implicaciones
biolégicas determinantes, ya que se ha reportado que se regula negativamente en
muestras tumorales de pacientes y en lineas celulares provenientes de cancer de
mama. Al restaurar la expresion de miR-122 a nivel in vitro la proliferacion celular se
suprimié drasticamente, conjuntamente se redujo la formacion de colonias y se indujo
un arresto del ciclo celular en la fase G1. Notablemente, el mecanismo molecular
subyacente de estas observaciones es que miR-122 modula de forma directa a su gen
blanco IGF1R, un receptor de tipo tirosina-cinasa que inicia la sefializacion intracelular
mediante la via de PKB, estimulando el crecimiento y la proliferacion celular por
activacion de la via PISK-AKT-mTOR y tomando tambien una funcion como inhibidor
potente de la apoptosis por la supresion de la proteina apoptoética BAD. La union del
ligando con el IGF1R produce una autofosforilacion del receptor activAndose el dominio
intracelular de cinasa provocando la fosforilacion de residuos de tirosina de multiples
sustratos (Wang et al, 2012). No obstante, en el estudio de Ergun et al en el 2015, se
demostré que la disminucién de miR-122 en cancer de mama favorece la expresion de
la metaloproteinasa ADAM10, posteriormente se valido como blanco de miR-122 a
ADAM10. Bioloégicamente ADAM10 provoca la escision del receptor HER2, de esta
forma el dominio extracelular se libera y permanece un fragmento con actividad

constitutiva de cinasa, esto provoca sefales de supervivencia y crecimiento
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independientes del ligando al interior de la célula. A nivel clinico este fenbmeno se
correlaciona con la resistencia al trastuzumab ya que este anticuerpo solo reconoce el
dominio extracelular del receptor HER2, ademas esta observacion se corrobora con
altos niveles en circulacion del dominio extracelular de HER2 en pacientes con cancer

de mama, este hallazgo se considera como mal pronéstico (Liu et al, 2006).
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Antecedentes del trabajo

Con la finalidad de entender el papel funcional de los miRNAs en el mecanismo
molecular de radioresistencia, en nuestro laboratorio generamos un sistema de
resistencia a radiacion en células de cancer de mama. Como modelos de estudio se
utilizaron las lineas celulares MCF-7 la cual proviene de un cancer de mama tipo
luminal A que se caracteriza por su sensibilidad al tratamiento hormonal (perfil
inmunohistoquimico: ER+, PR+/-, HER2-) y MDA-MB-231 proveniente de un cancer de
mama triple negativo (TNBC) bajo en claudina (perfil inmunohistoquimico: ER-, PR-,
HER2-, Ki67, bajo en: E-cadherina, claudina-3, claudinina-4 y claudinina-7), y se reporta
una respuesta intermedia a la quimioterapia, es decir que este tipo de células tienen
una alta tasa de heterogeneidad tumoral, debido a que algunas poblaciones de células
presentan marcadores de troncalidad (CD44+/CD24-/ESA+) relacionados con la
resistencia a agentes quimioterapéuticos como el paclitaxel y el 5-fluororacilo. Para la
generacion de lineas celulares radioresistentes, las lineas celulares de cancer de mama
MCF-7 y MDA-MB-231, adquiridas del American Type Culture Collection (ATCC) fueron
cultivadas bajo las condiciones recomendadas por el ATCC. Se sembraron 1x10°
células en botellas de 25 cm? hasta alcanzar el 80% confluencia y fueron irradiados con
2 Gy de rayos X (dosis terapéuticas) utilizando un acelerador lineal de alta energia
(Clinac 600; Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) con una dosis de 1.7 Gy por minuto.
Cuando las células alcanzaron el 90% de confluencia, fueron despegadas y
subcultivadas. Las células fueron tratadas nuevamente con 2 Gy cuando los subcultivos
alcanzaron el 60% de confluencia nuevamente. Estos procedimientos se repitieron 15
veces hasta alcanzar la dosis total de 30 Gy (Figura 2) Este proceso mimetiza un
esquema clinico de radioterapia en pacientes con cancer de mama (Pandeli et al,
2019).
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Figura 2. Generacién del modelo isogénico de células resistentes a radioterapia en células de
cancer de mama. Representacién esquematica del protocolo de tratamiento fraccionado con RI para el
establecimiento de células de cancer de mama radioresistentes, las células fueron sembradas (1x106) y
cuando alcanzaron el 80% de confluencia fueron irradiadas 2 Gy de RI, inmediatamente después se
cambié el medio de cultivo por medio fresco y cuando las células alcanzaron el 90% de confluencia
fueron tripsinizadas y subcultivadas hasta alcanzar el 60% de confluencia. El procedimiento se repitio 15
veces para obtener una cantidad acumulada de radiacién de 30 Gy.

Para obtener la DL50 de Rl en células parentales MCF-7 y MDA-MB-231 y
posteriormente corroborar el fenotipo radioresistente en las células sometidas a dosis
terapéuticas fraccionadas (2 Gy), 300,000 células fueron sembradas en botellas de
cultivo de 25 cm? durante 24 h, posteriormente las células se irradiaron con 2, 4 y 8 Gy
de RI, y como control se usaron cultivos tratados bajo las mismas condiciones, pero sin
tratamiento con RI. 24 h posteriores a la radiacion, se determiné la viabilidad mediante
el ensayo de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]. De
esta forma se obtuvo que la DL50 de RI para las células parentales MCF-7 y MDA-MB-
231 fue de 4 Gy (Figura 3 A-B). Para determinar la capacidad formadora de colonias de
las células sometidas a RI se realizaron ensayos clonogénicos de supervivencia
sembrando 1000 células viables por pozo en cajas de 6 pozos y se aplicaron 4 Gy de RI
con sus respectivos controles sin tratamiento. Las células sometidas al tratamiento de

dosis terapéuticas fraccionadas con RI obtuvieron un factor de supervivencia mayor a
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0.5 lo cual indica que desarrollaron resistencia adquirida a la RI, las células
radioresistentes generadas fueron denominadas como MCF-7RR (Figura 3 C-D) y
MDA-MB-231RR (Figura 3 E-F).
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Figura 3. Caracterizacion del modelo de radioresistencia en células de cancer de mama. La
viabilidad de células parentales (A) MCF-7 y (B) MDA-MB-231 se evalué mediante el ensayo MTT
durante 24, 48 y 72 h después de la irradiacidon con dosis crecientes (0, 2, 4 y 8 Gy) de RI, para obtener
la DL50 para posteriormente corroborar el fenotipo radioresistente. Mediante ensayos clonogénicos de
formacién de colonias viables se corrobord la radioresistencia de las lineas celulares generadas
obteniendo la fraccién superviviente de las células irradiadas (RI+) y la imagen representativa de la
formacién de colonias en MCF-7RR (Figura C-D) y MDA-MB-231RR (Figura E-F) posterior a la aplicacion
de 4 Gy de RI (DL50). Los resultados fueron normalizados con la fraccién superviviente de las células no
irradiadas (RI-). Las barras de error indican la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
**P <0.001 por prueba de t de Student.

Una vez caracterizado el sistema de radioresistencia celular, se obtuvo el perfil de
expresion global de 667 miRNAs de la linea MCF-7RR. Los resultados mostraron que
un grupo de 16 miRNAs (3 reprimidos y 13 sobreexpresados) tienen una expresion
significativamente diferencial en las células RR (radioresistentes) con respecto a las
células parentales control. En particular, el miR-122 aumentd su expresion 3.41 veces

en las células MCF-7RR en comparacion con las células MCF-7 (Tabla 1).
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Tabla 1. MicroRNAs con expresién diferencial en MCF-7RR.

mMiRNA Veces de cambio R (Valor de P) Cromosoma
(log2)
Reprimidos
hsa-miR-196b -2.43 0.0113 7p15.2
hsa-miR-146a -2.13 0.05 5034
hsa-miR-181a-2* -1.7 0.0091 9g33.3
Sobreexpresados
hsa-miR-222 1.53 0.0083 Xp11.3
hsa-miR-218 1.63 0.0097 4p15.31
hsa-miR-10a 1.88 0.032 17921.32
hsa-miR-424* 1.9 0.0375 XQ26.3
hsa-miR-449b 2.14 0.017 5q11.2
hsa-miR-411 2.34 0.0452 14932.31
hsa-miR-184 2.64 0.017 15925.1
hsa-miR-135b 3.23 0.0068 1g32.1
hsa-miR-122 3.41 0.0282 18921.31
hsa-miR-222* 3.7 0.0169 Xp11.3
hsa-miR-223* 3.9 0.0014 Xql2
hsa-miR-934 7 0.0529 Xq26.3
hsa-miR-135b* 7.9 0.015 1g32.1

Se realizé un andlisis bioinformético de los blancos validados y predichos del miR-122
en la base de datos MiRTarBase usando tres algoritmos (TargetScan, miRDB vy
mMIRANDA) para identificar los genes regulados por miR-122. Para las rutas biologicas
en las que participan, se emplearon las plataformas KEGG Pathway, Gene ontology y
PANTHER Pathway. Se encontraron 45 genes validados mediante ensayos reportero
de Luciferasa (forma convencional para validar un blanco de un miRNA) y 90 genes
predichos (Tabla 2).

30



Tabla 2. Genes blanco de miR-122.

CYP7A1l, WNT1, IGF1R, SRF, RAC1, RHOA, ANK2, NFATC2IP,
ENTPD4, ANXA11l, ALDOA, RAB6B, RAB11FIP1, FOXP1, MECP2,
NCAM1, UBAP2, TBX19, AACS, DUSP2, ATP1A2, MAPK11,

Validados FUNDC2, AKT3, TPD52L2, GALNT10, G6PC3, AP3M2, SLC7A1,
XPO6, FOXJ3, SLC7A11, TRIB1, EGLNS3, NUMBL, ADAM17, DSTYK,
FAM117B, BCL2L2, PRKAB1, ADAM10, ACVR1C, PTPN1, NT5C3A,
PAHAL.

CD96, ATF6, GRHL2, IGFBP5, RABL6, CDA, TRPS1, PPARGCI1B,
SIRPB1, RIMS1, COLEC12, FOXK2, KIAA1244, DSG2, STK24,
miR-122 FAM117B, RAB3GAP1, GPD1L, NICN1, KIF5B, PLEKHB1, ERCC1,
PRKRA, KCTD7, RIMBP2, DSTYK, CCNYL1, LTBP2, SLC52A2,
KIF11, VNN1, DCLK2, BAI2, ATP6VOA2, CLIC4, SHPRH, P4HAL,
SHCBP1, MTAP, NPEPPS, RBM43, CCNG1, ADAMDEC1, METTLSY,
Predichos PGM2L1, PLXNA2, ZNF614, NOS1, SPOCK2, SAMD5, CD40LG,
OSTM1, CLIC5, C8orf86, PRLR, CALN1, PAPPA, YKT6, SAMD12,
DUSP4, COX16, SCN3B, C150rf53, RFXAP, LMNB2, PFKFB2,
MAP3K2, ZSCAN30, GYPA, ZNF589, PELI1, OCLN, SLC7A1,
TMEMS87B, TNFRSF1B, STMN2, GYS1, TMX3, GATAD2B, ASAH1,
SLCY9Al1, LRP11, SV2B, MGAT4A, HNRNPU, AP1AR, CYBRD1,
BCR, SOX11, Clorfl73.

Estos genes participan en procesos biolégicos como proliferacién, ciclo celular,
apoptosis, respuesta inflamatoria, diferenciacion, morfogénesis y regulacién de la

expresion genética (Tabla 3).

Tabla 3. Ontologia de genes blanco de miR-122.

GO Proceso Genes Valor de p
0007165: Transduccién de sefiales 12 0.0378212
0006468: Fosforilacion de proteinas 8 0.0154143
0007596: Coagulaciéon sanguinea 7 0.0361679
0006916: Anti-apoptosis 6 0.0154771
0005975: Metabolismo de carbohidratos 6 0.0280331
0030336: Regulacion negativa de migracion celular 5 0.00257405
0051090: Regulacion de factores de transcripcion 4 0.0163381
0007166: Receptores de superficie celular en vias de sefializacion 4 0.0413005
0006921: Componentes celulares involucrados en apoptosis 3 0.0275539
0007160: Adhesion célula-matriz 3 0.0481954
0043568: Via de factor de crecimiento similar a insulina 2 0.0273773
0048870: Motilidad celular 2 0.0283033
0007162: Regulacién negativa de adhesion celular 2 0.0435724
20_01111. Regulacién positiva de proliferacion de células 1 0.0400662
epiteliales
0072404: Transduccion de sefiales en puntos de control del ciclo 1 0.0400662
celular (G1-S)

0006990: Regulacién positiva de la transcripcion del promotor de 1 0.0400662

la RNA polimerasa Il implicada en la respuesta de la proteina
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desplegada

0051389: Inactivacion de la actividad MAPKK 1 0.0400662
2000002: Regulacién negativa del control de dafios en el DNA 1 0.0400662
0002839: Regulacion positiva de la respuesta inmune a células 1 0.0400662
tumorales
0032467: Regulacion positiva de la citocinesis 1 0.0472631
004433.6'. Wnt repeptor de senahzguon de la via implicada en la 1 0.0472631
regulacién negativa de la apoptosis
00007’2.0. Reparacion del dimero de pirimidina por escision de 1 0.0472631
nucledtidos

KEGG

Pathway
04010: MAPK via de sefializacién 7 0.00245341
05200: Vias en cancer 7 0.00546484
04520: Uniones adherentes 4 0.00449001
04910: Via de sefializacion de insulina 4 0.0148203
04510: Adhesion focal 4 0.031362
04920: Vias de sefalizacién de adipocitocinas 3 0.0154379
04370: Via de sefializacion de VEGF 3 0.0179311
04514: Moléculas de adhesién celular (CAMs) 3 0.0466897
04530: Uniones estrechas 3 0.0471519
04330: Via de sefializacion de Notch 2 0.0484229

PANTHER

Pathway
P04393: Via de Ras 5 0.000257893
P00006: Via de sefializacion de Apoptosis 5 0.00108892
P00021: Via de sefializacion de FGF 4 0.00787328
P00018: Via de sefializacion de receptores EGF 4 0.00620598
P04398: Vias de retroalimentacion 2 de p53 3 0.0100544
P00046: Respuesta a estrés oxidativo 3 0.00723262
P00059: Via de p53 3 0.0118255
P00005: Angiogénesis 3 0.0454294
P00034: Via de sefializacion de integrinas 3 0.0460315
P04397: Via de p53 por privacion de glucosa 2 0.0103546
P00030: Respuesta a hipoxia por activacion de HIF 2 0.014545
P00020: Via de sefializacion de FAS 2 0.0208404
P00045: Via de sefializacion de Notch 2 0.0206368

Estos antecedentes sugieren fuertemente que el miR-122 puede afectar potencialmente

la expresion de diversos genes involucrados en las rutas de sobrevivencia celular,

apoptosis y reparacion del DNA las cuales estan relacionadas con el control de la

radioresistencia. Por lo anterior, el miR-122 fue elegido para su andalisis funcional que

incluye la evaluacion de su potencial accion sensibilizante a la radioterapia y la

identificacion molecular de sus genes blanco y rutas celulares afectadas.
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Justificacion

Los miRNAs modulan potencialmente la expresion de genes a nivel postranscripcional y
se ha establecido que su desregulacion tiene implicaciones directas e indirectas con el
desarrollo de la carcinogénesis. Por otra parte, una vasta evidencia de estudios sugiere
que los cambios en la expresion de miRNAs se correlacionan con procesos biologicos
de tipo patolégicos como el aumento en las vias de supervivencia celular, inhibicion de
la apoptosis, reprogramacion transcripcional, reprogramacion metabdlica, procesos
inflamatorios, supresion de la respuesta inmune asi como otros sellos distintivos del
cancer que en conjunto pueden conferir un fenotipo de radioresistencia adquirida a las

células tumorales.

Por tal motivo, es necesario establecer la funcion molecular de los miRNAs en la
resistencia adquirida a la radioterapia en cancer de mama. En este sentido,
proponemos evaluar la funcion de miR-122 en la resistencia adquirida a la Rl en cancer
de mama. Existe evidencia de que la funcion supresora tumoral de miR-122 en cancer
de mama es determinante debido a que modula de forma directa blancos moleculares
como IGF1R y ADAM10 que son criticos en la progresion y desarrollo de esta
enfermedad, ya que conectan vias de supervivencia y proliferacion celular. Ademas,
existen trabajos en cancer de mama y otras neoplasias, que proponen una funcién
sensibilizante de miR-122 a agentes quimioterapéuticos, sin embargo, aun hay poca
informacion que expliqgue los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de
radioresistencia adquirida en cancer de mama. El observar un aumento de la expresion
de miR-122 en células tumorales de mama con radioresistencia adquirida, abre la
posibilidad de explorar un mecanismo novedoso de miR-122 con un posible rol en
desarrollo de radioresistencia adquirida. Los datos que se obtengan nos permitiran
entender los mecanismos moleculares asociados a la radioresistencia y evaluar la
posible implicacion clinica del miR-122, por lo cual su analisis molecular representa un

modelo de estudio original y relevante.
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Pregunta de investigacion

¢ Cudl es la funcion de miR-122 en la radioresistencia adquirida del cancer de mama?

Hipotesis

El miR-122 participa en la radioresistencia de células de cancer de mama a través de la
regulacion de genes blancos componentes de vias de sefializacion relacionadas con la

supervivencia celular.

Objetivos

Objetivo general

Analizar la funcion del miR-122 en la radioresistencia de las células MCF-7RR y MDA-

MB-231RR de cancer de mama.

Objetivos particulares

1. Analizar el efecto de la sobreexpresion e inhibicion del miR-122 en las lineas
celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 parentales y radioresistentes (RR)

respectivamente, sobre la resistencia a la radioterapia.

2. ldentificar los genes modulados como consecuencia de la inhibicion del miR-122 en
las lineas celulares RR y caracterizar las vias de sefalizacion celular con importancia

en la radioresistencia.
3. Validar la modulaciéon de un RNAm blanco del miR-122 en células MCF-7RR.

4. Determinar la expresion de la proteina codificada por el gen validado en las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231.
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METODOLOGIA

Cultivos celulares: Las lineas celulares provenientes de adenocarcinoma mamario
humano MCF-7 (perfil inmunohistoquimico: ER+, PR+/—, HER2-) y MDA-MB-231 (perfil
inmunohistoquimico: ER-, PR-, HER2-, Ki67, bajo en: E-cadherina, claudina-3,
claudinina-4 y claudinina-7) parentales, asi como las radioresistentes que fueron
establecidas como modelo de estudio denominadas como RR, se cultivaron con medio
Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM, Life Technologies) suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 100 Ul/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina a 37°C en
atmosfera de 5% de CO2. Para el mantenimiento de los cultivos se realizaron pases

cuando la confluencia alcanz6 el 80%.

Transfecciones: Las células MCF-7 y MDA-MB-231 se transfectaron con el mimic-miR-
122 (Ambion #4464066) a 10 nM, mientras que las células MCF7-RR y MDA-MB-
231RR se transfectaron con antagomiR-122 (Ambion #4464084) a 30 nM. Se us6 una
secuencia scramble (30 nM) como control del experimento y como agente de
transfeccion se usé Lipofectamina® 2000 (Invitrogen #1718582) empleando 1 pL por
cada mL de volumen final de medio de cultivo. EI mimic-miR-122 y el antagomiR-122 se
diluyeron en Opti-Mem™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La eficiencia
de transfeccion se verific6 mediante RT-gPCR a las 48h posterior a la transfeccién y

este mismo tiempo se tom6 como referente para los experimentos subsecuentes.

Extraccién de RNA por el método del trizol: Las células control y transfectadas se
lavaron 2 veces con PBS 1X, se adicion6é 1 mL de trizol (Gibco) y se homogenizé la
suspension durante 2 min hasta lisar las células. La suspension celular obtenida de los
cultivos se coloco en microtubos de 1.5 mL y se incubé por 5 min a temperatura
ambiente, posteriormente se agregaron 200 uL de cloroformo, se mezclé con vortex por
30 segundos, se incubd 2 min y se centrifugé a 12,000 rpm a 4°C por 17 min. La fase
acuosa se transfirié6 a un nuevo microtubo de 1.5 mL. Para precipitar el RNA de la fase
acuosa se agregaron 500 pL de isopropanol y se incubo durante 15 min. Después de la

incubacion se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm por 15 min a 4°C y se elimino el
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isopropanol, el botén formado se lavé con 1 mL de etanol al 75%. Posteriormente se
mezclé en un vortex y se centrifugd nuevamente a 12,000 rpm por 10 min a 4°C, se
retir6 el etanol y se dej6 secar la pastilla de RNA a temperatura ambiente por 30 min.
Finalmente, el boton se resuspendidé en agua libre de RNAsas. La concentracion de
RNA se determin0d por espectrofotometria (A2sonm/A2sonm) (NanoDrop 2000 UV-Vis
Spectrophotometer Thermo Scientific®) y se verificd su integridad por electroforesis en

un gel de agarosa al 0.8%.

RT-PCR en tiempo real: La expresion relativa del miR-122 se evalu6é en condiciones
basales o0 a las 48 h posterior a la transfeccion, mediante RT-PCR en tiempo real
utilizando el Stem-loop RT MicroRNA assay para el miR-122 (Cat. #4427975, Life
Technologies) y como normalizador el sn/shoRNA RNU44. Se utilizaron 100 ng de RNA
total para las reacciones de transcripcion reversa, que se llevd a cabo en un
termociclador 2720 Thermal Cycler de Applied Biosystems de la siguiente manera: 4°C
por 5 min, 16°C por 30 min, 42°C por 30 min y 85°C por 5 min. El cDNA se utiliz6 para
PCR en tiempo real empleando sondas TagMan para miR-122 y RNU44, brevemente, 2
pL de cDNA, 1 pL de sonda TagMan, 7 pL de H20 libre de nucleasa y 10 puL de master
mix se mezclaron para obtener un volumen final de 20 pL. La reaccion se llevo a cabo
en el equipo 7500 Real-Time PCR System de Applied Biosystems, bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 95° C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°
C por 15 segundos y una extension de 60° C por 60 segundos. Se obtuvo el AACt
comparativo al obtener la diferencia entre los Ct del control endégeno RNU44 con los
de miR-122, para determinar los niveles de miR-122 el resultado del AACt se convirtié
al Logaritmo -2. Este procedimiento se realizé en los ensayos de transfeccion del mimic

miR-122 en las lineas celulares parentales y del antagomiR-122 en las lineas RR.

Ensayo clonogénico (Andlisis de radioresistencia): El ensayo consiste en la
capacidad de una célula para producir una colonia de 50 o méas células después de la
radiacion. Se sembraron 1000 células en placas de 6 pozos y después de las 24 h
fueron transfectadas como se mencioné anteriormente, 48 h posterior a la transfeccion

fueron radiadas con un acelerador lineal (Varian 600C) con 4 Gy de RI y se incubaron
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por 10-12 dias en condiciones basales de cultivo, el cambio de medio se realiz6 cada
48 h. Posteriormente, las colonias se fijaron con metanol/acido acético 7:1 y se tifieron
con cristal violeta al 1%. Se contaron las colonias con 50 o mas células, las cuales se
consideraron como sobrevivientes clonogénicos y se determiné la fraccion superviviente
que permite cuantificar la tasa de supervivencia celular tras la aplicacion de RI de

acuerdo con Karube, et al 2005.

Western blot: Las células MCF-7RR y MDA-MB-231RR con una confluencia del 70-
80% en cajas p60, fueron despegadas mediante un raspado con gendarme y lisadas en
buffer de lisis que contenia Tris pH 7.5 [25 mM], NaCl [150 mM], Triton 0.5%, EDTA
1mM e inhibidor de proteasas y fosfatasas (Roche®). Las proteinas fueron separadas en
un gel de poliacrilamida SDS/PAGE al 10% mediante electroforesis (80 V) empleando
un buffer de corrida pH 8.3 (Tris [250 mM]; Glicina [1.92 M]; SDS 1%). La transferencia
se realiz6 en membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad 0.45 um) durante 1.5 h empleando
un buffer de transferencia pH 8.3 (Tris [0.25 M]; Glicina [1.92 M]; Metanol 20%).
Después de la transferencia, las membranas se bloquearon con leche descremada al
5% en buffer TBS (Tris [20 mM]; NaCl [150 mM]) con 0.1% Tween 20 (TBS-T) durante 1
h. posteriormente las membranas fueron lavadas tres veces en buffer salino de Tris con
Twin 20 (0.1%) durante 5 min y se incubaron con anticuerpos primarios especificos
[ZNF611 (1:250 Abcam®); ZNF304 (1:1,000 Abcam®); RIPK1 (1:2,000 BD Transduction
Laboratories™); TNFRSF21 (1:250 Santa Cruz Biotechnology); DUSP8 (1:250 Santa
Cruz Biotechnology); HRAS (1:250 Abcam®); Actina (1:5,000 Cell Signaling)] durante
toda la noche a 4°C. Posterior a la incubacion con los anticuerpos primarios, se
realizaron 3 lavados con TBST durante 5 min y las membranas se incubaron con
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) [ZNF611,
ZNF304, HRAS (1:5,000 anti-conejo Santa Cruz Biotechnology); RIPK1, TNFRSF21,
DUSP8 (1:5,000 anti-raton Santa Cruz Biotechnology); Actina (anti-cabra 1:5,000 Santa
Cruz Biotechnology). Posteriormente, las membranas fueron lavadas tres veces durante

5 min y reveladas por quimioluminiscencia utilizando el kit SuperSignal® West Femto.
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Analisis de microarreglos: Se obtuvo RNA total de células MCF-7RR y MCF-7RR
transfectadas con antagomiR-122 en concentraciones equimolares (150 ng/uL) de 3
experimentos independientes y se hibridd un arreglo Affymetrix st1® para el analisis de
29,834 genes, cada hibridacion se realizd por duplicado. La intensidad de fluorescencia
del arreglo fue analizada por Expression Console para la normalizacion y la expresion
diferencial de genes fue obtenida de acuerdo con la significancia estadistica por el
programa Transcriptome Analysis Console (TAC) mediante la prueba ANOVA (p<0.05).
Los genes diferencialmente expresados (sobreexpresados y suprimidos) se

consideraron a partir de >1.3 y <1.3 veces de cambio.

Validacion de genes blanco de miR-122. Se disefiaron oligos especificos para
amplificar las regiones 3’'UTR de los genes ZNF611 y ZNF304 por PCR, que fueron
seleccionados como posibles blancos de miR-122, para posteriormente ser clonados en
el plasmido pMIR-REPORT™ Systems (AM5795), el cual es un plasmido especifico
para validar blancos directos de miRNAs que se basa en la actividad del gen reportero
de luciferasa de luciérnaga. Este pldsmido contiene un sitio polylinker de clonacion
multiple para diferentes enzimas de restriccibn que permitirdn insertar la secuencia
blanco de interés y poder evaluar cuantitativamente la funcion de miR-122 sobre los
genes ZNF611 y ZNF304. Para este trabajo se usaran las enzimas Spel y Hindlll,
debido a que en el plasmido son las enzimas que van en el sentido de la transcripcion,
situandose al inicio y al final del sitio de clonacién multiple. De esta forma el inserto a
clonar al ser amplificado, llevara en el oligo sentido un sitio de corte para Spel y en el
oligo antisentido un sitio de corte para Hindlll. Se cultivaron las bacterias recombinantes
en medio Lysogeny Broth (LB) adicionado con ampicilina como antibiético de seleccion
a una concentracion de 100 uM, posteriormente el plasmido fue purificado mediante el
sistema HiSpeed® Plasmid Midi Kit (12643). Como controles negativos (CN) de
clonacion se emplearon los mismos oligos disefiados para amplificar el inserto de
interés pero ahora el oligo sentido llevara un sitio de corte para Hindlll y el oligo
antisentido tendra la secuencia de corte para Spel, de tal forma que se obtendra el
mismo inserto pero quedara clonado en sentido invertido a la transcripcion y de esta

forma el CN ya no estaria bajo la actividad reguladora negativa de miR-122.
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Se muestran los oligos correspondientes con los sitios para Spel en negritas y para

Hindlll en gris:

ZNF611 Sentido: GTACTAGTATGGTCATCGGTGAACTCATACTG
ZNF611 Antisentido: CGAAGCTTATTCCTGACCTCAAGTGACCTAT
ZNF611 CN Sentido: CGAAGCTTATGGTCATCGGTGAACTCATACTG
ZNF611 CN Antisentido: GTACTAGTATTCCTGACCTCAAGTGACCTAT

ZNF304 Sentido: GTACTAGTATCATGAGGTGTGTTGCACTTTG

ZNF304 Antisentido: CGAAGCTTATCTCAGAACCTAATCATGAGGGAAA
ZNF304 CN Sentido: CGAAGCTTATCATGAGGTGTGTTGCACTTTG
ZNF304 CN Antisentido: GTACTAGTATCTCAGAACCTAATCATGAGGGAAA

La regién 3’'UTR de ZNF611 (489 pb) la cual contiene un sitio de unién candnico a miR-
122 (CACTCCA) se amplifico por RT-PCR. Se utilizaron 100ng de RNA total, 1uL de
oligo dT (0.5 pg/uL), 1uL de dNTP’s (10mM) y H20 libre de nucleasas (aforada a 20uL),
para la primera reaccion de RT PCR: Fase de pre-amplificacion: 1 ciclo a 70°C por 10
min y 1 ciclo a 4°C de 2-4 min. Para la segunda fase de la RT-PCR se adicionaron: 4L
de MgClz (25mM), 2uL de solucion amortiguadora RT 10X (1X) y 1uL de transcriptasa
inversa (15 U/uL), bajo las siguientes condiciones: Amplificacion: 1 ciclo de 42°C por 60
min y 1 ciclo de 4°C por ~. El cDNA obtenido se utiliz6 para PCR de punto final para
amplificar la regién 3’'UTR de ZNF611 y el control negativo. Para la PCR se adicionaron
2uL de solucién amortiguadora 10X (1X), 0.6uL de MgClz (25mM), 1uL de dNTP’s
(1.5mM), 0.3pL de oligos sentido y antisentido para la region 3’'UTR de ZNF611 (10uM),
12.3uL de agua libre de nucleasas y 0.5uL de Tag-Polimerasa recombinante (5 U/uL).
La reaccion se llevé a cabo en el equipo 2720 Thermal Cycler de Applied Biosystems
bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 95° C por 10 min/ 40 ciclos
de: 95° C por 15 seg/ alineamiento a 65° C por 60 seg/ extension de 72°C por 50 seg.

El amplicon se observé mediante un gel de agarosa al 2% GelRed® (Biotium).

Anadlisis in silico para determinar los elementos de respuesta en el DNA a
proteinas de dedos de zinc (ZNFs). Utilizamos la herramienta de reconocimiento en
linea para los elementos de respuesta de las proteinas con dedos de zinc Cys2Hys2
(http://compbio.cs.princeton.edu/zf/), para identificar en las regiones promotoras de
RIPK1 y DUSP8, los elementos de respuesta a ZNF611 y ZNF304.
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El analisis de datos del Atlas del genoma del cancer (TCGA). A partir de la base de
datos del The Cancer Genome Atlas (TCGA) se obtuvieron los datos clinicos y
moleculares de pacientes con cancer de mama, se seleccion6 a un grupo de pacientes
que de acuerdo con su historial clinico recibieron radioterapia durante su tratamiento.
Se tomaron en cuenta los regimenes de radioterapia adyuvante, paliativa y recurrencia.
En cuanto a los estados patologicos de los tumores en la poblacion de estudio,
abarcaron del estadio | al estadio IV. La clasificacion molecular de los tumores en las
pacientes correspondié a Luminal A, Luminal B, TNBC (Triple negativo) y HER2+. De
acuerdo con los datos de expresion a nivel de RNAm analizados por la técnica de
RNAseq y reportados en Reads per million (RPM), se obtuvieron los datos de expresion
de miR-122, ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS. De acuerdo con la
mediana de expresion en RPM se categoriz6 a la poblacibn en dos grupos que
expresaron alto y bajo nivel de cada molécula. El periodo de tiempo durante y después
del tratamiento de radioterapia fue establecido en meses, en donde se evalud la
supervivencia libre de recaida (SLR) en funcién de la expresion de los genes de interés.
Se tomo6 como dia 1, el dia de diagndstico de cancer de mama y como dia final el dia
de recaida en el caso de las pacientes que recayeron, o dia del término del seguimiento
en el caso de las pacientes que no presentaron recaida de la enfermedad. Se
implemento la prueba de Log Rank para determinar la significancia estadistica de los
resultados obtenidos tomando como valor significativo P = <0.05.

Andlisis estadistico: Todos los resultados son derivados de tres experimentos
independientes que se representaron como media + desviacién estandar (DE). La
comparaciéon entre los grupos se realizé6 mediante la prueba t de Student y ANOVA.
Para todos los andlisis, valores de p < 0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete de
software estadistico SPSS 17.0
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Resultados

Validacion de la expresion diferencial de miRNAs en células MCF-7RR y MDA-MB-
231RR.

Para validar los datos obtenidos en el analisis global de miRNAs, se analizé la
expresion de miR-122, miR-10a, miR-222, miR-222*, miR135b, miR-135b*, miR-196b y
miR-934 por RT-gPCR (Figura 4A). Los resultados confirman los niveles de expresion
de los miRNAs previamente observados en el andlisis global. Ademés, se valido la
expresion del miR-122 utilizando un RNA obtenido de una clona de células MCF-7RR
distinta a las utilizadas en los andlisis previos. Se observd que las células MCF-7RR
sobreexpresan el miR-122 (Veces de cambio = 3.2 +/- 0.5) en comparacion con la linea
parental MCF-7 (Figura 4B). De esta forma se corroboré lo observado previamente en
los antecedentes y se validé que el modelo biolégico es reproducible. Para validar si los
miRNAs identificados en MCF-7RR también se modulan en otra linea celular de cancer
de mama con radioresistencia, se evaluo la expresion de estos 8 miRNAs en las células
MDA-MB-231RR por RT-gPCR y se comparo con la linea celular MCF-7RR (Figura 4C).
Se observé que el miR-122 mantiene elevada su expresion tanto en MCF-7RR como en
MDA-MB-231 RR [2.5 +/- 0.5 veces de cambio (Log2)].
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Figura 4. Expresién diferencial de miRNAs en células radioresistentes. La expresion de miR-10a,
miR-122, miR-222, miR-222* miR-135b, miR-135b*, miR-934 y miR-196b fue analizado por RT-gPCR
(A). Se muestra la expresioén diferencial de miR-122 entre células MCF-7 y MCF-7RR mediante RT-gPCR
usando el RNA obtenido de una clona MCF-7RR distinta a la utilizada para el analisis global (B).
Comparacion de los miRNAs validados en MCF-7RR con la linea celular MDA-MB-231RR (C). Todos los
experimentos de RT-gPCR se realizaron por triplicado en cada experimento y de manera independiente.
Se muestra la desviacion estandar y la significancia estadistica obtenida con ANOVA *P <0.05.

Efecto de la sobreexpresion del miR-122 en células MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas
con RI. Para determinar si la sobreexpresion del miR-122 induce radioresistencia en las
células parentales, las células MCF-7 y MDA-MB-231 parentales se transfectaron con
10 nM del mimic-miR-122. La sobreexpresion de miR-122 tuvo 4.5 veces de cambio en
MCF-7 (Figura 5A) y de 12.1 en MDA-MB-231 (Figura 5B) respecto al control no
transfectado. Las células transfectadas se irradiaron con una dosis de 4 Gy (DL50) de
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Rl y la supervivencia se analizO mediante ensayos clonogénicos. Los resultados
mostraron una disminucion en la fraccion superviviente en las células transfectadas con
miR-122 (MCF-7 FS = 0.12 (Figura 5C y D); MDA-MB-231 FS = 0.0734 (Figura 5E y F))
tanto en las células transfectadas con tratamiento de Rl como el control sin tratamiento
radioterapéutico. Para corroborar a nivel clinico la funcion supresora tumoral de miR-
122, realizamos una curva de Kaplan-Meier, analizando la base de datos del TCGA de
pacientes con cancer de mama que recibieron tratamiento con RI. Se seleccion6 a un
grupo de pacientes (n= 102) que expresaron a miR-122 y de acuerdo con la mediana de
expresion (Rpm= 0.299159) se categorizaron en alta y baja expresion. El tiempo del
seguimiento se tomd en meses y se analizé la SLR relacionada con la respuesta al
tratamiento de RI. Nuestro hallazgo revelé que la alta expresion de miR-122 en
pacientes con cancer de mama que recibieron radioterapia correlaciond con una mejor
SLR (Log Rank *P= 0.014) de hasta 120 meses (Figura 5G). Estos datos demuestran
gue miR-122 tiene un papel como MiRNA supresor tumoral en células MCF-7 y MDA-

MB-231 como previamente se reporté por Wang et al, en el 2012.
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posterior (+Rl) al tratamiento con 4 Gy de RI. Curva de Kaplan-Meier de SLR usando la base de datos del
TCGA en pacientes con cancer de mama (G), la linea naranja representa a las pacientes con alta
expresion de miR-122 y la azul representa a las pacientes con baja expresién de miR-122, se empleé la
prueba de Log Rank (*P= <0.05) para obtener la significancia estadistica. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado. Se muestra la desviacion estandar y la significancia estadistica obtenida con
ANOVA *P <0.05.

Modulacion de la radioresistencia en células MCF-7RR y MDA-MB-231RR

mediante la transfeccion del antagomiR-122.

Con la finalidad de conocer la funcién de miR-122 en la radioresistencia adquirida en
células de cancer de mama, se inhibio la expresion de miR-122 por medio de un
antagomiR (inhibidor) en MCF-7RR (Figura 6A) y MDA-MB-231RR (Figura 6B). Un
antagomiR es un oligonucleétido de RNA pequefio sintético y quimicamente modificado
que es complementario a una secuencia de miRNA enddgeno y se usa para su
silenciamiento (Kritzfeldt et al, 2005). Para evaluar la supervivencia de las células
radioresistentes se hicieron ensayos clonogénicos y se observdé que las células
transfectadas con el antagomiR-122 tuvieron una menor supervivencia [(Fraccion
superviviente en MCF-7RR= 0.87 (Figura 6C y D); MDA-MB-231RR= 0.7 (Figura 6E y
F)]. Cuando se aplicé RI se observé que la fraccion superviviente disminuyé en ambas
lineas celulares [(MCF-7RR= 0.43 (Figura 6C), MDA-MB-231RR= 0.266 (Figura 6D)].
Posteriormente evaluamos la expresion de IGF1R en células MCF-7RR al inhibir a miR-
122. IGF1R es un blanco de miR-122 en células de cancer de mama y su disminucion
ejercida por miR-122 inhibe la supervivencia celular. Nosotros mostramos que la
expresion de IGF1R disminuye en células MCF-7 al inducir el aumento de miR-122
como se reporta en la literatura (Wang et al, 2012), mientras que en células MCF-7RR,
la cual presenta un aumento de miR-122, la expresion de IGF1R esta suprimida, pero al
inhibir a miR-122 en MCF-7RR el nivel de expresion de IGF1R aumenta de manera
significativa (Figura 6G). Estos resultados indican que miR-122 promueve el
mantenimiento de la radioresistencia adquirida en células de cancer de mama
independientemente de la funcién de IGF1R y las vias de supervivencia en las que
participa, de tal forma que miR-122 podria ejercer una reprogramacion transcripcional
en las células de cancer de mama con radioresistencia adquirida modulando a otros

genes blanco aun no reportados.
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Figura 6. La inhibicién del miR-122 revierte la radioresistencia en células de cancer de mama.
Expresion de miR-122 en células MCF-7RR (A) y MDA-MB-231RR (B) transfectadas con antagomiR-122,
a una concentracién de 10, 20 y 30 nM. Como controles se emplearon las células sin transfectar.
Fraccion superviviente e imagen tipica de formacion de colonias: células MCF-7RR (C, D) y MDA-MB-
231RR (E, F) transfectadas previo (-RI) y posterior (+RI) al tratamiento con 4 Gy de RI. Expresion de
IGF1R en células MCF-7 y MCF-7RR transfectadas con mimic y antagomiR-122 (G) respectivamente, la
expresion de IGF1R fue evaluada por RT-qPCR.Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se
muestra la desviacion estandar y la significancia estadistica obtenida con ANOVA *P <0.05.

Transcriptoma de células MCF-7RR transfectadas con antagomiR-122.

Con el fin de identificar posibles nuevos blancos de miR-122 en una célula de cancer de
mama resistente a radioterapia, se analizé el transcriptoma de las células MCF-7RR
transfectadas con el antagomiR-122 y se identificé un grupo de 158 genes modulados,
de los cuales 27 estuvieron sobreexpresados y 131 suprimidos (Figura 7A-B; Tabla 4
seccion de apéndice). Mediante el uso de herramientas bioinformaticas de ontologia de
genes, se lograron identificaron a genes modulados por miR-122 en células MCF-7RR
gue son componentes de vias de sefalizacion y procesos biolégicos con importancia en
cancer y con posible participacion en radioresistencia, de los cuales destacan
regulacion transcripcional, via de las MAPK, respuesta a TNF e interaccién de
receptores de citocinas (Figura 7C). De la totalidad del transcriptoma modulado en

células MCF-7RR al inhibir a miR-122, 39 genes presentaron sitios de union a miR-122,
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de los cuales 9 se sobreexpresaron y 30 se suprimieron (Figura 7B). Para poder
identificar blancos directos de miR-122 con una regulacion de tipo candnica en la linea
celular MCF-7RR, nos interesé analizar a los genes que aumentaron su expresion al
inhibir a miR-122 (MCF-7+ antagomiR-122). Al realizar un analisis bioinformatico de
complementariedad de la region semilla de miR-122, sobre los genes que aumentaron
su expresion al inhibir a miR-122 y que adicionalmente presentaron sitios de union,
identificamos que ZNF611 y ZNF304 tienen una complementariedad de 7 pares de

base en la region 3’UTR de ambos genes (Figura 7D).
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Figura 7. Transcriptoma de las células MCF-7RR transfectadas con antagomiR-122. Mapa de calor
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manera no supervisada, esto indica que el analista no modificé o alteré los resultados obtenidos. El
dendograma de la parte del costado izquierdo indica el agrupamiento jerarquico de los genes de acuerdo
con la homologia y funcionalidad. Se tom6 como un cambio en la expresion cuando los genes mostraron
+/- 1.3 veces de cambio y que tuvieran un valor de ANOVA con significancia estadistica (P <0.05) (A);
Diagrama de Venn de genes modulados y con sitio de union a miR-122 de células MCF-7RR
transfectadas con antagomiR-122 (B); en verde se muestran los genes suprimidos y en rojo los genes
sobreexpresados. Tabla de procesos biologicos y enriquecimiento de vias de genes modulados en MCF-
7RR transfectadas con antagomiR-122 (C); en color rojo se muestran los genes sobreexpresados en el
transcriptoma, en color verde se muestran los genes reprimidos, los genes con sitios de unién a miR-122
en su region 3’'UTR se muestran subrayados. Sitios de unién candnicos en la region 3’'UTR de ZNF611 y
ZNF304 con la region semilla de miR-122, se muestra en color azul las bases complementarias entre
miR-122 y la regiéon 3'UTR de los genes (D). GO: Gene ontology (Ontologia de genes).

Regulacion transcripcional y de vias de supervivencia ejercida por miR-122 en
células MCF-7RR.

Los resultados del andlisis del transcriptoma mostraron la sobreexpresion de los
represores transcripcionales ZNF304 y ZNF611, las cuales son proteinas asociadas con
el silenciamiento transcripcional y que poseen sitios de unién en su region 3’'UTR para
miR-122 (Figura 8A). Estos factores de transcripcién son potenciales blancos de miR-
122 al estar aumentado su nivel de expresion cuando se inhibe a miR-122. Por otro
lado, genes como MAP4K1, DUSP8 (componentes de la via de las MAPK; HRAS de la
via de Ras); y TNFRS21 y RIPK1 (via de TNF) disminuyeron su expresion. De acuerdo
con analisis bioinformaticos de identificacion de unién de proteinas de dedos de zinc
(C2H2), se analiz6 la region promotora -2000 pb al inicio de la transcripcion, dichos
genes poseen elementos de respuesta a ZNF304 y ZNF611 en sus regiones
promotoras (Figura 8B). En el caso de MAP4K1 se determinaron siete sitios de union
para ZNF304 y tres para ZNF611; RIPK1 posee cinco sitios de union para ZNF304 y
siete para ZNF611; TNFRS21 (DR6) tiene tres sitios para ZNF304 y tres para ZNF611,;
DUSP8 presentd cuatro sitios para ZNF304 y cinco para ZNF611; mientras que HRAS
mostro cinco sitios para ZNF304 y cinco para ZNF611 (Figura 8C).
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Figura 8. Representacion esquematica que muestra la posible funcién del miR-122 en la
regulacion indirecta de la transcripcién de genes componentes de vias de supervivencia celular.
Aumento de la expresion de ZNF304 y ZNF611 en el transcriptoma de MCF7RR al inhibir a miR-122 y
sitios de union en la region 3’'UTR de ZNF304 y ZNF611 (A). Elementos de respuesta a ZNF304 y
ZNF611 en regiones promotoras a 2,000 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién en los genes
MAP4K1, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS que se mostraron suprimidos en MFC-7RR al inhibir a
miR-122 (B) Distribucién en regiones promotoras de los genes MAP4K1, RIPK1, TNFSRF21 (DR6),
DUSP8 y HRAS a una longitud de -2000pb (C). La representacion esquematica esta basada en analisis
in silico.

Este hallazgo sugiere que al haber un aumento de la expresion de miR-122 los factores
de transcripcion ZNF611 y ZNF304 son regulados negativamente debido a que poseen
sitios de unién candnicos en sus regiones 3'UTR, por lo tanto la actividad de represion
de la transcripcion ejercida por ZNF611 y ZNF304 se encontraria disminuida y esto
provocaria el aumento de la expresion de MAP4K1, RIPK1, TNFRSF21 y HRAS los
cuales presentan varios sitios de union de estos factores de transcripcion en sus
regiones promotoras (-2000pb). Este proceso alteraria las vias de supervivencia celular

relacionadas con dichos genes.

Validacion a nivel de proteina de genes modulados por miR-122 en células MCF-
7RR. Debido a que ZNF611 y ZNF304 son posibles blancos de miR-122, se validé la
abundancia de sus proteinas por Western blot en células MCF-7RR. Asi mismo, se
evaluo el nivel de las proteinas RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS, de las cuales, sus
genes presentan elementos de respuesta a ZNF304 y ZNF611 en sus regiones
promotoras a 2,000 pb rio arriba del inicio de la transcripcion. En las células MCF-7RR,
aumentaron las proteinas, ZNF304 y ZNF611 mientras que RIPK1 y DUSP8
disminuyeron (Figura 9A), estos datos concuerdan con lo observado en el andlisis de
microarreglo en células MCF-7RR al inhibir a miR-122. Las graficas representativas de
los analisis densitométricos mostraron que las diferencias fueron estadisticamente
significativas (p<0.05) (Figura 9B). Adicionalmente, evaluamos el nivel de expresion de
proteina de ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS en la linea celular
MDA-MB-231RR para identificar si estos mismos genes son regulados por miR-122 en
esta linea celular radioresistente. Los resultados obtenidos muestran que la expresion
de ZNF611, DUSP8 y HRAS se modularon por incremento en MDA-MB-231RR al inhibir
a miR-122, mientras que ZNF304, RIPK1 y TNFRSF21 mostraron una disminucion de la
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proteina (Figura 9C-D). Estos resultados muestran que solo ZNF611 tuvo una mantuvo
aumentada su expresion a nivel de proteina en las células MDA-MB-231RR. Las
graficas representativas de los analisis densitométricos mostraron que solamente hubo

diferencias significativas en el aumento de la proteina DUSP8 (p<0.05) (Figura 9D).
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Figura 9. Evaluaciéon del efecto de la inhibicion de la expresion del miR-122 sobre el nivel de
expresién de las proteinas ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS en células
radioresistentes. Analisis de Western blot de las proteinas ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21,
DUSP8 y HRAS en células MCF-7RR (A-B) y MDA-MB-231RR (C-D) transfectadas con antagomiR-122.
Se us6 actina como control de carga. Las imagenes son representativas de tres experimentos
independientes. Andlisis densitométrico de las bandas obtenidas en el Western blot (B, D). Todos los
experimentos fueron realizador por triplicado, los datos fueron normalizados usando la expresion de la
actina. T de Student * P <0.05
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Para conocer si miR-122 regula de manera directa la expresion de los genes ZNF611 y
ZNF304 y si esta regulacion afecta la expresion de RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS
analizamos el nivel de expresion de proteina en las lineas celulares parentales MCF-7 y
MDA-MB-231 al aumentar la expresion de miR-122 usando mimicmiR-122. En la linea
celular MCF-7 los resultados mostraron que el nivel de proteina de ZNF611 disminuyo
al aumentar la expresion de miR-122, pero ZNF304, RIPK1 y DUSP8 mantuvieron su
expresion estable sin ningln cambio, mientras que la expresion de la proteina HRAS
mostré un aumento no significativo (Figura 10A). Los analisis densitométricos
evidenciaron que solo la disminucion de ZNF611 en las células MCF-7 al aumentar a
miR-122 tuvo diferencias significativas (p<0.05) (Figura 10B). En la linea celular MDA-
MB-231 la abundancia de proteinas de ZNF611, ZNF304, DUSP8 y HRAS mostr6 una
disminucion, mientras que para RIPK1, TNFRSF21 no se observé un cambio evidente
en la expresion a nivel de proteina (Figura 10B). Las gréaficas correspondientes a los
analisis de densitometria indicaron que solo la inhibicién de la proteina DUSP8 mostros
cambios significativos (Figura 10C), sin embargo, ZNF611 mostr6 una tendencia que
inversamente proporcional a la expresion de miR-122. Estos resultados en conjunto
indican que ZNF611 podria ser un potencial blanco de regulacion directa de miR-122.
Ademas, mostramos que entre las lineas celulares radioresistentes y las lineas
celulares parentales se presenta una diferencia en la regulacion a nivel de proteina de
ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS, cada uno de estos genes
pertenece a una via de sefializacion que esta relacionada con la supervivencia celular,
por lo que esta diferencia podria deberse a cambios en la maquinaria transcripcional de
las células radioresistentes debido a proceso adaptativo a la RI, esto podria alterar vias
de supervivencia celular, apoptosis, regulacion transcripcional e inflamacion y de esta
forma contribuir al mantenimiento de un fenotipo de resistencia a la radiacién en cancer

de mama.
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Figura 10. Evaluacién del efecto de la expresién del miR-122 sobre la abundancia de las proteinas
ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS en células parentales de cancer de mama.
Expresion de ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 Y HRAS en células MCF-7 (A-B) y MDA-MB-
231 (C-D) transfectadas con mimicmiR-122. Se us6 actina como control de carga. Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes. Analisis densitométrico de las bandas obtenidas en
el Western blot (B, D). Todos los experimentos fueron realizador por triplicado, los datos fueron
normalizados usando la expresion de la actina. T de Student * P <0.05

Este resultado indica que ZNF611 podria ser un potencial blanco de regulacion directa
de miR-122. Ademas, mostramos que entre las lineas celulares radioresistentes y las
lineas celulares parentales se presenta una diferencia en la regulacion a nivel de
proteina de ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS, cada uno de estos

genes pertenece a una via de sefalizacion que esta relacionada con la supervivencia

53



celular, por lo que esta diferencia podria deberse a una reprogramacion transcripcional
correspondiente al fenotipo de radioresistencia adquirida de las células de cancer de

mama.

Estandarizacion de la PCR para la amplificacion de laregion 3’ UTR de ZNF611.

Se purificd el plasmido pMIR-REPORT™ que tiene una longitud de 6470 pb. Los sitios
de restriccion seleccionados para clonar el inserto correspondiente al fragmento de la
region 3UTR de ZNF611 y ZNF304 fueron Spel y Hindlll los cuales estan localizados
en la region de clonacion multiple (Figura 11A). Se amplific6 un fragmento de 489 pb
por RT-PCR correspondiente a la region 3’'UTR de ZNF611 que contiene un sitio
canodnico putativo de unién a miR-122 (Figura 11B-C). Una vez obtenido el amplicén de
la region 3'UTR de ZNF611 y su control negativo se clonaron en el plasmido pMIR-
REPORT™ empleando las enzimas de restriccion Spel y Hindlll para que el inserto
quedara rio abajo del gen de la luciferasa y posteriormente cuantificar la actividad de

esta proteina reportera bajo la regulacion de miR-122 (Figura 11D).

54



A)

Hindlll (463)
SV40 polyA
Lo Pmel (476)
(6438) = Miul (495)
SV40 Promoter Notl 4001 mcs Naol (507)
(6139) 1)
(6046) Sacl (519)
Puromycin > Spel (525)
(5447) R
(5188)
SV40 pA
Sepl (4961,  Luciferase
(4943)
9 pMIR-REPORT™ Luciferase || Ecomi (1609)
| 6470 bp |
Ampicillin \},
» " BamHI (2205)
(4083) x
(4024) < CMV Promoter
ColE1 Origin _ EcoRl (2808)
Figure 1. pMIR-REPORT Luciferase
CMV Promoter: 2210-2813 Puromycin: 5447-6046
Firefly luciferase: 540-2210 SV40 pA signal: 5153-5188
MCS: 467-539 Ampicillin: 4083-4943
SV40 Poly(A): 404-467 ColE1 Origin: 3138-4024

SV40 Promoter: 6139-6438

Primers to ZNF611 3’UTR

Primers to ZNF304 3’UTR

Forward 5’-gtactagtatGGTCATCGGTGAACTCATACTG-3' Forward 5'-gtactagtatCATGAGGTGTGTTGCACTTTG-3’

Spel Spel
Reverse 5’'-cgaacgttatTCCTGACCTCAAGTGACCTAT-3' Reverse 5’-cgaacgttatCTCAGAACCTAATCATGAGGGAAA-3'
HindIII HindIII

GGTCATCGGTGAACTCATACTGGAGAGAAACCTTACAAATGTCATGACTGTGCCAAGGTCTTCAGTCAAGC CATGAGGTGTGTTGCACTTTGTAACTGTCTAGAGCTCTTGATGGAATTATA
TP TECT IR ST TCAC AT EATTACACA TCARA G A TO T TACTOOA MG AR TCTTACARATGTCRT LGP O G CACTGCCTGTCGCCEANGCCATCTTATIGCTACCAGCTGIGTGT
CAGTGTGGCAAGGTCTTCAGTCCAAGATCACTCCATGCAGAACATCAGAAAATTCATTTTTGAGATAACCG GTCAATCACTCCATTTTGCTCAGGGAAGGCAGACTTCTGTGCTTTCTTTCC
TTCCCAATGAAATGAGTATAGCAAACCATCAAGCATTAATTGACATTGGAGTCAATTCAGCATTGACTTGA TGTTCCCTACAGGTAATCATGAATATTTTCARGGACTTCCCCCCCCCCCCA

GTTTGTGTTGACTTAACATTGAGTTCAAGCCTTTATTGACATTCAAGTGTTTATGT TAAGAGGATGGGGCC CTTCACCCCCTACCATTGAGGGTCCTCATCTTTTCCCTCATGATTAGGTTC
AGGTGTGGTGGCTCCGACCTGTAATCCCAGCACGTCGGGAGGCCAAGGCACATAGGTCACTTGAGGTCAGG TGAG
A

489pb

C) D)

Fragmento Plasmido con doble
esperado con digestion Spel y Hindlll
el plasmido con
elinserto
1000 pb— 6959ph = .. « 6470pb
6470ph = —
800 pb—
Plasmido circular
600 pb —
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/ 138pb =
Banda esperada /

Fragmento generado
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Figura 11. Estandarizacién de la PCR de la region 3’UTR de ZNF611. El plasmido pMIR-REPORT™
contiene a la luciferasa de luciérnaga como gen reportero (A). Se seleccionaron a los sitios de corte de
las enzimas Spel y Hindlll (color rojo) para el disefio de los oligos utilizados para la amplificacion de un
fragmento de 489 pb correspondiente a la region 3’'UTR de ZNF611 y de 259 pb para el fragmento de la
region 3’ UTR de ZNF304 respectivamente (en azul se muestra el sitio de unién canénico para miR-122)
(B). Amplificacion de la regién 3'UTR de ZNF611 por PCR (C). En el carril 1 se observa el marcador de
tamafio molecular de 1Kb, en el carril 2 la amplificacion de la region 3'UTR de ZNF611 y en el carril 3 la
amplificacion del control negativo con los sitios de restriccion invertidos, pero con el mismo tamafio de
inserto. Ligacién de los insertos ZNF611 y ZNF611 CN (D). En el carril 1 se observa el marcador de
tamafio molecular de 1Kb, los carriles 2 y 3 corresponden a la doble digestién con las enzimas de
restriccion Spel y Hindlll del plasmido pMIR-REPORT con el inserto de 489 pb correspondiente a
ZNF611 y ZNF611 CN respectivamente. El carril 4 corresponde a la doble digestién con las enzimas de
restricciéon Spel y Hindlll del plasmido p-MIR-REPORT sin insertos, pero con la reaccion de ligacion. En
el carril 5 se observa al plasmido purificado p-MIR-REPORT en su forma circular. En el carril 6 se
muestra al plasmido p-MIR-REPORT sometido solo a la doble digestion con las enzimas Spel y Hindlll.

Relevancia clinica de genes modulados por miR-122 en MCF-7RR.

Con la finalidad de explorar a nivel clinico la importancia de los genes relacionados con
la funcion del miR-122 y la radioresistencia en células de cancer de mama, realizamos
analisis de SLR empleando la base de datos del TCGA de pacientes con cancer de
mama. Los andlisis de Kaplan-Meier mostraron que una mayor SLR se asocid
significativamente con la alta expresion de ZNF611 (Log Rank P = <0.05) y ZNF304
(Log Rank P = <0.05) (Figura 12 A y B). En cuanto a RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y
HRAS los resultados mostraron que existe una correlacion entre la disminucion en la
expresion de RIPK1 (Log Rank P = <0.05), TNFRSF21 (Log Rank P = <0.01), DUSPS8
(Log Rank P = <0.05) y HRAS (Log Rank P = <0.05) con una SLR mas alta en
pacientes con cancer de mama sometidas a tratamiento con RI (Figura 12C-F). Este
hallazgo clinico respalda lo que se ha observado en nuestras evidencias
experimentales, cuando se induce la pérdida de funcion de miR-122 en células de
cancer de mama radioresistentes y como consecuencia la supervivencia celular es
menor. Ademas, esto destaca la importancia de que RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y
HRAS podrian tener como componentes en las vias de sefializacién necesarias para la

supervivencia posterior a la radioterapia en el cancer de mama.
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Figura 12. Andlisis de SLR en pacientes con cancer de mama.. Utillizando los datos clinicos y
transcriptomicos de la base de datos del TCGA se realizdé un andlisis de Kaplan-Meier para analizar la
SLR de las pacientes con tumores de mama que recibieron radioterapia de acuerdo a la expresion de
ZNF611 (A), ZNF304 (B) RIPK1 (C), TNFRSF21 (D), DUSP8 (E) y HRAS (F). (Log Rank P = <0.05);
[Breast Invasive Carcinoma (BRCA)].

Para conocer cual es la importancia en cuanto a los tipos tumorales de cancer de mama
de los genes relacionados con la funcion de miR-122 en pacientes que recibieron
radioterapia, se realiz6 el analisis de SLR empleando la de datos del TCGA, pero ahora
agrupando a las pacientes con tumores de tipo luminal y TNBC. Las curvas de Kaplan-
Meier revelaron que, en las pacientes con cancer de mama de tipo luminal, una mayor

SLR se asocio de manera significativa con la alta expresion de ZNF611 (Log Rank P =
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<0.05) (Figura 13A). Para los genes RIPK1 y DUSP8 (Figura 13C, F) se determino que
una menor expresion de estos genes se relaciona con una SLR mas favorable [RIPK1
(Log Rank P =<0.05); DUSP8 (Log Rank P = <0.01)].
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Figura 13. Andlisis de SLR en pacientes con cancer de mama de tipo liminal. Utiilizando los datos
clinicos y transcriptémicos de la base de datos del TCGA se realiz6 un andlisis de Kaplan-Meier para
analizar la SLR de las pacientes con tumores de mama de tipo luminal que recibieron radioterapia de
acuerdo a la expresion de ZNF611 (A), ZNF304 (B), RIPK1 (C), TNFRSF21 (D), DUSP8 (E) y HRAS (F).
(Log Rank P = <0.05); [Breast Invasive Carcinoma (BRCA)].

Con el objetivo de comprender el posible impacto clinico de los genes relacionados con
la funcién de miR-122 en células radioresistentes de cancer de mama, se realizaron
curvas de Kaplan-Meier con los datos de TCGA de cancer de mama que recibieron
radioterapia tomando solo a las pacientes con tumores de tipo TNBC. Los analisis de
Kaplan-Meier revelaron una tendencia en cuanto a la alta expresion de ZNF611 (Log
Rank P = 0.1987) (Figura 14A) y ZNF304 (Log Rank P = 0.2117) (Figura 14B) con una
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mejor SLR en pacientes con cancer de mama de tipo TNBC con tratamiento de
radioterapia, sin embargo, el resultado no tuvo significancia estadistica. En el caso de
los genes RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS, solo en HRAS (Figura 14F) se mostré
una tendencia muy cercana a la significancia (Log Rank P = 0.059) estadistica en

cuanto a la baja expresion de este gen con una mejor SLP.
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Figura 14. Analisis de SLR en pacientes con cancer de mama de tipo TNBC. Utiilizando los datos
clinicos y transcriptémicos de la base de datos del TCGA se realiz6 un andlisis de Kaplan-Meier para
obtener la SLR de las pacientes con tumores de mama de tipo TNBC que recibieron radioterapia de
acuerdo a la expresion de ZNF611(A), ZNF304 (B), RIPK1 (C), TNFRSF21 (D), DUSP8 (E) y HRAS (F).
(Log Rank P = <0.05); [Triple Negative Breast Cancer (TNBC)]; [Breast Invasive Carcinoma (BRCA)].

Tomando en cuenta la evidencia experimental sobre el efecto de la inhibicion de miR-
122 en lineas celulares radioresistentes de cancer de mama se sugiere que miR-122

podria regular negativamente la expresion de genes como ZNF304 y ZN611, los cuales
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estan involucrados con la regulacion de la transcripcion de genes. De esta forma en
células radioresistentes de tipo luminal, cuando se inhibe la expresion del miR-122,
ZNF304 y ZNF611 aumentan su expresion y podrian inducir el silenciamiento
transcripcional de genes componentes de vias de sefalizacion importantes para la
supervivencia celular como las vias de sefializacion de las MAPK-Ras, TGF-B y TNF,
mientras que en células de cancer de mama de tipo TNBC la regulacion transcripcional
ejercida por miR-122 de manera directa solo modularia de forma postranscripcional la
expresion de ZNF611 activando una posible funcién de regulacion transcripcional que

favoreceria el mantenimiento de la radioresistencia.
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Discusion

La radioterapia es una de las primeras opciones de tratamiento en cancer de mama,
entre el 40 al 60% de las pacientes con esta enfermedad reciben RI, pero la respuesta
del paciente dependera de la sensibilidad que el tumor presente a este tratamiento.
Hasta la fecha aun se sigue investigando el mecanismo molecular por el cual las células
tumorales presentan distintos comportamientos biolégicos hacia el tratamiento con
radiacion. Los microRNAs son moléculas pequefias que regulan la expresion de genes
a nivel post-transcripcional y que tienen importancia en procesos biologicos tales como
inhibicion de la apoptosis, aumento de vias de supervivencia celular, crecimiento y
proliferacion celular, inhibicibn de la respuesta inmune, procesos inflamatorios,
reprogramacion metabolica y regulacion transcripcional que estan relacionados a la
carcinogénesis y la radioresistencia (Yan et al, 2018; Requenez-Contreras et al, 2017,
Fong et al, 2015). Existen reportes que evidencian cambios significativos en la
expresion de miRNAs posterior al tratamiento con Rl o que relacionan cambios en la
expresion de miRNAs con la radioresistencia en diferentes tipos de tumores, entre ellos
laringeo (Maia D, et al 2015), prostata (Liao H, et al 2015), nasofaringeo (Qu JQ, et al
2015) y pulmon (Aréchaga-Ocampo et al 2017).

En nuestro estudio generamos un modelo de radioresistencia (RR) en células de cancer
de mama MCF-7 y MDA-MB-231 (Figura 2). La expresion de un grupo de miRNAs
establece una firma molecular util (Wang et al, 2014) para diferenciar los tumores con
fenotipo radioresistente de los que no lo son, a pesar de que provengan del mismo tipo
histoldgico. En este sentido, analizamos el miRNoma de la linea celular MCF-7RR para
una mejor comprension del mecanismo por el cual los miIRNAs modulan la
radioresistencia en el cancer de mama. Encontramos que 16 miRNAs se expresan
diferencialmente en MCF-7RR en comparacién con su control parental, de los cuales 13
MiRNAs son sobreexpresados y 3 inhibidos (Tabla 1). Entre los miRNAs
sobreexpresados, identificamos a 5 de ellos reportados en la resistencia a
medicamentos oncoldgicos en varios tipos de tumores. Se observé que miR-184 (Fang

et al, 2017) y miR-424* (Zhang et al, 2017) estan asociados con la resistencia al
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cisplatino en el carcinoma oral de células escamosas y el cancer de pulmon de células
no pequeias, respectivamente. Por otro lado, miR-218 promueve la sensibilidad a la
gemcitabina en el cancer de vejiga (Wang et al, 2017), mientras que miR-222 induce
resistencia a este farmaco en el cancer de pulmon (Wei et al, 2017) y miR-10a esta
relacionado con la resistencia a la doxorrubicina en cancer de mama (Rong et al, 2016).
Ademas, identificamos un grupo de miRNAs que actian como oncomiRs en diferentes
neoplasias, estos son: miR-135b* en cancer de ovario (Wang et al, 2014); miR-934 en
adenocarcinoma de pulmon (Ju et al, 2017); miR-223* en carcinoma vulvar (de Melo et
al, 2016); miR-222* en cancer de mama (Camps et al, 2014); y miR-135b en cancer de
pancreas (Han et al, 2017). Acerca de los miRNAs que fueron regulados
negativamente, miR-146a se dirige a la expresion de ATG12 y promueve la sensibilidad
al cisplatino en el cancer de pulmén (Yuwen et al, 2017), pero en el cAncer de mama se
descubri6 que este miRNA aumenta en los tumores HER2+ y del tipo TNBC en
comparacion con los luminales (Tashkandi et al, 2015), esto sugiere que miR-146a
podria tener genes blanco que promuevan los fenotipos HER2 + y el tipo TNBC, sin
embargo, se necesita mas evidencia para probar esta hipotesis. Del mismo modo, la
sobreexpresion de miR-181a-2* estd relacionada con un buen prondstico en el
carcinoma papilar tiroideo de variante folicular (Dettmer et al, 2013). Ademas, miR-196b
actlia como un oncomiR que contribuye a la quimioresistencia en las células de cancer
colorrectal al activar la via de sefializacion STAT3 (Ren et al, 2017). De esta manera,
reportamos un miRNoma obtenido de las células MCF-7RR, este hallazgo resalta la
importancia de los miRNAs en el proceso de radioresistencia adquirida, ya que las vias
de sefializacion involucradas resistencia a Rl pueden ser dirigidas por la accién de
estas moléculas. Es importante destacar que estos procesos también se han descrito
en la radioresistencia de varios tipos de neoplasias, incluido el cancer de mama. Para
explorar si la desregulacion de los miRNAs observados en MCF-7RR se comparte con
otra linea celular RR con diferente tipo histologico, seleccionamos un grupo de miRNAs
con genes blancos y enriquecidos en procesos biolégicos con importancia en cancer de
mama y luego medimos su expresion en la linea MDA-MB-231RR. Nuestro resultado
reveldé que miR-196b, miR-222 y miR-122 tienen una expresion similar en ambas lineas

celulares RR (Figura 4A-B). Con respecto a miR-122, identificamos un aumento
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significativo similar en su nivel de expresion en ambas lineas celulares radioresistentes
(Figura 4C). Curiosamente, se sabe que miR-122 regula a IGF1R (Wang et al, 2012) y
ADAM10 (Ergilin et al, 2015). Actuando como un miRNA supresor tumoral en cancer de
mama, ademas de tener este mismo papel en los tumores de higado y glioma donde
suprime mecanismos que promueven la progresion y la supervivencia (Hsu et al, 2012;
Wang et al, 2014).

Con base en estos antecedentes y nuestra evidencia experimental sobre miR-122,
utilizamos herramientas bioinformaticas para conocer los blancos moleculares de miR-
122 y, a través de ontologia de genes, planteamos la hipotesis de que miR-122 podria
potencialmente regular la radioresistencia en el cancer de mama. En consecuencia,
seleccionamos a miR-122 para su analisis funcional en la radioresistencia adquirida del
cancer de mama. Observamos la actividad supresora tumoral de miR-122 al inducir su
expresion en las lineas celulares parentales (MCF-7 y MDA-MB-231) reduciendo
significativamente la supervivencia al aplicar Rl (Figura 5A-F). Este resultado es
coherente con lo que se menciond anteriormente sobre la funcién supresora de tumores
de miR-122 en las células de cancer de mama, y también muestra un potencial para la
sensibilizacién a la RI. Para evaluar la importancia clinica de miR-122 en pacientes con
cancer de mama, analizamos los datos obtenidos de la expresion (RNA-seq) de miR-
122, considerados a aquellos que recibieron tratamiento de radioterapia durante el
seguimiento, aqui mostramos que la expresién de miR-122 se asocié significativamente
con una SLR favorable al tratamiento de Rl en comparacion con aquellos que no
expresaron miR-122 (Figura 5G). A nivel clinico, esto representa el papel supresor
tumoral de miR-122 en un contexto fisiol6gico donde la resistencia a la Rl ain no se ha
desarrollado. Estudios anteriores han informado sobre el papel supresor tumoral de los
miRNAs en diferentes tumores malignos, por ejemplo miR-29c en cancer de pulmon
(Aréchaga-Ocampo et al, 2017), miR-539 en cancer de mama (Guo et al, 2018), miR-
144 en cancer cervical (Tao et al, 2017), miR-33a en cancer de prostata (Karatas et al,
2107) y miR-4779 en cancer de colon (Koo et al, 2018), en algunos casos,
estableciéndolos como biomarcadores. Ahora, para dilucidar el papel de miR-122 en la

radioresistencia, se hicieron ensayos de pérdida de funcion del miR-122 en ambas
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lineas celulares radioresistentes (MCF-7RR y MDA-MB-231RR). Los ensayos
clonogénicos de supervivencia mostraron una reduccion significativa de la fraccion
superviviente, confirmando que la funcion de miR-122 es mantener RR en las células
de cancer de mama (Figura 6A-F). Sin embargo, la funcion de miR-122 no solo se ha
reportado como supresora tumoral en cancer de mama. Fong et al (2015), determinaron
que miR-122 se secreta en vesiculas hacia el torrente sanguineo, y de esta manera
prepara nichos pre-metastasicos a través de una reprogramacion del metabolismo de
glucosa en nichos de tejido pulmonar y cerebral. Aunque el mecanismo exacto no se ha
elucidado, esto se podria relacionar con nuestro modelo de células radioresistente, ya
que tanto MCF-7RR y MDA-MB-231RR mostraron un aumento en la expresion de miR-
122. Esto implica que en la radioresistencia podria existir una reprogramacion
metabdlica correlacionada con un estado avanzado del cAncer de mama, ya que en los
hallazgos in vitro, la expresion de miR-122 aumenta al final del tratamiento fraccionado
con Rl y a su vez, podria estar secretandose en micro vesiculas y permanecer en el
sobrenadante de los cultivos celulares para re-introducirse a las células para
incrementar su disponibilidad, sin embargo, nos falta corroborar esta hipotesis. Para
conocer si el mantenimiento de la radioresistencia en el modelo isogénico de cancer de
mama se debia a un mecanismo molecular reportado previamente, evaluamos la
expresion del gen IGF1R [(blanco validado de miR-122 (Wang et al, 2012)] en la linea
celular MCF-7RR. Los resultados mostraron que la expresion de IGF1R esta regulada
negativamente por el miR-122 en células MCF-7RR (Figura 6G). Esta observacion
sugiere que el mantenimiento del fenotipo de radioresistencia adquirida a Rl en las
células de cancer de mama es independiente de la funcién de gen IGF1R vy la via de
sefalizacion celular de la cual es componente. No obstante, nuestras evidencias
indican que miR-122 es determinante en la radioresistencia mediante un mecanismo
compartido entre un fenotipo luminal (MCF-7) y uno triple negativo (MDA-MB-231).

Para conocer el mecanismo molecular por el cual miR-122 mantiene la radioresistencia
de las células de cancer de mama, analizamos el transcriptoma de la linea celular MCF-
7RR al inducir la pérdida de funcion de miR-122. Nuestros datos derivados de un
analisis supervisado mostraron que 158 genes estaban modulados diferencialmente, de

los cuales 27 aumentaron y 131 disminuyeron (Figura 7A-B; Tabla 4). Mediante el
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analisis GO y el enriqguecimiento de la ruta, determinamos que miR-122 modula los
procesos informados en RR como regulacién transcripcional, sefializacion por
receptores acoplados a proteinas G, ruta MAPK y respuesta al TNF (Figura 7C) (Kaidar-
Person et al, 2013). Esto nos proporciona un enfoque gendémico de miR-122 y su
importancia en el desarrollo de resistencia adquirida a RI, ademas se propone que las
vias de sefalizacion reportadas en este trabajo deberian analizarse detalladamente en
el futuro para explicar el mecanismo molecular implicado. De los genes
sobreexpresados se identificaron a los factores de transcripcion ZNF304 y ZNF611.
ZNF304 se reporta como un factor de transcripcion que promueve el silenciamiento
transcripcional de genes a través de hiper-metilacion en islas CpG de regiones
promotoras de genes supresores de tumor en cancer colorrectal (Serra et al, 2014),
también participa como un oncogen en cancer de ovario regulando a integrina-g1 y
llevando a la inhibicion de muerte celular por anoikis y promoviendo migracion, invasion
y proliferacion (Aslan et al, 2015). En cuanto a ZNF611 no existen reportes que
indiquen su participacion en la carcinogénesis, sin embargo, al igual que ZNF304,
presenta dominio asociado de Kruppel (KRAB) que se relacionan con el silenciamiento
transcripcional. Ademas, tanto ZNF304 como ZNF611 presentan sitios de unién
candnicos para miR-122 en su region 3’'UTR, por lo que podrian ser blancos directos de
miR-122 (Figura 7D). En el caso de los genes que estuvieron suprimidos se
identificaron a genes componentes de vias de supervivencia, por ejemplo, MAP4K1 de
la via de las MAPK que es un gen marcador de progresion en cancer de vejiga (Van der
Heijden et al, 2016), RIPK1 un receptor de serina-treonina quinasa implicado en la
transduccion de sefiales inflamatorias y de muerte celular (necroptosis), esta proteina
es un componente de la via de TNF (Varfolomeev and Vucic 2016) y en cancer de
mama se reporta que tiene un papel dual, ya que dependiendo del contexto molecular y
su estado de ubiquitinacion puede favorecer la supervivencia o la muerte celular
mediante la reprogramacién metabdlica (Shahsavari et al, 2016). Lo anterior sugiere
que miR-122 regula la radioresistencia mediante la inhibicion de ZNF304 y ZNF611 que
son posibles blancos directos de miR-122, provocando la sobreexpresion de genes
componentes de vias de supervivencia tales como RIPK1, MAP4K1, HRAS, TNFRS21
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y DUSP8, los cuales presentan elementos de respuesta en sus regiones promotoras
para ZNF304 y ZNF611 (Figura 8A-C).

Se realizaron ensayos de Western blot para medir la abundancia de proteinas de los
genes ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS y de esta forma
corroborar lo obtenido en el transcriptoma de MCF-7RR al inhibir la expresion de miR-
122. Nuestros hallazgos determinaron que ZNF611, ZNF304, RIPK1 y DUSPS8
mostraron un nivel de expresion acorde con lo visto en el analisis del transcriptoma de
MCF-7RR al inhibir a miR-122 (Figura 9A-B). Sin embargo, al realizar el mismo andlisis,
pero en la linea celular MDA-MB-231RR, solo ZNF611 y DUSP8 mostraron un
aumentado al inhibir a miR-122 (Figura 9C-D). Para conocer si la modulacion de
ZNF611 se debia a una regulacion directa de miR-122, realizamos los andlisis de
Western blot, en las lineas parentales MCF-7 y MDA-MB-231, tanto en su estado basal
como por la expresion inducida de miR-122. Los resultados mostraron que miR-122
provoca la disminucion de la expresion de ZNF611 en las lineas celulares parentales
MCF-7 y MDA-MB-231 y, por lo tanto, ZNF611 podria ser un potencial blanco molecular
directo de miR-122 (Figura 10A-D).

Con respecto al impacto clinico de los genes ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21,
DUSP8 y HRAS, al obtener los datos del TCGA de pacientes con cancer de mama que
recibieron radioterapia, es notable que el aumento en la expresion de ZNF611 y
ZNF304 correlacionara con una mejor SLR (Figura 12A-B), la funcién molecular de
ZNF611 y ZNF304 es la represion transcripcional, esto de acuerdo con los analisis de
ontologia de genes, los dominios presentes en estas proteinas y los reportes de la
actividad reguladora de la expresion de genes de ZNF304 a traveés de la hipermetilacion
del DNA (Serra et al, 2014). En un contexto fisiol6gico y molecular de células tumorales
de mama que han tenido que adaptarse a un dafio constante de RI, tanto a nivel in vitro
como en pacientes, es probable se susciten cambios en la estructura y topologia del
genoma de estas células, algunos de estos cambios estaran relacionados con marcas

bioquimicas de silenciamiento epigenético. De esta forma miR-122 al mantenerse
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incrementado en las células radioresistentes tiene la capacidad de modular a una gran
cantidad de genes que le confieran a la célula radioresistente mayor capacidad de
adaptacién a su microambiente, en este trabajo proponemos que ZNF611 y ZNF304
tienen una funcién vital en la viabilidad del fenotipo radioresistente, debido a que su
inhibicion ejercida por miR-122 tanto a nivel de RNAm y de proteina, contribuye con la
supervivencia de células tumorales radioresistentes y simultaneamente en pacientes la
disminucién de estos genes repercute con una enfermedad progresiva en las pacientes
con cancer de mama. Es relevante que los genes RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS
presente varios elementos de respuesta en sus regiones promotoras (-2000pb del inicio
de la transcripcion) y que a nivel de RNAm se observe una relacion inversa entre el
aumento de ZNF611 y ZNF304 con la disminucién de RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y
HRAS (Figura 12C-F). Cabe sefialar que estos genes son componentes de vias de
sefalizacion involucradas con el desarrollo y mantenimiento de la carcinogénesis;
RIPK1 de la via NFkB, TNFRSF21 de la via de TNF, DUSP8 de la via de MAPK y
HRAS de la via de RAS (Anderton et al, 2018; Yang et al, 2016). A nivel clinico, los
andlisis de Kaplan-Meier de pacientes con cancer de mama que recibieron radioterapia,
relacionados con este grupo de genes corroboran las evidencias in vitro mostradas en
este trabajo, por lo que la modulacion de los genes ZNF611, ZNF304, RIPK1,
TNFRSF21, DUSP8 y HRAS podria ser un evento crucial en el mantenimiento de la
radioresistencia de células de cancer de mama (Figura 15).
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Célula radioresistente de cancer de mama de tipo luminal

Célula radioresistente de cancer de mama de tipo TNBC
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Figura 15. Modelo de la funcién del miR-122 en células de cancer de mama con fenotipo
radioresistente. En células de cancer de mama de tipo luminal miR-122 se sobreexpresa e inhibe la
expresién de los factores de transcripcion ZNF304 y ZNF611 que inducen el silenciamiento
transcripcional de genes componentes de vias de supervivencia celular (MAPK, Ras y TNF) esenciales
para la radioresistencia. Mientras que en células de cancer de mama radioresistentes de tipo TNBC miR-
122 solo regularia de forma directa la expresion de ZNF611. De esta forma, en cdncer de mama, miR-
122 podria promover la supervivencia de las células resistentes a Rl al controlar una red de regulacion
transcripcional que permite mantener la radioresistencia.

Sin embargo, el mecanismo detallado por el cual miR-122 promueve radioresistencia en
el cancer de mama debe ser explorado, con base en las vias de sefalizacion y sus

genes componentes aqui reportados.

En este trabajo aportamos evidencia que describe parte del comportamiento biolégico
de la resistencia adquirida a la radiacion en el cancer de mama, ya que describimos la
expresion aberrante de varios miRNAs con un impacto en la progresion y el tratamiento
del cancer.
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Conclusion

En este trabajo se demostré que miR-122 presenta una funcion dual, debido a que en
células MCF-7 y MDA-MB-231 promueve la sensibilidad a la radioterapia, mientras que
en células radioresistentes MCF-7RR y MDA-MB-231RR miR-122 se comporta como un
oncomiRNA, al modular genes involucrado en represion transcripcional, y vias de
supervivencia celular como MAPK-RAS, respuesta a TNF y respuesta inflamatoria.
Particularmente, ZNF611 podria ser un potencial blanco de regulacion
postranscripcional por miR-122 e indirectamente modular a productos de genes
componentes de vias de supervivencia celular como RIPK1, TNFSRF21, DUSP8 y

HRAS, los cuales podrian ser marcadores pronosticos de respuesta a la radioterapia.

Conclusiones particulares

*+ En este trabajo mostramos que miR-122 actlia como un miRNA supresor tumoral
en células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 en respuesta a
radioterapia, pero se comporta como un oncomiRNA en células MCF-7RR vy
MDA-MB-231RR con fenotipo de radioresistencia adquirida.

+ |dentificamos un transcriptoma relacionado con la modulacién de miR-122 en la
radioresistencia en la linea celular MCF-7RR y determinamos que las vias de
sefalizacion implicadas en este fendmeno fueron MAPK-RAS, respuesta a TNF,
respuesta inflamatoria y regulacion transcripcional.

+ Se establecio la estandarizacion de amplificacion para ZNF611 para la validacién
mediante un gen reportero.

+ Se determind la abundancia de proteinas de los genes blancos putativos ZNF611
y ZNF304 de miR-122 que correspondié con los resultados obtenidos en el

transcriptoma de MCF-7RR modulado por miR-122.
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Perspectivas

Analizar un panel de moléculas descritas en este trabajo en circulacion de
pacientes con cancer de mama que hayan recibido radioterapia para identificar
posibles marcadores de radioresitencia.

Identificar los transcriptomas de las lineas celulares radioresistentes de cancer
de mama MCF-7RR y MDA-MB-231RR, para profundizar en el mecanismo
molecular subyacente a la radioresistencia adquirida.

Analizar los mecanismos de regulacion transcripcional implicados en la
radioresistencia de células de cancer de mama que miR-122 ejerce por la
modulacion de ZNF611 y ZNF304.

Obtener el transcriptoma de MDA-MB-231RR regulado por miR-122 e identificar
nuevos genes blanco y rutas celulares relacionadas con la supervivencia y
radioresistencia en un modelo TNBC.

Evaluar y caracterizar la funcién de los miRNAs del perfil global y su impacto en

la radioresistencia de cancer de mama.
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Apéndice

Se muestra la lista completa de los genes identificados en los andlisis de microarreglos,

correspondientes a MCF-7RR al inhibir la expresion de miR-122.

Tabla 4. Genes sobreexpresados y suprimidos en MCF-7RR con miR-122 inhibido por
antagomiR-122.

Numero | Genes sobreexpresados (Simbolo) Veces de cambio Valor de P (ANOVA)
1 ADCY10P1 2.69 0.049564
2 SNORAG2 2.44 0.014568
3 IGLONS 1.9 0.01885
4 FAMG60A 1.87 0.004694
5 NUP62CL 1.64 0.045428
6 RNU6-345P 1.63 0.048881
7 ZNF684 1.53 0.009666
8 RNA5SP331 1.49 0.003956
9 ACAAl 1.48 0.002431
10 KLHL5 1.46 0.012182
11 RNU2-59P 1.43 0.023233
12 C200rf203 1.43 0.028087
13 FBXO48 1.39 0.03828
14 ZNF304 1.37 0.009024
15 RNUG6-1143P 1.37 0.033611
16 SPATA41 1.36 0.038323
17 DOCK11 1.35 0.004651
18 VIPR2 1.35 0.027337
19 CATSPER2 1.35 0.049917
20 SSX8 1.34 0.000942
21 RBP7 1.34 0.015545
22 MORC4 1.33 0.002719
23 CCcDcC127 1.33 0.008499
24 KCND3 1.33 0.026191
25 MIR15A 1.33 0.041146
26 C21lorf128 1.32 0.043775
27 ZNF611 131 0.037283
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Numero Genes suprimidos (Simbolo) Veces de cambio Valor de P (ANOVA)
1 RNAS5SP22 -2.57 0.030472
2 TERF1P2 -1.72 0.037845
3 FLJ45832 -1.63 0.04764
4 SPRR2D -1.61 0.035229
5 TMEM229A -1.59 0.015536
6 KLHDC10 -1.58 0.039493
7 MMP26 -1.57 0.028751
8 AKR7L -1.56 0.033014
9 RNU2-11P -1.56 0.048154
10 OR7E105P -1.55 0.01292
11 LCE2C -1.55 0.01932
12 SNORD116-14 -1.53 0.01283
13 PRH2 -1.52 0.005957
14 FAM207A -1.52 0.033463
15 LOC613206 -1.52 0.039117
16 RAB40AL -1.5 0.020366
17 RN7SL799P -1.49 0.008577
18 SEMASA -1.49 0.029573
19 MICAL2 -1.49 0.049496
20 SLC25A18 -1.47 0.001157
21 WFDC13 -1.47 0.003924
22 LOC280665 -1.47 0.008293
23 PODNL1 -1.46 0.027996
24 BHLHA9 -1.46 0.033995
25 RN7SL845P -1.45 0.008744
26 RNA5SP260 -1.45 0.010754
27 LOC100288160 -1.44 0.000338
28 CXorf65 -1.44 0.025288
29 EMG1 -1.44 0.030918
30 SERP2 -1.44 0.03894
31 IGKV6-21 -1.44 0.048681
32 RNA5SP490 -1.43 0.009165
33 MXRA5P1 -1.43 0.016998
34 DUSPS8 -1.43 0.023616
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35 OR10U1P -1.43 0.02384
36 RNUG6-1244P -1.43 0.024489
37 RNUG6-759P -1.42 0.001643
38 OR4D10 -1.42 0.002016
39 RN7SL404P -1.42 0.021392
40 LOC100128035 -1.42 0.025242
41 HTR1E -1.42 0.026313
42 RNU6-531P -1.42 0.046175
43 ZNF616 -1.41 0.006054
44 DDR2 -1.4 0.00064
45 IFNL2 -1.4 0.008158
46 RNAS5SP43 -1.4 0.008372
47 ACSBG1 -1.4 0.0115

48 OR8B4 -1.4 0.021526
49 LOC100131496 -1.4 0.022992
50 LOC400661 -1.4 0.025557
51 RN7SL708P -1.4 0.037978
52 TOMM20L -1.39 0.013789
53 C2CD4A -1.39 0.027881
54 OR10T1P -1.39 0.03235
55 KIAA0825 -1.38 0.016549
56 FAM90A27P -1.38 0.025368
57 C60rf163 -1.38 0.041046
58 ZNF793 -1.38 0.047813
59 MAGEBG6P1 -1.38 0.047823
60 DLX4 -1.37 0.001749
61 CD1E -1.37 0.008049
62 C21o0rf88 -1.37 0.012189
63 RPL41 -1.37 0.015128
64 FOXDA4L6 -1.37 0.015801
65 SNAI1P1 -1.36 0.002469
66 OR2I1P -1.36 0.004014
67 TFCP2L1 -1.36 0.004789
68 OR1L8 -1.36 0.007069
69 SP7 -1.36 0.009316
70 LIN28A -1.36 0.047703
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71 RNA5SP185 -1.36 0.049989
72 RBPJL -1.35 0.009438
73 CIDECP -1.35 0.00976
74 CITED4 -1.35 0.017309
75 LTF -1.35 0.021755
76 RSPO3 -1.35 0.022451
77 MAP4K1 -1.35 0.023296
78 HRAS -1.35 0.040605
79 RN7SL307P -1.34 0.001091
80 TRPM1 -1.34 0.01183
81 IL13 -1.34 0.013097
82 FOXDA4L6 -1.34 0.026787
83 FOXDA4L6 -1.34 0.026787
84 TNFRSF21 -1.34 0.027477
85 LOC440896 -1.34 0.031084
86 RNU1-94P -1.34 0.033078
87 KRTAP17-1 -1.34 0.033586
88 SNORD50B -1.34 0.045892
89 PLA2G10 -1.34 0.047254
90 TTLL13 -1.33 0.00097
91 TMEM194B -1.33 0.001236
92 PPAPDC3 -1.33 0.012636
93 ZNF18 -1.33 0.016243
94 C1l7orf47 -1.33 0.02108
95 CAPNS2 -1.33 0.027407
96 PTGDS -1.33 0.027725
97 ILIR2 -1.33 0.038964
98 RNU6-302P -1.33 0.040819
99 OR5AP2 -1.32 0.000289
100 VEPH1 -1.32 0.001466
101 DKFZp779M0652 -1.32 0.010157
102 LOC439951 -1.32 0.011456
103 CCL25 -1.32 0.016893
104 SNORD102 -1.32 0.01967
105 SLC10A4 -1.32 0.020593
106 USP20 -1.32 0.0222
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107 OR4A13P -1.32 0.022998
108 TMEM176A -1.32 0.024448
109 RNU6-561P -1.32 0.024723
110 ENO3 -1.31 0.002357
111 MB -1.31 0.002957
112 SLC45A1 -1.31 0.002967
113 RN7SL378P -1.31 0.005099
114 RIPK1 -1.31 0.005897
115 CNIH3 -1.31 0.006585
116 HEATRS3 -1.31 0.008933
117 DTX2 -1.31 0.011503
118 SENP8 -1.31 0.013735
119 ACTA2-AS1 -1.31 0.01574
120 KRT77 -1.31 0.01621
121 C200rf181 -1.31 0.01732
122 EGR4 -1.31 0.018921
123 AREG -1.31 0.023358
124 ARHGAP23 -1.31 0.024504
125 RN7SL518P -1.31 0.025984
126 HSPBP1 -1.31 0.030718
127 EPPIN -1.31 0.032784
128 NUB1 -1.31 0.03411
129 LOC54944 -1.31 0.037601
130 DEAF1 -1.31 0.038737
131 C4B -1.31 0.03882
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Durante el desarrollo de este trabajo de investigacion se obtuvieron datos adicionales
correspondientes a la interaccion de los genes que se modulan al inhibir a miR-122 en
MCF-7RR. En este trabajo reportamos un transcriptoma de la linea celular MCF-7RR al
inhibir a miR-122 con el objetivo de identificar posibles genes blanco que permiten el
mantenimiento de la radioresistencia en cancer de mama. No obstante, el transcriptoma
gue se modula por la funciébn de miR-122 también interacciona con otros genes que
pueden o no estar influenciados por miR-122, y que podrian formar parte de una red de
regulacion genética, epigenética o molecular que también contribuye a la
radioresistencia en cancer de mama. En ese sentido, realizamos analisis
bioinforméticos enfocados a estudiar las interacciones moleculares presentes en el
transcriptoma de MCF-7RR con miR-122 inhibido con otros genes a nivel de proteina.
Esto nos brinda un panorama adicional sobre la funcion de miR-122 en el contexto
fisiologico y molecular de MCF-7RR. Se analizaron las interacciones a nivel de proteina
de dichos genes mediante Key Pathway Miner. Esta herramienta permite incorporar a
genes que no se mostraron desregulados en el transcriptoma (outliers), pero que
podrian jugar un papel en la resistencia a la Rl en células de cancer de mama y de esta

forma podrian contribuir a mantener en fenotipo de resistencia a la Rl (Figura 16).

87



PCDHS

RBPJL

KIAADB25
HSPBP1
@ @ ZNFB84

Figura 16. Interaccion de los genes modulados en MCF-7RR a nivel de proteina. En la figura se
muestran en color verde los genes que se modularon en el transcriptoma de MCF-7RR al inhibir a miR-
122, en rojo se muestran los genes que el programa adiciona en funcién de los reportes que existen
sobre interaccion a nivel de proteina basandose en BrioGRID Data Base.

Se identificaron a los genes; EGFR ya reportado en respuesta a la radiacion (Lee et al,
2011); MOV10 relacionado con el silenciamiento epigenético de genes supresores de
tumores (El Messaoudi-Aubert et al, 2010); ELAVL1 reportado en la radioresistencia del
cancer de mama (Mehta et al, 2016); SIRT7 que contribuye con la resistencia a
farmacos (Chen et al, 2017) y a la radioterapia (Tang et al, 2017) de diferentes tumores;
APP que participa en la proliferacion del cancer de mama (Lim et al, 2014) y EWSR1
con actividad represora transcripcional relacionada a la carcinogénesis de varios

tumores malignos (Susuki et al, 2012).
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Radioresistance of tumor cells gives rise to local recurrence and discase
progression in many patients. MicroRNAs (miRNAs) are master regulators
of gene expression that control oncogenic pathways to modulate the radio-
therapy response of cells. In the present study, differential expression pro-
filing assays identified 16 deregulated miRNAs in acquired radioresistant
breast cancer cells, of which miR-122 was observed to be up-regulated.
Functional analysis revealed that miR-122 has a role as a tumor suppressor
in parental cells by decreasing survival and promoting radiosensitivity.
However, in radioresistant cells, miR-122 functions as an oncomiR by pro-
moting survival. The transcriptomic landscape resulting from knockdown
of miR-122 in radioresistant cells showed modulation of the ZNF611,
ZNF304, RIPKI, HRAS, DUSPS and TNFRSF21 genes. Moreover, miR-
122 and the set of affected genes were prognostic factors in breast cancer
patients treated with radiotherapy. Our data indicate that up-regulation of
miR-122 promotes cell survival in acquired radioresistant breast cancer
and also suggest that miR-122 differentially controls the response to radio-
therapy by a dual function as a tumor suppressor an and oncomiR depen-
dent on cell phenotype.
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GO, Gene Ontology; miRMNAs, microRNAs; oncomiRs, oncogenic miRNAs; gRT-PCR, guantitative reverse transcriptase-polymerase chain
reaction; RFS, relapse-free survival; SF, surviving fraction; TCGA, The Cancer Genome Atlas; TLDAs, TagMan low-density arrays; TNBC,
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Molecular Oncology (2019) @ 2079 The Authors. Published by FEBS Press and John Wiley & Sons Ltd. 1
This is an open access articke under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use,
distribution and reproduction in any medium, provided the orginal work is properly cited.



miR-122 as an oncomiR in breast cancer

1. Introduction

Radiotherapy, in addition to surgery and chemother-
apy. remains the core of the current clinical manage-
ment of breast cancer. Although radiotherapy is
effective in most patients, some of them will develop
recurrent disease because of radioresistant tumor cells
(Jameel er al., 2004). Radiotherapy is an extrinsic fac-
tor that affects the behavior of the breast cancer cells
themselves. When cells avoid the effect cytotoxic of
radiation, cell growth is induced and spreads. resulting
in a progression or recurrence of tumors in patients
(Moran and Haffty, 2002; Torres-Roca er al., 2015).
To overcome this problem. it is necessary to detemrine
the mechanisms of resistance to radiotherapy. Several
studies have demonstrated that tumor recurrence and
progression as a consequence of radioresistance can be
regulated by microRNAs (miRNAs) (Arechaga-
Ocampo et al., 2017; Metheetrairut and Slack, 2013).
miRNAs are master regulators of gene expression;
moreover, they have a role in the regulation of car-
cinogenesis and the control of response to chemo- and
radiotherapy in breast cancer (Zhang er al., 2014).
miRNAs are short, 18-25 nucleotides in length, non-
coding RNA molecules that regulate gene expression
by suppressing mRNA translation and reducing
mRNA stability, usually via imperfect complementary
base pairing to the 3-UTR (Bartel, 2004). miRNAs in
cancer are classically categorized as either tumor sup-
pressive or oncogenic. Generally. oncogenic miRNAs
(oncomiRs) are overexpressed in tumors, whereas
tumor-suppressive miRNAs are repressed. When these
tumor-suppressor miRNAs or oncomiRs are stimu-
lated or inhibited, respectively, cancer cell growth, pro-
liferation, metastasis and survival may be significantly
reduced via the control of pro-oncogenic factors (Svor-
onos et al., 2016). miR-122 is frequently down-regu-
lated in breast cancer and has been related to tumor
suppressor activity in breast cancer. Up-regulation of
miR-122 suppressed cell growth and cellcycle progres-
sion in breast cancer cell lines and suppressed tumori-
genesis in vivo by targeting /GFIR and regulating the
PI3K/Akt/mTOR/p70S6K  pathway (Wang et al.
2012). However, the crucial roles and underlying the
mechanisms of miR-122 with respect to radioresistance
of breast cancer remain unclear. In the present study.
we report the generation of an isogenic model of
acquired radioresistant human breast cancer cells, as
well as functional approaches aiming to identify the
molecular changes in miRNAs that may explain this
phenotype. We demonstrate that miR-122 has a dual
function in breast cancer because it has tumor
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suppressor activity as a result of sensitizing parental
cells to radiation, although it functions as an oncomiR
in radioresistant breast cancer cells by promoting cell
survival.

2. Materials and methods

2.1. Cell lines

Human breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-
MB-231 were obtained from the ATCC (Manassas,
VA, USA) (# HTB-22 and HTB-26). MCF-7, MCF-
7RR, MDA-MB-231 and MDA-MB-231RR cell lines
were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(Gibco, Gaithersburg, MD, USA) supplemented with
10% fetal bovine serum, 100 [UmL™! penicillin and
100 pg-mL~" streptomycin at 37 °C in a 5% CO,
atmosphere.

2.2. Establishment of radioresistant breast cancer
cells

MCF-7TRR  and MDA-MB-231RR cell lines were
established from their parental MCF-7 and MDA-
MB-231 cells. 1 % 10° parental cells were irradiated
with a linear accelerator (Clinac 600; Varian Inc., Palo
Alto, CA, USA) available at the National Institute of
Cancer in Mexico City. Cells received 15 sequential
fractions of 2 Gy-week ', allowing irradiated cell
populations a period of recovery between exposures.
Non-irradiated controls were handled identically to the
irradiate cells without radiation exposure. All of the
experiments were performed within 4-10 passages after
the final irradiation.

2.3. Clonogenic survival assay

About 3 x 10° cells were irradiated and, after 24 h of
radiation, 1000 cells per well were seeded in six-well
tissue culture plates. The cells were cultured for 10
12 days. Colonies were fixed with 7 : 1 methanol/acetic
acid, stained with 0.05% crystal violet and counted.
The surviving fraction (SF) was calculated according
to Franken er al. (2006). The SF of cells was plotted
on a log scale.

2.4. miRNAs expression profile analysis

Expression of 667 miRNAs was analyzed by a
quantitative reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (gRT-PCR) using the Megaplex TagMan
Low-Density Arrays (TLDAs), version 2.0, system

2 Molecular Oncology (2019) @ 2019 The Authors. Published by FEBS Press and John Wiley & Sons Ltd.
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(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Briefly,
100 ng of total RNA was retro-transcribed using stem-
loop primers and a pre-amplification step was added
so that the minimum amounts of miRNAs were
detected. qPCR assays were performed using Gen-
eAmp System 9700 (Applied Biosystems).

2.5. gRT-PCR

The expression of individual miRNAs was evaluated
via qRT-PCR using the Stem-loop RT miRNA assay
(Applied Biosystems). About 100 ng of total RNA was
retro-transcribed using the looped RT primer (Applied
Biosystems) in accordance with the manufacturer’s
protocol. Detection for miR-122, miR-10a, miR-222,
miR-222% miR135b, miR-135b*, miR-196b and miR-
934 was performed using TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems). qPCR was carried
out in 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems). The expression of miRNA was determined
using the comparative €, (2-%4%) method. RNU44
was used as a control for normalization of data.

2.6. Transfections

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were transfected with
mimic-miR122 (Ambion, Austin, TX, USA) 10 nm,
whereas MCF-7TRR and MDA-MB-231RR cells were
transfected with antagomiR-122 (Ambion) 30 nm.
Mimic-miR122 and antagomiR-122 were diluted in
Opti-Mem (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), scramble
sequence was used as a control and Lipofectamine
2000 (Invitrogen) was used as transfection agent. The
expression of miR-122 was evaluated 48 h post-trans-
fection by qRT-PCR. After transfection, cells were
irradiated with 4 Gy of irradiation. The subsequent
clonogenic assay was performed as described
previously in the section 2.3.

2.7. Microarray processing and data analysis

Total RNA was obtained from MCF-7RR and MCF-
7RR cells transfected with antagomiR-122. Equimolar
concentrations of total RNA from three independent
experiments were mixed and the transcriptional pro-
files were analyzed using the Affymetrix GeneChip
Human Gene 1.0 ST array (Affmetrix, Santa Clara,
CA, USA) in accordance with the manufacturer’s
instructions. Arrays were scanned using a Genechip
Scanner 3000 7G (Affmetrix). The data were analyzed
with the Robust Multichip Analysis algorithm using
the default analysis settings (Affmetrix) and global
scaling as the normalization method. To define the

miR-122 as an oncomiR in breast cancer

differential expression profile, TRANSCRIPTOME ANALYSIS
consoLE software (Affmetrix) was used. Genes with
fold change = 1.3 or < —1.3 and with P < 0.05 by
ANOVA were considered significantly altered between
the conditions (MCF-7RR and MCF-7RR cells trans-
fected with antagomiR-122). Microarray raw data
tables have been deposited at the National Center for
Biotechnology Information Gene Expression Omnibus
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc =

GSE120171).

2.8. Bioinformatic analysis

Verified miRNAs targets were obtained by miR-
TarBase (http://mirtarbase.mbe.nctu.edu.tw) and pre-
dicted miRNAs targets from the miRWalk database
(http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk).
Only miRNA-target interactions identified by at least
three algorithms were considered. pavip, version 6.7
(https://david-d.nciferf.gov) and PANTHER PATHWAY
(http://www.pantherdb.org/pathway) were used to
identify components of signaling pathways and Gene
Ontology (GO) for biological processes or molecular
functions. The analysis of biological network enrich-
ment of the modulated genes obtained by microarrays
assays was performed by cyroscare (https://cytoscape.
org) using the Key Pathway Miner App (Alcaraz
et al., 2014). In this analysis, a value of K= 6 was
used.

2.9. The Cancer Genome Atlas (TCGA) data
analysis

The RNA sequencing data from samples of 491 breast
cancer patients were downloaded from the TCGA data-
base (https://portal.gdc.cancer.gov). First-line treatment
and/or additional radiotherapy, tumor status and fol-
low-up days were considered. Total population was
stratified according to low or high expression of mir-
122, ZNF611, ZNF304, RIPKI, TNFRSF21, DUSPS
and HRAS. Kaplan-Meier analysis was used for
relapse-free survival (RFS) curves and log-rank tests
were employed to analyze the differences between
curves. The results were confirmed by Cox propor-
tional-Hazard regression analyses.

2.10. Western blot assays

Following cell transfection, total protein was extracted,
separated on SDS/PAGE and blotted onto nitrocellu-
lose membranes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Mem-
branes were probed with specific primary antibodies
[ZNF611 (Abcam, Cambridge, MA, USA): ZNF304
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(Abcam); RIPK1 (BD Transduction Laboratories,
Lexington, KT, USA); DUSP8 (Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA, USA);: HRAS (Abcam);
TNFR21 (Santa Cruz); and p-actin (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, USA)], followed by horse-
radish peroxidase-conjugated secondary antibodies
anti-mouse (Zymed Laboratories Inc., San Francisco,
CA, USA) or anti-rabbit (Zymed). Immunodetection
was by chemiluminescence (Super Signal® West
Femto; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Den-
sitometry analysis was performed using 1maGes, version
1.45 (National Institute of Health. Bethesda, MD.
USA).

2.11. Statistical analysis

All results were derived from three independent experi-
ments, which were plotted as the mean £ SD. The
comparison between the groups was performed using
ANOVA for all analyzes. P = 0.05 was considered sta-
tistically significant. All statistical analyses were per-
formed using spss, version 17.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA).

3. Results

3.1. Establishment of radioresistant MCF-7 and
MD A-MB-231 breast cancer cells

To determine a mean lethal dose of irradiation,
MCF-7 and MDA-MB-231 cells were evaluated by
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazo-
lium bromide] and clonogenic assays following
increased radiation dose (2-8 Gy). The results showed
that cell proliferation was significantly reduced at dif-
ferent time points (0, 24, 48 and 72 h) and at increased
radiation doses (0, 2, 4, 8 Gy) compared to control
cells. Proliferation diminished to 53 + 0.07% in MCF-
7 (Fig.1A) and 358 £0.05% in MDA-MB-231
(Fig. 1B) cells at 4 Gy at 48 h. The results from
clonogenic assays showed a significant reduction in
survival (Fig. 1C) of MCF-7 (0.48 £ 0.005) and
MDA-MB-231 (0.44 £ 0.005) cells at 4 Gy compared
to non-irradiated cells. These results indicated that
4 Gy of radiation represents a mean lethal dose for
MCF-7 cells and MDA-MB-231 cells. Therefore, a
radiation dose of 4 Gy was used for all subsequent
experiments. To establish the isogenic model of
radioresistance, MCF-7 and MDA-MB-231 cells were
exposed to 2 Gy-fractionated irradiations to a cumula-
tive dose of 30 Gy (Fig. 1D). At the end of this pro-
cess, radioresistance of the resulting cell population,
designated as MCF-7RR and MDA-MB-231RR, was
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confirmed by clonogenic assays after single doses of
4 Gy of radiation. Acquired radioresistance of MCF-
7RR and MDA-MB-231RR cells was further indicated
by an increase of survival after 4 Gy of radiation com-
pared to parental cells. The SF of the MCF-TRR
(Fig. 1IE) and MDA-MB-231RR (Fig. 1F) cells was
0.70 and 0.75, respectively: whereas, for parental
MCF-7 and MDA-MB-231 cells, the SF was 0.47 and
0.45, respectively. These data confirmed that the popu-
lation resulting from the cells exposed to long-term
therapeutic fractionated irradiation developed a
radioresistant phenotype.

3.2. miR-122 is overexpressed in therapy-induced
radioresistant breast cancer cells

To identify miRNAs associated with radioresistance in
breast cancer, we analyzed the expression of 667 miR-
NAs by PCR array analysis in MCF-7RR cells. The
expression of 16 miRNAs was modulated (Fig. 2A).
miR-135b*, miR-934, miR-223* miR-222*, miR-122,
miR-135b, miR-184, miR-411, miR-449b, miR-424%,
miR-10a, miR-218 and miR-222 miRNAs were signifi-
cantly overexpressed (fold change = 1.5), whereas miR-
181a-2*, miR-146a and miR-196b were down-regulated
(fold change = —1.5) (Table 1). Individual gRT-PCR
assays using RNA samples from different clones of
MCF-TRR cells further confirmed the array results
(Fig. SI). Verified target genes of miRNAs were
obtained from databases and previous studies (Table 2).
GO and enrichment analysis indicated that the set of
miRNAs could modulate biological pathways such as
cell migration, signal transduction, apoptosis and sur-
vival (Fig. 2B). The expression of the most significantly
modulated miRNAs identified in MCF-7RR cells was
also evaluated in MDA-MB-231RR cells. Remarkably,
overexpression of miR-122, miR-222 and miR-135b, as
well as downregulation of miR-196b, was likewise
observed in MDA-MB-231RR cells; conversely, miR-
222% and miR-934 were deeply suppressed in MDA-
MB-231RR cells (Fig. 2C). These results suggested that
variation of mir-122, miR-222, miR-135b and miR-196b
expression might be a relevant phenomenon in the
acquired radioresistance of breast cancer cells.

3.3. miR-122 increases radiosensitivity in parental
breast cancer cells and in breast cancer patients
treated with radiotherapy

miR-122 has been described as a tumor suppressor
and its downregulation is a common event in breast
cancer (Wang et al., 2012). Conversely, in the present
study, overexpression of miR-122 was observed in
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Fig. 1. Establishment of an isogenic model of acquired radioresistant breast cancer cells, Prolferation of parental (A) MCF-7 and (B) MDA-MB-231
cells was assessed by the MTT assay for 24, 48 and 72 h after irradation with increasing doses (0, 2, 4 and 8 Gy) of iradiation. (O Clonogenic
survival of parental MCF-7 and MDA-MB-231 cells was assessed by colony formation in response to treatment with increasing doses 0, 2, 4 and
8 Gy) of iradiation. (D) Schematic overview of fractionated treatment schedule for establishment of radioresistant breast cancer cells. Parental
cells were exposed to 2 Gy of irradiation to reach a total dose of 30 Gy. Radioresistance of MCF-7RR and MDA-MB-231RR cels was confirmed
by clonogenic assays after 4 Gy of irradation. The SF of irradiated (1R+) MCF-7RR (E) and MDA-MB-231RR (F) cells was normalized by the SF of
non-irradiated (IR~} cells. Representative images of the results of the donogenic assays for MCF-7RR and MDA-MB-231RR celis are shown in
(E) and (F). Error bar indicates the SD from three independent experiments. **P < 0.01, *P < 0.05 by Student’s Hest

both radioresistant breast cancer cells. To investigate
whether miR-122 might increase the radioresistance of
breast cancer cells, we performed assays of gain-of-
function in parental MCF-7 and MDA-MB-231 cells.
We were able to overexpress miR-122 in parental
MCF-7 (Fig. 3A) and MDA-MB-231 cells (Fig. 3B)
using a mimic-miR122. Next, we evaluated the survival
potential of these cells in response to radiotherapy by
clonogenic assays. The results showed that, in non-
irradiated cells, the overexpression of miR-122 alone
but not scrambled transfected or control untransfected

significantly decreased the survival MCF-7 (SF = 0.63)
(Fig. 3C) and MDA-MB-231 (SF = 0.4) (Fig. 3D)
cells. Remarkably, cells transfected with mimic-
miR122 treated with radiotherapy significantly dimin-
ished their survival potential (MCF-7: SF = 0.12;
MDA-MB-231: SF = 0.07) (Fig. 3C,D). These results
revealed that miR-122 is capable of sensitizing the
breast cancer cells to radiotherapy. To investigate the
clinical relevance of the miR-122 expression levels, we
performed Kaplan-Meier analysis for RFS of breast
cancer patients treated with radiotherapy. Data for
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Fig. 2. Radioresistant breast cancer cells show the differential expression profile of miRNAs. (A) mRNA expression profile in MCF-7RR cells
{B) GO, signaling pathways and biological processes controlled by deregulated miRNAs in MCF-7RR cells. (C) Validation of the expression of a
set of mRNAs in MCF-7RR and MDA-MB-231RR cells was performed by gRT-PCR. All values were nomalized using RNU44 as an intemal
control. The expresson data were normalized using the parental MCF-7 and MDA-MB-231 cels. A dotted line indicates the threshold of the
normalized data. Data are presented as the mean = SD of three independent experiments. *P < 0.01 by ANOVA.

102 patients who received radiotherapy as a first-line
treatment obtained from the TCGA database were
randomly categorized into two groups according to
positive or null expression of miR-122. The results
revealed that patients with a positive expression of
miR-122 and who had received radiotherapy had a sig-
nificantly better RFS than those with negative expres-
sion of miR-122 (Fig. 3E), suggesting that patients
with null expression of miR-122 were significantly
associated with poor prognoses after radiotherapy.
These results were in agreement with our findings
obtained in vitro, in which miR-122 sensitized breast

cancer cells to irradiation. Furthermore, the results
obtained in vivo suggested that the expression of miR-
122 might be predictor biomarker for RFS in breast
cancer patients treated with radiotherapy.

3.4. miR-122 knockdown overcomes acquired
radioresistance in breast cancer cells

We have demonstrated that miR-122 is up-regulated in
both radioresistant breast tumor cells. To obtain
additional insight into the biological function of
miR-122 in acquired radioresistance., we performed
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Table 1. miBMAs with modulated expression in breast cancer cells
MCF-7RR.

cells.
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Table 2. Verified targets genes of miBNAs modulated in MCF-7RR

Fold change

miRMA {log 2) R{Pvalue)*  Chromosome

Down-regulated
hsa-miR-196b —243 0.0113 7p162
hsa-miR-146a -213 0.05 5034
hsa-miR-181a-2* -17 0.0091 90333

Up-regulated
hsa-miR-222 153 0.0083 XpN3
hsa-miR-218 163 0.0097 4p15.31
hsa-miR-10a 188 0.032 17q21.32
hsa-miR-424* 19 0.0375 X026.3
hsa-miR-443b 214 0.017 5q11.2
hsa-miR-411 234 0.0452 14g32.31
hsa-miR-184 264 0.017 15025.1
hsa-miR-135b 323 0.0068 1g32.1
hsa-miR-122 an 0.0282 18g21.31
hsa-miR-222* 37 0.0169 Xp13
hsa-miR-223* 39 0.0014 Xql2
hsa-miR-934 7 0.0629 X026.3
hsa-miR-135b* 79 0.015 10321

*P < 0.01 by ANOVA.

loss-of-function assays in MCF-7RR and MDA-MB-
231RR cells. We efficiently inhibited the expression of
miR-122 in MCF-7RR (Fig. 4A) and MDA-MB-231RR
(Fig. 4B) cells using antagomiR-122. The transfected
cells were evaluated for radioresistance using clonogenic
assays. As expected, the radioresistant cell lines with a
deficiency in miR-122 had a significantly reduced survival
efficiency. The results showed that knockdown of miR-
122 alone (non-irradiated cells) but not in transfected
cells with scrambled control had a significantly negative
effect on survival rates in both MCF-TRR (SF = 0.87)
(Fig. 4C) and MDA-MB-231RR (SF = 0.70) (Fig. 4D).
This negative effect on survival was higher when cells
were irradiated (MCF-7RR: SF =043) (Fig. 40)
(MDA-MB-231RR: SF = 0.26) (Fig. 4D). Hence, the
knockdown of miR-122 in radiotherapy-induced resistant
cells is able to revert the radioresistance of the cells via
delayed cell survival. Furthermore, these results suggest
that miR-122 promotes survival pathways with respect to
maintaining a radioresistant phenotype in breast cancer
cells. Accordingly, we evaluated the expression of miR-
122 in parental cells treated with radiotherapy. The
results showed that radiation promotes overexpression of
miR-122 in parental breast cancer cells (Fig. 4E). We
hypothesized that overexpression of miR-122 was main-
tained during the adaptive biological reprogramming in
response to continuous application of radiation (i.e. dur-
ing the transition from a cancer cell to a radioresistant
cancer cell) (Fig. 4F). Moreover, it is likely that miR-122
could gain an oncogenic role in radioresistant cells,

Genes

Down-regulated
hsa-miR-196b

hsa-miR-146a

hsa-miR-181a-2*
Up-regulated
hsa-miR-222

hsa-miR-218

hsa-miR-10a
hsa-miR-424%*
hsa-rmiR-449b
hsa-miR-411
hsa-miR-13bb

hsa-miR-184

hsa-miR-122

hsa-miR-222*

hsa-miR-223*
hsa-miR-934
hsa-miR-135b*

HOXBS8, HOXCS, CD8A, HOXAS, HOXAS,
MEIS1, FAS, ETS2, RDX, HOXB7

CXCR4, TLR2, FADD, TRAFS, IRAK1, ROCKT,
BRCAZ, BRCAT, NFKB1, COKNTA, EGFR,
CD40LG, FAS, ERBB4, SMAD4, TLR4,
WASF2, STAT1, UHRF1, L1CAM, SMNT,
CARD10, COPS8, ELAVLT, NUMB, PTGSZ2,
CCL5, PTGES2, CNOTS6L, SIKE1, CXCL12,
PRKCE, RACT, LAMC2, COX2, RNF11

Mot reported

STATBA, CDKN1B, 50D2, MMP1, FOXO3,
CDKN1C, KIT, PPP2R24, TIMP3, FOS, ICAM1,
ESR1, BBC3, FTEN, SELE, DIRAS3, ETS1,
DICER1, RECK, TRPS1, CERS2, GJAT,
SSX2IP, DKK2, VGLL4

LAMB3, LASP1, IKBKB, SFP1, VOPP1, BIRCS,
ACTN1, STAMZ2, CDKN1B, BIRCS5, GJAT,
ROBO1, RICTOR, SOST, SFRPZ, HOXB3,
DKKZ, TOB1, CDK8, BMI1, LEF1, MITF,
PDGFRA, GLI2, OTUD7B, RUNX2, CDHZ,
EGFR, RET, SH3GL1

HOXA1, USFZ, MAP3K7, BTRC, SRSF1,
TRAZB, CHL1, PTEN, PIK3CG

Mot reported

SIRT1, CCNEZ2, MET, GMNN, HDAC1

Mot reported

APC, KLF4, MAFB, CASR, PPP2R5C, SMADS,
LZTS1, MID1, MTCHZ, ACVR1B, BMPR2Z,
TGFBR1

AKTZ, INPPL1, NFATCZ2, SOX7, EIF2C2, MYC,
BCLz, EZR
CYP7A1, IGF1R, SRF, RACT, RHOA, ANKZ,
NFATCZIP, ENTPD4, ANXAT1, ALDOA,
RABEB, RAB11FIP1, FOXP1, MECFPZ,
NCAM1, UBAFZ, TEX19, AACS, DUSPZ,
ATP1AZ, MAPK11, FUNDCZ, AKT3, TPD52L2,
GALNT10, GEPC3, AP3MZ, SLC7A1, XPOe,
FOXJ3, SLC7A11, TRIB1, EGLN3, NUMBL,
ADAM 17, DSTYK, FAM117B, BCL2L2,
PRKAB1, ADAM10, ACVRIC, PRKRA, WNTT,
PTPN1, NTSC3A, P4HAT, PKM, CLIC4,
MEF2D, AXL, NOD2, FUT8

STATBA, CDKN1B, 50D2, MMP1, FOXO3,
CDKN1C, KIT, PPP2R24A, TIMP3, TNFSF10,
FOS, ICAM1, ESR1, BEC3, FTEN, SELE,
DIRAS3, ETS1, DICER1T, RECK, TRPST,
CERS2, GJA1, SSX2IP, DKKZ, ADAM1A,
MGMT, VGLL4

Mot reported

Not reported

APC, KLF4, MAFB, CASR, PPPZR5C, SMADS,
LZTS1, MID1, MTCHZ, ACVR1B, BMPR2Z,
TGFER1
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Fig. 4. miR-122 is overexpressed in radioresistant breast cancer cells and its inhibiton reverts the radioresistant phenotype. Knockdown of
miR-122 in radioresistant (A) MCF-7RR and (B) MDA-MB-231RR cells transfected with antagomiR-122 was verified by qRT-PCR assays. Al
values were nomalized using RNU44 as an interna control. AntagomiR-122-transfected cells were evaluated for a radioresponse by
clonogenic survival. Data for SF of transfected (C) MCF-7RR and (D) MDA-MB-231RR cells iradiated (+IR) with 4 Gy of X-ray are shown.
Data were normalized using nor-irradiated cells (—IR). Representative images of the results of the clonogenic assays for MCF-7RR and
MDA-MB-231RR cells are shown in (C) and (D). (E) Overexpression of miR-122 in parenta MCF-7 and MDA-MB-231 induced by treatment
with 4 Gy of X-ray was evaluated by gRT-PCR assays. The expression data were normalized using parental MCF-7 and MDA-MB-231 cells.
All values were normalized using RNU44 as an intemal control. (F) Schematic representation of the role of miR-122 as a tumor suppressor
miRNA in parentdl breast cancer cells and its oncogenic role during the transition from a cancer call 10 3 radioresistant cancer cell.
(G) Expression of /GF1R in MCF-7 and MCF-7RR cells transfected with mimic-mifR122 and antagomiR-122, respectively, was evaluated by
qRT-PCR. All values were nomalized using GAPDH as an intemal control. Data are presented graphically as the mean + SD of three
independent expenments. *P < 0,05, **P < 0.01 by ANOVA

therefore having a dual function in breast cancer cells, transcriptional reprogramming includes the possibility
acting either as a tumor suppressor or an oncogene that target genes of the miRNAs could be also changed,
depending on the cellular context (Fig. 4F). The adaptive  producing oncogenic or tumor-suppressive effect. In this

Fig. 3. MiR-122 promotes radiosensitivity in parental breast cancer cells. Increased expression of miR-122 in parental (A) MCF-7 and (B)
MDA-MB-231 cells ransfected with mimic-miR122 was verified by gRT-PCR assays. Al values were normalized using RNU44 as an internal
control. Mimic-miR122-transfected cells were evaluated for a radioresponse by clonogenic survival. Data for SF of transfected (C) MCF-7
and (D) MDA-MB-231 cells irradiated (+IR) with 4 Gy of X-ray are shown. Data were normalzed using non-iradiated cells (—IR).
Representative images of the clonogenic assays results of MCF-7 and MDA-MB8-231 cells are shown in (C) and (D). Data are presented as
the mean = SD of three independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01 by ANOVA. (E) Kaplan-Meier analysis of the breast cancer
patients with tumors positive or negative for miR-122 expression who received radiotherapy treatment. Curves were compared using a log-
rank test *F < 0.01. Rpm, reads per million.
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way, miR-122 should regulate different target genes to
act as a positive regulator of the survival pathways, thus
favoring an oncogenic function in radioresistant cells. To
explore this hypothesis, we evaluated the expression of
IGFIR, which has previously been reported as a target

I. X. Perez-Anorve et al.

observed in MCF-TRR cells with loss-of-function of
miR-122 could be independent of the /GFIR function.
Taken together, these results indicate that miR-122 has
an oncogenic role in the acquired radioresistance of
breast cancer cells.

gene of miR-122 in breast cancer (Wang er al., 2012).
Remarkably, the results obtained via qRT-PCR showed
that IGFIR is down-regulated in parental MCF-7 cells
with gain-of-function of miR-122 and up-regulated in
MCF-7RR cells with loss-of-function of miR-122
(Fig. 4G), which is consistent with targeted activity of
miR-122. These results suggest that radiosensitivity

3.5. Transcriptomic landscape of the
radioresistant breast cancer cells with loss-of-
function of miR-122

To obtain a comprehensive molecular understanding
of the oncogenic role of miR-122 in acquired
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Fig. 5. Transcripiome analysis of MCF-7RR cells with knockdown of miR-122 and analysis of prognostic factor genes in breast cancer patients.
(A) Heat map showing the differential expression pattem of 158 genes in MCF-7RR cells transfected with antangomiR-122. The heat map indicates
131 upregulated (red) and 27 down-regulated (green) genes. The columns represent a duplcate of individual samples of MCF-7RR cells with
knockdown of miR-122, as well as MCF-7RR untransiected cells. The rows represent individua genes. Arrows indicate genes with prognostic value
n breast cancer patients treated with radiotherapy. (B) Interactome generated from protein-protein interaction data by Key Pathway cyroscaes
(Akcaraz et al, 2014). The 36 genes shown in green are the modulated genes by knockdown of miR-122. The six genes shown in pink are Iinker
genes that connect the 36 genes from transcriptome. The numbers of connections in the network are shown as nodes. (C) Bubble chart shows the
ennched GO terms of the genes modulated by the knockdown of miR-122. Biclogical processes are shown on the yaxis. The color and size of the
bubble represent the number of genes nvolved in each GO/network process and significance, respectively. (D} Chart of GO and biological
processes of genes modulated by the knockdown of miR-122. Genes symbol are shown. Bold-labeling indicates genes containing miR-122 binding
sites in therr 3-UTR. Kaplan-Meier curves of RFS. Survivad curves of high vs low expression of (E) ZNFE11, (F) ZNF304, (G) RIPKT, (H) TNFRSF21, ()
DUSPE and (J) HRAS of patients with breast cancer treated with radiotherapy. High or low gene expression levels according 1o > median or
< median expression levels each gene. Curves were compared using a log-rank test *P < 0.05; **P < 0.01. Rpm, reads per miion.
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radioresistance, we utilized a gene expression profiling
approach with microarrays aiming to systematically
identify genes associated with loss-of-function of miR-
122 in radioresistant cells. In total, 158 differentially
expressed genes were identified in hierarchical cluster-
ing analysis (Fig. 5A). Twenty-seven genes were
up-regulated (fold change = 1.3) and 131 genes were
down-regulated (fold change < —1.3); (Table SI1).
Using the Key Pathway Miner App of cyToscare to
determine interconnected pathways by protein—protein
interaction in silico, we revealed products of genes that
were not observed in the microarrays assays (outliers),
such as EGFR, APP, MOVI10, EWSRI, SIRT7 and
ELAVLI (Fig. 5B). Our analysis by functional protein
association networks, GO and biological pathways
(Fig. 5C) showed that the gene signature in knock-
down miR-122-MCF-7RR could be associated with
regulation of transcription (SSX&, ZNF611, ZNFI§,
EGR4, TFCP2LI1, ZNF684, ZNF793, CITED4,
ZNF616, ZNF304, BHLHAY9, LTF, SP7, RBPJL,
FOXD4L6), the G-protein coupled receptor signaling
pathway (CCL25, OR2IIP, ORILS, OR5AP2, ORSBA4,
OR4DI0, AREG, VIPR2, HTRIE), the TNF pathway
(FNFRSF21, CCL25, RIPKI), the Ras-MAPK path-
way (ILIR2, HRAS, MAP4KI, DUSPS) and the
inflammatory response (INFRSF21, CCL25, [LIR2,
IL13) (Fig. 5D). To identify potential genes that could
be directly regulated by miR-122, we performed in sil-
ico analysis of 3’-UTR binding sites for miR-122 in
modulated genes. We found nine up-regulated and 29
down-regulated genes containing canonical 3-UTR
binding sites for miR-122 (Table 3), highlighting the
up-regulation of [GLONS5, NUP62CL, ACAAIL,
KLHLS5, FBXO48, ZNF304, VIPR2, CCDCI27 and
ZNF611, as well as the down-regulation of DUSPS,
DDR2, [ILIR2, DEAFI and RIPKI. Therefore,
microarrays analysis revealed that radioresistant cells
with loss-of-function of miR-122 are highly enriched
for genes encoding signaling pathways and transcrip-
tional processes, suggesting that a major influence of
miR-122 function on acquired radioresistance is
related to maintaining survival networks.

3.6. Genes associated with loss-of-function of
miR-122 are involved in the outcome of breast
cancer patients treated with radiotherapy

To determine the prognostic value of genes associated
with loss-of-function of miR-122, we evaluated RFS in
491 breast cancer patients treated with radiotherapy, as
obtained from the TCGA database. Patients were cate-
gorized according to the median expression of each
gene; therefore, we obtained different groups of patients

miR-122 as an oncomiR in breast cancer

according to the low and high expression of an individ-
ual gene. Characteristic populations are shown in Tables
S2-87. In the analysis for RFS, differential expression
of ZNF611, ZNF304, RIPKI, DUSPS, TNFRSF21 and
HRAS genes was associated with outcome for breast
cancer patients who received radiotherapy. Kaplan
Meier curves showed that increased expression of
ZNF611 (P = 0.0269; Fig. 5E) and ZNF304
(P = 0.0081; Fig. 5F), as well as lower expression of
RIPKI (P = 0.0047: Fig. 5G), TNFRSF21 (P = 0.0058:;
Fig. 5H) and DUSPS (P = 0.048; Fig. 5I) and HRAS
(P = 0.0138; Fig. 5J), was associated with longer RFS.
These results were in accordance with the experimental
evidence obtained in MCF-TRR cells in which an
increase of ZNF611 and ZNF304 expression, in addition
to a decrease of RIPKI, TNFRSF2I, DUSPS and
HRAS expression, induced by knockdown of miR-122
was correlated with radiosensitivity in vitro.

3.7. miR-122 differentially controls levels of
ZNF611, ZNF304, RIPK1, DUSP8, HRAS and
TNFRS21 protein in radioresistant breast cancer
cells

Our findings obtained by Kaplan-Meier analysis
revealed that ZNF611, ZNF304, RIPKI, DUSPS.
TNFRSF2I and HRAS genes have a prognostic value
in patients treated with radiotherapy. Among these
genes, ZNF611 (positions 2916-2922), ZNF304 (posi-
tions 2676-2682), RIPKI (positions 1680-1684) and
DUSPS (positions 1631-1634) contain canonical miR-
122 3 UTR-binding sites (Fig. 6A). For experimental
validation of the transcriptome results, and also to test
whether modulation of ZNF611, ZNF304, RIPKI,
DUSPS, HRAS and TNFRS2I following knockdown
of miR-122 might be a common event in radioresistant
breast cancer cells, we performed western blot assays
in transfected MCF-7RR and MDA-MB-231RR cells
with antagomiR-122. As expected, we verified the
results obtained by microarrays assays in MCF-TRR
cells. Levels of proteins ZNF304 and ZNF611 were
up-regulated, whereas RIPKI! and DUSPS were
repressed, when we inhibited miR-122 (Fig. 6B).
Levels of HRAS and TNFRS2I levels were observed
with non-significant changes. The results showed a
direct correlation among the expression of miR-122
and ZNF304, ZNF61l1, RIPKI and DUSPS levels. As
a control, we compared the abundance of these
proteins in parental MCF-7 cells transfected with
mimic-miR 122 (Fig. 6C). The results showed that the
expression of ZNF304, RIPKI, DUSPS and TNFRS21
was not changed when we forced overexpression of
miR-122, whereas the expression of H/RAS was higher

Molecular Oncology (2019) @ 2019 The Authors. Published by FEBS Press and John Wiley & Sons Ltd. 1
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Table 3. Genes differentially regulated in knockdown miR-122-
MCF-7RR cells with a 3-UTR-canonical binding site to miR-122.

Gene Function
Up-regulated
IGLONS Meuronal cell-adhesion protein
NUPBZCL Nucleocytoplasmic transporter activity
ACAAT Acetyl-CoA C-acyltransferase activity
KLHLS Ubiguitin-protein transferase activity
FBXO48 Decreased interleukin-8 secretion
ZNF304 Activation of KRAS and silencing of several tumor
SUPPressor genes
VIPRZ2 Pituitary adenylate cyclase activation
ccoci27 Cell surface transport
ZNF&11 Transcriptional regulation
Down-regulated
LCE2C Precursors of the comified envelope of the
stratum
PRHZ Protective and reparative environment for dental
enamel
RAB40AL Mediates the ubiguitination and subsequent
proteasornal degradation of target proteins
MiCALZ Actin binding and flavin adenine dinucleotide
binding
SEMASA Semaphorin gene family that encodes membrane
proteins containing a semaphorin domain and
several thrombospondin type-1 repeats. May
promote angiogenesis by increasing endothelial
cell proliferation and migration and inhibiting
apoptosis
SLC25A18 Involved in the transport of glutamate across the
inner mitochondrial membrane
PODNL1 Small leucine-rich repeat protein family
DUSPs Phosphatase activity with synthetic phosphatase
substrates and negatively regulates mitogen-
activated protein kinase activity
DDR2 Tyrosine kinase that functions as cell surface
receptor for fibrilar collagen and regulates cell
differentiation, remodeling of the extracellular
matrix, cell migration and cell proliferation
C2CD4A Involved in inflammatory process. May regulate
cell architecture and adhesion
KIAADS25 Cell surface transport
ZNF783 Transcriptional regulation

DLX4 Play a role in determining the production of

hemoglobin 5. May act as a repressor

Protein that acts as a posttranscriptional regulator

of genes involved in developmental timing and

self-renewal in embryonic stem cells. Disrupting

the maturation of certain miRNAs

SF7 Transcriptional activator essential for osteoblast
differentiation

LINZBA

|. X. Perez-Anorve et al.

Table 3. (Continued).

Gene Function

part of the GRMB signaling cascade. Metastasis
in melanoma

IL1R2 Cytokine receptor that belongs to the interleukin-1
receptor family

VEPH1 Downregulation of Wnt pathway after Wnt3A
stimulation

ARHGAP23  GTPase activator for the Rho-type GTPases by

converting them to an inactive GDP-bound state

C48 Complernent component 4B, including the ZB
transcript in the same orientation, complexing
with C2 to form the C3/CE convertase, classical
pathway

Regulates the trafficking and gating properties of
AMPA-selective glutamate receptors

Cell proliferation, arresting cells in the GO or G1
phase. Required for neural tube closure and
skeletal patterning. Regulates epithelial cell
proliferation and side-branching in the mammary
gland

Serine protease inhibitor that plays an essential
role in male reproduction and fertility

Role in ribosomal protein transport and in the
assembly of the S ribonucleoprotein particle (S
RNP). The encoded protein also may be involved
in NOD2-mediated NF-kappa B signaling

NUBT Protein that functions as a negative regulator of
MNEDDS, a ubiguitin-like protein that conjugates
with cullin family members in order to regulate
vital biclogical events

Serine-threonine kinase, which transduces
inflammatory and cell-death signals (programmed
necrosis) following death receptors ligation,
activation of pathogen recognition receptors and
DMA damage. Activates the MAP3KS-JNK
apoptotic cascade

Responsible for the structural integrity of
epithelial cells

CNIHZ

DEAFT

EFFIN

HEATR3

RIPKT

KRT77

compared to non-transfected and scrambled trans-
fected cells (Fig. 6C). Notably, ZNF611 was down-
regulated when miR-122 was overexpressed (Fig. 6C).
These findings suggested that miR-122 could target
ZNF611 but was unable to modulate ZNF304. RIPKI.
DUSPS and TNFRS21 protein levels in parental
MCF-7 cells. Although not all of the western blot
results were similar in MDA-MB-231RR compared to

TFCP2L1 Transcriptional .su.ppressor, Fellular self-renewal MCE-7RR, we observed that, in MDA-MB-231RR
CITED4 Acts as transcriptional coactivator for TFAPZ/AP-2. . .
i cells, knockdown of miR-122 was correlated with
Enhances estrogen-dependent transactivation A
mediated by estrogen receptors up-regulation of ZNF611, DUSPS and HRAS
TRPM1 Cation channel essential for the depolarizing (Fig. 6D). Moreover, in parental MDA-MB-231 cells,
photoresponse of retinal ON bipolar cells. Itis forced overexpression of miR-122 was also correlated
with inhibition of ZNF611, DUSPS and HRAS levels
12 Maolecular Oncology (2018) @ 2019 The Authors. Published by FEBS Press and John Wiley & Sons Ltd.
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Fig. 6. Levels of ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 and HRAS are differentially regulated by miR-122 in parental and
radioresistant breast cancer cells. (A) Schematic illustration of the potential miR-122 binding site in the 3-UTR of ZNF611, ZNF304, RIPK1
and DUSPS8 genes. Letters abeled in blue indicate the seed region. Levels of ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 and HRAS
proteins were evaluated by western blot assays in (B) MCF-7RR transfected with antagomiR-122. (C) Parental MCF-7 transfected with
mimic-miR122. (D) MDA-MB-231RR transfected with antagomiR-122. (E) Parental MDA-MB-231 transfected with mimic-miR122. f-actin
was used as an internal control. Images are representative of three independent experiments. Kapln- Meier curves of RFS. Survival curves
of high vs low expression of ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 and HRAS of patients with (F) luminal breast cancer and (G)
TNBC treated with radiotherapy. High or low gene expression levels according to > median or < median expression levels each gene.
Curves were compared using a log-rank test *P < 0.05.

(Fig. 6E). These results suggested that ZNF611 and could modulate dissimilar pathways in radioresistant

DUSPS might be targeted by miR-122 in the MDA-  breast cancer cells compared to parental breast cancer
MB-231RR model. It should be noted that miR-122  cells, which might partially explain the dual function
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as a tumor suppressor or oncomiR depending on the
cellular context. On the other hand, the variability of
the results among the radioresistant cells could be a
result of a difference in cellular context with respect to
the origin of the cell lines because MDA-MB-231 is a
model of the triple-negative breast cancer (TNBC) sub-
type, whereas MCF-7 is a model of a luminal tumor.
In this sense, we evaluated the prognostic value of the
ZNF611, ZNF304, RIPKI, TNFRSF21, DUSPS and
HRAS genes according to tumor subtypes. The RFS
of patients with luminal breast cancer and TNBC trea-
ted with radiotherapy was evaluated by Kaplan-Meier
analysis. The results showed that higher levels of
ZNF611 (P = 0.0338), as well as lower levels of RIPK]
(P =0.0024) and DUSPSE (P = 0.0165), were associated
with longer RFS in luminal subtypes (Fig. 6F). How-
ever, although these genes were not significantly asso-
ciated with RFS in TNBC subtypes. higher levels of
ZNF611 and ZNF304 and lower levels of HRAS
showed a trend for an association with a longer RFS
(Fig. 6G).

4. Discussion

To gain insight into the molecular adaptations under-
pinning the radioresistance of breast cancer cells, we
report the development of isogenic radioresistant
breast cancer cell lines, miRNome landscape analysis
and functional analysis of miR-122. An isogenic model
of radioresistance was developed by cumulative expo-
sure of MCF-7 and MDA-MB-231 cells to 30 Gy-frac-
tionated radiation, resulting in the generation of a
subline with significantly increased survival potential
compared to sham control cells, as reported previously
in a model of radioresistant lung cancer cells (Are-
chaga-Ocampo et al.,, 2017). The development of iso-
genic chemo- and radioresistant cell lines has been
used successfully to investigate the molecular changes
associated with acquired resistance to therapy and
tumor aggressiveness in cancer (McDermott e al.
2014). Exposure of tumors to fractionated radiation
schedules can select a cancer cell subpopulation with
an increased capacity to overcome the anti-prolifera-
tive effects of radiotherapy (Zaider and Hanin, 2011)
by modulating the abundance and functions of mole-
cules, including miRNAs (Arechaga-Ocampo er al.,
2017; Metheetrairut and Slack, 2013; Zhang et al.,
2014). In the present study, we identified a set of miR-
NAs related to acquired radioresistance. Wang ef al.
(2014b) have shown that the expression of a group of
miRNAs establishes a useful molecular signature with
respect to differentiating radioresistant from non-
radioresistant tumors, even though they originate from
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the same histological type. In this sense, we identified
the miRNome of the isogenic MCF-7RR cell line com-
pared to the parental MCF-7 cell line and found 16
miRNAs to be differentially expressed (13 up- and
three down-regulated). Among them, miR-184 (Fang
et al., 2017), miR-424* (Zhang et al., 2017b), miR-218
(Wang et al., 2017), miR-222 (Wei et al., 2017) and
miR-10a (Rong er al., 2016) have been reported in
relation to chemotherapy resistance in several types of
tumors. Others, such as as miR-135b* (Wang er al.,
2014a,b), miR-223* (de Melo Maia er al., 2016), miR-
135b (Han er al, 2017) and miR-196b (Ren er al.,
2017), have been reported as oncomiRs. The aberrant
expression of miRNAs in the radioresistance of human
tumors is a result of their function as negative regula-
tors of gene expression. miRNAs can control the
expression of genes that are components of cell sur-
vival pathways, apoptosis, the immune response and
cell differentiation, amongst others (Bartel, 2004). The
results of our bioinformatic analysis of the GO and
biological pathways revealed that the set of miRNAs
is implicated in proliferation and survival pathways,
the immune response and transcriptional control, sug-
gesting that signaling pathways involved in acquired
radioresistance can be directed by the coordinated
action of these molecules. It is remarkable that deregu-
lation of the miRNAs identified in MCF-7TRR cells is
conserved in MDA-MB-231RR cells. Specially, miR-
196b, miR-222 and miR-122 show similar expression
in both radioresistant cell lines, which suggests that
they might have a significant role in the phenotypic
evolution of cancer cells to acquired radioresistance.
Notably, miR-122 is known to act as a tumor suppres-
sor in breast cancer by targeting IGFIR (Wang et al.,
2012) and ADAMIO genes (Ergin et al., 2015). In
addition, miR-122 has the same role in liver and
glioma tumors, in which it suppresses mechanisms to
promote tumor progression and survival (Wang er al.,
2014a.b). In the present study. we demonstrate that
miR-122 significantly reduced the survival of the par-
ental cells, although this effect was enhanced when the
cells were irradiated. This result is consistent with pre-
vious reports of the tumor suppressor function of
miR-122 in breast cancer (Ergin er al, 2015; Wang
etal, 2012) and it also highlights its potential as a
radiosensitizer. Similarly, a previous study showed that
miR-122 induces radiosensitivity in lung cancer cells
exposed to different doses of radiation. The ectopic
overexpression of miR-122 in lung cancer cells
decreased anchorage-dependent invasion and inhibited
cell growth by knockdown of target genes related to
tumor survival and the cellular stress response (Ma
et al., 2015). The role of miR-122 as a radiosensitizer
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in lung cancer is consistent with our findings in breast
cancer. Recently Zhang et al. (2017a,b) reported the
function of miR-122-3p in response to radiation in
TNBC cells. It was demonstrated that miR-122-3p
promotes sensitivity to radiation by modifying cellular
apoptosis, migration and invasion as a result of modu-
lation of the PTEN/PI3K/AKT pathway. It should be
noted that miR-122-3p (miR-122%) is the passenger
strand of leading strand miR-122-5p (miR-122); there-
fore, miR-122-3p could target different genes, giving it
an independent function compared to miR-122-5p.
The results of the studies by Zhang et al. (2017a,b),
together with our results, suggest that miR-122% and
miR-122 might function cooperatively to promote the
sensitivity of breast cancer cells exposed to radiation.
However, in our isogenic model of acquired radioresis-
tant breast cancer cells, we did not observed the
aberrant expression of miR-122-3p and so the role of
miR-122-3p in acquired radioresistance in breast
cancer still remains unknown.

Besides its function in vitro, we show that the
expression of miR-122 in breast tumors was signifi-
cantly associated with a favorable response to radio-
therapy compared to those patients who did not
express miR-122. In such patients, miR-122 has a
tumor-suppressive role for treatment-naive tumors (i.e.
in patients who have not yet received radiation therapy
and therefore radioresistance has not yet developed).
With these results, we demonstrate that miR-122 is
related to the sensitivity to radiotherapy in parental

Radioresistant luminal type breast cancer
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breast cancer cells both in vitro and in vive in a set of
breast tumors, which, to our knowledge, has not been
reported previously. Unexpectedly, in MCF-7RR and
MDA-MB-231RR cells, we observed overexpression of
miR-122. Its downregulation by antagomiR-122 was
able to revert the resistance to radiotherapy by coun-
teracting cell survival. By contrast to functioning as a
tumor suppressor, miR-122 appears to have an onco-
genic role in breast cancer cells that have acquired
radioresistance. It is known that miRNAs can act as a
tumor suppressor or as an oncogene depending on the
scenario. Svoronos et al. (2016) provide an excellent
review in which they discuss the dual role of miRNAs
in cancer cells themselves and as extrinsic factors. They
also report that dual function could be dependent on
different cell phenotypes, tumor microenvironment,
immune evasion and by selective pressure induced by
therapy treatments, including radiotherapy. We
showed that miR-122 is up-regulated in response to
radiation treatment, suggesting that continuous frac-
tionated irradiation maintains the overexpression of
miR-122 until a radioresistant phenotype is attained.
Based on our results, we propose that miR-122 could
acquire an oncogenic function under the pressure
exerted by radiation in breast cancer, which allows
evolution of the cell and adaption to radiotherapy. To
explore the genes and biological pathways modulated
by miR-122 in radioresistant cells, we analyzed the
transcriptome of MCF-7RR cells with loss-of-function
of miR-122. The results showed 158 genes to be
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Fig. 7. Schematic representation of miR-122-mediated radioresistance in breast cancer cells. miB-122 has an oncogenic role in the acquired
radioresistance of luminal and TMBC cells by differentially controlling the expression of ZNFB11 and ZNF304 transcription factors, as well as
modulating the expression of genes involved in RAS-MAPK and TNF pathways to promote survival.
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differentially modulated, of which 27 were increased
and 131 were decreased. Analyses of the biological net-
work by cytoscape revealed protein outliers that have
been reported in radiotherapy resistance in cancer and
survival, as well as proliferation and epigenetic regula-
tion, such as EGFR (Lee et al., 2011), MOVI0 (El
Messaoudi-Aubert er al., 2010), ELAVLI (Mehta
et al., 2016), SIRT7 (Chen et al., 2017; Tang et al.,
2017), APP (Lim et al., 2014) and EWSRI (Suzuki
et al., 2012). Many studies have reported that radio-
therapy can induce transcriptional reprogramming to
enable acquired resistance and to avoid the toxicity
triggered by radiotherapy (Doan er al., 2018; Ma
et al., 2013). We determined that miR-122 modulates
genes related to molecular processes such as transcrip-
tional regulation and the signaling of receptors cou-
pled to G proteins, as well as the MAPK and TNF
pathways. This diversity of cellular processes is consis-
tent with numerous regulatory mechanisms associated
with the response to radiation and radioresistance in
breast cancer (Kaidar-Person er al., 2013). In the tran-
scriptomic landscape induced by knockdown miR-122,
we identified genes involved in these cellular processes
such as ZNF611, ZNF304, RIPKI, DUSPS, HRAS
and TNFRSF21. Moreover, these genes were prognos-
tic factors in breast cancer patients treated with radio-
therapy. The clinical findings were in accordance with
the results of survival assays in virro. Among the set of
up-regulated genes, we found that ZNF6ll and
ZNF304 contain canonical miR-122-binding sites in
their 3'-UTR region; in addition, we verified that the
protein levels of these transcription factors also
increase when miR-122 is inhibited in MCF-7RR cells.
ZNF304 and ZNF611 are transcription factors that
belong to the C2ZH2 zinc finger family possessing
Kruppel associated box and are related to transcrip-
tional silencing by the recruitment of epigenetic com-
plexes (Aslan er al, 2015; Pengue and Lania, 1996).
ZNF304 has also been reported as a regulator of the
RAS pathway by recruitment of an epigenetic silencing
complex in tumor suppressor genes in colorectal cancer
(Serra et al., 2014) and as a promoter of cell survival
in ovarian cancer (Aslan er al., 2015). ZNF611 has not
yet been reported in cancer. On the other hand,
RIPKI, DUSPS, HRAS and TNFRS2I were down-
regulated when we knocked-down miR-122. RIPKI
(Miyamoto, 2011) and TNFRS2! (Benschop er al.,
2009) are components of the TNF pathway., whereas
DUSPS (Keyse, 2008) and HRAS (Knobbe er al.,
2004) act on the RAS-MAPK pathway. Alteration in
the activity of transcription factors could be critical
for the development and maintenance of radioresis-
tance in breast cancer by control genes of the survival
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pathways, such as the RAS-MAPK and TNF path-
ways (Ishihara er al., 2015; Zhao et al., 2018). Many
of the genes that we observed to be down-regulated
in the transcriptome analysis might be part of an epi-
genetic network of transcriptional silencing driven by
axis miR-122-ZNF611 or miR-122-ZNF304. This is a
research topic that is currently under investigation;
however, we have obtained preliminary data strongly
suggesting that RIPKI and DUSPS possess elements
of response to ZNF6l11 and ZNF304 in their
promoter regions (data not shown). Therefore, we
propose that the dual function of miR-122 in the iso-
genic model of radioresistant breast cancer cells could
be result of transcriptional reprogramming controlled
by the modulation of ZNF611 and ZNF304 by
miR-122.

5. Conclusions

In conclusion, the data obtained in the present study
contribute to our understanding of the mechanisms of
molecular adaptation to radiotherapy in breast cancer
cells. The evidence indicates the aberrant expression of
a set of miRNAs linked to carcinogenesis and the
molecular control of pathways related to the response
to therapy in cancer. Particularly, the overexpression
of miR-122 maintains the radioresistant phenotype in
breast cancer cells by promoting cell survival, from the
regulation of several genes to the downstream effects
of these genes, which confers it with an oncogenic
function (Fig. 7).
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