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Laburpena

Osteosarkomaren (OS) aldagai genetikoa genetan aztertu da orain arte, baina geneak genomaren
1,5% osatzen dute eta gainontzekoa RNA ez kodifikatzaileak omen dira. OS-an miRNAen
adierazpenean aldaketak behatu dira. Adierazpen aldaketa hauek miRNAen prozesamendu
genetan dauden SNPek eragin ditzakete. Ikerketa lan honen helburua miRNAen prozesamendu
genetan dauden SNPak OS-ren suszeptibilitatean eragin dezaketen jakitea. Horretarako,
miRNAen prozesamenduarekin erlazionatutako 21 genetan 72 SNP aztertu genituen 99 OS eta
387 kontrol laginetan. Hiru SNP topatu genituen OS-ren suszeptibilitatearekin asoziaturik 3 hiru
prozesamendu genetan, denak RISC konplexuan. Konplexu honen SNPak OS-ren
suszeptibilitatearen markatzaile genetiko berriak izan daitezke.

Hitz gakoak: miRNA prozesamendu geneak, suszeptibilitate genetikoa, OS, SNPak

Abstract

The contribution of genetic variants in osteosarcoma (OS) has been focused mainly on genes of
biologically plausible pathways. However, these genes constitute 1,5% of the genome, leaving a
95% to non coding RNAs. miRNA deregulation has been observed in OS which could be due to
genetic variation in miRNA processing genes. The aim of this study was to evaluate whether SNPs
in miRNA processing genes confer predisposition to OS. We analyzed 72 SNPs in 21 miRNA
processing genes in a total of 99 OS patients and 387 controls. A total of three SNPs were
associated with OS susceptibility, all part of the RISC complex. This study suggests that SNPs in
the RISC complex genes may be involved in OS susceptibility.

Keywords: microRNA processing pathway, genetic susceptibility, osteosarcoma, SNPs

1. Sarrera eta motibazioa

OS hezurretako minbizi-mota arruntena da gazteen artean (Miao et al., 2013). Gaixotasun
horrek aldagai genetiko garrantzitsua duela adierazi dute zenbait ikerketa lanek (Broadhead et al.,
2011; Savage et al., 2013; Yang eta Zhang, 2013). Ikerketa lan horietan OSren jatorrian parte hartu
dezaketen geneak eta bidezidorrak aztertu dituzte, esate baterako, hezurren hazkundearekin eta
DNAren konponketan zerikusia duten geneak (Ruza et al., 2003), (Savage et al., 2007b), (Savage et
al., 2007a), (Toffoli et al., 2009), (Yang et al., 2014), (He et al., 2013), (He et al., 2014a), (He et al.,
2014b), (Wang et al., 2013), etc. Hala ere, Giza Genoma proiektuari esker geneak genomaren 1,5%
osatzen dutela ezagutu genuen. Izan ere, gainontzeko %95a proteina izango ez den RNAek osatzen
dute (RNA ez kodifikatzaileak). RNA ez kodifikatzaile hauek geneen erregulazioan parte hartzen dute
eta bere tamainaren arabera sailkatu daitezke. Hauen artean, mikroRNAk (miRNAK) ikertuenak dira.
MiRNAk 18-20 nukleotidoko RNA ez kodifikatzaileak dira. MiRNAk genomaren gune ezberdinetatik
transkribatzen dira pri-miRNA moduan. Pri-miRNAkK kate biko 300-5000 nukleotidoko DNA
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molekulak dira eta urkila egitura tipikoa izaten dute. Pri-miRNA hauek heltze prozesua pairatu behar
dute miRNA funtzionala bilakatzeko. Prozesu honen lehenengo pausuan, DROSHA eta DGCR8
proteinak pri-miRNA mozten dute 70-100 nukleotidoko molekula sortuz (pre-miRNA) eta
zitoplasmara garraiatzen da exportinen bitartez (XPO5 genea). Zitoplasman, pre-miRNAaren urkila
mozten da (DICER eta TARBP2 proteinak) 22 nukleotidoko RNA duplexa lortuz. RNA duplex horien
harizpietako bat RNA bidezko ixiltze konplexuari edo ingelesez, RNA-induced silencing complexari
(RISC) lotzen zaio. Konplexu hori EIF2C1, EIF2C2, SND1, GEMIN3, GEMIN4 proteinak eta CCR4-
NOT konplexuek osatzen dute (Inada eta Makino, 2014). RISC konplexuak miRNAek geneen
adierazpenean eragiten duten errepresioa, deadenilazioa eta endekapena egiten dute (Li et al., 2014a).
Bidezidor horietan gertatzen diren aldaketak miRNA ekoizpenean eragiten du (lliou et al., 2013; Melo
eta Esteller, 2014; Melo et al., 2009; Wu et al., 2014), eta aldaketa horiek minbiziaren jatorrian
geneen erregulazioan eragin dezakete. lzan ere, gene horien adierazpen mailan aldaketak behatu dira
bular minbizi kasuetan DROSHA eta DICER geneen azpi-adierazpena eta prostata minbizi kasuentan
EIF2C2 eta TARBP2 geneen gain-adierazpena (Huang et al., 2014).

Jakina da, polimorfismoak gizabanakoen artean ezberdinak diren aldaera genetikoak direla.
Polimorfismo horien artean, nukleotido bakarrekoak (single nucleotide polymorphisms edo SNP)
arruntenetarikoak dira. Horrez gain, SNPak proteinen ekoizpena eta funtzioa aldatu dezakete.
Ondorioz, miRNAen prozesamenduaren bidezidorra osatzen duten genetan dauden SNPak miRNA
bidezko erregulazioan eragin dezakete (Mishra eta Bertino, 2009). lzan ere, DROSHAN kokatuta
dagoen rs640831 SNPak 56 miRNAen adierazpena aldatzen zuela behatu zen birikietako minbizia
zuten pazientetan (Rotunno et al., 2010). Beraz, bidezidor honetan SNPak minbiziaren garapen eta
progresioarekin erlazionatuta daude (Horikawa et al., 2008). Adibidez, rs2740348 GEMIN4 genean
prostata minbiziaren arriskuarekin (Liu et al., 2012), rs417309 DGCR8 genean bular minbiziaren
arriskuarekin (Jiang et al., 2013), rs197412 GEMIN3 genean giltzurrunetako zelulen kartzinomarekin
(Horikawa et al., 2008), eta gure taldeak, duela gutxi, rs139919 TNRC6B genean leuzemia
linfoblastiko akutuaren suszeptibilitatearekin asoziazioa topatu genuen (Gutierrez-Camino et al.,
2014). Hala ere, oraindik ere OSn ez da miRNAen prozesamendu bidezidorraren aldakortasun
genetikoa ikertu.
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1. irudia. miRNAen jatorria eta bere prozesamendua.

2. lkerketaren helburuak
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Gure helburua: OSren jatorriaren markatzaile genetiko berriak bilatzea, miRNAren prozesamendu
geneen aldakortasun genetikoaren azterketaren bidez.

3. Ikerketaren muina
3.1 Metodoak
3.1.2 Lagina

Ikerketa lan honetan 99 OS kasuk (<34 urte) parte hartu zuten. OS kasu guztiak OS
konbentzionalak izan ziren Clinica Universidad de Navarra-n diagnostikatuak 1985tik 2003ra.
Kontrolei dagokiola 387 indibiduo osasuntsuk kontrol taldea osatu zuten. Paziente guztiek baimen

informatua sinatu zuten eta etika komite lokalen onarpena izan zuten (Research Ethics Committee of
the University of Navarra 105/2009).

1. taula. OS eta kontrol laginen ezaugarriak.

Kasuak Kontrolak

Paziente kopurua 99 387
Batazbestekoa + DE, adina 14.60 £5.23 51.2+7.7
Gizonezkoak, n (%) 55 (55.55) 199 (51.4)
Emakumezkoak, n (%) 44 (44.44) 187 (48.3)

DE: deshiderapen estandarra.

3.1.2 Gene eta SNP hautaketa

Literaturaren aztertu eta Patrocles datubasean bilatu ostean, miRNA prozesamenduaren
bidezidorrean 21 gene hautatu genituen (Hiard et al., 2010). Gene hauen aldakortasun genetikoa
aztertzeko tagSNPak erabili genituen. Jakina da, DNA bloketan heredatzen dela eta bloke hauetan
SNPak haien artean “lotuta” daudela, hau da, blokeko SNPak batera heredatzen direla. Beraz, SNP
baten informazioarekin nahikoa da blokeko beste SNPen efektuaren berri emateko. SNP adierazle honi
tagSNP deritzo. Geneen aldakortasun genetikoa bloke bakoitzeko SNP adierazlea (tagSNP) hautatuz
genean dauden bloke guztien informazioa jaso genuen tagSNP gutxi batzuekin. Azkenik, bai tagSNP
teknika erabiliz; aldaketa funtzionala ekartzen zuten SNPak (aminoazido aldaketak, moztitsasketa
alternatiboa eta geneen promotorean dauden transkripzio faktoreen lotura gunetan kokatutak eta
miRNA lotura unean sortu edo desargertarazten) eta minbiziarekin asoziaturiko SNPak ere kontuan
hartu genituen hautaketa prozesuan.

3.1.3 Genotipaketa

DNA genomikoa odoletik erauzi zen fenol-kloroformo metodoaren bitartez (Sambrook J,
2001). Genotipaketa TagMan OpenArray teknologiaren bidez egin zen (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) Applied Biosystems-en protokoloa jarraituz. Datuen analisia,
Tagman Genotyper softwarearen bitartez egin genuen (Applied Biosystems) SNPen genotipoen
determinaziorako.
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3.1.3 Analisi estatistikoak

Lehenik eta behin, gure kontrol laginek Hardy-Weinberg-en orekari (HWO) jarraitzen zioten
aztertu genuen. Analisi horren bidez, kontrol-populazioa ondo hautatu den ala ez jakin daiteke.
Desbiderapenik behatuko balitz, genotipaketan akatsak, odolkidetasun-kasuak edota alelo baten aldeko
hautespen-fenomenoak daudela adieraziko luke. Ondorioz, kontrol-lagina ez da populazio orokorraren
lagin adierazgarria, eta ezin izango litzateke erabili asoziazio-analisietan. Bigarrenik, asoziazio-
analisia egin genuen, hau da, SNP eta kasu eta kontrolen arteko erlazioa y2 bidez kalkulatu genuen.
Asoziazio horren efektuaren tamaina odds ratio (OR) balioek ematen digute eta erregresio logistiko
unibariante bitartez kalkulatu genuen. SNP baten genotipoek lau modutara eragin dezakete beren
efektua: eredu kodominantea, dominantea, errezesiboa eta aditiboa. Asoziazio-mailak %5koa izan
behar zuen adierazgarria izateko. Gainera, SNP kopuru handia aztertzen genbiltzanez, benetan
adierazgarriak ez diren SNPak baztertzeko Bonferroniren zuzenketa egiten da. Analisiak R v2.11
softwarearekin egin genituen (http://www.R-project.org) (University of Auckland, New Zealand).

3.2 Emaitzak

3.2.1 Genotipaketa

MiRNAen prozesamendu geneen SNPen genotipaketarako 99 OS kasu eta 387 kontrol
osasuntsu genituen. Guztira, 427 DNA laginek (87.86%) genotipazio egokia izan zuten (%Z20ko
genotipoak ez zituzten laginak baztertu genituen). SNPei dagokiela, 67/72 (93.05%) genotipazio
egokia izan zuten. Gainera, 10 SNP analisitik baztertu genituen ez zutelako HWO betetzen.

3.2.2 Asoziazio-analisia

miRNA prozesamendu geneen aldakortasun genetikoa 57 SNPen (genotipazio egokia)
genotipoen frekuentzien konparaketa bidez aztertu genuen kasu eta kontroletan. Emaitzarik
adierazgarriena rs11866002 izan zen eta CNOT1 genean. Eredu genetiko dominantean, CT+TT
genotipoak 0.44-bider murriztu zuten OSren arriskua (95% CI: 0.27-0.73; p = 0.001) Bonferroni
zuzenketaren ostean ia adierazgarria zena (p = 0.08). Bestalde, rs3812265 CNOT4 genean (p=0.025)
eta rs3823994 SND1 genean (p=0.041) ere OSren arriskuarekin erlazionatu genituen (2. taula).

2. taula. OSren arrikusarekin asoaziatutako SNPen genotipoen frekuentziak.

Genea  SNPa Eredu Genotipoa Kontrolak Kasuak OR (95% CI) P balioa
genetikoa n (%) n (%)
CNOT1 rs11866002 Dominantea CC 134 (38.7) 46 (59.0) 1.00 0.001"
CT/TT 212 (61.3) 32 (41.0) 0.44(0.27-0.73)
CNOT4 rs3812265 Dominantea CC 212 (63.1) 39(49.4) 1.00 0.025

CT/TT  124(36.9) 40(50.6) 1.75(1.07-2.87)
SND1  rs3823994  Aditiboa  AA 163 (46.8) 47 (59.5) 1.00 0.041
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AT 157(45.1) 28 (35.4)

0.66(0.43-0.99)
TT 28 (8) 4(5.1)

* Bonferroni zuzenketaren ostean adierazgarria (p=0.08).

3.3 Eztabaida

MiRNAen prozesamenduan diharduten gene guztien aldakortasun genetikoa aztertu eta gero,
miRNAen prozesamendu bidezidorreko hiru genetan (CNOT1, CNOT4 eta SND1), OS-ren
arriskuarekin hiru SNP asoziaturik topatu genituen, guztiak RISC konplexuaren osagai dira. Beraz,
gure emaitzen arabera, RISC konplexuko geneen SNPak OSren suszeptibilitatean garrantzitsuak izan
daitezke.

Alde batetik CC genotipoa rs11866002 CNOT1 genean bere moztitsasketan eragin dezake
(Lee eta Shatkay, 2008). Bestalde, rs3812265ren CT+TT genotipoak CNOT4 genean proteinaren
sekuentzian aldaketa sortzen du (Val>lle) (Lee eta Shatkay, 2008) , eta beraz, proteinaren funtzioan
eragin dezake. Bi gene hauek RISC konplexuaren CCR4-NOT konplexuaren parte dira (Lau et al.,
2009; Petit et al., 2012). Konplexu honek miRNAekin lotzen den mRNAren poli(A) isatsa mozten
(deadenilazioa) du (Piao et al., 2010). CCR4-NOT konplexuaren partaideen deplezioa deadenilazioa
oztopatzen du (Behm-Ansmant et al., 2006). Ondorioz, CNOT1 eta CNOT4 geneen SNPek mRNA
deadenilazio aldatu dezake eta horrek, OSren jatorrian eta bilakaeran inplikatuak dauden geneen
adierazpenean eragin dezakete.

Azkenik, TT genotipoa rs3823994 SNPan SND1 genean OSren arriskuaren murrizketarekin
asoziatuta behatu genuen. SNPk honek SND1 genearen moztitsasketan eragin dezake. Gene honek
miRNA editatuen endekapena kontrolatzen du RISC konplexuan (Caudy et al., 2003) (Li et al., 2008)
eta bere adierazpena aldatuta dago zenbait minbizitan (Yoo et al., 2011) (Sand et al., 2012). Bere
adierazpenaren aldaketa miRNA maila aldatu dezake eta honek, OSren arriskuan eragin. Izan ere,
SND1 ixilpenak mir-17-92 miRNA taldearen adierazpena areagotzen du (Heinrich et al., 2013), eta
miRNA talde hau gainadierazita dago OSn eta OS lerro zelularren proliferazio, inbasio eta
migrazioarekin asoziatuta dago (Li et al., 2014b).
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Irudia 2. OSren arriskuarekin asoziatutiko SNPak RISC konplexuaren genetan daude.
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4. Ondorioak

Hortaz, lehenengo aldiz RISC konplexuko geneak, bereziki rs11866002 CNOT1 genean OS-
ren suszeptibilitatean inplikatuta egon daitezkela aurkitu genuen. Emaitza horiek balioztatzeko beste
OS populazioetan miRNAen prozesamenduaren aldakortasun genetikoa behatu beharko genuke.

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Lan honetan miRNAen prozesamenduan diharduten geneak OSren jatorrian zeresana eduki
dezaketela behatu dugu. miRNAnN adierazpena miRNAK eurak dituzten SNPek (mir-SNP) ere eragin
ditzakete. Beraz, hurrengo pausua, miRNAak eurak OS-an duten aldakortasun genetikoa behatzea
litzateke. lzan ere, duela gutxi bi ikerketa lanek jadanik frogatu dute mir-34 miRNA familiako bi SNP
OS-ren suszeptibilitatean eragiten dutela (Lv et al.,, 2014; Tian et al.,, 2014). Beraz, miRNA
polimorfiko guztien ikerketa egitea beharrezkoa litzateke OS-ren mir-SNP sinadura lortzeko.
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