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OSTEOSARCOMA

1.1 DEFINICION

El osteosarcoma (OS) o sarcoma osteogénico es el cancer éseo primario mas comun,
representando aproximadamente el 20% de todos los canceres dseos primarios (1, 2). Se trata
de un tumor intramedular severo caracterizado por la destruccion del tejido éseo y tejido
blando debido a la presencia de células neopldsicas malignas que producen hueso inmaduro,

también denominado osteoide (3).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

El OS es el tumor éseo primario sélido mas frecuente, con una incidencia en torno a 4-
5 casos por milldn de habitantes. Aunque puede darse en todos los grupos de edad, se
presenta principalmente en nifios, adolescentes y adultos jovenes y, de hecho, el 70% de los

casos se producen en menores de 40 afios.

En general, el OS es ligeramente mas frecuente en varones que en mujeres en una
proporcién 1,35:1 (3). Segun Parkin DM y cols existe una mayor incidencia de OS pediatrico en
el Sur de Europa (4). Segun los datos del Registro Nacional de Tumores Infantiles (RNTI), el
numero de pacientes entre 0 y 15 anos diagnosticados anualmente en Espafia oscila entre 32y

36 (http://www.uv.es/rnti/cancerinfantil.html).

29



En los pacientes jévenes, la incidencia del OS se ha correlacionado con la pubertad y el
crecimiento éseo (5, 6). Se ha descrito un segundo pico de incidencia mucho mas pequefio en
la tercera edad, relacionado con enfermedades éseas preexistentes como la enfermedad de
Paget (constituye aproximadamente el 1% de los casos de OS) o tejidos previamente irradiados

(aproximadamente el 4% de los casos).

1.3 FACTORES PRONOSTICOS Y TRATAMIENTO

El OS es una enfermedad agresiva y frecuentemente mortal. El tratamiento estandar
combina quimioterapia (doxorubicina, carboplatino, ifosfamida y metotrexato) y cirugia (7)
siendo la tasa de supervivencia a cinco aifos del 50%-70% en tumores localizados y en torno al

20% en los casos de OS metdstasico (mal prondstico).

Ademas de las metdstasis, se conocen otros factores de mal prondstico como la
localizacién del tumor en el extremo proximal o en el esqueleto axial, el tamafio y volumen del

mismo y una mala respuesta a la quimioterapia pre-operatoria (3).

1.4 CARACTERISTICAS DEL TUMOR

El OS se origina en sitios de rapido crecimiento dseo y muestra predisposicion por las
extremidades de huesos largos; en particular, el fémur distal, la tibia y el himero proximal
(Figura 1a). Aunque los huesos largos son el lugar mas frecuente para el desarrollo del OS, su
incidencia relativa en huesos no-largos (p. ej. pelvis, columna vertebral y craneo) tiende a

incrementarse con la edad (3).

Figura 1. A) Radiografia de OS en fémur (3). B)
Poblacién densa de células fusiformes mostrando
atipia nuclear y produccidon osteoide -material
eosindfilo (8).
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1.4.1 Caracteristicas histopatoldgicas

A nivel histolégico, el OS se caracteriza por la presencia de células fusiformes
osteoblasticas de malignidad evidente productoras de osteoide (Figura 1b). El osteoide es el
conjunto de osteoblastos, osteocitos y matriz organica aun no mineralizada; es decir, la matriz
dsea, recién formada, no calcificada, adyacente a los osteoblastos activos. Existen diferentes
subtipos histoldgicos de 0S, que se clasifican por las caracteristicas del tumor (aspecto,
crecimiento y capacidad de extensién), de las células malignas (alto y bajo grado) o por su
localizacién. Con respecto a la localizacién, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
reconoce 12 subtipos de tumores osteogénicos malignos. Aproximadamente, el 80% de los
casos de OS son del subtipo OS convencional que se caracterizan porque el tumor se localiza
en la cavidad medular del hueso (9). El OS convencional, ademas de tejido osteoide, también
puede producir tejido fibroso y cartilaginoso. En la actualidad, la OMS admite tres subtipos de
OS convencional dependiendo del material predominante presente en la matrizz OS
osteoblastico (76-80%), OS condroblastico (10-13 %) y OS fibroblastico (10 %) (3). A pesar de
presentar diferencias histoldgicas, el comportamiento clinico y el manejo médico son similares

en los diferentes subgrupos.

1.4.2 Caracteristicas genéticas

A nivel genético, el OS convencional presenta cariotipos complejos con multiples
aberraciones cromosdmicas numéricas y estructurales. Estudios de arrays de hibridacion
gendmica comparada (CGH) en tejido tumoral han detectado amplificaciones recurrentes y
ganancias en el nimero de copias en distintas localizaciones cromosémicas: 1p36, 1g21-22,
6p12-21, 8q21-24, 12q11-14, 17p11-13 y 19912-13. En menor medida, también se han
detectado pérdidas en 3q13, 8p21, 9p13 y 13q14 (3). En estas regiones se han descrito
multiples genes candidatos, algunos de los cuales podrian tener una implicacion bioldgica
directa en la osteosarcomagénesis. Por ejemplo, la delecién o pérdida de heterocigosidad (/oss
of heterocygosity, LOH) en 3913, donde se localiza el gen limbic system-associated membrane
protein (LSAMP), ha sido asociada con la progresién y una peor supervivencia del OS (10). La
amplificacion de la region 6p12-21, que ocurre en el 40-50% de los tumores, alberga el gen
runt-related transcription factor 2 (RUNX2), encargado de la diferenciacién osteoblastica (11) y
el gen vascular endotelial growth factor A (VEGFA) involucrado en la angiogénesis (12). Otro

ejemplo es la amplificacidn y ganancia de la region 8q21-24, observada en el 45-55% de los
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tumores que incluye el oncogen v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog (MYC)

(13-15), implicado en muchos procesos tumorigénicos.

Los genes de la via de la reparacién del acido desoxiribonucléico (ADN) y del ciclo
celular también se han visto alterados en este tipo de tumor. Con respecto a los genes
implicados en la reparacion y estabilizacion del genoma cabe destacar el gen del
retinoblastoma (RB1) en la regién 13q14 y el gen de la proteina supresora de tumores p53
(TP53) en 17p13.1, inactivados en aproximadamente el 35% y 40% de los OS esporadicos,
respectivamente (16-18). En ambos casos, se ha observado que la inactivacién de los genes se
debe a mutaciones, LOH o deleciones del propio gen. Con una frecuencia menor también se
encuentran alterados los genes protooncogen MDM?2, (antagonista del gen TP53) amplificado
en un 10% de los OS esporadicos y el gen RecQ protein-like 4 (RECQL4), mutado en el 5% de los
tumores (18, 19). Con respecto a los genes implicados en el ciclo celular, la amplificacién de las
ciclinas CDK4 en 12q13-14 y CCNE1 en 19912 ha sido detectada en el 10% de los tumores (20,
21).

Recientemente, ademds, mediante estudios de Next Generation Sequencing (NGS) o
secuenciacion masiva del genoma del tejido tumoral del OS, se ha descrito un nuevo
mecanismo genético denominado chromotripsis (demolicion del cromosoma) implicado en el
desarrollo de la enfermedad. Este fendmeno se caracteriza por alternar variaciones en nimero
de copia (CNV) y LOH en un brazo del cromosoma o puede afectar al cromosoma completo
(22). Este mecanismo parece estar implicado en el desarrollo de los casos esporddicos de OS

(23).

A pesar de todos los estudios realizados, no se ha logrado definir ninguna aberracién

cromosdmica especifica de este tumor.

1.5 ETIOLOGIA

En relacién a las causas que originan el OS se han descrito factores ambientales
(trauma, radioterapia o quimioterapia previa y lesiones dseas benignas,) y los factores

genéticos (mutaciones heredadas o somaticas).
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La aparicion del OS es muy frecuente en zonas con mucha renovacién de tejido 6seo
donde las células madre mesenquimales (CMM) proliferan y se diferencian rapidamente a
células del hueso y cartilago. Esta rapida divisién favorece la aparicién de mutaciones y por

tanto, el origen de las células madre tumorales (24).

Actualmente existen dos teorias para explicar la aparicién de OS. La primera de ellas
postula que las mutaciones se producen en distintos puntos durante la diferenciacion de los
osteoblastos precursores a maduros (25), dando lugar a distintos subtipos histoldgicos
(condroblastico, fibroblastico y osteoblastico). La segunda hipdtesis apunta que las mutaciones
se originan en un Unico osteoblasto precursor, surgiendo de aqui los distintos subtipos

histolégicos mencionados previamente (26) (Figura 2).
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Figura 2. Teorias del origen del osteosarcoma (27)
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1.6 SUSCEPTIBILIDAD GENETICA DEL OSTEOSARCOMA

El hecho de que el OS se produzca a una edad temprana sugiere que existe un fuerte
componente genético en su origen. La existencia de este componente genético viene avalada
también, por el hecho de que diversas enfermedades genéticas como Sindrome de Li-
Fraumeni, Retinoblastoma hereditario, Sindrome de Rothmund-Thomson, Sindromes de
Bloom y de Werner y la Anemia de Diamond Blackfan, tienen un riesgo aumentado a
desarrollar OS (Tabla 1). Todas estas enfermedades estan causadas por mutaciones de alta

penetrancia en genes implicados en la reparacion y mantenimiento del ADN (28).

Tabla 1. Sindromes de predisposicion hereditaria al cancer
relacionados con la aparicion de OS (adaptado de (28)).

Sindrome Gen

Li-Fraumeni TP53

Retinoblastoma RB1

Rothmund Thomson REQL4

Werner WRN

Bloom BLM

Diamond Blackfan Proteinas ribosémicas

Sin embargo, todos estos desérdenes son extremadamente raros, constituyendo el 5%
de los casos de OS (1). La mayor parte de los OS son esporadicos y no se deben a mutaciones
en los genes antes mencionados. Diversos estudios han sugerido que la susceptibilidad a
desarrollar OS se debe a pequefias variantes comunes de baja penetrancia, es decir, variantes
en genes que por si solas contribuyen de forma débil al desarrollo de la enfermedad (28), por
lo que es necesario la suma de pequefios efectos para conferir la susceptibilidad a la
enfermedad. Una de las variantes genéticas comunes mas frecuentes en el genoma son los
cambios de un Unico nucledtido (SNPs) (Figura 3). Se estima que en el genoma hay 10 millones
de SNPs distribuidos con una frecuencia media de 1/300 pares de bases (pb), constituyen el 90

% de la variacion del genoma humano (28).
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agttc . aagcccatatatgtactgaagcccaaagceccattatgtactagttcaageccatatatgt

agttc . aagcccatatatgtactgaagcccaaageccattatgtactagttcaageccatatatgt

Figura 3. Ejemplo de un SNP. Dos cromosomas de un individuo con el genotipo G/A para el SNP (elaboracién

propia).

Los SNPs estdn distribuidos a lo largo de todo nuestro genoma tanto en regiones
génicas como en regiones extragénicas. En el caso de los genes, el cambio de alelo de un SNP
puede afectar a la secuencia de la proteina (cambio de aminoacido (aa), lugar de inicio o
finalizacion, lugar de splicing) o a su regulacion (promotor, sitios CpG, unién o estructura del

ARN no codificante (ncRNA), regién UTR) (Figura 4).

Original sequence

AUG UAC UAG

Met Tyr STOP

Synonimous SNPs Non-synonimous SNPs
AUG UAU UAG AUG AAC UAG
Met Tyr STOP Met Asp STOP
Unaltered amino acid sequence Altered amino acid sequence

Nonsense SNPs

AUG UAG UAG

Met

Termination of the amino acid sequence

A)
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Figura 4. A) SNPs en los exones con posible efecto funcional en la secuencia aminoacidica. B) SNPs con otros

posibles efectos funcionales sobre el gen.

La implicacion de las variantes genéticas comunes en la susceptibilidad a desarrollar
cancer ya se ha demostrado en diversos estudios. En el caso de la leucemia linfobldstica aguda,
uno de los canceres pedidtricos mas comunes en este momento, se estima que el 25% de la
susceptibilidad se debe a variantes genéticas comunes ya identificadas en los genes ARID5B,

IKZF1, PIP4K2 y CEBPE (29), pero todavia es necesario detectar otras variantes menos comunes
que expliquen el resto.

En el caso del OS, el estudio de la implicacién de SNPs en el riesgo a desarrollar la
enfermedad se ha abordado siguiendo dos estrategias: busqueda en genes candidatos o

mediante el estudio del genoma completo

1.6.1 Estudios de genes candidatos

Los estudios de genes candidatos se basan en la seleccion a priori de genes
potencialmente implicados en la biologia del OS. Por esta razdn, la interpretacion de los

resultados en este tipo de estudios resulta relativamente sencilla, dado que se parte de una
hipdtesis previa.
En OS, hasta el momento, se han realizado 37 estudios de genes candidatos, en los que

se han analizado un total de 5250 SNPs en 283 genes (Tabla anexa 1). La mayoria de los genes

(n=250) fueron analizados tan solo una vez, obteniendo en gran parte de ellos resultados de no
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asociacién o con asociaciones de poco valor estadistico. Solamente 10 genes fueron estudiados
mas de dos veces. Centrandonos en estos 10 genes, observamos que en 5 de ellos (/GF2R,
TGFBR1, COL1A1, RECQL4 y NBN), a pesar del nimero elevado de SNPs analizados, ninguno se
analizé en mas de un estudio (n=42) (Tabla 2). En 3 genes (TP53, GH1 e IGF1) encontramos 4
SNPs que se estudiaron al menos 2 veces, pero los resultados entre los estudios eran
contradictorios y con poco valor estadistico. Solamente en 2 genes, MDM2 y CTLA4, se
analizaron 3 SNPs en mas de un estudio y los resultados fueron significativos en dos trabajos o
mas. Estos resultados y la funcién de estos genes sugieren la posible implicacion de estos

genes en la etiologia del OS (Tabla 3).

El gen MDM_2 es un factor importante en la regulacién de la homeostasis celular y
controla procesos como el crecimiento celular, apoptosis y senescencia mediante la
interaccion con proteinas como p53, pRB y E2F1 (30, 31). Este gen codifica una proteina
nuclear E3 ubiquitin ligasa que regula la degradacién de la proteina supresora de tumores p53
(32). La funcidén de la proteina MDM?2 podria verse alterada por polimorfismos en el gen. Por
ello, diversos trabajos han analizado la asociacién entre dichos polimorfismos y el riesgo de OS.
Los dos polimorfismos mas estudiados son rs1690916 y rs2279744, localizados en diferentes
regiones reguladoras del gen MDM2, lo que podria alterar la expresién de la proteina (Figura
5). Estos dos polimorfismos han sido asociados a OS en varios estudios (33-36), lo que les

convierte en posibles marcadores de riesgo de esta patologia.

Cromosoma 12

jq14.1 | ERS S Crlte) o2 5L B Cerd G2s

q14.3-q15
37.26 kb
Forward strand

l l

rs2279744 rs1690916

Figura 5. Localizacién de los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 en el gen MDM2.

El gen CTLA4 es miembro de la familia de las inmunoglobulinas y codifica para una proteina
que transmite una sefial inhibitoria a los linfocitos T, células clave en la respuesta antitumoral
(Figura 6). La proteina CTLA4 podria elevar el umbral de activacidn de las células T, atenuando

la respuesta antitumoral e incrementando la susceptibilidad a desarrollar canceres (37, 38).
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APC OST

Figura 6. Funcion del gen CTLA4. Representacién hipotética de interaccion entre células T y células

tumorales de OS (adaptado de (39)).

Hasta el momento, se han estudiado 6 SNPs en el gen CTLA4 en relacién con el riesgo a
desarrollar OS. Entre ellos, el mas estudiado es rs231775 (+49G>A), una variante de cambio de
sentido o missense que provoca un cambio de treonina por alanina, lo que lleva a una mayor
eficacia y a un incremento de la producciéon de CTLA4 (40). Este SNP ha sido asociado a
diferentes tipos de cancer, como el cdncer de mama, cancer de pulmdn o cancer colorrectal
(41-43) y se ha asociado con el riesgo de OS en al menos dos estudios. En este caso, también

este polimorfismo podria estar asociado a la etiologia del OS.
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Tabla 2. Listado de 5 genes analizados en relacion con el riesgo de OS en mas de dos articulos

Gen Polimorfismos Casos Controles Asociacion  Bibliografia
IGF2R rs1003737 290 NA S| (44)
rs12202350 9% 1426 sl (35)
rs2282141 9% 1426 sl
rs2297372 9% 1426 sl
rs384167 9% 1426 sl
rs600324 96 1426 S|
rs9456484 96 1426 S|
rs1570070 104 74 NO (45)
rs1803989 104 74 S|
rs2065396 104 74 NO
rs2282140 104 74 NO
rs3777411 104 74 NO
rs3798180 104 74 NO
rs416572 104 74 NO
‘g rs435612 104 74 NO
‘3 rs4709390 104 74 NO
9 rs4709392 104 74 NO
= rs4709393 104 74 NO
g rs629849 104 74 NO
S rs648253 104 74 NO
3 rs687088 104 74 NO
-§ rs7746102 104 74 NO
'T;u rs894817 104 74 NO
© rs9456497 104 74 NO
% rs998074 104 74 ]
‘2 rs998075 104 74 S|
S TGFBR1 rs1800469 202 216 ND (46)
§ rs1800470 202 216 S|
8 rs334354 168 168 S| (47)
rs10819639 96 1426 NO (35)
rs11466445 168 168 S| (47)
COL1A1 rs1061970 189 195 Sl (48)
rs2075559 189 195 ]
rs17639446 96 1426 S| (35)
rs1800012 72 143 NO (49)
RECQL4 Polimorfismos 96 1426 ND (35)
rs4251689 98 69 NO (50)
rs2721191 71 82 NO (51)
rs372372052 71 82 NO
NBN rs1805794 120 120 sl (52)
rs709816 120 120 NO
rs1063054 120 120 NO
rs13312970 96 1426 S| (35)
Polimorfismos 98 69 ND (50)

Abreviaturas: 1. ND: No disponible.
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Tabla 3. Listado de 5 genes analizados en relacion con el riesgo de OS en mas de dos articulos.

Gen Polimorfismos Casos Controles  Asociacion Bibliografia
_§ rs2909430 96 1426 NO (35)
3 rs1042522 201 250 S| (33)
‘g rs8079544 74 104 NO
~ rs1642785 74 104 NO
a rs1042522 74 104 NO
o rs9895829 74 104 NO
€ rs2909430 74 104 NO
© P33 rs1800372 74 104 NO (53)
S rs1625895 74 104 NO
3 rs12947788 74 104 NO
‘g rs1614984 74 104 NO
3 rs9894946 74 104 NO
] rs56275308 17 37 ND
© (34)
= rs17878362 17 37 ND
S rs7921 24 9 NO (36)
n rs7921 96 1426 S|
] (35)
'S GH1 rs11079515 96 1426 Sl
= rs6771 104 74 NO
] (45)
7] rs6173 104 74 NO
2 rs7956547 24 96 NO (36)
§ rs10860864 96 1426 S|
- rs10860869 96 1426 S|
g rs17796225 96 1426 S|
€ rs2195240 96 1426 NO
g rs2288378 96 1426 S| (35)
,3;"_- 1GF1 rs5742692 96 1426 S|
= rs5742714 96 1426 S|
2 rs7956547 96 1426 S|
S rs9651925 96 1426 S|
n rs1019731 104 74 NO
g rs2162679 104 74 NO
[} (45)
) rs2288378 104 74 NO
rs6220 104 74 NO
o rs2279744 96 1426 NO
3 rs1690916 96 1426 S|
‘g rs1196334 96 1426 S| (35)
c rs1695147 96 1426 S|
v rs1846402 96 1426 S|
§ " Mbm2 rs201821879 415 431 S| (54)
'g o rs199812774 415 431 S|
E -§ rs1690169 24 96 Sl (36)
qu 2 rs2279744 201 250 S| (33)
3 g rs2279744 17 37 SI* (34)
Y _g .75G>C 415 316 S| (55)
‘% €.326G>A 415 316 S|
c rs231775 267 282 Sl
S CTLA4 rs4553808 267 282 NO
o rs5742909 267 282 NO (56)
S CT60A/G 267 282 NO
© rs231775 205 216 S| (57)

Abreviaturas: ND: No disponible. *: Valores significativos obtenidos a partr de los datos brutos del articulo. En rojo, estudios
analizando rs2279744; en verde, estudios analizando rs1690916 y en azul, estudios analizando rs231775.

En resumen, bajo la estrategia de genes candidatos, observamos que los Unicos SNPs

asociados y replicados en al menos dos estudios fueron los SNPs rs2279744 y rs1690916 en
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MDM?2 y rs231775 en CTLA4. Esto sugiere que estos 3 SNPs son, hasta el momento, los Unicos

SNPs que pueden ser “marcadores” de susceptibilidad a desarrollar OS.

1.6.2 Estudio de genoma completo

La segunda estrategia de busqueda de variantes genéticas comunes se basa en el
estudio del genoma completo o GWAS (Genome Wide Association Study). Hasta el momento
se ha realizado un Unico GWAS en OS, incluyendo 941 casos y 3291 controles. Los autores de
este estudio encontraron dos loci asociados con la susceptibilidad al OS (58). EI SNP mas
significativo se localizéd en una zona cercana al gen GRM4, miembro de la familia de los
receptores glutamatérgicos, que se expresan en osteoblastos (formacion del hueso) vy
osteoclastos (reabsorciéon del hueso) (59). Los autores proponen que el gen GRM4 podria
participar en la diferenciacién y regulacion de osteoblasto, células claves en la formacion del
hueso (58). El segundo loci mas significativo se localizé en una zona intergénica. En este caso
los autores solo encuentran una explicacion: este SNP estd en desequilibrio de ligamiento
(r*>0,6) con SNPs que alteran la unién de factores de transcripcidn y/o motivos reguladores in
silico. Un dato de interés de este estudio es el hecho que, ademds de este SNP localizado en
una region intergénica, otros 8 de los 30 SNPs mas significativos encontrados en el GWAS se

encontraron en regiones intergénicas, aproximadamente un 30% (58).

La mayoria de los estudios realizados hasta el momento en OS se han centrado en la
busqueda de variantes genéticas en regiones codificantes. Sin embargo, tal y como pone de
manifiesto el GWAS, hay variantes asociadas con la enfermedad en regiones intergénicas sin
ningun tipo de explicacion bioldgica aparente. De hecho, en los diferentes GWAS realizados
hasta la fecha en diferentes tipos de cancer, se han descrito alrededor de 300 SNPs
significativos, de los cuales sélo el 3,3% provocan cambios en la proteina, el 40% estan
localizados en regiones intronicas y el 44% se localizan en regiones intergénicas. Estos
resultados “inesperados” llevan a pensar que las regiones no codificantes pueden ser un punto

clave en el desarrollo del cancer (60).
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REGIONES NO CODIFICANTES

En 2001 como resultado del Proyecto Genoma Humano se publicé el mapa provisional
del genoma revelando que el nuimero real de secuencias que codifican proteinas se
corresponde con solo 20000-25000 genes, aproximadamente un 1,5% del genoma (61). En un

principio, la regién restante no funcional del genoma se considerd “ADN basura”.

Posteriormente, el proyecto ENCODE (ENcyclopedia Of DNA Elements), un proyecto
cuyo objetivo principal era delinear todos los elementos funcionales codificados en el genoma
humano (62), revel6 que mas de un 80% del genoma se transcribe como elementos que no

codifican a proteinas llamados ARNs no codificantes o ncRNA.

Los ncRNAs se clasifican en funcion de su tamafio. Dentro del gupo de los ncRNA de

pequefio tamafio, estan los microRNAs (miRNAs) (18-20 pb) (63) (Figura 7).
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Figura 7. Transcripcion del genoma (elaboracién propia).

2.1 miRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son un tipo de ncRNA que regulan aproximadamente el 50%
de nuestros genes (63). Los miRNAs se transcriben a partir de diferentes localizaciones del
genoma mediante la ARN polimerasa Il en forma de transcritos primarios largos denominados
pri-miRNAs (ADN de doble cadena, 300-5000pb). Los pri-miRNAs se caracterizan por presentar

una regién central de ARN de doble cadena (dsRNA), de unos 30-40 nucleétidos, un lazo u
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horquilla terminal y dos regiones de ARN de cadena sencilla (ssRNA) a cada extremo opuesto
de la regidn central. Estos pri-miRNAs van a ser procesados en el nldcleo mediante la RNAsa
DROSHA vy la proteina DGCRS8, que contiene dominios de unién al dsRNA. La secuencia de

dsRNA determina su estructura secundaria y su union a las proteinas de procesamiento.

Tras el procesamiento de los pri-miRNAs, las nuevas moléculas formadas mantienen la
estructura de dsRNA y la horquilla terminal. Estas moléculas de menor tamafo
(aproximadamente 70 nucleétidos) se conocen con el nombre de pre-miRNAs. Los pre-miRNAs
se exportan desde el nucleo hasta el citoplasma por medio de la proteina Exportina5 (Xpo-5) y
la GTPasa RAN (64, 65). En el citoplasma, los pre-miRNAs se procesan nuevamente por la
enzima Dicer (66-68) que junto con TARBP2, eliminan la estructura en forma de horquilla,
generando una molécula de dsRNA conocida como duplex de miRNA (69). El duplex de miRNA
debe separarse para formar el miRNA maduro que es de cadena sencilla. La cadena
selccionada del duplex de miRNA se incorpora al complejo multiprotéico conocido como RISC
(RNA-inducing silencing complex), compuesto por los genes EIF2C1, EIF2C2, SND1, GEMIN3,
GEMIN4 y el complejo CCR-NOT (70). El miRNA ya maduro es transportado por el complejo
RISC hasta el, o los ARN mensajeros (mRNA) objeto de la regulacion (71). El miRNA se une al

ARN mensajero por complementariedad de bases (Figura 8).
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Figura 8. Descripcion general de la biogénesis y mecanismo de accion de los miRNAs (adaptado de (72)).

Los miRNAs presentan una secuencia caracteristica de reconocimiento de dianas de
aproximadamente 7 pb conocida como regidon semilla o seed. El miRNA actua por unién
especifica de la secuencia seed a una secuencia complementaria en la que cuando la
complementariedad es exacta se produce la degradacion del mRNA, mediante el complejo
RISC. En el caso en el que no haya complementariedad total en la unién se produce el

silenciamiento de la traduccién (73).

Los miRNAs regulan genes implicados en numerosos procesos biolégicos como
desarrollo, diferenciacidon y proliferacion celular, asi como hematopoyesis, angiogénesis y
apoptosis (74). Sin embargo, debido a que la secuencia complementaria al seed de un miRNA,
es corta, por probabilidad se podra encontrar en mds de un lugar de nuestro genoma. Por
tanto, un miRNA puede degradar o reprimir la traduccién de muchos mRNA dianas que
contengan secuencias complementarias a su regidén seed. Pero también existe la posibilidad de
gue un gen puede ser regulado por multiples miRNAs (Figura 9). Para cada miRNA, hoy en dia,
existen muchas bases de datos (Mirwalk y Targetscan entre otras) que proponen in silico
posibles dianas de miRNAs. Sin embargo, pocas interacciones estan validadas

experimentalmente.
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Figura 9. Representacidn de la unién mediada por los miRNAs. A) un miRNA puede regular varias dianas, B) Un gen

puede estar regulado por mas de un miRNA (elaboracién propia).

Ademads, los miRNAs pueden agruparse en familias, miRNAs que comparten la
totalidad o parte de la secuencia de nucledtidos de la regidon seed; o en grupos génicos
(clusters de miRNAs) formados por miRNAs localizados en la misma region dentro del genoma
transcrito como una larga cadena de ARN (75). Al compartir la regién seed, los miembros de
una misma familia de miRNAs son potenciales reguladores del mismo conjunto de mRNAs (76,

77).

La regulacién mediada por los miRNAs puede verse afectada tanto por alteraciones en
los niveles de los miRNAs (debido a cambios en los genes de procesamiento y/o pre-miRNAs) o
por cambios en la secuencia de unién a la diana. Por un lado, en cuanto a alteraciones en los
genes de procesamiento de miRNAs, cualquier alteracidn en dichos genes puede cambiar los
niveles de miRNAs que afectaran, a su vez, a la regulacion de sus genes diana (78). En
consecuencia, SNPs en genes de procesamiento podrian alterar la funcidn de éstos y por tanto,

alterar los niveles de los miRNAs (79) (Figura 10).
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Figura 10. Variantes genéticas en genes de procesamiento de miRNAs (como el gen DROSHA) pueden

alterar los niveles de los miRNAs (elaboracién propia).

Ademas, la secuencia de los miRNAs determina por un lado, su estructura secundaria,
y por otro lado, la especificidad de unién a sus dianas. Alteraciones en la estructura afectaran
al procesamiento y por tanto, a los niveles de miRNAs y cambios en la secuencia seed
afectaran a la unién con el mRNA. Por lo tanto, polimorfismos en el pri-, pre-, miRNA maduro

pueden variar los niveles y la funcién de los miRNAs (Figura 11 Ay B).
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Figura 11. SNPs en el pre-miRNA pueden A) alterar la estructura secundaria del miRNA, afectando asi los
niveles de expresion o B) alterar la secuencia de unién del miRNA, alterando entonces la unién a su

diana (elaboracién propia).

2.2 Genes de procesamiento de miRNAs y cancer

Recientemente, se ha demostrado la implicacién de los genes de la ruta de

procesamiento de los miRNAs en los procesos de transformacion celular y tumorigénesis (80).

Por ejemplo, varios genes de esta ruta estan desregulados en céncer, bien porque estan sobre-

expresados, como EIF2C2 (compejo AGO) y TARBP2 (complejo DICER) en cancer de prostata, o

porque estan sub-expresados, como DROSHA y DICER en cancer de mama (81). Diversos

estudios han observado ademads, que alteraciones en los genes de esta ruta afectan a los

niveles de miRNAs (82-85). De hecho, en cancer de pulmdn se ha demostrado que un SNP en

DROSHA (rs640831) provoca la desregulacion de 56 miRNAs (86). Otros ejemplos de

polimorfismos en 7 genes de la ruta del procesamiento de miRNAs asociados con cancer

aparecen en la Tabla 4.

47



Tabla 4. SNPs en genes de procesamiento de miRNAs asociados a cancer.

Gen SNP Enfermedad Referencia

TNRC6B rs139919 Leucemia linfoblastica aguda (87)

XPO5 rs11077 Carcinoma hepatocelular (88)
RAN rs14035 Cancer oral (89)
AGO rs636832 Cancer pulmodn (90)
DGCR8 rs417309 Cancer de mama (92)
rs197412 Cancer oral (89)
GEMIN3 (5197414 Céncer de vejiga (93)
rs197412 Carcinoma renal (94)
rs2740348
Cancer prostata (95)
rs7813
rs2740351
GEMIN4 Cancer ovario (96)
rs7813
rs2740351
Cancer renal (94)
rs7813

A pesar de estas evidencias, por el momento existen pocos estudios que analicen la

implicacion de SNPs en genes de procesamiento de miRNAs en el riesgo a desarrollar OS.

2.3 miRNAs y cancer

El papel de los ncRNAs en la tumorigénesis esta hoy en dia demostrado. Dentro de los
ncRNA, los miRNAs han sido los mas estudiados. Hasta la fecha, diversos trabajos han
mostrado que la expresién de los miRNAs difiere entre tejido normal y tumoral (97-99),
estando generalmente disminuida en tejidos tumorales (100). Estos estudios han permitido
clasificar los miRNAs en dos grupos: oncomirs (miRNAs sobre-expresados en cancer) y miRNAs

supresores de tumores (miRNAs sub-expresados en cancer).
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En OS ya se han descrito miRNAs desregulados asociados con la enfermedad (101-103).
Sin embargo, el papel de los miRNAs en la osteosarcomagénesis es aln desconocido. Se sabe
gue mas de 600 miRNAs participan en la regulacién de la osteogénesis, por lo que se piensa
gue la desregulacidn de cualquiera de estos miRNAs podria predisponer a enfermedades dseas
(104). Por ejemplo, la ganancia de mir-34c inhibe la diferenciacién de los osteoblastos y
aumenta la osteoclastogénesis, debido a la supresion de la via de sefializaciéon Notch, implicada
en el mantenimiento del balance de proliferacion y diferenciacién celular (105). Otro ejemplo
es la desregulacion del cluster de miRNAs localizado en la regién 14932, asociado con la

progresion y el prondstico del OS (106).

El papel de los SNPs en pre-miRNAs/miRNAs (miR-SNPs) en la funcidn de los miRNAs y
su implicacién en cdncer ha sido ampliamente estudiado. De hecho, ya se han realizado
revisiones y meta-analisis (MA) que analizan la asociacién entre mir-SNPs como rs2910164 en
mir-146a, rs11614913 en mir-196a2, rs2292832 en mir-149 y rs3746444 en mir-499 y el riesgo

de cancer en mas de 21 neoplasias (107, 108).

Especificamente en OS, solo se han realizado 2 estudios en los que se analizaron 4
SNPs en 4 miRNAs (mir-34b/c, mir-34a, mir-146 y mir-21) y de ellos, cabe destacar que se
obtuvieron resultados significativos para 2 SNPs en miRNAs pertenecientes a la familia mir-34
(mir-34b/c y mir-34a) (109, 110). Sin embargo, a pesar de la importancia que parecen tener los

miR-SNPs en el desarrollo del cdncer, son muy pocos los estudios realizados en OS.
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidatos de la susceptibilidad del OS (continua).

Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos | N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia

ACD ND 4 EEUU 98 69 iSelect from Ilumina ND ND ND ND (50)
rs4879580 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,14 ND 0,63 (112)
rs7857056 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,16 ND 0,54 (111)
rs10970943 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,82 ND 0,28 (111)
rs7855483 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,76 ND 0,22 (111)
rs1023087 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,85 ND 0,46 (111)
rs7866419 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,95 ND 0,72 (111)
rs1041320 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C ND ND ND (111)
rs1041321 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,00 ND 0,99 (111)
rs7847742 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,15 ND 0,36 (111)
rs10813808 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,98 ND 0,89 (111)
rs6476361 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,94 ND 0,69 (111)
rs10758138 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,15 ND 0,36 (111)
rs17288067 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,73 ND 0,17 (111)
rs4442231 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,16 ND 0,55 (111)
rs11793098 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,69 ND 0,04 (111)
rs4879583 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,81 ND 0,40 (111)
rs13292540 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,06 ND 0,72 (111)
ACO1 rs7026133 35 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,40 ND 0,14 (111)
rs10970971 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,05 ND 0,75 (111)
rs10813813 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,00 ND 1,00 (111)
rs7032871 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,93 ND 0,67 (111)
rs10813814 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,06 ND 0,72 (111)
rs2375965 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A ND ND ND (111)
rs4878497 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,94 ND 0,69 (111)
rs10758139 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,93 ND 0,66 (111)
rs7022554 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,25 ND 0,14 (111)
rs12238573 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T ND ND ND (111)
rs12985 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,05 ND 0,77 (111)
rs10970985 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,17 ND 0,32 (111)
rs10970986 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,02 ND 0,93 (111)
rs12006123 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,83 ND 0,32 (111)
rs12555727 EEUU 96 1428 Illumina SNParray A 0,80 ND 0,25 (111)
rs12236816 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G ND ND ND (111)
rs10738890 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,01 ND 0,97 (111)
rs3205166 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,00 ND 0,99 (111)
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Tabla anexa 1.

Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos | N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
3 AKR1C3 rs11252932 1 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,62 1,07-2,45 0,02 (35)
4 AKT rs6973569 1 China 59 63 TagMan AG 1,19 0,49-2,86 ND (112)
5 ALKBH3 rs12804822 32 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,20 (35)
6 APEX1 rs12878052 37 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,06 (35)
; APTX rs10971259 8 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,79 1,17-2,75 0,008 (35)
rs10971263 8 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 0,46 0,24-0,87 0,017 (35)
8 AR rs1415270 1 EEUU 290 NA Sequenom platform Iplex Gold ND 0,53 ND <0,0001 (44)
9 ARHGAP35 rs1052667 1 China 247 428 TagMan T 7,35 3,95-13,68 1,92x10-11 (113)
rs1800889 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,27 0,08-0,87 0,028 (35)
rs228606 20 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,39 1,03-1,88 0,029 (35)
10 ATM rs618499 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,73 0,54-1,00 0,049 (35)
rs1800889 EEUU 98 69 iSelect from llumina T 0,27 0,08-0,87 0,028 (50)
rs228606 36 EEUU 98 69 iSelect from llumina T 1,39 1,03-1,88 0,029 (50)
rs618499 EEUU 98 69 iSelect from llumina A 0,73 0,54-0,99 0,049 (50)
11 ATR rs7632782 18 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
rs2532105 30 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,58 1,03-2,43 0,04 (35)
” BLM rs2518968 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,37 1,01-1,85 0,04 (35)
rs2532105 31 EEUU 98 69 iSelect from llumina A 1,58 1,03-2,42 0,04 (50)
rs2518968 EEUU 98 69 iSelect from llumina C 1,37 1,01-1,85 0,04 (50)
rs270407 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,46 1,06-2,00 0,02 (35)
rs1322239 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,57 0,34-0,95 0,03 (35)
13 BMP6 rs911749 a3 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,62 0,40-0,97 0,04 (35)
rs12210175 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,36 1,01-1,83 0,04 (35)
rs270398 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,54 1,01-2,34 0,04 (35)
rs267174 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,73 0,53-1,00 0,05 (35)
14 BRCA1 rs3737559 11 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,68 1,02-2,76 0,04 (35)
15 BRCA2 rs206117 43 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,26 (35)
16 BRIPL rs9908659 18 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,64 0,46-0,88 0,005 (35)
rs12937080 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 2,12 1,09-4,13 0,027 (35)
rs16967668 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 1,59 1,04-2,43 0,03 (35)
17 C190rf40 19
rs4805834 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,57 0,33-0,99 0,04 (35)
rs10808555 EEUU 929 1365 iSelect from llumina AG 1,61 1,04-2,48 0,03 (114)
rs17766217 EEUU 99 1365 iSelect from llumina cc 0,56 0,28-1,13 0,1 (114)
18 CASC8 upstream 4
rs12155672 EEUU 99 1365 iSelect from Ilumina AA 1,59 0,92-2,76 0,098 (114)
rs7386167 EEUU 99 1365 iSelect from llumina AA 1,95 1,12-3,39 0,018 (114)
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Tabla anexa 1.

Polimorfismos analizados en estudios de asociacion de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
19 CONH rs7702564 12 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 0,73 0,54-0,99 0,05 (35)
rs3093816 12 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 0,72 0,53-0,99 0,036 (35)
20 CD86+ rs1129055 1 China 205 216 PCR-RFLP A 1,43 1,08-1,88 0,01 (115)
21 CDK7 rs12656918 11 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,41 (35)
22 CDKN1A rs6912480 21 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,1300 (35)
23 CDKN1B rs10492237 12 EEUU 96 1426 iSelect from llumina c 1,75 1,09-2,81 0,02 (35)
24 CDKN2A rs10757261 14 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,87 ND 0,37 (111)
rs3731257 29 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,44 1,05-1,96 0,02 (35)
rs10757261 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,87 ND 0,37 (111)
rs717326 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,89 ND 0,67 (111)
rs7041637 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,33 ND 0,07 (112)
rs3731257 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,44 ND 0,02 (111)
rs3088440 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,75 ND 0,39 (111)
rs11515 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,88 ND 0,61 (111)
rs2811708 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,92 ND 0,62 (111)
- CDKN2A rs3731239 17 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,84 ND 0,27 (111)
rs4074785 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,86 ND 0,61 (112)
rs3731222 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,96 ND 0,38 (111)
rs3731217 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,01 ND 0,98 (111)
rs7036656 EEUU 96 1428 llumina SNParray C 0,95 ND 0,74 (111)
rs3218020 EEUU 96 1428 llumina SNParray A 1,22 ND 0,18 (111)
rs2811712 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,69 ND 0,22 (111)
rs3218018 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,55 ND 0,08 (112)
rs3218009 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,78 ND 0,35 (111)
rs3731257 29 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,44 1,05-1,96 0,02 (35)

55




Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs10738604 6 EEUU 9% 1426 iselect from llumina A 1,37 1,02-1,84 0,04 (35)
rs3217992 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,13 ND 0,41 (111)
rs1063192 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,01 ND 0,96 (111)
rs3217986 EEUU 96 1428 llumina SNParray G 0,87 ND 0,63 (112)
rs495490 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,18 ND 0,53 (112)
rs575427 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,19 ND 0,50 (111)
rs573687 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,88 ND 0,41 (112)
26 CDKN2B rs13298881 1 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,07 ND 0,30 (111)
rs10811640 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,21 ND 0,21 (111)
rs2106119 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,27 ND 0,11 (111)
rs643319 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,82 ND 0,18 (111)
rs518394 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,86 ND 0,34 (111)
rs10738604 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,36 ND 0,04 (112)
rs615552 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,89 ND 0,45 (111)
rs7049105 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,18 ND 0,26 (111)
rs4977750 EEUU 96 1428 Illumina SNParray C 0,59 ND 0,05 (111)
rs10965197 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,83 ND 0,25 (111)
rs564398 EEUU 96 1428 llumina SNParray C 0,95 ND 0,75 (111)
rs17694493 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,79 ND 0,37 (112)
rs11790231 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,76 ND 0,34 (111)
rs1011970 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,64 ND 0,08 (111)
rs10811650 EEUU 96 1428 llumina SNParray G 1,24 ND 0,15 (111)
. CDKN2BAS rs4977756 16 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,91 ND 0,55 (111)
rs16905599 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,70 ND 0,28 (111)
rs1412832 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,85 ND 0,32 (112)
rs10965228 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,25 ND 0,39 (111)
rs1333040 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,86 ND 0,33 (111)
rs10757274 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,03 ND 0,86 (111)
15944797 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,95 ND 0,71 (111)
rs10757278 EEUU 96 1428 llumina SNParray G 1,07 ND 0,67 (111)
rs10811661 EEUU 96 1428 llumina SNParray C 1,25 ND 0,32 (112)
28 CDKN2C rs6668495 5 EEUU 9% 1426 iselect from llumina A 1,43 1,05-1,93 0,02 (35)
29 CDKN2D rs10403668 6 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,21 (35)
30 CHEK1 15492510 10 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,06 (35)
31 CHEK2 rs5752785 21 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,08 (35)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacidén de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs17639446 1 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,60 1,02-2,52 0,04 (35)
I COLIAL rs1800012 1 Spain 72 143 PCR-RFLP ND ND ND NS (49)
rs1061970 2 China 189 195 TaqMan C 0,44 0,22-0,89 0,022 (48)
rs2075559 2 China 189 195 TaqMan G 0,38 0,16-0,91 0,029 (48)
rs760043 EEUU 926 1426 iSelect from llumina G 0,41 0,24-0,71 0,001 (35)
rs42527 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,56 0,38-0,83 0,004 (35)
rs2521205 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,49 1,11-2,00 0,01 (35)
33 COL1A2 rs42521 42 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,66 0,48-0,91 0,01 (35)
rs17166206 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,46 0,24-0,87 0,02 (35)
rs6970279 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,67 0,46-0,97 0,03 (35)
rs7788014 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 0,70 0,49-1,00 0,05 (35)
34 CTGF rs928501 13 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,58 0,39-0,84 0,005 (35)
rs4897555 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,76 1,11-2,79 0,016 (35)
1661A/G 4 China 267 282 PCR-RFLP G 1,16 0,86-1,58 0,33 (56)
¢.75G>C 2 China 415 431 PCR-RFLP C 1,3 1,06-1,60 ND (55)
+49G/A 1 China 205 216 PCR AA 2,27 1,21-4,25 0,01 (57)
35 CTLA4 318C/T 4 China 267 282 PCR-RFLP T 1,25 0,92-1,70 0,15 (116)
49G/A 4 China 267 282 PCR-RFLP A 1,32 1,03-1,69 0,03 (116)
CT60A/G 4 China 267 282 PCR-RFLP A 1,07 0,79-1,45 0,66 (116)
c.326G>A 2 China 415 431 PCR-RFLP A 1,31 1,07-1,61 ND (55)
36 CYP11B1 rs4736349 6 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,70 0,52-0,95 0,02 (35)
37 CYP11B2 rs7016924 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,72 0,53-0,97 0,03 (35)
38 CYP17A1 rs2486758 14 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,55 1,03-2,35 0,04 (35)
rs28757184 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND 2,4 1,28-4,45 0,006 (35)
39 CYP19A1 rs1902584 22 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,8 1,103-043 0,020 (35)
rs868475 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 0,4 0,14-0,89 0,026 (35)
rs2470150 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 0,4 0,18-0,95 0,038 (35)
40 DCLRE1A rs11196524 8 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,10 (35)
41 DCLRE1B rs1217401 10 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,09 (35)
42 DCLRE1C rs7921238 15 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,05 (35)
43 DDB1 rs6591651 2 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,13 (35)
44 DDB2 rs4647709 11 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,16 (35)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacidén de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs2890489 EEUU 98 69 iSelect from llumina G 1,49 1,11-2,01 0,009 (50)
45 DDX1 rs10169288 14 EEUU 98 69 iSelect from llumina G 1,49 1,10-2,01 0,01 (50)
rs4668944 EEUU 98 69 iSelect from llumina A 1,41 1,05-1,89 0,02 (50)
rs807629 EEUU 98 69 iselect from llumina G 1,38 1,02-1,87 0,04 (50)
46 DMC1 rs1980455 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,19 (35)
47 DOCK5 rs2709618 1 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs16960758 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,68 1,10-2,57 0,02 (35)
48 DUT rs8037626 11 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,65 1,07-2,53 0,02 (35)
rs3784619 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,59 1,03-2,43 0,03 (35)
49 E2F1 rs6059418 3 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
50 EIF2AK2 rs2307466 2 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 2,00 1,18-3,39 0,01 (35)
rs4670185 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 1,73 1,01-2,96 0,05 (35)
51 EME1 rs16948981 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,23 (35)
52 EME2 rs17135510 14 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G ND ND 0,04 (35)
53 ER Pvull 1 Spain 72 143 PCR-RFLP ND ND ND NS (49)
rs3212986 2 Italia 130 250 TagMan ND ND ND 0,31 (117)
54 ERCC1 rs11615 Italia 130 250 TagMan ND ND ND 0,37 (117)
rs11615 11 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,18 (35)
55 ERCC2 rs11878644 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
56 ERCC3 rs3088374 17 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
rs1799797 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,65 0,46-0,94 0,02 (35)
rs6498486 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,66 0,46-0,95 0,02 (35)
57 ERCCA rs1799801 30 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,68 0,48-0,96 0,03 (35)
rs9646271 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,68 0,48-0,96 0,03 (35)
rs4781563 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,68 0,48-0,97 0,03 (35)
rs3136189 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,70 0,49-0,99 0,04 (35)
58 ERCC5 rs7334764 19 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,06 (35)
rs4253200 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,98 1,09-3,61 0,02 (35)
59 ERCCE rs3810944 29 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,62 1,02-2,57 0,04 (35)
rs4253099 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,61 1,01-2,56 0,04 (35)
rs4253211 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,60 1,01-2,54 0,05 (35)
60 ERCC8 rs7722373 15 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,26 (35)
61 ESR1 rs4986934 85 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 2,22 1,19-4,14 0,01 (35)
62 ESR2 rs1256064 33 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 1,63 1,02-2,59 0,04 (35)
63 EXO1 rs1635502 26 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,13 (35)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacion de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
64 FANCA rs1800287 43 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,11 (35)
65 FANCC rs10993509 26 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
66 FANCD2 rs7638846 7 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,08 (35)
67 FANCE rs7739161 19 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,43 (35)
68 FANCF rs337501 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,12 (35)
69 FANCG rs10972310 11 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,80 1,02-3,17 0,04 (35)
70 FANCL rs11894186 33 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,40 1,03-1,89 0,03 (35)
rs1367580 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,97 1,26-3,08 0,003 (35)
rs11845507 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,96 1,25-3,06 0,003 (35)
rs4900664 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 2,00 1,25-3,17 0,003 (35)
71 FANCM 11
rs7141145 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,95 1,24-3,07 0,004 (35)
rs3783702 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 2,10 1,21-3,66 0,009 (35)
rs11157432 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,64 1,02-2,62 0,040 (35)
rs2234767 EEUU 123 510 PCR-RFLP AA 0,8 0,20-3,80 0,88 (118)
rs1800682 EEUU 123 510 PCR-RFLP GG 1,3 0,7-2,2 NS (118)
72 Fas 4
Fas exon 3 EEUU 123 510 PCR-RFLP AG 1,8 1,1-3,0 0,028 (118)
Fas exon 7 EEUU 123 510 PCR-RFLP T 0,7 0,3-1,8 0,932 (118)
73 FEN1 rs695867 10 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,13 (35)
FGF2 rs11737764 22 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 2,12 1,33-3,39 0,002 (35)
74 FGF2 rs1137764 1 Rusia 24 96 MALDI-TOF minisequencing T ND ND NS (36)
FGF2 rs3789138 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,37 1,02-1,83 0,037 (35)
FGF2 rs3804158 2 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,35 1,01-1,82 0,04 (35)
75 FGFR1 rs6983315 14 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,68 0,50-0,93 0,02 (35)
rs3135819 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 0,32 0,13-0,79 0,01 (35)
rs3750815 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,75 1,10-2,76 0,02 (35)
76 FGFR2 40
rs12572779 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,42 1,04-1,94 0,03 (35)
rs2247088 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,58 1,04-2,40 0,03 (35)
77 FGFR3 rs6599400 3 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,51 1,12-2,03 0,007 (35)
78 FGFR3 rs6599400 1 Russia 24 96 MALDI-TOF minisequencing A ND ND 0,02 (36)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs8065843 EEUU 9% 1426 iselect from llumina G 0,56 0,38-0,83 0,004 (35)
rs12938834 EEUU 9% 1426 iselect from Ilumina G 0,62 0,44-0,87 0,006 (35)
rs4603608 EEUU 9% 1426 iselect from llumina c 1,49 1,11-2,00 0,007 (35)
79 FLI35220 rs4491586 17 EEUU 96 1426 iSelect from Ilumina [ 0,60 0,41-0,88 0,009 (35)
rs4074303 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,55 0,35-0,86 0,009 (35)
rs4074302 EEUU 96 1426 iSelect from Illumina [ 0,59 0,37-0,92 0,02 (35)
rs4424945 EEUU 9 1426 iselect from Ilumina T 1,55 1,02-2,34 0,04 (35)
rs694994 EEUU 9 1426 iSelect from llumina c 0,61 0,38-0,98 0,04 (35)
80 FOSL1 3
rs568617 EEUU 9 1426 iSelect from llumina T 0,61 0,38-0,98 0,041 (35)
81 FRS2 rs12371904 11 EEUU 9 1426 iSelect from llumina A 0,59 0,37-0,93 0,02 (35)
rs705117 EEUU 96 1426 iSelect from llumina [ 0,50 0,28-0,87 0,02 (35)
8 ec rs1155563 v EEUU 96 1426 iSelect from llumina [ 1,39 1,02-1,89 0,04 (35)
rs9421731 EEUU 96 1426 iselect from Ilumina G 1,46 1,07-2,00 0,02 (35)
rs7093975 EEUU 9 1426 iselect from Ilumina T 1,43 1,03-1,98 0,03 (35)
83 GDF2 19
12125064 EEUU % 1426 iselect from llumina T 1,39 1,02-1,89 0,03 (35)
rs743509 EEUU 96 1426 iSelect from Illumina [ 1,37 1,01-1,84 0,04 (35)
rs7921 EEUU 9% 1426 iselect from llumina A 0,52 0,35-0,76 0,001 (35)
rs7921 1 Russia 24 96 MALDI-TOF minisequencing A ND ND NS (36)
8 ont rs6171 2 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs11079515 3 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,61 1,20-2,16 0,002 (35)
rs2940927 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
151876790 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
157735889 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
85 GHR rs6179 7 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs6182 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs6180 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs6184 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
86 GHRL rs26802 19 EEUU 96 1426 iselect from Ilumina G 1,38 1,01-1,90 0,04 (35)
87 GLI1 ND 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,26 (35)
88 GNRH1 rs6185 1 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia

rs3761243 15 EEUU 96 1426 iSelect from llumina [ 1,60 1,19-2,16 0,002 (35)
89 GNRH2 rs3761243 1 Russia 24 96 MALDI-TOF minisequencing C ND ND NS (36)
rs6076466 15 EEUU 96 1426 iSelect from llumina [ 1,41 1,03-1,92 0,030 (35)
rs13138607 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs4986942 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs10031252 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
90 GNRHR rs3822196 7 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs3796718 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs1843593 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs2630488 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs7591996 China 168 216 PCR ND ND ND ND (119)
rs10208273 China 168 216 PCR ND ND ND 0.823 (119)

91 GRM4 4
rs17206779 China 168 216 PCR ND ND ND 0.837 (119)
rs1906953 China 168 216 PCR T 1,57 2,09-1,18 0,002 (119)
GSTM1 1 China 124 241 Tagman non-null 1,46 0,90-2,37 ND (120)
% osT GSTT1 1 China 124 241 Tagman non-null 1,81 1,11-2,98 ND (120)
93 GTF2H1 rs4150674 15 EEUU 96 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,09 (35)
94 GTF2H3 rs1050448 19 EEUU 96 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,08 (35)
rs1264320 EEUU 9% 1426 iselect from llumina 0,71 0,52-0,97 0,03 (35)

95 GTF2H4 14
rs9378150 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G ND ND 0,04 (35)
96 GTF2H5 rs2363781 9 EEUU 96 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,42 (35)
97 HEL308 rs11940490 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
rs676387 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,64 0,44-0,92 0,02 (35)

98 HSD17B1 8
rs2676530 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 1,39 1,02-1,90 0,04 (35)
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Tabla anexa 1.

Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs8045494 EEUU 96 1426 iselect from llumina A ND ND 0,004 (35)
rs16956406 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G ND ND 0,01 (35)
rs16956238 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A ND ND 0,02 (35)
rs16956274 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T ND ND 0,02 (35)
rs7192075 EEUU 9% 1426 iselect from llumina A ND ND 0,02 (35)
rs8049423 EEUU 9% 1426 iselect from Ilumina c ND ND 0,02 (35)
rs8058561 EEUU 9 1426 iselect from Ilumina c ND ND 0,02 (35)
99 HSD1782 rs4404064 g1 EEUU 9% 1426 iselect from llumina G 1,79 1,07-3,00 0,03 (35)
rs11648233 EEUU 9% 1426 iselect from llumina C 1,37 1,02-1,84 0,03 (35)
rs11150436 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C ND ND 0,03 (35)
rs8191167 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G ND ND 0,03 (35)
rs8052451 EEUU 96 1426 iSelect from llumina [ ND ND 0,04 (35)
rs8059915 EEUU 9 1426 iselect from Ilumina c 1,36 1,02-1,83 0,04 (35)
rs13337293 EEUU 96 1426 iSelect from llumina [ ND ND 0,04 (35)
rs8048090 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A ND ND 0,04 (35)
rs16956419 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G ND ND 0,05 (35)
100 HSD1783 rs12552648 29 EEUU 9% 1426 iselect from Ilumina T 1,84 1,03-3,28 0,04 (35)
rs8190534 EEUU 9% 1426 iselect from llumina G 0,63 0,39-0,99 0,05 (35)
101 HUS1 rs3176580 14 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,1 (35)
102 1D2 rs4669330 3 EEUU 96 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,1 (35)
rs1332179 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G ND ND ND (111)
rs1591033 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,00 ND 1,0 (111)
rs10811542 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,60 ND 0,2 (111)
103 IFNAL rs1929977 7 EEUU 96 1428 llumina SNParray G ND ND ND (111)
rs1854696 EEUU 96 1428 llumina SNParray A 0,98 ND 0,9 (111)
rs1332190 EEUU 96 1428 Illumina SNParray G 0,99 ND 0,9 (111)
rs7864960 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,97 ND 0,8 (111)
108 IFNALD rs2007448 ) EEUU 96 1428 llumina SNParray A 0,91 ND 0,7 (111)
rs4977686 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,05 ND 0,7 (111)
rs10811518 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,24 ND 0,3 (111)
105 IFNA14 rs1330320 3 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,02 ND 0,9 (111)
rs1330317 EEUU 96 1428 llumina SNParray A 0,91 ND 0,7 (111)
106 IFNALG rs7033839 ) EEUU 96 1428 llumina SNParray A 0,99 ND 1,0 (111)
rs10964912 EEUU 96 1428 llumina SNParray C 1,18 ND 0,3 (111)
107 IFNA17 rs6475526 1 EEUU 9% 1428 llumina SNParray T 0,98 ND 0,9 (111)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia

rs7025293 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,74 ND 0,4 (111)

rs7034410 EEUU 96 1428 llumina SNParray C 0,94 ND 0,8 (111)

rs647167 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,05 ND 0,8 (111)

108 IFNA2 rs615544 7 EEUU 9% 1428 llumina SNParray A 0,92 ND 0,8 (111)
rs624704 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,88 ND 0,5 (111)

rs10120977 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,15 ND 0,5 (111)

rs632941 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,88 ND 0,5 (111)

rs7037868 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,11 ND 0,5 (111)

109 FNAZL rs7041635 . EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,91 ND 0,7 (111)
rs10964880 EEUU 96 1428 llumina SNParray G 1,17 ND 0,4 (111)

rs2019226 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,95 ND 0,8 (111)

rs12156640 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,51 ND 0,1 (111)

110 IFNAS5 rs1330313 3 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,88 ND 0,6 (111)
rs12341875 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,25 ND 0,2 (111)

rs10119678 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,84 ND 0,5 (111)

111 IFNAG rs597408 3 EEUU 9% 1428 llumina SNParray G 1,07 ND 0,8 (111)
rs2480927 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,86 ND 0,5 (111)

rs1224391 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,13 ND 0,4 (111)

rs16938384 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,63 ND 0,2 (111)

rs4978113 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,00 ND 1,0 (111)

rs4978114 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,17 ND 0,5 (111)

rs10757219 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,93 ND 0,7 (111)

112 IFNA8 rs4978115 11 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,93 ND 0,6 (111)
rs10811537 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,01 ND 1,0 (111)

rs1332180 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,66 ND 0,3 (111)

rs7025006 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,96 ND 0,8 (111)

rs2104880 EEUU 96 1428 llumina SNParray T 1,56 ND 0,1 (111)

rs1888889 EEUU 96 1428 llumina SNParray A ND ND ND (111)
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Tabla anexa 1.

Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia

rs10964823 EEUU 96 1428 llumina SNParray T 0,93 ND 0,6 (111)

rs4977657 EEUU 96 1428 lllumina SNParray c 1,05 ND 0,8 (111)

rs1539746 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T ND ND ND (111)

rs10435777 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,00 ND 1,0 (111)

rs967102 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,01 ND 0,9 (111)

rs1051922 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,01 ND 1,0 (111)

rs10964831 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,85 ND 0,5 (111)

rs1424855 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,00 ND 1,0 (111)

rs9333358 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,00 ND 1,0 (111)

113 IFNB1 rs12156577 19 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,91 ND 0,8 (111)
rs7033217 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,92 ND 0,7 (111)

rs10811467 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,86 ND 0,5 (111)

rs10757181 EEUU 96 1428 Illumina SNParray C 0,96 ND 0,8 (111)

rs12684687 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,02 ND 0,9 (111)

rs17692260 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,93 ND 0,8 (111)

rs10964832 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,82 ND 0,4 (111)

rs10757182 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,94 ND 0,7 (111)

rs10964833 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,95 ND 0,8 (111)

rs17754055 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,13 ND 0,5 (111)

rs1412395 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,89 ND 0,5 (111)

rs4246868 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,83 ND 0,2 (111)

114 IFNE1 rs1125488 5 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,66 ND 0,3 (111)
rs10965040 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,90 ND 0,7 (111)

rs10811554 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,06 ND 0,7 (111)

rs2166128 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,74 ND 0,33 (111)

rs10812605 EEUU 96 1428 llumina SNParray C 1,01 ND 0,94 (111)

rs12553951 EEUU 96 1428 Illumina SNParray C 0,95 ND 0,88 (111)

115 IENK rs2814708 g EEUU 96 1428 llumina SNParray C 1,01 ND 0,94 (111)
rs11792285 EEUU 96 1428 llumina SNParray T 1,01 ND 0,96 (111)

rs4879540 EEUU 96 1428 llumina SNParray A 0,90 ND 0,48 (111)

rs903603 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,05 ND 0,74 (111)

rs10812610 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,91 ND 0,55 (111)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs2113716 EEUU 96 1428 llumina SNParray 0,92 ND 0,72 (111)
rs12236000 EEUU 96 1428 lllumina SNParray c 1,15 ND 0,62 (111)
rs10118667 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,92 ND 0,64 (111)
rs10118669 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,99 ND 0,93 (111)
rs17692502 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,11 ND 0,53 (111)
116 ENWL rs10757190 . EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,94 ND 0,71 (111)
rs2081381 EEUU 96 1428 Illumina SNParray C 0,93 ND 0,63 (111)
rs10964862 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,15 ND 0,35 (111)
rs10964863 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,99 ND 0,94 (111)
rs10811482 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,11 ND 0,56 (111)
rs4977976 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,07 ND 0,77 (111)
rs10757193 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,94 ND 0,66 (111)
rs7956547 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,53 0,36-0,79 0,002 (35)
rs7956547 1 Russia 24 96 MALDI-TOF minisequencing C ND ND NS (36)
rs2162679 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs1019731 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs2288378 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs2288378 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,69 0,48-0,99 0,04 (35)
117 IGF1 rs6220 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
15742714 . EEUU 9% 1426 iselect from Ilumina G 0,34 0,16-0,70 0,004 (35)
rs10860864 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,46 0,27-0,78 0,004 (35)
rs17796225 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,57 0,39-0,83 0,004 (35)
rs5742692 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G ND ND 0,01 (35)
rs10860869 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,64 0,44-0,93 0,02 (35)
rs9651925 EEUU 9 1426 iselect from llumina G 0,65 0,46-0,93 0,02 (35)
152195240 EEUU 9% 1426 iselect from llumina G 0,68 0,47-0,99 0,05 (35)

65




Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia

rs2684806 4 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,45 1,08-1,93 0,01 (35)

rs907806 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

rs2684777 EEUU 9% 1426 iselect from llumina c 1,68 1,11-2,54 0,01 (35)

rs4966017 EEUU % 1426 iSelect from llumina T 0,39 0,16-0,97 0,04 (35)

rs1546713 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,36 1,01-1,84 0,04 (35)

rs9282718 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

IGFIR rs2137680 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs2175795 11 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

rs3743258 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

rs3743259 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

rs2272037 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

rs2229765 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

rs2016347 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

159282715 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

rs3213216 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

GF2 rs3213221 4 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs3213223 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

rs734351 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)

IGF2BP2 rs9850770 1 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,59 0,36-0,95 0,03 (35)

66




Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs2282141 6 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,65 0,47-0,89 0,008 (35)
rs1003737 1 EEUU 290 NA Sequenom platform Iplex Gold ND 0,91 ND <0,0001 (44)
rs1570070 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND 0,84 (45)
rs9456484 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,39 0,19-0,82 0,01 (35)
rs384167 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,64 1,08-2,51 0,02 (35)
rs2297372 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,66 0,46-0,95 0,02 (35)
rs12202350 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,72 1,08-2,75 0,02 (35)
rs600324 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,63 1,03-2,56 0,04 (35)
rs894817 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND 1,0 (45)
rs998075 EEUU 104 74 ABI sequencer GG 2,27 1,12-4,58 0,02 (45)
rs998074 EEUU 104 74 ABI sequencer CcC 2,29 1,14-4,60 0,02 (45)
rs629849 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND 0,1 (45)
IGF2R 152282140 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND 0,07 (45)
rs1803989 20 EEUU 104 74 ABI sequencer ND 0,35 0,13-0,98 0,044 (45)
rs9456497 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs4709390 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs4709392 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs435612 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs687088 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs416572 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs648253 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs4709393 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs3777411 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs7746102 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs2065396 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs3798180 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs2575352 1 EEUU 290 NA Sequenom platform Iplex Gold ND 2,62 ND <0,0001 (44)
rs9282731 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
IGFALS rs2230053 . EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs17559 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs3751893 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
|GFBP2 rs9341105 2 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,49 1,09-2,04 0,01 (35)
rs12694392 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,57 0,35-0,91 0,020 (35)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs6953668 1 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A ND ND 0,009 (35)
124 |GFBP3 rs2471551 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs9282734 3 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
rs6413441 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
125 IGEBPS rs7420849 1 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,36 1,01-1,84 0,04 (35)
rs2067039 1 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45)
126 IL-10 1082A 1 Brazil 80 160 PCR-RFLP ND ND ND ND (121)
127 IL12A rs568408 ) China 106 72 PCR-RFLP GA 1,86 1,11-3,12 ND (122)
rs2243115 China 106 72 PCR-RFLP GG 0,49 0,05-4,46 (122)
128 IL-12B rs3212227 1 China 106 72 PCR-RFLP cc 2,7 1,38-5,28 ND (122)
31T/C China 120 120 PCR-RFLP cc 0,4 0,17-0,92 0,03 (123)
129 IL-1B 511C/T 3 China 120 120 PCR-RFLP T 0,4 0,17-0,95 0,04 (123)
3954C/T China 120 120 PCR-RFLP T 1,48 0,60-3,67 0,4 (123)
130 IL-6 174G>C 1 Brazil 80 160 PCR-RFLP ND ND ND ND (121)
IL-27 -964 China 160 250 PCR-RFLP ND ND ND ND (124)
131 IL-27 IL-27 2905 3 China 160 250 PCR-RFLP ND ND ND 0,897 (124)
IL-27 4730 China 160 250 PCR-RFLP ND ND ND 0,819 (124)
rs2230392 China 118 126 TagMan AA 2,34 1,18-4,64 ND (125)
132 ITGA3 rs2285524 3 China 118 126 TagMan AA 1,3 0,66-2,57 ND (125)
rs16948627 China 118 126 TagMan AC 4,96 2,42-10,18 ND (125)
133 KCTD9 rs1812594 1 EEUU 104 74 ABI sequencer ND ND ND NS (45))
134 KLHL rs913931 5 EEUU 96 1428 Illumina SNParray G 0,34 ND 0,50 (111)
rs8729 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,87 ND 0,55 (111)
rs6711321 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 0,55 0,35-0,86 0,01 (35)
135 LHCGR rs7371084 74 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,51 0,29-0,88 0,02 (35)
rs12618729 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,56 0,32-0,97 0,04 (35)
rs274875 EEUU 96 1426 iSelect from llumina [ ND ND 0,02 (35)
rs3730872 EEUU 9 1426 iselect from llumina A 0,5 0,24-0,92 0,028 (35)
136 LiG1 rs3730912 31 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,5 0,27-0,93 0,029 (35)
rs380359 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,9 1,05-3,47 0,034 (35)
rs3786763 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,5 0,28-0,96 0,037 (35)
137 LIG3 rs931196 20 EEUU 9% 1426 iselect from llumina T ND ND 0,05 (35)
138 LIG4 rs9670655 20 EEUU 9 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,06 (35)
139 LIPE rs11673645 1 EEUU 9 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,24 (35)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
140 LOC101930033 rs896324 ) EEUU 99 1365 iSelect from llumina AG 1,79 1,08-2,97 0,03 (114)
rs185852 EEUU 99 1365 iSelect from llumina AA 2,28 1,04-5,02 0,04 (114)
22 G/C China 326 433 Sequencing C 3,88 1,94-27,78 0,00004 (126)
141 LOX 225C/G 3 China 326 433 Sequencing G 0,86 0,40-21,84 0,7 (126)
473 G/A China 326 433 PCR-RFLP A 1,38 1,07-21,78 0,01 (126)
142 MAD2L2 rs6694489 12 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,66 1,02-2,71 0,04 (35)
143 MAPK7 rs2048230 3 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,41 (35)
144 MBD4 rs12485319 11 EEUU 9 1426 iselect from llumina G 0,59 0,35-1,00 0,05 (35)
145 MCM4 ND 3 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
€.44C>T ) China 415 431 CRS-PCR T 1,36 1,11-1,67 0,003 (54)
€.1002T>C China 415 431 PCR-RFLP 1,27 1,02-1,56 0,03 (54)
rs1690916 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 0,62 0,45-0,85 0,003 (35)
rs1690916 1 Russia 24 96 MALDI-TOF minisequencing ND ND NS (36)
146 MDM2 rs2279744 1 Italy 201 250 Pyrosequencing GG 2,09 1,15-3,78 0,003 (33)
rs2279744 4 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,31 0,96-1,78 0,09 (35)
rs2279744 1 Australia 17 37 Tagman G 1,46 0,56-3,71 0,39 (34)
rs1196334 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,78 1,16-2,72 0,008 (35)
rs1695147 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,75 1,14-2,67 0,010 (35)
151846402 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,63 1,07-2,49 0,023 (35)
147 MEN1 ND 8 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
rs10829619 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 0,62 0,45-0,84 0,002 (35)
rs11592922 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,62 0,46-0,85 0,003 (35)
148 MGMT rs10741191 77 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,44 1,07-1,94 0,016 (35)
rs2026975 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,65 0,45-0,94 0,022 (35)
rs11016811 EEUU 9% 1426 iselect from llumina c 1,39 1,01-1,93 0,044 (35)
149 MLH1 rs1800734 17 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,17 (35)
150 MLH3 rs10142770 10 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,51 (35)
151 MMS19L rs17112809 17 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,08 (35)
152 MNAT1 rs4151225 26 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,09 (35)
rs216614 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 4,80 ND 0,004 (35)
153 MPG rs1013358 13 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,61 1,05-2,49 0,030 (35)
152288490 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,70 0,50-0,97 0,035 (35)
rs1045001 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,57 1,03-2,40 0,035 (35)
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Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
154 MPO 463A>G 1 Brazil 80 160 PCR-RFLP ND ND ND ND (121)
155 MREL1A ND 34 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)

rs10831225 26 EEUU 96 1426 iSelect from llumina NA NA NA 0,0936 (35)
156 MSH2 rs2042649 27 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
157 MSH3 rs245407 41 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,08 (35)
rs11161848 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,42 1,05-1,93 0,02 (35)
158 MSH4 rs946163 24 EEUU 96 1426 iselect from llumina A 1,40 1,04-1,90 0,03 (35)
rs11161887 EEUU 9 1426 iselect from Ilumina A 1,38 1,03-1,86 0,03 (35)
159 MSH5 rs6905572 18 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,1 (35)
160 MSH6 rs6742522 20 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,2 (35)
rs12378701 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 0,59 ND 0,1 (111)
rs7865829 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,18 ND 0,5 (111)
rs10757257 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,80 ND 0,15 (111)
rs2039971 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T ND ND ND (111)
rs7023329 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,26 ND 0,1 (111)
rs7027989 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,25 ND 0,1 (111)
rs1544195 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,91 ND 0,8 (111)
rs7874112 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,08 ND 0,8 (111)
161 MTAP rs10811629 17 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,78 ND 0,1 (111)
rs4478653 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,02 ND 0,9 (111)
rs10965163 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,95 ND 0,9 (111)
rs3935920 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,93 ND 0,8 (111)
rs4977734 EEUU 96 1428 lllumina SNParray C 1,01 ND 1,0 (111)
rs7871127 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 1,19 ND 0,6 (111)
rs7047648 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,09 ND 0,6 (111)
rs10811631 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,93 ND 0,7 (111)
rs3802394 EEUU 96 1428 llumina SNParray G 0,89 ND 0,6 (111)
162 MTHFR rs1801133 1 Turkey 44 44 PCR-RFLP ND ND ND ND (127)
163 MUS81 rs11227332 6 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,06 (35)
164 MUTYH rs7535487 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,13 (35)
165 MYC ND 26 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs1805794 a4 China 120 120 PCR-RFLP GC+CC 0,42 0,19-0,94 0,04 (52)
rs1805794 21 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
166 NBN rs1805794 Slovenia 120 120 PCR-RFLP GC+CC 0,42 0,19-0,94 0,04 (52)
rs709816 4 Slovenia 120 120 PCR-RFLP CT+TT 0,99 0,53-1,84 1,0 (52)
rs1063054 Slovenia 120 120 PCR-RFLP AC+CC 0,81 0,44-1,51 0,5 (52)
rs13312970 21 EEUU 96 1426 iSelect from llumina NA NA NA 0,3 (35)
167 NEILL 1511072542 4 EEUU 9 1426 iselect from llumina G 1,39 1,01-1,90 0,04 (35)
168 NEIL2 rs8191604 2 EEUU 9% 1426 iSelect from llumina 0,61 0,41-0,90 0,01 (35)
rs17754589 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,56 0,35-0,90 0,02 (35)
169 NEIL3 ND a4 EEUU 9% 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
170 NHEJ1 ND 12 EEUU 9% 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,13 (35)
- NOG 1516957413 0 EEUU 9% 1426 iselect from llumina T 0,50 0,27-0,90 0,02 (35)
1517822219 EEUU 9 1426 iselect from llumina T 1,39 1,03-1,88 0,031 (35)
172 NOLAL ND 11 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
173 NOLA2 ND 6 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
rs17236875 EEUU 98 69 iselect from llumina c 1,62 1,03-2,56 0,04 (50)
174 NOLA3 rs2279686 15 EEUU 98 69 iselect from llumina c 1,36 1,02-1,83 0,04 (50)
rs7162607 EEUU 98 69 iselect from llumina A 0,74 0,55-0,99 0,04 (50)
175 NTHL1 ND 22 EEUU 9% 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,09 (35)
176 NUDT1 ND 13 EEUU 9% 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,11 (35)
177 0GG1 ND 11 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,34 (35)
rs8079544 12 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,35 (53)
rs1042522 1 Italy 201 250 Pyrosequencing Arg/Pro 0,48 0,30-0,77 0,002 (33)
rs1042522 12 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,69 (53)
ND 6 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,13 (35)
rs1642785 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,81 (53)
178 053 rs9895829 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,49 (53)
rs2909430 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,97 (53)
rs1800372 1 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,19 (53)
rs1625895 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,77 (53)
rs12947788 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,51 (53)
rs1614984 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,32 (53)
rs9894946 EEUU 104 74 Tagman ND ND ND 0,35 (53)
179 PARPL rs3219123 24 EEUU 9% 1426 iselect from llumina A 0,28 0,09-0,90 0,03 (35)
rs3219123 25 EEUU 98 69 iselect from llumina A 0,28 0,09-0,89 0,03 (50)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia

rs3093938 27 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G ND ND 0,004 (35)

rs3093938 31 EEUU 98 69 iSelect from llumina 2,4x1010 0-inf 0,004 (50)

1510147163 31 EEUU 98 69 iSelect from llumina c 141 1,03-1,92 0,03 (50)

rs10147163 27 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,41 1,03-1,92 0,03 (35)

rs3093919 27 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G ND ND 0,01 (35)

rs3093919 31 EEUU 98 69 iSelect from llumina G 31,07 2,78-347,8 0,01 (50)

180 PARP2 rs11622655 27 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,40 1,03-1,92 0,03 (35)
rs11622655 31 EEUU 98 69 iSelect from llumina G 1,4 1,02-1,92 0,03 (50)

rs3093942 27 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,5 1,01-2,31 0,05 (35)

rs3093942 31 EEUU 98 69 iSelect from llumina C 1,53 1,01-2,31 0,05 (50)

rs4981998 27 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,38 1,00-1,90 0,05 (35)

rs4981998 31 EEUU 98 69 iSelect from llumina T 1,38 1,00-1,90 0,05 (50)

181 PARP3 ND 2 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,70 (35)
rs12863638 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,6 0,40-0,87 0,01 (35)

rs9511308 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,6 0,4-0,89 0,01 (35)

182 PARP4 rs1807271 29 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,6 1,07-2,48 0,02 (35)
rs750391 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,7 0,50-0,96 0,03 (35)

rs4770687 EEUU 9% 1426 iSelect from llumina G 0,7 0,54-1,00 0,05 (35)

183 PCNA ND 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,14 (35)
184 PECAM-1 125C>G 1 Brazil 80 160 PCR-RFLP ND ND ND ND (121)
185 PIK3C3 ND 12 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
rs7646409 1 China 59 63 TaqMan CcC 3,47 1,26-9,56 ND (112)

186 PINX1 ND 39 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
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Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs4977722 EEUU 9% 1428 lllumina SNParray G 1,17 ND 0,3 (111)
1510967588 EEUU 9% 1428 lllumina SNParray T 1,42 ND 0,2 (111)
rs7860542 EEUU 9% 1428 lllumina SNParray A ND ND ND (111)
rs1336338 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G ND ND ND (111)
rs4977723 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,9 ND 0,7 (111)
rs16910873 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 0,8 ND 0,5 (111)
187 DLAA rs7871286 1 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,8 ND 0,4 (111)
rs10120342 EEUU 96 1428 lllumina SNParray G 1,1 ND 0,5 (111)
rs12003612 EEUU 96 1428 lllumina SNParray T 0,9 ND 0,7 (111)
rs7039400 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 1,2 ND 0,5 (111)
rs3758218 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A 0,9 ND 0,7 (111)
rs7020010 EEUU 96 1428 lllumina SNParray A ND ND ND (111)
rs10967624 EEUU 96 1428 Illumina SNParray A 1,5 ND 0,1 (111)
rs10967627 EEUU 96 1428 Illumina SNParray C ND ND ND (111)
188 PMP22 ND 13 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,1 (35)
189 PMS1 ND 16 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,06 (35)
190 PMS2 ND 21 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,07 (35)
191 PMS2L3 rs1167795 15 EEUU 96 1426 iselect from llumina A 0,72 0,53-0,97 0,03 (35)
192 PNKP rs2305922 12 EEUU 96 1426 iselect from llumina G 0,70 0,51-0,95 0,02 (35)
193 POLB ND 13 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,55 (35)
194 POLD1 ND 10 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,05 (35)
195 POLE ND 21 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,07 (35)
196 POLG ND 22 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,11 (35)
197 POLH ND 6 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,65 (35)
198 POLI ND 7 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,09 (35)
199 POLK rs979182 16 EEUU 9% 1426 iselect from llumina 0,54 0,29-0,10 0,05 (35)
200 POLL rs10883663 13 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 1,43 1,06-1,93 0,02 (35)
rs11191064 EEUU 926 1426 iSelect from llumina 1,71 1,07-2,74 0,03 (35)
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N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
rs6955679 EEUU 9 1426 iSelect from llumina A 0,50 0,28-0,88 0,02 (35)
201 POLM rs3218655 11 EEUU 9 1426 iSelect from llumina A 0,5 0,31-0,93 0,03 (35)
rs4640970 EEUU 9 1426 iSelect from llumina T 1,4 1,02-1,86 0,04 (35)
202 POLN ND 31 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,09 (35)
203 pPoOLQ rs4676727 26 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,58 0,34-0,97 0,04 (35)
rs662 China 50 50 PCR-RFLP 2,74 1,20-6,23 0,02 (128)
204 PON1 2
rs854560 China 50 50 PCR-RFLP 0,14 0,04-0,50 0,001 (128)
205 POT1 rs727505 7 EEUU 98 69 iSelect from llumina A 0,7 0,49-0,99 0,05 (50)
ND 15 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
206 PRKDC
rs8178179 14 EEUU 96 1426 iSelect from llumina NA NA NA 0,15 (35)
rs478839 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 0,64 0,47-0,88 0,01 (35)
207 PTEN 15
rs9783238 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND 0,02 (35)
208 RAD1 rs2069478 11 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,20 (35)
209 RAD17 rs4976162 9 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,17 (35)
210 RAD18 rs615967 14 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,18 (35)
211 RAD23A rs2974754 6 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,15 (35)
rs10978792 EEUU 96 1426 iSelect from Illumina G 0,12 0,02-0,88 0,04 (35)
212 RAD23B 27
rs11573709 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 1,53 1,11-2,11 0,010 (35)
ND 29 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
213 RADS50
rs11955168 14 EEUU 96 1426 iSelect from llumina NA NA NA 0,2 (35)
rs1801320 3 Eslovenia 120 120 PCR-RFLP GC+CC 0,65 0,26-1,58 0,34 (52)
rs1801320 11 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
214 RADS1
rs1801321 5 Eslovenia 120 120 PCR-RFLP GT+TT 0,92 0,50-1,72 0,8 (52)
rs12593359 Eslovenia 120 120 PCR-RFLP TG+GG 1,14 0,57-2,29 0,7 (52)
215 RAD51AP1 ND 15 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
ND 8 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
216 RAD51C
rs302864 7 EEUU 96 1426 iSelect from llumina NA NA NA 0,3260 (35)
217 RAD51L3 ND 21 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
218 RADS52 rs17833575 29 EEUU 96 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,10 (35)
219 RAD54B rs3136405 27 EEUU 926 1426 iSelect from llumina G ND ND 0,03 (35)
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N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
220 RADSAL ND 14 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
rs17102098 11 EEUU 9% 1426 iselect from llumina NA NA NA 0,1 (35)
221 RAD9A ND 7 EEUU 9% 1426 iselect from llumina ND ND ND 0,2 (35)
222 RB1 ND 21 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,07 (35)
223 RBAK rs6971796 7 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND ND (35)
224 RDM1 rs2735482 12 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND ND (35)
225 RECQL ND 30 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
rs1061626 30 EEUU 96 1426 iSelect from llumina NA NA NA 0,09 (35)
ND 9 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
26 RECQL4 G1814A 5 Japan 71 82 PCR-RFLP ND ND ND NS (51)
C2474T1 Japan 71 82 PCR-RFLP NA NA ND NS (51)
rs4251689 7 EEUU 96 1426 iSelect from llumina NA NA NA 0,26 (35)
227 RECQLS ND ; EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
rs820151 EEUU 96 1426 iSelect from llumina NA NA NA 0,29 (35)
228 REV1 rs12479064 10 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,08 (35)
229 REV3L rs11755082 21 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,13 (35)
230 RPA1 rs8067195 32 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,77 1,11-2,84 0,02 (35)
231 RPA2 ND 12 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,06 (35)
232 RPA3 rs2024374 40 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,02 (35)
233 RPS24 rs11002385 3 EEUU 9 1426 iselect from Ilumina 0,69 0,49-0,95 0,03 (35)
234 RPS6 rs7048650 6 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 0,68 0,47-1,00 0,05 (35)
235 RRM2B rs2853229 21 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,08 (35)
236 RTEL1 ND 16 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
237 RXRB rs383711 13 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,84 1,10-3,08 0,02 (35)
238 SHFM1 rs6968090 13 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,30 (35)
239 SMUG1 rs3136386 13 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,18 (35)
240 SPO11 rs6070061 10 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,13 (35)
241 SQSTM1 rs515110 15 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 2,05 1,02-4,10 0,04 (35)
242 SRD5A2 rs6732223 28 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,37 1,02-1,85 0,04 (35)
243 TDG rs4135128 34 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 0,40 0,19-0,84 0,02 (35)
244 TDP1 rs8010627 24 EEUU 96 1426 iSelect from llumina C 1,96 1,10-3,51 0,02 (35)
245 TEP1 rs2104977 41 EEUU 98 69 iSelect from llumina A 1,56 1,02-2,40 0,04 (50)
246 TERC ND 7 EEUU 98 69 ielect from llumina ND ND ND ND (50)
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152306492 EEUU 98 69 iSelect from llumina A 0,48 0,33-0,69 0,0001 (50)

rs9298211 EEUU 98 69 iSelect from llumina 0,5 0,34-0,72 0,0003 (50)

rs2306494 EEUU 98 69 iSelect from Ilumina G 0,51 0,35-0,74 0,0003 (50)

152929585 EEUU 98 69 iSelect from Ilumina G 0,52 0,36-0,75 0,0005 (50)

247 TERF1 152929586 22 EEUU 98 69 iSelect from llumina G 0,52 0,36-0,75 0,0005 (50)
152929593 EEUU 98 69 iSelect from llumina T 0,52 0,36-0,75 0,0005 (50)

rs7001277 EEUU 98 69 iSelect from llumina A 0,53 0,37-0,76 0,0006 (50)

rs3116136 EEUU 98 69 iSelect from llumina c 1,42 1,04-1,94 0,028 (50)

rs6990223 EEUU 98 69 iselect from llumina T 2,72 1,02-7,27 0,047 (50)

248 TERF2 ND 9 EEUU 98 69 iselect from llumina ND ND ND ND (50)
249 TERF2IP ND 9 EEUU 98 69 iselect from llumina ND ND ND ND (50)
250 TERT rs4073918 16 EEUU 98 69 iselect from llumina c 1,51 1,11-2,07 0,01 (50)
251 TGFA rs559567 45 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 0,51 0,27-0,94 0,03 (35)
Int7G24A 2 China 168 168 PCR-RFLP AA 2,89 1,46-4,92 0,001 (129)

rs10819639 18 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,13 (35)

252 TGFBR1 rs11466445 2 China 168 168 PCR+ABI Sequencer 6A/6A 4,59 2,33-7,97 0,0018 (129)
rs1800469 ) China 202 216 ND ND ND ND ND (46)

rs1800470 China 202 216 ND ND 2,28 1,30-3,98 p<0,001 (46)

253 TINF2 rs2748516 14 EEUU 98 69 iSelect from llumina A 2,01 1,18-3,41 0,01 (50)
308G>A 1 Brazil 80 160 PCR-RFLP ND ND ND ND (121)

254 TNF-alpha rs1800629 ) Spain 126 222 PCR-DGGE A 0,94 0,48-1,83 0,85 (130)
rs361525 Spain 126 222 PCR-DGGE A 0,18 0,042-0,8 0,012 (130)

255 TNF-beta 252A>G 1 Brazil 80 160 PCR-RFLP ND ND ND ND (121)
rs4941129 EEUU 9 1426 iSelect from llumina C 0,62 0,43-0,88 0,008 (35)

256 TNFRSFL1A 152981006 0 EEUU 9 1426 iSelect from llumina G 0,637904 0,44-0,92 0,01 (35)
rs884205 EEUU 926 1426 iSelect from llumina A 0,671758 0,46-0,97 0,04 (35)

157239261 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A 1,342512 1,00-1,79 0,05 (35)

76




Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia
157556676 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina G 1,41 1,05-1,89 0,02 (35)
rs3806597 EEUU 9 1426 iSelect from llumina 1,40 1,04-1,87 0,03 (35)
rs871514 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina C 1,40 1,04-1,87 0,03 (35)
rs10179091 EEUU 9 1426 iSelect from Ilumina c 1,39 1,04-1,86 0,03 (35)
rs4294999 EEUU 9 1426 iSelect from llumina G 1,39 1,04-1,87 0,03 (35)
267 UGTIAS rs3755319 12 EEUU 9 1426 iSelect from llumina C 1,38 1,02-1,85 0,03 (35)
rs4663963 EEUU 9% 1426 iselect from llumina G 1,37 1,02-1,84 0,04 (35)
rs17862866 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 1,37 1,02-1,84 0,04 (35)
rs2741042 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,36 1,01-1,84 0,04 (35)
rs17863803 EEUU 9% 1426 iselect from llumina G ND ND 0,04 (35)
rs4663969 EEUU % 1426 iselect from llumina A 1,35 1,00-1,81 0,05 (35)
rs2741048 EEUU 9% 1426 iselect from llumina c 0,72 0,52-1,00 0,05 (35)
268 UNG rs34260 15 EEUU % 1426 iselect from llumina ND ND ND 0,27 (35)
Fokl Spain 72 143 PCR-RFLP Ff ND ND 0,05 (49)
269 VDR Apal 3 Spain 72 143 PCR-RFLP NA NA ND NS (49)
Taql Spain 72 143 PCR-RFLP NA NA ND NS (49)
634G>C China 330 342 PCR-RFLP C 1,05 0,84-1,30 ND (131)
270 VEGF 936C>T 3 China 330 342 PCR-RFLP 1,31 1,02-1,68 ND (131)
1612G>A China 330 342 PCR-RFLP A 0,96 0,78-1,19 ND (131)
271 VEGFA rs833061 26 EEUU 96 1426 iSelect from llumina 1,37 1,01-1,85 0,05 (35)
272 WRN ND 28 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
rs13278463 25 EEUU 9 1426 iSelect from llumina NA NA NA 0,0813 (35)
273 XAB2 rs4804756 14 EEUU 96 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,19 (35)
274 XPA rs10817938 14 EEUU 96 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,08 (35)
275 XPC rs3731143 37 EEUU 96 1426 iSelect from Ilumina ND ND ND 0,05 (35)
276 XPD rs13181 ) Italy 130 250 TagMan ND ND ND 0,11 (117)
277 XPG rs17655 Italy 130 250 TagMan ND ND ND ND (117)
278 XRCCL rs2023614 20 EEUU 9% 1426 iselect from llumina ND ND ND 0,11 (35)
279 XRCC2 rs13232006 15 EEUU 9% 1426 iselect from llumina ND ND ND 0,27 (35)
rs861539 2 Slovenia 79 373 KASPAR assay CT+TT 0,54 0,30-0,99 0,05 (52)
280 XRCC3 rs3212092 21 EEUU 96 1426 iSelect from llumina A ND ND 0,01 (35)
rs1799794 2 Slovenia 79 373 KASPAR assay AG+GG 1,53 0,83-2,80 0,175 (52)
281 XRCC4 rs2619778 62 EEUU 96 1426 iSelect from llumina ND ND ND 0,06 (35)

77




Tabla anexa 1. Polimorfismos analizados en estudios de asociacién de genes candidato de la susceptibilidad del OS (continua).

N Genes SNP N SNPs estudiados Origen N casos N controles Metodo Alelo/Genotipo OR 1C95% P valor Referencia

rs16855552 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 2,1 1,32-3,27 0,002 (35)

rs2241320 EEUU 96 1426 iSelect from llumina G 2,1 1,31-3,25 0,002 (35)

282 XRCCS rs828918 48 EEUU 9 1426 iSelect from llumina G 1,8 1,17-2,79 0,007 (35)
rs207876 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 14 1,06-1,92 0,02 (35)

rs16855489 EEUU 96 1426 iSelect from llumina T 1,4 1,05-1,89 0,022 (35)

283 XRCCE ND 15 EEUU 98 69 iSelect from llumina ND ND ND ND (50)
rs132767 8 EEUU 96 1426 iSelect from llumina GT 0,63 0,40-0,99 0,05 (35)
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

El OS es el tumor 6seo mas comun en jévenes. Su inicio en edades tempranas apunta a
gue en su origen, existe un importante componente genético. Diversos estudios han sugerido
que la susceptibilidad a desarrollar OS podria ser debido a pequefias variantes comunes de

baja penetrancia; sin embargo, todavia no han sido establecidas.

La mayoria de los estudios realizados hasta el momento, se han centrado en la
busqueda de variantes genéticas en regiones codificantes. De todos los estudios tan solo los
SNPs rs2279744 y rs1690916 en MDMZ2 y rs231775 en CTLA4 muestran resultados que

sugieren la posible asociacion con la enfermedad.

Recientemente se ha demostrado la implicacidn de las regiones no codificantes en el
origen y evolucién de distintos canceres. Los ncRNAs mas estudiados son los miRNAs que ya se
han descrito desregulados en OS. Ademas, ya se han asociado variantes genéticas que alteran

la expresion de miRNAs con el origen y evolucidn de distintos canceres.

Por lo tanto, nos planteamos que la susceptibilidad del OS podria ser debida, en parte, a
variantes genéticas comunes como las encontradas en los genes MDM2 y CTLA4 y/o a

variantes en genes que afecten a la funcidn de los miRNAs.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de este estudio fue la identificacion de nuevos marcadores

genéticos de riesgo en OS juvenil.

Para ello, nos marcamos los siguientes objetivos especificos:

1. Validar los marcadores genéticos de susceptibilidad del OS propuestos en la

literatura.

1.

Comprobar la asociacién de los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 en el
gen MDM_2 y el riesgo de OS mediante un estudio caso-control en dos nuevas
poblaciones, revision sistematica y MA.

Comprobar la asociacién del polimorfismo rs231775 en el gen CTLA4 vy el
riesgo de OS, en un estudio caso control en nuestra poblacidn, revision

sistematica y MA.

2. Identificar los miRNAs cuya desregulacion esta asociada con la susceptibilidad a

desarrollar OS.

1. Seleccidn de miRNAs desregulados mediante la revisién sistematica de la

literatura.

3. Determinar las variantes genéticas en genes relacionados con los miRNAs

asociadas con la susceptibilidad a desarrollar OS.

1.

Determinar la asociacién de variantes genéticas en genes de procesamiento de
miRNAs con la susceptibilidad del OS y su posible efecto funcional.
Definir la asociacion de variantes genéticas en pre-miRNAs con la

susceptibilidad del OS y su posible efecto funcional.
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MATERIALES Y METODOS
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1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio incluyé un total de 1076 individuos: 176 pacientes con OS y
900 controles. Las muestras de pacientes con OS se obtuvieron de 4 hospitales de referencia
en Espaia (Clinica Universitaria de Navarra, Pamplona; Hospital La Paz, Madrid; y Hospital
Universitario Donostia, San Sebastian) y de la Unidad de Oncologia Pediatrica del Hospital
“University Children’s” de Liubliana, Eslovenia. Todos los casos fueron diagnosticados por
expertos patdlogos y oncdlogos entre los afios 1985 y 2013. El grupo control estuvo
compuesto por individuos donantes sanos sin parentesco entre ellos procedentes de la

coleccion C.0001171 registrada en el Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII).

Se obtuvo el correspondiente consentimiento informado y en los casos de los
donantes menores de edad, el consentimiento fue autorizado y firmado por sus padres. Las
muestras fueron codificadas y tratadas de acuerdo con la Declaracién de Helsinki. El estudio
fue aprobado por los comités de ética locales (105/2009 y 67/02/12). De cada individuo se
recogieron los datos de edad y sexo. Las caracteristicas demograficas de la poblacién se

detallan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Distribucion de la poblacién de estudio en cuanto a edad, sexo, origen y estudio.

Total Controles Casos
Numero de participantes 1076 900 176
en el estudio
Edad (media, sd) 46,63(18,48) 51,83(14,29) 18,94(12,59)
Rango de edad cubierto 3-93 18-93 3-69
Sexo n % n % n %
Masculino 540 50,18 447 49,66 93 52,84
Femenino 435 40,43 365 40,55 70 39,77
Desconocido 101 9,38 88 9,77 13 7,39
Numero individuos/ n % n % n %
Centro
Universidad del Pais Vasco 712 66,17 712 79,11
(UPV/EHU)
Clinica Universitaria de 104 9,66 104 59,42
Navarra
Hospital La Paz, Madrid 9 0,84 9 45,71
Hospital Universitario de 4 0,37 4 22,85
Donostia
University Children’s 247 22,95 188 20,88 59 33,71
Hospital de Liubliana
Nuamero individuos/Estudio
Anilisis asociacion 432 259 173
polimorfismos en gen
MDM2
Anilisis asociacion 233 125 108
polimorfismos en gen
CTLA4
Andlisis asociacion genes 514 411 103
de procesamiento miRNAs
Andlisis asociaciéon miRNAs 352 256 96

Sd= desviacion estandar
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2. SNPS PREVIAMENTE ASOCIADOS A LA SUSCEPTIBILIDAD DEL OS

2.1 BUSQUEDA DE GENES ASOCIADOS A LA SUSCEPTIBILIDAD DEL OS

Para la busqueda de los SNPs asociados al riesgo a desarrollar OS se realizé una busqueda
en la base de datos de Pubmed introduciendo los términos (polymorphisms OR “genetic
variant” AND osteosarcoma OR “bone tumor”) hasta el 21 de noviembre de 2013. Para la
validacidn se seleccionaron el rs1690916 y el rs2279744 para el gen MDM2 y el rs231775 en el
gen CTLA4 debido a que fueron los SNPs asociados con el riesgo a desarrollar OS al menos en

dos estudios.

2.2 GENOTIPADO DEL SNP rs1690916 EN EL GEN MDM2 MEDIANTE ARMS-PCR

Se utilizé la técnica Amplification Refractory Mutation System-Polymerase chain
reaction o amplificaciodn por PCR de alelos (ARMS-PCR), la cual permite detectar cualquier
variacién genética que impligue cambios de una sola base o pequefias deleciones.
Fundamentalmente, se basa en la amplificacién de la regién donde se sitla el polimorfismo
mediante el uso de dos parejas de cebadores, que permiten diferenciar cada uno de los alelos.

La técnica se esquematiza en la figura 12.
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Cebador 5’- 3’ Disparejo A
—n J

Alelo G - 3
3 C 5
C-omm
Cebador alelo especifico
Cebador alelo especifico
—t- A
5 A o
Alelo A
2 5'
g
Disparejo C Cebador 3’-5°
Producto de PCR: PCR l
No-alelo especifico
G
G alelo-especifico
C
A alelo-especifico A
1)
Electroforesis
G/G G/A A/A
Homocigoto Heterocigoto Homocigoto
No-alelo especifico 366 pb
G alelo-especifico 247 pb
A alelo-especifico 169 pb

Figura 12. Esquema de ARMS-PCR para el polimorfismo rs1690916 (elaboracion propia).

Los cebadores estdn disefiados de manera que se solapan en la ubicacién del
polimorfismo rs1690916, pero cada pareja solo se une perfectamente a uno de los alelos. Cada
una de las parejas tiene un cebador en sentido 5°- 3" (Forward o F) y otro en sentido 3'- 5’
(Reverse o R). Ademas, los dos pares de cebadores estan disefiados con el objetivo de que sus
productos de PCR sean de una longitud significativamente diferente. De modo que el producto
del amplificado consta de una banda no-alelo especifica y la banda alelo-especifica
correspondiente al alelo del polimorfismo. Las secuencias de los cebadores se especifican en la

Tabla 6.
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Tabla 6. Secuencia de los cebadores utilizados para el genotipado del SNP rs1690916 mediante ARMS-PCR.

Nombre Secuencia (5°-3°) T2 de Tamaiio
anillamiento (pb)
MDM2_rs16_F1 CCCCTAAGTTGAAAAACAACTCTAAG 60°C
247bp
MDM2_rs16_R1 TGCTGACCCTGTCATTCTTG 60°C
MDM2_rs16_F2 CCACCATTTACCCGTAAGACA 60°C 169bp
MDM2_rs16_R2 GGCCAAGAAGGTACTTTAAAGTGTT 602C

En el caso de los individuos homocigotos para el alelo G se obtuvieron 2 bandas de 247
y 366 pb (calle 2, Figura 13), los individuos homocigotos para el alelo A generaron 2 bandas de
169 y 366 pb (calle 4, Figura 13) y los heterocigotos obtuvieron 3 bandas de 169, 247 y 366 pb
(calle 3, Figura 13).

La electroforesis se realiz6 en geles de agarosa al 2% en tampdn TBE 1X, tefiidos con
SYBR Safe durante 30 minutos a voltaje constante de 90V. Por cada muestra se mezclaron 6 pl
de amplificado y 4 pl de solucidn de carga, junto al marcador molecular Hyperladder 1V (100-
1000 pb). Los resultados fueron visualizados bajo luz ultravioleta con el equipo de

documentacién ChemiDoc XRS de BioRad.

400
300

200

100

Figura 13. Gel de agarosa mostrando los resultados del
genotipado de rs1690916.
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2.3 GENOTIPADO DEL SNP rs2279744 EN MDM2 MEDIANTE PCR-RFLP

La técnica polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) esta basada en el uso de enzimas de restriccién que reconocen dianas especificas. Tras
amplificar por PCR el fragmento del ADN en el que se sitla el polimorfismo, éste se digiere con
una enzima de restriccién concreta que cortara en funcién del alelo. De ese modo, se formaran
fragmentos de diferentes longitudes, que permitiran determinar el genotipo mediante

electroforesis. La técnica se esquematiza en la figura 14.

Cebador5’-3°

5 ——————————————seee 5 eeeeee—— 3
alelo G . .

3 c —_—5

5 e T eeeee—— 3
Alelo T 3 A 5

l Cebador3™-5°

Producto de PCR: PCR

ﬂﬁ
Alelo G dc E—

T
Alelo T A
Digestidn l 5... CMGCKG. =)
MspA1l 3. GKCGMC.. . &
Alelo G
_G
Se———
T
Alzlo T A
Electroforesis
G/G G/T T
Homocigoto  Homeocigoto Homocigoto
T alelo-especifico — m— 733 bp
G alel ifi
alelo-especifico 187 bp

Figura 14. Esquema de la PCR-RFLP para el polimorfismo rs2279744. La banda que
determina el alelo T en la figura es de 233 pb. La banda que determina el alelo G en la
figura es de 187 pb. En la figura no se han mostrado las bandas inferiores a 100 pb.
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Tras comprobar la correcta amplificaciéon de la PCR en geles de agarosa al 2% (264pb),
digerimos los fragmentos amplificados con la enzima de restriccion MspAll a 372C durante
toda la noche. Esta enzima reconoce de forma especifica la secuencia 5°-C(A/C)G’C(G/T)G-
3’donde se sitia el polimorfismo rs2279744 en quinta posicion (Tabla 7). Los individuos
homocigotos para el alelo G dieron lugar a tres fragmentos de 31 pb, 46 pb y 187 pb; las
muestras heterocigotas generaron 4 fragmentos: 31 pb, 46 pb, 187 pb y 233 pb y los

homocigotos para el alelo T generaron 2 fragmentos de 31 pb y 233 pb.

Tabla 7. Secuencia de los cebadores utilizados para el genotipado del SNP rs2279744
mediante RFLP.

Nombre Secuencia (5°-3°) T? de Tamaiio
anillamiento (pb)
MDM2_rs22_F CGGGAGTTCAGGGTAAAGG 602C
264 pb
MDM2_rs22_ R CTGGGAAAATGCATGGTTTAA 602C

El enzima de restriccidn se eligié utilizando el software NEBcutter v2.0 de New England
Biolabs (http://tools.neb.com/NEBcutter2/). Las electroforesis de ambos procesos (de la PCRy
de la digestidn de los fragmentos) se realizaron en geles de agarosa al 2%. La representacion

de las bandas en un gel se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Gel de agarosa mostrando los resultados del
genotipado de rs2279744.

2.4 META-ANALISIS DE LOS SNPS rs1690916 y rs2279744 DEL GEN MDM2

Estrategia de busqueda

Se realizé una busqueda informatizada para identificar las publicaciones que
estudiaban la asociacién entre los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 (también conocido
como T309G) del gen MDM_2 y el riesgo de padecer OS. Para ello, se utilizaron las bases de
datos Pubmed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) y Scopus (www.scopus.com). Con el fin de
identificar todos los estudios realizados hasta el momento, se fijaron los siguientes criterios de
busqueda:

1. ("bone tumor" or osteosarcoma) and (polymorphism or SNP)

2.rs1690916 or rs2279744 or T309G

3. (MDM_2 or "murine double minute 2") and ("bone tumor" or osteosarcoma)

En la busqueda se incluyeron todos los registros publicados hasta el 24 de febrero del 2014.

Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusidon que se tuvieron en cuenta fueron los siguientes:

a) Estudios de asociacién independientes.
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b) Estudios que analizaran los polimorfismos rs1690916 vy/o rs2279744 vy
susceptibilidad a OS.

A continuacidn se eliminaron todos los articulos duplicados y se hizo una primera fase de

seleccidn. Los criterios de exclusion se aplicaron en el siguiente orden:

a) Otro tipo de publicacién: En esta categoria se clasificaron todas aquellas publicaciones

que no fueran articulos: Revisiones, cartas al editor, MA, etc.

b) Otra enfermedad: Articulos que estudiaban otras enfermedades.

c) Estudio no en humanos: Estudios realizados en otro tipo de organismos.
d) No publicado en inglés

e) Otra regidn gendmica: En esta categoria fueron incluidos los estudios que analizaban

otros genes, genomas (ADN mitocondrial) u otras regiones cromosdmicas.

f) No estudio de polimorfismos: Estudios de expresion, metilacidon, diferenciacion,
caracterizacion bioquimica o morfolégica, ligamiento o estudios funcionales, de clonacién,

interaccion génica, etc.

g) Otra variante: Los articulos que estudiaban otros polimorfismos, otras mutaciones, CNV,

LOH, microsatélites o alteraciones del ADN fueron incluidos en esta categoria.

h) No estudia susceptibilidad: Los estudios de farmacogenética, respuesta a farmacos,

prondstico, supervivencia, toxicidad, etc. conforman esta categoria.
i) Anterior a 1990.

La primera fase de seleccién se basd Unicamente en el resumen de las publicaciones.
Aquellos articulos sin resumen disponible pasaron directamente a una segunda fase de
seleccidn. Esta fase posterior se basd en una lectura del texto completo del articulo. En esta
ocasion se utilizaron los mismos criterios de exclusion, afadiendo dos mas: (1) Menos de 10
muestras y (2) Articulos sin texto completo. De esta forma se obtuvo el nimero final de
articulos que se incluyeron en el estudio. En estos articulos se revisaron ademas las referencias

citadas, para identificar articulos adicionales no indexados en las bases de datos habituales.
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La busqueda y seleccién de articulos fue realizada por dos investigadores de modo
independiente y los desacuerdos se solventaron por consenso. Todo el proceso seguido en la
revisién sistematica ha sido representado graficamente en un flow chart (seccion de
resultados), en el que se especifica el total de articulos incluidos y el nimero de publicaciones

excluidas por cada criterio.

Extraccion de datos

De cada articulo seleccionado se recopild el ano de la publicacién, los nombres de los
autores, la etnia de la poblacién utilizada, el nimero de pacientes y controles y las frecuencias
genotipicas de los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 del gen MDM?2. En aquellos casos en
los que la informacién genotipica no estaba disponible, se solicitd la informacidn directamente

a los autores.

Con el fin de determinar si los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 del gen MDM?2
influian en el riesgo de OS, se llevd a cabo un meta-analisis, incluyendo los datos brutos de los
articulos obtenidos en la revisidon sistematica, y los datos brutos de las dos poblaciones

estudiadas en este trabajo (ver apartados 2.2 y 2.3).

Anadlisis de la calidad de los estudios

La calidad de los estudios incluidos fue evaluada por dos investigadores
independientes. Cada estudio se puntué de acuerdo a una “escala para la evaluacién de la
calidad metodoldgica” (Tabla 8), que fue modificada de anteriores MA (132, 133). En la escala
se incluyeron 5 secciones: representatividad de los casos, procedencia de la muestra control,
tamafio de muestra, control de calidad del método de genotipado y EHW; que fueron
cuidadosamente revisadas. La puntuacién oscilé entre 0 y 10. Puntuaciones superiores a 5 se

consideraron aceptables.
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Tabla 8. Escala para la evaluacién de la calidad metodoldgica de los estudios.

Criterio Puntuacion

1. Representatividad de casos

OS diagnosticado de acuerdo a criterios reconocidos 2

Criterio de diagndstico mencionado pero no especificamente descrito 1

No descrito 0
2. Procedencia de la muestra control

Poblacional 3

Controles de hospital sin OS 2

Voluntarios sanos sin descripciéon completa 1

Controles sin OS con enfermedades relacionadas 0,5

No descrito 0
3. Tamaiio de muestra

>100 2

25-100 1

<25 0
4. Control de calidad del método de genotipado

Repeticidn de parte/todas las muestras con un método diferente 2

Repeticién de parte/todas las muestras con el mismo método 1

No descrito 0
5. Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

Equilibrio de Hardy-Weinberg en poblaciéon control 1

Desequilibrio de Hardy-Weinberg en poblacién control 0

Meta-andlisis

Se evalud la asociacién de los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 con el riesgo a
desarrollar OS mediante el modelo alélico, codominante, dominante y recesivo. Se
combinaron los datos de los genotipos de cada estudio para analizar la asociacion con la
susceptibilidad, obteniendo el estimador global del riesgo mediante OR y 95%IC calculado
mediante el método de Mantel-Haenszel con el modelo de efectos aleatorios (134). El modelo
de efectos aleatorios asume que la variacidon entre estudios se debe al azar y al efecto
individual de cada estudio. Los datos se procesaron utilizando la libreria meta del software R
(Version de R 3.0.3, the R Foundation for Statistical Computing). El resultado del MA se
representé graficamente en un forest plot. Esta figura representa en un solo eje los valores del

OR y 95%IC de cada estudio, el tamaio de muestra y el estimador global del MA.

Andlisis de heterogeneidad

La heterogeneidad en el MA fue evaluada con el estadistico I°, que cuantifica la
variabilidad entre los estudios, proporcionando un valor del grado de inconsistencia de los
resultados obtenidos. Este estadistico es independiente del nimero de estudios incluidos en el
MA. Tiene un valor entre 0 y 100 % y describe el porcentaje de variaciéon total entre los

estudios que es debida a la heterogeneidad que hay entre ellos mas que al azar. Un valor de I?
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alto denota un grado elevado de heterogeneidad. Habitualmente se considera que el valor I?
de 0-25 %, no hay heterogeneidad, 25-50 % heterogeneidad moderada, 50-75 % gran
heterogeneidad y 75-100 % heterogeneidad alta. En los casos de heterogeneidad alta en el
MA, se realizd un andlisis de influencias para saber qué estudio era el causante de dicha
heterogeneidad. El analisis de influencias consiste en una estimacion del propio MA, omitiendo

un estudio cada vez que se vuelve a recalcular el MA.

Andlisis del sesgo de publicacion

El sesgo de publicacidn, es decir, la publicacion selectiva de estudios en base a sus
hallazgos, representa un riesgo para la validez de cualquier MA. Independientemente de la
calidad de los estudios, es menos probable que se publiquen estudios con resultados no
concluyentes o negativos (135, 136), por lo que su exclusion puede sesgar los resultados de la
revision sistematica. Es el llamado sesgo de publicacién, que da lugar a que es mds probable
gue en la revisidén sistematica que excluye estudios no publicados sobrestimen la relacién

entre la exposicion y el evento de interés (137).

El andlisis del sesgo de publicacion de la literatura empleada en el meta-analisis se
analizd mediante el test de Egger (138) y se representé en el “funnel plot” de Begg que

contrastan la hipdtesis nula de ausencia de sesgo de publicacion.

2.5 GENOTIPADO DEL SNP rs231775 EN CTLA4

El SNP rs231775 situado en el gen CTLA4, se genotipd mediante PCR-RFLP con la

enzima de restriccidon BstEll. Las secuencias de cebadores se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Secuencia de los cebadores utilizados para el genotipado del SNP rs231775
mediante RFLP.

Nombre Secuencia (5°-3°) T2 de Tamaiio
anillamiento (pb)
CTLA4 rs23_F AAGGCTCAGCTGAACCTGGC 60°C
153 pb
CTLA4 rs23 R CTGCTGAAACAAATGAAACCC 602C

2.6 META-ANALISIS DEL SNP rs231775 DEL GEN CTLA4

Con el fin de determinar si el polimorfismo rs231775 del gen CTLA4 estaba asociado
con el riesgo de OS, se llevé a cabo una busqueda sistemdtica y un MA, siguiendo la misma
estrategia metodoldgica que la realizada para MDMZ2 (apartado 2.4), salvo con algunas

excepciones.
En este caso, los criterios de busqueda fueron los siguientes:

1. ("bone tumor" or osteosarcoma) and (polymorphism or SNP)
2.rs231775 OR +49G>A
3. (CTLA4 or "cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4") and ("bone tumor" or

osteosarcoma)

En la busqueda se incluyeron todos los registros publicados hasta el 25 de marzo del

2014.

Todos los articulos obtenidos en la revisidon sistematica, ademas de los resultados

obtenidos en poblacidn espaiola, fueron incluidos en el MA.

La asociacién entre el polimorfismo rs231775 y OS se evalué mediante la comparacion

de los genotipos AA vs GG+GA y el modelo alélico (A vs G).
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3. SNPS EN GENES RELACIONADOS CON LOS MIRNAS

El segundo objetivo de esta tesis fue determinar los miRNAs desregulados en relacion

a la susceptibilidad a desarrollar OS.

3.1 BUSQUEDA DE MIRNAS DESREGULADOS EN LA SUSCEPTIBILIDAD DEL
OSTEOSARCOMA

Estrategia de busqueda

Se realizé6 una busqueda informatizada para identificar las publicaciones que
estudiaban la asociacién entre la desregulacion de los miRNAs y la susceptibilidad del OS. Para
ello, se utilizé la base de datos Pubmed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Con el fin de
identificar todos los estudios realizados hasta el momento, se fijé el algoritmo de busqueda
((“mir” OR “miRNA”) AND osteosarcoma). En la busqueda se incluyeron todos los registros

publicados hasta el 12 de septiembre del 2014.

Criterios de inclusion y exclusion

Esta busqueda tenia como objetivo localizar articulos en los que se estudiara las
diferencias de expresion de miRNAs en tejido d6seo no afectado de individuos con OS

pediatrico frente a tejido 6seo de individuos sanos.
Los criterios de exclusion se aplicaron en el siguiente orden:
a) Articulo sobre base de datos.
b) Otra enfermedad: Articulos que estudiaban otras enfermedades.
¢) Estudio no en humanos: Estudios realizados en otro tipo de organismos.
d) Articulos centrados en la busqueda de dianas de miRNAs.
e) Otro tipo de publicacion: En esta categoria se clasificaron todas aquellas publicaciones

gue no fueran articulos: Revisiones, cartas al editor, MA, etc.
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f) Otra regidon gendmica: En esta categoria fueron incluidos los estudios que analizaban

otros genes o RNAs no codificantes.
g) Estudio de comportamiento de los miRNAs tras administrar el fdrmaco.

h) No estudia susceptibilidad: Los estudios de farmacogenética, respuesta a farmacos,

prondstico, supervivencia, toxicidad, etc. conforman esta categoria.

Aquellos articulos sin resumen disponible pasaron directamente a una segunda fase de
seleccion. Esta fase posterior se basé en una lectura del texto completo del articulo. En esta
ocasion se utilizaron los mismos criterios de exclusién, afadiendo dos mas: (1) OS no
pediatrico o juvenil (> 34 afos) y (2) Articulos sin texto completo. En estos articulos se
revisaron ademas las referencias citadas, para identificar articulos adicionales no indexados en

las bases de datos habituales.

La busqueda y seleccién de articulos fue realizada por dos investigadores de modo
independiente y los desacuerdos se solventaron por consenso. Todo el proceso seguido en la
revisidn sistematica ha sido representado graficamente en un flow chart (seccion de
resultados), en el que se especifica el total de articulos incluidos y el nimero de publicaciones

excluidas por cada criterio.

No se encontré ningun trabajo que analizara diferencias de expresion de miRNAs

comparando tejido éseo sano de paciente con OS y tejido éseo de individuo sano.

3.2. ESTUDIO DE SNPS EN GENES DE PROCESAMIENTO DE MIRNAS

3.2.1 SELECCION DE GENES DE PROCESAMIENTO DE MIRNAS Y SNPS

Tras revision bibliografica utilizando los términos “microRNA-machinery genes” OR
“microRNA Biosynthesis Pathways” en Pubmed (hasta marzo 2011) y la base de datos
Patrocles, se seleccionaron los genes implicados en el procesamiento de los miRNAS; un total

de 21 genes (72, 139) (Tabla 10).
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Tabla 10. Genes implicados en la biogénesis y procesamiento de miRNAs.

GENES DEL PROCESAMIENTO DE MIRNAS

COMPLEJO RISC COMPLEJO GENIM GENIM3
GENIMA4
GENIM5
AGO EIF2C1
EIF2C2
HIWI
COMPLEJO CCR-NOT CNOT1
CNOT2
CNOT3
CNOT4
CNOT5
CNOT6
GW182 TNRC6A
TNRC6B
SND1 SND1
DROSHA/DGR8 DGCR8 DGCRS8
DROSHA DROSHA
COMPLEJO DICER XPO5 XPO5
RAN RAN
DICER DICER
TRBP TRBP

En estos 21 genes, se seleccionaron un total de 72 SNPs siguiendo los siguientes
criterios (a) tagSNPs con r*>0,8, con el objetivo de captar toda la variabilidad genética de los
genes seleccionados. Para ello se utilizd la base de datos del proyecto Internacional HapMap
(version #24; http://www.hapmap.org) y el software Haploview va.2
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) (Broad Institute, Cambridge, USA), SNPs con
posible efecto funcional, considerando aquellos que provocaban cambios de aa, splicing

alternativo, aquellos localizados en la region promotora en lugares de unidn de factores de
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transcripcién, o que creaban/eliminaban dianas de miRNAs. Para ello se emplearon las bases
de datos, F-SNP (http://compbio.cs.queensu.ca/F-SNP/) (Queen’sUniversity, Kingston,
Canada), Fast-SNP (http://fastsnp.ibms.sinica.edu.tw) (Academia Sinica, Taipei, Taiwan) y
Patrocles. Adicionalmente, se seleccionaron SNPs que habian sido previamente asociados con

el riesgo de cancer en la literatura.

Se seleccionaron los SNPs que tenian una frecuencia del alelo menor (MAF) mayor del

5% (MAF>0,05) en poblaciones europeas y caucasicas (tabla 11 y tabla anexa 10).

Tabla 11. Seleccion de polimorfismos en genes de procesamiento de miRNAs.

Gen SNP

CNOT1 rs11644694, rs11866002, rs37060

CNOT2 rs10506586

CNOT3 rs42318

CNOT4 rs1003226, rs3763425, rs3812265

CNOT6 rs11738060, rs6877400

DGCR8 rs1640299, rs35987994, rs3757 rs417309, rs9606248

DICER1 rs1057035, rs1209904, rs13078, rs3742330

DROSHA rs10035440, rs10719, rs17408716, rs2287584, rs3792830, rs3805500, rs4867329,
rs493760, rs55656741, rs639174, rs6877842, rs6884823, rs7735863

EIF2C1 rs595961, rs636832

EIF2C2 rs2292778, rs2293939, rs4961280

GEMIN3 rs197388, rs197412, rs197414, rs563002

GEMIN4 rs1062923, rs2740348, rs34610323, rs3744741, rs7813, rs910924

GEMIN5 rs1974777, rs6865950, rs816736

PIWIL1 rs1106042

RAN rs11061209, rs14035

SMAD5 rs3764941, rs3764942

SND1 rs17151639, rs17676986, rs322825, rs3823994

TNRC6A rs6497759

TNRC6B rs139919, rs2413621, rs470113, rs4821943, rs9611280

TARBP2P rs784567

XPO5 rs1106841, rs2227301, rs2257082, rs34324334, rs7755135

3.2.2 GENOTIPADO DE SNPs EN GENES DE PROCESAMIENTO DE MIRNAS

El genotipado de SNPs en genes de procesamiento de miRNAs se llevd a cabo en los
Servicios Generales de Investigacion (SGIKER) de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU)
mediante la tecnologia Tagman Open Array (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones

del fabricante.
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La plataforma de genotipado Tagman Open Array contiene ensayos Tagman de
genotipado de SNPs en un formato de array de 3072 nanoporos. En cada nanoporo se colocan

las sondas de un Unico SNP (cada reaccion es independiente).

Las sondas TagMan permiten medir la produccidon de productos de PCR mediante un
sistema de sondas marcadas mediante dos fluorocromos: un fluoréforo en su extremo 5'
(denominado en inglés «reporter») y una molécula en el 3' que bloquea la emisidon de
fluorescencia (denominada en inglés «quencher»). Esta sonda marcada hibrida
especificamente en la parte central del producto de PCR a obtener. De este modo, cuando se
efectia la PCR (con la sonda mas el par de cebadores especificos), la sonda hibrida con el
amplicén, pero debido a la cercania del fluoréforo al quencher, no se emite fluorescencia.
Cuando la polimerasa se topa con la sonda, la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-
3', lo cual provoca la separacion del quencher del fluoréforo y, por tanto, la emision de
fluorescencia. La fluorescencia estara, por tanto, relacionada con la cantidad de amplicén

producido (Figura 16).

La fluorescencia se detectd utilizando “Real Time ABI PRISM 7900 sequence detector”.
Para cada SNP, cada genotipo tuvo una fluorescencia especifica: verde en el caso de
homocigosidad del alelo 1 (fluoréforo VIC en extremo 5’), azul en el caso de homocigosidad del

alelo 2 (fluoréforo FAM en extremo 5’) y amarillo en el caso de heterocigosidad (Figura 16).
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Figura 16. Representacion del genotipado de polimorfismos mediante sondas TagMan (140).

Los resultados se analizaron mediante el software “Tagman Genotyper” que permite el
analisis de clusters y calling (Figura 17). El clustering es el proceso de agrupacién de muestras
en base a la sefial de fluorescencia. El calling es el proceso de asignacidén de genotipo a cada

muestra.
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Figura 17. Representacidn del andlisis de “cluster” y “calling” con el software TagmanGnotyper.
Los individuos AA estan marcados en rojo, AG en verde, GG en azul, los individuos cuyo
genotipado fallido en amarillo y los blancos se representan mediante cuadros azul claro.

Como control de genotipado, se analizaron 10 muestras por duplicado. Los SNPs que
mostraron errores de transmision alélica mendeliana o que mostraron genotipos discordantes

se excluyeron del andlisis.

3.3 SNPS EN MIRNAS

3.3.1 SELECCION DE GENES DE MIRNAS Y MIR-SNPS

Debido a que no se han estudiados los miRNAs desregulados en la susceptibilidad a

desarrollar OS infantil y teniendo en cuenta que:

1. Los SNPs localizados en la regidn seed del pre-miRNA pueden desestabilizar la

interaccion miRNA-mRNA o incluso cambiar las dianas del miRNA.

2. Los SNPs localizados en los pre-miRNAs pueden influir en su procesamiento y/o

seleccidn de dianas (interacciones miRNA-mRNA) (141).
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3. Los miRNAs pueden regular un gran nimero de genes que no estan completamente
definidos, por lo que cualquier miRNA podria estar implicado en la regulacidn de los genes que

afectan al riesgo de OS pediatrico.

4. El nimero de polimorfismos en mir-SNPs con una frecuencia del alelo menor (MAF)
mayor del 1% descritos en la poblacién caucasica fue abordable metodolégicamente en el

momento de la seleccidn.

Se decidi6 incluir en el estudio todos los SNPs descritos en pre-miRNAs.

Para la busqueda de los mir-SNPs se introdujeron todos los miRNAs descritos hasta el

momento (www.mirbase.org) en la base de datos miRNA SNIPER (http://www.integratomics-

time.com/miRNAs-SNIPER/). Posteriormente, se introdujeron todos los SNPs en la base de
datos dbSNP (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/snp/) para la bulsqueda de la MAF. Se
seleccionaron todos aquellos SNPs con un MAF mayor del 1% (MAF20,01) en la poblacidn

caucasica.

3.3.2 GENOTIPADO DE POLIMORFISMOS EN GENES DE PRE-MIRNAS

El genotipado de SNPs en miRNAs se realizé utilizando la tecnologia GoldenGate de
VeraCode, Illumina, en el Centro Nacional de Genotipado (CeGen-ISClll). Esta plataforma
permite un ensayo multiplex de PCR, lo que significa que es posible procesar un gran nimero
de SNPs de manera simultdnea (mas de 1536 SNPs) por lo que se minimiza el tiempo, volumen

de reactivos y requisitos materiales en el proceso.

El ensayo GoldenGate consiste en varios pasos. En primer lugar, la muestra de ADN se
marca con Biotina o Estreptavidina (250ng de ADN a 50 ng/ulL). Esta marca sirve para que,
posteriormente, se le unan los primers especificos disefiados para cada SNP. En concreto, se
disefian 3 primers: dos de ellos son especificos para cada alelo del SNP (denominados ASOs); el
tercer primer hibrida unas bases aguasabajo del locus del SNP (denominado LSO). El LSO
contiene un cédigo que identifica cada SNP. El siguiente paso es la extensién de los ASOs hacia
la LSO y posteriormente se amplifican esta region mediante PCR con primers universales. Estos
primers estan marcados con diferentes colorantes para cada ASO (Cy-3 y Cy-5). De esta
manera se puede identificar cada alelo del SNP. Estos productos se hibridan en una matriz

permitiendo el analisis de cada SNP mediante sefial fluorescente (Figura 18).

106


http://www.mirbase.org/
http://www.integratomics-time.com/miRNAs-SNIPER/
http://www.integratomics-time.com/miRNAs-SNIPER/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

¥ Oligos to Acti d DNA
- Genomic DA
Pl -
P2 — —
Allele-Specific Extension and Ligation
——{raiymerantl | ugme b ... v a— Genomic DNA
p1 /_ o . Allulu-§pe<‘-&IflL
P3  extension
P2 ~ — ligation
Assay Amplification
—
/M Amplification
ey S S
"
P
1 e PCR with
. 3 Coemman
z — Primers
Assay H ion to llumiCode Array
“ode Code Code
#5&1 #2137 #1024
Ala GIG l /T -
SMP #561 SNP 8217 SNP #1024

Figura 18. Resumen del ensayo GoldenGate.

3.3.3 ANALISIS IN SILICO DE LA PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LOS
MIRNAS

Con el objetivo de establecer los cambios provocados por los SNPs en la estructura del
pre-miRNA se realizd un andlisis in silico con la herramienta bioinformatica miRNASNP (version

2) (http://www.bioguo.org/miRNASNP/).

4. ANALISIS DE ESTADISTICOS DE LOS ESTUDIOS DE ASOCIACION

El éxito de genotipado para cada SNP se calculd con el software Haploview (v 4.2).

Antes de realizar un andlisis de asociacion se debe comprobar si se cumple el principio
de EHW en la muestra de controles para saber si este grupo es representativo de la poblacion
general desde el punto de vista genético. El principio del EHW determina qué frecuencias
deben observarse en la poblacion para cada genotipo en el caso de que no ocurran fenédmenos
distorsionadores que dieran lugar a la desviacién de los genotipos. Esta desviacién puede

deberse a errores en el método de genotipado, cosanguinidad entre individuos o a la
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existencia de fendmenos de seleccion de alelos. EI EHW en la poblacién control se evalud
mediante el test de x2 o test exacto de Fisher. Se tomé un nivel de significancia de 0,05. Solo

se incluyeron aquellos SNPs que estaban en equilibrio en la poblacién control.

El analisis de asociacidn se calculé mediante la OR y el correspondiente 95%IC de cada
genotipo respecto de la referencia para cuantificar la magnitud de la asociacién. La
comparaciéon de frecuencias genotipicas entre casos y controles se llevd a cabo mediante el
modelo de regresidn logistica utilizando 5 modelos de herencia genéticos diferentes (alélico,
codominante, dominante, recesivo y aditivo). El modelo alélico postula que uno de los alelos
provoca el riesgo, el modelo codominante postula que cada genotipo proporciona un riesgo de
la enfermedad diferente y no aditivo; el modelo dominante supone que una Unica copia del
alelo de riesgo es suficiente para modificar el riesgo; el modelo recesivo supone que son 2
copias del alelo para modificar el riesgo y el modelo aditivo supone que cada copia del alelo
modifica el riesgo en una cantidad aditiva (142). La comparacién de frecuencias alélicas entre
casos y controles se llevd a cabo mediante el test de x2. Se tomd un nivel de significancia de
0,05. Debido al gran numero de SNPs en estudio y por tanto, al gran numero de
comparaciones, es frecuente que haya falsos positivos. En consecuencia, los valores de
significancia se corrigieron mediante dos métodos (1) False Discovery Rate (FDR): se calcula
teniendo en cuenta el nimero de SNPs significativos obtenidos (2) Bonferroni: se calcula
teniendo en cuenta todos los SNPs estudiados y por ello, es un método mas conservador (143).
Los datos se procesaron utilizando la libreria SNPAssoc para el software R (Versidon de R 3.0.3,

“the R Foundation for Statistical Computing”).
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1. PROTOCOLOS DE PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de ADN se extrajeron a partir de distintos tejidos: 2-4 ml de sangre
periférica (SP) en el caso de pacientes con OS espafioles y controles; 2-4 ml de saliva en el caso

de los controles espafioles; y tejido parafinado no afectado en el caso de pacientes eslovenos.

1.1 EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA
Se siguid el método de Fenol-Cloroformo estandar (144).

1. Afadir 250ul de SP en un tubo de 1,5ml.

2. Anadir 500l de buffer de Lisis (Tris 10mM, EDTA 10mM, NaCl 0,1M, SDS 2%, DTT 40mM y
Proteinasa K 0,2mg/ml) e incubar en bafio termostatico con agitacién a 372C toda la noche 6 a
562C durante 2-3 horas.

3. Afadir 200ul de fenol-cloroformo-isoamiloalcohol en proporcion 25:24:1. Homogeneizar
invirtiendo suavemente los tubos.

4. Centrifugar durante 10 minutos a 13000 rpm. Con ayuda de una pipeta, recuperar la fase
acuosa en un tubo nuevo.

5. Precipitar el ADN afiadiendo acetato sddico 2M en proporcién 1/10, 1 ul de glucégeno (20
mg/ml) y 2 volimenes de etanol absoluto frio. Homogeneizar invirtiendo suavemente los
tubos.

6. Centrifugar durante 20 minutos a 13000 rpm. Eliminar el sobrenadante.

7. Lavar el pellet de ADN con 1 ml de etanol al 80% frio.

8. Centrifugar de nuevo durante 5 minutos a 13000 rpm.

9. Secar el pellet de ADN al aire y resuspender en 40 pl de H,0 bd estéril.

10. Almacenar a — 202C.

El ADN se conservo a una concentracidon de 50ng/ml para el genotipado.

1.2 EXTRACCION DE ADN DE TEJIDO FIJADO EN FORMOL E INCLUIDO EN PARAFINA

El ADN de muestras parafinadas se extrajo con el Mini kit QlAamp DNA de acuerdo con

las instrucciones del fabricante (Qiagen, Hilden, Alemania).
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La extraccion de ADN comienza con una fase de desparafinizacién con xileno. La

parafina se derrite en la incubacién a 56°C.

1. Poner una pequefa porcién (no mas de 25mg) de tejido embebido en parafina en 2ml de
tubo de microcentrifuga.

2. Aiadir 1200 pl de Xileno. Vortexear vigorosamente.

3. Centrifugar a velocidad maxima durante 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Eliminar sobrenadante sin eliminar pellet.

5. Aiiadir 1200 pl de etanol (96—-100%) al pellet y eliminar el xilol residual mezclando con
vortex.

6. Centrifugar a velocidad maxima 5 minutos a temperatura ambiente.

7. Eliminar el etanol evitando tocar el pellet.

8. Repetir lavado de etanol (96-100%) para eliminar el Xilol restante.

9. Incubar el tubo a 37°C durante 10—15 minutos hasta que el etanol se evapore.

10. Resuspender el pellet con 180 ul de Buffer ATL.
Posteriomente, se siguid el protocolo de purificacion de ADN

11. Aiiadir 20 pl de Proteinasa K e incubar durante toda la noche a 562C en bafio hiumedo con
agitacion.

12. Aiadir 200 pl Buffer AL a la muestra, e incubar a 70°C durante 10 min.

13. Afiadir 200 pl de etanol (96—100%) a la muestra.

14. Incluir el precipitado en la columna QlAamp Mini spin (2 ml) y centrifugar a (8000 rpm)
durante 1 minuto.

15. Afadir 500 pl Buffer AW1 y centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto. Cambiar la columna
QlAamp Mini spin a un tubo nuevo de 2 ml.

16. Aiadir 500 pl Buffer AW2 y centrifugar a14.000 rpm durante 3 min. Cambiar la columna a
un nuevo tubo de 1,5ml.

17. Afadir 200 ul de agua destilada a la columna. Incubar a temperatura ambiente durante un

1 minuto, y centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

1.3 EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SALIVA

El ADN de las muestras de individuos sanos espafioles se extrajo con el kit Orangene

DNA de DNA Genotek.

111



1. En 250 pl de saliva afiadir 470 pl de buffer de lisis (Tris 10mM, EDTA 10mM, NaCl 0,1M, SDS
2%, DTT 40mM y Proteinasa K 0,2mg/ml).

. ARadir 20 pl de DTT (1M).

. Afiadir 10 pl de Proteinasa K (10mg/ml).

. Incubar 1-3 h a 56 C (6 582C).

. Afiadir 1/25 volumen de la solucién Purifier [(500 ul de “saliva + buffer” 20 ul de Purifier)].

2

3

4

5

6. Incubar en hielo 10 minutos.
7. Centrifugar a 13000rpm durante 15 min a temperatura ambiente.

8. Recoger el sobrenadante y transferir a un tubo nuevo. Desechar el tubo con pellet.

9. Opcional: Afiadir 5 ul de Glucégeno (20mg/ml).

10. Afadir 1 volumen de etanol al 96-100% a 750 pl de sobrenadante Voltear suavemente 10
veces.

11. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos para que el ADN precipite.

12. Centrifugar 2 min a 13000 rpm.

13. Quitar sobrenadante.

14. Opcional: Lavado de etanol. Ahadir 250 pl de 70% de etanol. Incubar 1 min a temperatura
ambiente.

15. Centrifugar 13000 rpm durante 5 min.

16. Eliminar el sobrenadante (etanol) y dejar secando

17. Resuspender el pellet en 50 pl H,0 bidestilada estéril.

1.4 VALORACION DE LA CANTIDAD Y CALIDAD DEL ADN GENOMICO

La concentracién del ADN extraido se estimd espectrofotométricamente en el
Nanodrop ND1000. La relacidn obtenida entre las lecturas a 260 nm y 280 nm (0D260/0D280)
proporciond una estimacion de la pureza del ADN (valores comprendidos entre 1,8 y 2 indican

que la pureza del ADN es alta).
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2. PROTOCOLOS DE GENOTIPADO

2.1 GENOTIPADO DE rs1690916 EN EL GEN MDM2

Tabla anexa 1. Protocolo de PCR para el genotipado del SNP rs1690916 mediante ARMS-PCR.

Reactivos del MIX [stock] Concentracion final Volumen muestra ()
Agua estéril - 16,15
dNTPs (10 mM) 0,2mM 0,5
MgCl, (50 mM) 1,5 mM 0,75
Buffer (10X) 1x 2,5
Cebador F1rs16 10 uM 10pmol 1
Cebador F2 rs16 10 uM 10pmol 1
Cebador R1rs16 10 uM 10pmol 1
Cebador R2 rs16 10 pM 10pmol 1
Enzima Immolasa (5 U/pl) 05U 0,1
Totales - 24
ADN (50 ng/ul) 100 ng 1
Volumen final - 25

Tabla anexa 2. Condiciones de PCR para el genotipado del SNP rs1690916 mediante ARMS-PCR.

Temperatura Tiempo N2 Ciclos
Desnaturalizacidn inicial 95°C 10 min
Desnaturalizacion 952C 30seg
Anillamiento 602C 30 seg 35 ciclos
Extensidn 729C 30 seg
Extension final 72°C 10 min
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2.2 GENOTIPADO DE rs2279744 EN EL GEN MDM2

Tabla anexa 3. Protocolo de PCR para el genotipado del SNP rs2279744 mediante RFLP.

Reactivos del MIX [stock] Concentracion final Volumen muestra (ul)
Agua estéril - 18,15
dNTPs (10 mM) 0,2mM 0,5
MgCl, (50 mM) 1,5 mM 0,75
Buffer (10X) 1x 2,5
Cebador F rs22 10 uM 10pmol 1
Cebador R rs22 10 uM 10pmol 1
Enzima Immolasa (5 U/pl) 05U 0,1
Totales - 23
ADN (50 ng/ul) 100 ng 1
Volumen final - 25

Tabla anexa 4. Condiciones de PCR para el genotipado del SNP rs2279744 mediante RFLP.

Temperatura Tiempo Ne@ Ciclos
Desnaturalizacidn inicial 95°C 10 min
Desnaturalizacion 952C 30seg
Anillamiento 602C 30 seg 35 ciclos
Extensidn 729C 30 seg
Extension final 72°C 10 min
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Tabla anexa 5. Protocolo de digestion con enzima MspA1ll para el genotipado del SNP rs2279744 mediante

RFLP.

Reactivos

Concentracion final

Volumen muestra ()

Agua estéril
Enzima MspAll

Buffer IV

1uU

1X

2,9

0,1

Total

Producto amplificado

15

Volumen final

20

2.3 GENOTIPADO DE rs231775 EN EL GEN CTLA4

Tabla anexa 6. Protocolo de PCR para el genotipado del SNP rs231775 mediante RFLP.

Reactivos del MIX [stock] Concentracion final Volumen muestra (ul)
Agua estéril - 18,15
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 0,5
MgCl, (50 mM) 1,5mM 0,75
Buffer (10X) 1x 2,5
Cebador F rs23 10 uM 10pmol 1
Cebador R rs23 10 uM 10pmol 1
Enzima Immolasa (5 U/pl) 0,5U 0,1
Totales - 23
ADN (50 ng/ul) 100 ng 1
Volumen final - 25
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Tabla anexa 7. Condiciones de PCR para el genotipado del SNP rs231775 mediante RFLP.

Temperatura Tiempo Ne Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95eC 10 min
Desnaturalizacion 95°C 30seg
Anillamiento 58¢C 30 seg 35 ciclos
Extensidn 729C 30 seg
Extension final 72°C 10 min

Tabla anexa 8. Protocolo de digestion con enzima BstEll para el genotipado del SNP rs231775
mediante RFLP.

Reactivos Concentracion final Volumen muestra ()
Agua estéril - 2,9

Enzima BstEll 1u 0,1

Buffer IV 1X 2

Total - 5

Producto amplificado - 15

Volumen final - 20
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3. SELECCION DE POLIMORFISMOS

“3u
spl

Tabla anexa 9. Seleccion de SNPs en genes de procesamiento de miRNAs (continua).

Gen SNP Alelos Chr Localizacion Funcién Razoén de seleccion

2 GEMIN3 rs197414 C>A 1 112309123 no sinénimos NS, BIB (93, 94, 145-148)

4 GEMIN3 rs563002 T>C 1 112317135 aguasabajo BIB(96)

6  TNRC6A rs6497759 G>A 16 24801737 no sinénimos NS

8 CNOT1 rs37060 T 16 58566304 intrénico SR

10 GEMING rs1062923 T>C 17 649067 no sinénimos NS, BIB(93, 94, 146-148)

12 GEMIN4 rs34610323 T 17 648546 no sinénimos NS

14 GEMIN4 rs7813 C>T 17 648186 no sinénimos NS, BIB(93, 94, 96, 145-148)

16 CNOT3 rs42318 G>A 19 54657069 no sinénimos NS

18 TNRC6B rs9611280 G>A 22 40552119 no sinénimos NS, SR

20 TNRC6B rs470113 A>G 22 40729614 3'UTR MIRTS

22 DGCR8 rs35987994 T>C 22 20074006 no sinénimos NS

24 DGCR8 rs3757 G>A 22 20099331 3'UTR MIRTS, BIB(93, 94, 96, 145-148)

26 DGCR8 rs9606248 A>G 22 20087539 intrénico BIB(96)

28  GEMINS rs6865950 G>A 5 154275786 no sinénimos NS

30 CNOT6 rs6877400 ™C 5 179996111 sinénimos SR

TR: Regulacion 3'UTR; S5UTR: Regulacion 5’UTR; BIB: Bibliografico; MIRTS: Diana de miRNA; NS: No sindnimo; SR: Regulacion

icing; UR: Regulacion aguasarriba.

[any
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Tabla anexa 9. Seleccién de SNPs en genes de procesamiento de miRNAs (continua).

Gen SNP Alelos Cr Localizacion Funciéon Razén de seleccion

33 DROSHA rs10719 T 5 31401447 sinénimos SR, BIB(93, 94, 146, 148)

35 DROSHA rs2287584 T>C 5 31423007 sinénimos SR, BIB(96)

37  DROSHA rs7719666 oT 5 31520778 intrénico BIB(96, 150)

39 DROSHA rs17408716 A>G 5 31467952 intrénico BIB(96)

41 DROSHA rs493760 T>C 5 31437040 intrénico BIB(86)

43 DROSHA rs6884823 G>A 5 31491121 intrénico BIB(149)

45 DROSHA rs3805500 T>C 5 31462977 intrénico BIB(149)

47  SMAD5 rs3764942 G>A 5 135469500 intrénico SR

49 XPO5 rs34324334 C>T 6 43535018 no sinénimos NS, SR

51  XPO5 rs2227301 G>A 6 43485283 aguasabajo BIB(149)

53 CNOT4 rs1003226 T>C 7 135046552 3'UTR SR

55 CNOT4 rs3763425 T 7 135195320 aguasarriba UR

57  SND1 rs322825 T 7 127721507 sinénimos SR

59  SND1 rs17676986 T 7 127636958 intrénico TR

3UTR: Regulacion 3’UTR; 5UTR: Regulacion 5’UTR; BIB: Bibliografico; MIRTS: Diana de miRNA; NS: No sindnimo; SR: Regulacion
splicing; UR: Regulacion aguasarriba.
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Tabla anexa 9. Seleccidn de SNPs en genes de procesamiento de miRNAs.

Gen SNP Alelos Cromosoma Localizacion Funciéon Razén de seleccion

62 DICER rs3742330 A>G 14 95553362 3'UTR BIB(93, 94, 145, 146, 148)

64 DICER rs1209904 CT 14 95563712 intrénico BIB(86)

66 TRBP rs784567 T 12 53894465 aguasarriba BIB(93, 94, 145, 146, 148)

68 EIF2C1 rs595961 A>G 1 36367780 intrénico BIB(93, 94, 145-148)

70 EIF2C2 rs2293939 G>A 1 141551407 sinénimos SR

72 HIWI rs1106042 G>A 12 130841638 no sinénimos NS, SR, BIB(86, 93, 94, 146, 148)

3UTR: Regulacion 3’UTR; 5UTR: Regulacién 5’UTR; BIB: Bibliografico; MIRTS: Diana de miRNA; NS: No sinénimo; SR: Regulacion
splicing; UR: Regulacion aguasarriba.
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Tabla anexa 10. Seleccién de polimorfismos en pre-miRNAs (continua).

Gen SNP Alelos Cromosoma Localizacién

2 mir-1302-4 rs10173558 T>C 2 208133995

4 hsa-mir-4745 rs10422347 T 19 804959

6 hsa-mir-2053 rs10505168 A>G 8 113655752

8 hsa-mir-943 rs1077020 T 4 1988193

10 hsa-mir-544b rs10934682 T>G 3 124451312

12 hsa-mir-1343 rs11032942 T 11 34963459

14 hsa-mir-5579 rs11237828 T 11 79133220

16 hsa-mir-196a-2 rs11614913 T 12 54385599

18 hsa-mir-5092 rs11713052 C>G 3 124870376

20 hsa-mir-3192 rs11907020 T>C 20 18451325

22 hsa-mir-548a-1 rs12197631 T 6 18572056

24 hsa-mir-3117 rs12402181 G>A 1 67094171

26 hsa-mir-4744 rs12456845 T>C 18 46576058

28 hsa-mir-4274 rs12512664 A>G 4 7461769

30 hsa-mir-4293 rs12780876 T>A 10 14425204

32 hsa-mir-4309 rs12879262 G>C 14 103006047

34 hsa-mir-1294 rs13186787 T>T 5 153726769

36 hsa-mir-548ac rs1414273 T>T 1 117102649

38 hsa-mir-5007 rs1572687 T 13 55748673

40 hsa-mir-5700 rs17022749 T>T 12 94955603

42 hsa-mir-4422 rs17111728 T>C 1 55691384

44 hsa-mir-3143 rs17737028 A>G 6 27115467
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Tabla anexa 10. Seleccién de polimorfismos en pre-miRNAs (continua).

Gen SNP Alelos Cromosoma Localizacion

46 hsa-mir-3652 rs17797090 G>A 12 104324266

48 hsa-mir-5197 rs2042253 A>G 5 143059433

50 hsa-mir-4511 rs2060455 T 15 66011630

52 hsa-mir-1206 rs2114358 T>C 8 129021179

54 hsa-mir-3130-1 rs2241347 T 2 207647981

56 hsa-mir-492 rs2289030 C>G 12 95228286

58 hsa-mir-564 rs2292181 G>C 3 44903434

60 hsa-mir-604 rs2368392 T 10 29834003

62 hsa-mir-4636 rs257095 A>G 5 9053945

64 hsa-mir-3183 rs2663345 T 17 925764

66 hsa-mir-6128 rs2682818 C>A 12 81329536

68 hsa-mir-378d-1 rs28645567 G>A 4 5925054

70 hsa-mir-1255a rs28664200 T>C 4 102251501

72 hsa-mir-5695 rs2967897 G>G 19 13031210

74 hsa-mir-577 rs34115976 C>G 4 115577997

76 hsa-mir-2278 rs356125 G>A 9 97572244

78 hsa-mir-6076 rs35650931 G>C 14 50433227

80 hsa-mir-3166 rs35854553 A>T 11 87909673

82 hsa-mir-6499 rs3734050 T 5 150901699

84 hsa-mir-5090 rs3823658 G>A 7 102106201

86 hsa-mir-96 rs41274239 A>G 7 129414574

88 hsa-mir-154 rs41286570 G>G 14 101526127
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Tabla anexa 10. Seleccién de polimorfismos en pre-miRNAs (continua).

Gen SNP Alelos Cromosoma Localizacion

90 hsa-mir-122 rs41292412 C>T 18 56118358

hsa-mir-548ap rs4414449 T>C 15 86368898

hsa-mir-548ap rs4577031 AST 15 86368959

96 hsa-mir-941-1 rs4809383 T 20 62550780

98 hsa-mir-5680 rs487571 T 8 103137693

100 hsa-mir-608 rs4919510 C>G 10 102734778

102 hsa-mir-3671 rs521188 A>G 1 65523519

104 hsa-mir-323b rs56103835 T>C 14 101522556

106 hsa-mir-5189 rs56292801 G>A 16 88535341

108 hsa-mir-559 rs58450758 T 2 47604866

110 hsa-mir-888 rs5965660 T>G X 145076302

112 hsa-mir-4762 rs60308683 T 22 46156446

114 hsa-mir-4467 rs60871950 G>A 7 102111936

116 hsa-mir-3922 rs61938575 G>A 12 104985443

118 hsa-mir-4772 rs62154973 c>T 2 103048780

120 hsa-mir-4482 rs641071 T 10 106028157

122 hsa-mir-423 rs6505162 T 17 28444183

124 hsa-mir-4731 rs66507245 T 17 15154966

126 hsa-mir-6128 rs67042258 G>A 11 56511354

128 hsa-mir-4642 rs67182313 A>G 6 44403438

MIR3910-1,

130 MIR3910-2

rs67339585 T 9 94398581
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Tabla anexa 10. Seleccién de polimorfismos en pre-miRNAs (continua).

Gen SNP Alelos Cromosoma Localizacion

133 hsa-mir-3144 rs68035463 C>A 6 120336327

135 hsa-mir-3683 rs6977967 A>G 7 7106636

137 hsa-mir-4427 rs701213 T 1 233759918

139 hsa-mir-548aj-2 rs7070684 T 10 12172775

141 hsa-mir-140 rs7205289 Cc>C 16 69967005

143 hsa-mir-4741 rs7227168 C>T 18 20513374

145 hsa-mir-3689f rs72502717 T 9 137742597

147 hsa-mir-222 rs72631825 G>A X 45606471

149 hsa-mir-106b rs72631827 G>G 7 99691652

151 hsa-mir-183 rs72631833 G>G 7 129414804

153 hsa-mir-3976 rs72855836 G>A 18 5840810

155 hsa-mir-4459 rs73112689 T 5 53371399

157 hsa-mir-647 rs73147065 T 20 62574006

159 hsa-mir-548h-4 rs73235381 T 8 26906402

161 hsa-mir-4739 rs73410309 T 17 77681036

163 hsa-mir-6504 rs74469188 T>C 16 81644970

165 hsa-mir-518d rs74704964 C>T 19 54238208

167 hsa-mir-5702 rs74949342 C>G 2 227523436

169 hsa-mir-4477a rs75019967 A>A 9 68415338

171 hsa-mir-520f rs75598818 G>A 19 54185492

173 hsa-mir-4298 rs75966923 C>A 11 1880730
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Tabla anexa 10. Seleccién de polimorfismos en pre-miRNAs.

Gen SNP Alelos Cromosoma Localizacion

176 hsa-mir-1303 rs77055126 T 5 154065348

178 hsa-mir-576 rs77639117 A>T 4 110409933

180 hsa-mir-6075 rs78541299 G>A 5 1510904

182 hsa-mir-4789 rs78831152 T 3 175087408

184 hsa-mir-4481 rs7896283 A>G 10 12695177

186 hsa-mir-597 rs79397096 G>A 8 9599276

188 hsa-mir-5707 rs80128580 G>A 7 158384368

190 hsa-mir-4520a rs8078913 C>T 17 6558768

192 hsa-mir-550a-3 rs850108 T>T 7 29720404

194 hsa-mir-4671 rs877722 A>T 1 234442257

196 hsa-mir-4519 rs897984 T 16 30886643

198 hsa-mir-3141 rs936581 G>A 5 153975576

200 hsa-mir-5680 rs9877402 A>G 3 120768492

202 MIR4302 seq_rs11048315 G>A 12 26026988

204 MIR299, MIR380  seq_rs111906529 T>C 14 101489703

206 mir-1282 seq_rs11269 G>G 15 44085909

208 hsa-mir-4479 seq_rs116932476 G>A 9 139781193

210 hsa-mir-6717 seq_rs117650137 G>A 14 21491532

212 MIR4436B2 seq_rs163642 T>T 2 111042483
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RESULTADOS

125



126



1. VALIDACION DE SNPS PREVIAMENTE ASOCIADOS A
SUSCEPTIBILIDAD A OS

Después de realizar la busqueda de los estudios de genes candidatos centrados en la
susceptibilidad del OS, observamos que los Unicos SNPs asociados y replicados en al menos dos
estudios fueron rs2279744 y rs1690916 en el gen MDM2 y rs231775 en el gen CTLAA4. Esto
sugiere que estos 3 SNPs son, hasta el momento, los Unicos SNPs que pueden ser
“marcadores” de susceptibilidad a desarrollar OS; por lo que, los consideramos para su

validacion.

1.1 ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DE MDM2 rs1690916 Y
rs2279744 CON EL RIESGO A DESARROLLAR OS

Con el objetivo de determinar si los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 del gen
MDM?2 incrementan el riesgo a desarrollar OS se realizd un estudio de asociacion caso-control

en dos poblaciones europeas (espafiola y eslovena).

1.1.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se analizaron un total de 139 casos de OS (n= 99 espafioles y n=40 eslovenos) y sus
correspondientes controles (n=167 y n=92). La edad media de los pacientes fue de 14,69 afios
(rango 3-69 afos). Se observé un mayor nimero de casos en hombres que en mujeres en una

proporcién 1,16:1 (Tabla 12).
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Tabla 12. Distribucidn de edad y género en la poblacidn de pacientes de OS y controles

en el estudio del gen MDM2.

Total Controles Casos

Participantes (n) 398 259 139

Poblacion (n;%)

Espafia 266 (66,83) 167 (64,48) 99 (71,22)

Eslovenia 132(33,17) 92 (35,52) 40 (28,78)
Edad (media; ds)*

Espafia - 42,29 (9,97) 14,69 (5,13)

Eslovenia - 46,52 (9,24) 23 (15,89)
Sexo (m/h/nd)*

Espafia 100/145/21 61/91/15 39/54/6

Eslovenia 52/79/1 31/61 21/18/1

Abreviaturas: n, nimero de individuos; ds, desviacién estandar; m, mujeres; h, hombres; nd, no disponible. *
Los datos de edad y sexo no estuvieron disponibles en todos los individuos

1.1.2 EXITO DE GENOTIPADO

El éxito de genotipado fue del 96,5% para el polimorfismo rs1690916 (126 pacientes y

258 controles) y del 94,5%, para rs2279744 (120 pacientes y 256 controles). Las frecuencias

genotipicas de la poblacion control estaban en EHW (p>0,05).

1.1.3 ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE rs1690916 Y RIESGO DE OS

El estudio de asociacidn entre el SNP rs1690916 del gen MDM?2 vy el riesgo de OS por

frecuencias alélicas no mostré ningun resultado estadisticamente significativo, ni en la

poblacion espafiola ni en eslovena. Cuando se analizaron las dos poblaciones en conjunto

tampoco se obtuvo ninguna asociacion estadisticamente significativa (Tabla 13).

128



Tabla 13. Estudio de asociacién por frecuencias alélicas entre el polimorfismo rs1690916 del
gen MDM?2 vy el riesgo a desarrollar OS.

Poblacion AM MAF Alelo N (%) control N (%) casos OR (IC 95%) P
G 220 (65,9) 125 (63,1)
Espaia A 0,34 A 114 (34,1) 73 (36,9) 1,13 (0,78-1,63) 0,57
Total 334 (100) 198 (100)
G 103 (56,6) 23 (42,6)
Eslovenia A 0,43 A 79 (43,4) 31(57,4) 1,76 (0,95-3,25) 0,09
Total 182 (100) 54 (100)
G 323 (62,4) 148 (58,73)
Todas A 0,37 A 193 (37,26) 104 (4,13) 1,18 (0,86-1,62) 0,30
Total 516 (100) 252 (100)

Abreviaturas: AM, alelo de menor frecuencia en controles; MAF, frecuencia del alelo menor; OR, Odds
Ratio; IC, Intervalo de confianza.

El andlisis de asociacién por frecuencias genotipicas no mostro resultados significativos
ni en la poblacion espafola ni en la eslovena (p>0,05, bajo todos los modelos genéticos

analizados). Cuando se analizaron las poblaciones en conjunto tampoco se obtuvo ninguna

asociacion estadisticamente significativa (Tabla 14).
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Tabla 14. Estudio de asociacién por frecuencias genotipicas entre el polimorfismo rs1690916 del gen MDM2 y el riesgo a desarrollar OS.

Poblacion AM Genotipo N(%)control N (%) casos OR (IC 95%) cod P cod OR(IC 95%) rec P rec OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log Plog
Espafia A GG 73 (43,7) 38 (38,4) 1
GA 74 (44,3) 49 (49,5) GG/GA GG
AA 20 (12,0) 12 (12,1) ﬁ; Eg;i;ég 068 A 1,01 (0,47-2,17) 0,97 GA/AA 1,25 (0,75-2,07) 0,39 L e ) 0,52
Total 167 (100) 99 (100) ! ! !
Eslovenia A GG 26 (28,6) 3(11,1) 1
GA 51 (56,0) 17 (63,0) GG/GA GG
AA 14 (15,4) 7 (25,9) i'gg Eg';?:ig';g; 011 AA 1,92 (0,69-5,40) 0,22 GA/AA 3,20 (0,89-11,55) 0,05 1,98 (0,99-3,96) 0,05
Total 91 (100) 27 (100) ! ! !
Todas A GG 99 (38,4) 41 (32,5) 1
GA 125 (48,4) 66 (52,4) GG/GA GG
AA 34 (13,2) 19 (15,1) ig; :g'gg_i'gg; 053 pa117 (0,64-2,15) 061 Ga/aa1,29 (0,82-2,02) s ARy O
Total 258 (100) 126 (100) ! ! !

Abreviaturas: AM, alelo de menor frecuencia en controles; OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianza; cod, codominante; dom, dominante; rec, recesivo; log, log-aditivo.
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1.1.4 ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE rs2279744 Y RIESGO DE OS

El estudio de asociacidn entre el SNP rs2279744 y el riesgo de OS por frecuencias
alélicas (Tabla 15) no mostrd ningun resultado significativo, ni en la poblacion espafiola ni en la
eslovena. Cuando se analizaron ambas poblaciones en conjunto, tampoco se obtuvo ninguna
asociacion estadisticamente significativa (p>0,05).

Tabla 15. Estudio de asociacion por frecuencias alélicas entre el polimorfismo rs2279744 del
gen MDM?2 y el riesgo a desarrollar OS.

Poblacion AM MAF Alelo N (%) control N (%) casos OR (IC 95%) P
T 202 (61,6) 125 (66,5)
Espafia G 0,38 G 126 (38,4) 63 (33,5) 0,81 (0,55-1,18) 0,30
Total 328 (100) 188 (100)
T 118 (64,1) 36 (69,2)
Eslovenia G 0,36 G 66 (35,9) 16 (30,8) 0,79 (0,38-1,60) 0,62
Total 184 (100) 52 (100)
T 320 (62,5) 161 (67,1)
Todas G 0,38 G 192 (37,5) 79 (32,9) 0,81(0,58-1,14) 0,25
Total 512 (100) 240 (100)

Abreviaturas: AM, alelo de menor frecuencia en controles; MAF, frecuencia del alelo menor; OR, Odds Ratio; IC,
Intervalo de confianza.

El andlisis de asociacién por frecuencias genotipicas tampoco mostrd resultados
significativos, ni en la poblacién espafiola, ni en la eslovena, ni en la poblacién en conjunto

(p>0,05, bajo todos los modelos de herencia estudiados) (Tabla 16).
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Tabla 16. Estudio de asociacion por frecuencias genotipicas entre el polimorfismo rs2279744 del gen MDM?2 y el riesgo a desarrollar OS.

Poblacién  AM  Genotipo N (%) control N (%) casos  OR(IC95%) cod P cod OR(IC 95%) rec P rec OR(IC 95%) dom Pdom  OR(IC95%) log Plog
i 65 (39,6) 44 (46,8) 1
. GT 72 (43,9) 37 (39,4) TT/GT ™
S GG 27(16,5) 13 (13,8) S'Zi zgggigg 053 Geogsi(040167) 7  61/66075(0451,0) 26 0B2(057L18) 029
Total 164 (100) 94 (100) b
T 40 (43,5) 11 (42,3) .
: GT 38 (41,3) 14 (53,8) TT/GT ™
Eslovenia G s 14 (15.2) 13.8) (1{22 Eg,ggjzéi 019 60220003178 %0 GT/GG105 (043253 092  080(042-154) 050
Total 92 (100) 26 (100) S
™ 105(41)  55(458) L
GT 110(43)  51(42,5) TT/GT ™
fodas = G GG 41(16) 14 (11,7) g'gg 28’32_1’33; 046 GG069(036133) ¥  Gr/eeog053127) 38 083(061113) 023
Total 256 (100) 120 (100) o e

Abreviaturas: AM, alelo de menor frecuencia en controles; OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianza; cod, codominante; dom, dominante; rec, recesivo; log, log-aditivo.

132



En resumen, no detectamos asociacién entre los polimorfismos rs1690916 y rs2279744
del gen MDM_2 y el riesgo a desarrollar OS. Este resultado contradecia resultados previamente
publicados en la literatura (33, 35), ademds de contradecir los resultados obtenidos en un MA

gue analizaba estos dos SNPs (151).

Por esta razon, decidimos realizar una revisidon critica de todos los articulos que
estudiaban los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 en MDM?2 y el riesgo a desarrollar OS y
hacer un nuevo MA de todos los estudios publicados hasta el momento afiadiendo nuestras

poblaciones espaiola y eslovena.
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1.2 REVISION SISTEMATICA Y META-ANALISIS SOBRE LA IMPLICACION DE
LOS POLIMORFISMOS DE MDM?2 rs1690916 Y rs2279744 EN EL RIESGO A
DESARROLLAR OS

1.2.1 REVISION SISTEMATICA DE LA IMPLICACION DE LOS SNPS rs1690916 Y

rs2279744 EN EL RIESGO A DESARROLLAR OS

La busqueda bibliografica con las bases de datos Pubmed y Scopus permitio identificar
un total de 1371 publicaciones. Después de eliminar las duplicaciones se obtuvieron 838
publicaciones. Tras revisar los resimenes de estas publicaciones se descartaron 785 porque no
cumplian los criterios de inclusion, quedando un total de 53 articulos de los que se realizd una
lectura completa. De éstos, se identificaron un total de 4 articulos que especificamente

estudiaban el polimorfismo rs1690916 y/o el polimorfismo rs2279744 y el riesgo de OS (Figura

19).
-
(“bone tumor” OR rs1690916 (MDM2 OR “murine O
osteosarcoma) AND double minute 2") ]
AND rs2279744 AND ':_S._
{polymorphism* OR AND {“bone tumor” OR =4
SNP*) T309G osteosarcoma) g
(9]
Pubmed (k=280) Pubmed (k=82) Pubmed (k=201) 5_‘
Scopus (k=428) Scopus (k=82) Scopus (k=298) S
e L —/
v S
v Registros excluidos (
) - . (k=785)
Registros identificados - Otro fipo de publicacién (k=166)
Pubmed (k=563) >
Scopus (k=808) - Otra enfermedad (k=203)
- Estudios no en humanos (k=28) %
- Mo publicado en inglés (k=21) M
L ]
- Otra region genomica (k=165) g
Registros tras extraer - Ottra técnica (k=93] o~
duplicados y excluidos ] 3
(k=838) - Otra vanante (k=24)
- No estudia susceptibilidad (k=54)
- Anterior a 19590 (k=33)
v LN y
Y
Articulos de texto Articulos de texto completo
completo evaluados para excluidos m
elegibilidad (k=49) o>
(k=h3) - Otro tipo de publicacion (k=36) ©
- Otra region genomica (k=8) o
- =10 muestras (k=4) o
v -Mo posible obtener texto completo 8
Articulos incluidos (k=1)
(k=4) h_ Y,

Figura 19. Diagrama de flujo de la seleccién de estudios.
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1.2.2 META-ANALISIS

El MA sobre la implicacién de los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 en el riesgo de
OS incluyd un total de 6 poblaciones, procedentes de los 4 articulos obtenidos de la revisién
sistematica (rusa, americana, australiana e italiana) y del estudio de asociacion previo
(espafiola y eslovena). Para el rs1690916 se obtuvieron datos de las poblaciones rusa,
americana, espafiola y eslovena y para el rs2279744 americana, australiana, italiana, espafiola

y eslovena.

1.2.2.1 Meta-analisis del SNP rs1690916

El MA del SNP rs1690916 incluyd las poblaciones rusa, americana, espafiola y eslovena.
La distribucién genotipica de los controles en cada estudio estuvo en EHW (p>0,05). Todos los

estudios incluidos superaron la escala de calidad (valor> 5) (Tabla anexa 1).

El analisis de asociacidén por frecuencias alélicas mostré que el SNP rs1690916 estaba
asociado con el riesgo a desarrollar OS Unicamente en la poblacién americana (p=0,002) (Tabla

17). En esta poblacidn, el alelo A disminuia el riesgo de OS (OR=0,61; 95%IC: 0,45-0,84).

Tabla 17. Estudio de asociacion por frecuencias alélicas entre el polimorfismo rs1690916 del
gen MDM?2 y el riesgo a desarrollar OS en los estudios incluidos en el MA.

Poblacidon  Ncontrol Necasos  AM  Freontrol  Freasos OR (IC 95%) P Ref Aio
Espafia 167 99 A 0,34 0,37 1,13 (0,78-1,63) 0,57 2015 (PE)
Eslovenia 91 27 A 0,43 0,57 1,76 (0,95-3,25) 0,08 2015 (PE)
Rusia 86 24 A 0,47 0,31 0,51(0,26-1,01) 0,06 (36) 2012
EEUU 1416 96 A 0,42 0,31 0,61(0,45-0,84) 0,002* (35) 2011

Abreviaturas: AM: Alelo de menor frecuencia en controles, N; Niumero de individuos; OR, Odds Ratio; IC,
Intervalo de confianza; Fr., frecuencia alélica, PE: Presente estudio, Ref: Referencia; *Valores
significativos

En el analisis por frecuencias genotipicas, dos poblaciones (americana y rusa)
mostraron resultados significativos (Tabla 18). En el caso de la poblaciéon americana, rs1690916
fue significativo bajo todos los modelos de herencia estudiados. El resultado mas significativo
fue bajo el modelo log-aditivo (AA vs AG vs GG). El genotipo AA mostré una disminucion del
riesgo con un valor de OR=0,61 (95%IC: 0,45-0,84; p= 0,002). En el caso de la poblacidn rusa,
los genotipos GA/AA disminuyeron el riesgo de OS bajo el modelo dominante (OR= 0,37;

95%IC: 0,14-0,93; p= 0,04).
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Tabla 18. Estudio de asociacién por frecuencias genotipicas entre el polimorfismo rs1690916 del gen MDM?2 y el riesgo a desarrollar OS en los estudios incluidos en el MA.

Poblacién AM Genotipo  N(%) control  N(%) casos OR (IC 95%) cod P cod OR(IC 95%) rec P rec OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log P log Ref Ao
GG 73 (43,7) 38 (38,4) L
) GA 74 (44,3) 49 (49,5) GG/GA GG 2015
Sl A 20(12,0) 12 (12,1) ﬁ; Eg;i;ég 067 an101(047217) %% eamarso7s20n 0¥ M3(0781L63) 052 (PE)
Total 167 (100) 99 (100) oS T
GG 26 (28,6) 3(11,1) )
_ GA 51 (56,0) 17 (63,0) GG/GA GG 2015
Eslovenia A~ pa 14 (15,4) 7(25,9) i'gg Eg'gg_ig'g 011 an192(069540) %2 Ga/aa320(0g01155) 00 L9B(0:99-396) 0,05 (PE)
Total 91 (100) 27 (100) 22 53723,
GG 23(26,7) 12 (50,0) L
. GA 45 (52,3) 9(37,5) GG/GA GG
Rusia A aa 18 (20,9) 3(12,5) g'gi :g'(l)g_i'g‘ll; 010 ano0sa(014201) %33 Ga/AA037(014-0,03) >4 0>1(025-101) 005 (36) 2012
Total 86 (100) 24 (100) e
GG 468 (33,1) 44, (45,8) )
GA 691 48,8) 44 (45,8) GG/GA G/G
EEUU A A 257 (18.1) 8 (8.3) g,gg Eg,ig:é,gi; 0,006 \r041(020086) 2%  Ga/aa0s8(038088 001 061(045084) 0002 (35 2011
Total 1416 (100) 96 (100) 153 2o

Abreviaturas: AM, alelo menor; OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianza; cod, codominante; dom, dominante; rec, recesivo; log, log-aditivo, Ref, Referencia, PE: Presente estudio;
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Por lo tanto, la poblacidon americana fue la Unica que mostré asociacion con el riesgo a

desarrollar OS bajo todos los modelos de herencia genética utilizados (Tabla 18).

En el meta-analisis por frecuencias alélicas, observamos que el alelo A aumentaba o
disminuia el riesgo dependiendo de la poblacién; en la espafiola y eslovena el alelo A
conferia riesgo a desarrollar OS (OR>1), mientras que en la rusa y la americana, conferia
proteccion (OR<1). Con respecto al peso (valor W en el forest plot y representado por un
mayor o menor tamafo del cuadro) del modelo alélico, las poblaciones americana (29,4 %)

y espafiola (28,2 %) fueron las que mas peso tuvieron en el MA (Figura 20).

Modelo alélico

A G Odds Ratio

Study Events Total Events Total OR 95%-Cl W({random)
Espafa 73 187 125 345 L 1.13 [0.78;1.63] 28.2%
Eslovenia 31 110 23 126 T 1.76 [0.95;3.25] 22.0%
Rusia 15 96 33 124 —— 0.51 [0.26;1.01] 20.5%
Estados Unidos 60 1265 132 1759 i 0.61 [0.45;0.84] 29.4%
Random effects model 1658 2354 — 0.89 [0.54: 1.45] 100%
Heterogeneity: [squared=78.1% :

Modelo codominante AA GG
Study Events Total Events Total . OR 95%-Cl W(random)
Espafia 12 32 38 111 —.,— 115 [0.51; 261] 28.8%
Eslovenia 7 21 329 i 433 [0.97:19.43] 20.4%
Rusia 3 21 12 35 —— 032 [0.08: 1.31] 21.5%
Estados Unidos 8 265 44 512 —.— 033 [0.15; 0.71] 29.3%
Random effects model 339 687 GS:‘ 0.80 [0.28: 2.29] 100%
Heterogeneity: I-squared=75%

Modelo recesivo AA GG4GA
Study Events Total Events Total X OR 95%-Cl W{random)
Espaiia 12 32 87 234 + 1.01 [047:2.17] 29.6%
Eslovenia 7 21 20 97 - 1.92 [0.69:540] 22.8%
Rusia 321 21 89 4F7 0.54 [0.14:2.01] 17.3%
Estados Unidos 8 265 88 1247 + 0.41 [0.20:0.86] 30.3%
Random effects model 339 1667 C> 0.30 [0.40: 1.60] 100%
Heterogeneity: I-squared=55.6% ’

Modelo dominante

AA+GA GG
Study Events Total Events Total . OR 95%-Cl W{random)
Espaiia 61 155 38 111 - 125 [0.75; 2.07] 30.2%
Eslovenia 24 89 329 f4.—> 3.20 [0.89:11.55] 16.1%
Rusia ) 12 75 12 35 —-— 037 [0.14: 093] 21.8%
Estados Unidos 52 1000 44 512 - 058 [0.38; 0.88] 31.9%
Random effects model 1319 687 B el 0.37 [0.44: 1.74] 100%
Heterogeneity: I-squared=75.8% :
| — T -

0102 05 1 2 5 10

Figura 20. MA del polimorfismo rs1690916.

Para este polimorfismo, la heterogeneidad de los estudios incluidos fue alta (>75%)
bajo los modelos alélico, codominante y dominante (Figura 20). Para averiguar qué estudio
era el causante de esta heterogeneidad, se realizé un analisis de influencias. Este analisis

reveld que ningln estudio afectaba significativamente al valor de OR global, lo que indicaba
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qgue la heterogeneidad no estaba influenciada por ninguno de los estudios de manera

individual (Tabla anexa 3).

El resultado final del MA indicd que el polimorfismo rs1690916 no estaba asociado con

el riesgo a desarrollar OS bajo ninglin modelo de herencia genético (Figura 20).

1.2.2.2 Meta-analisis del SNP rs2279744

El MA del SNP rs2279744 incluyd las poblaciones americana, australiana, italiana,
espafiola y eslovena. La distribucién genotipica de los controles en cada estudio estuvieron en
EHW (p>0,05). El andlisis de la calidad de los estudios mostré que el trabajo realizado por Ito et
al (poblacion australiana) no superaba la evaluacién de calidad (valor= 4) debido a la poca

calidad de los controles utilizados en su estudio (tabla anexa 2).

El analisis de asociacién por frecuencias alélicas mostré que el SNP rs2279744 estaba
asociado con el riesgo a desarrollar OS Unicamente en la poblacién italiana (p=0,002) (Tabla

19). En esta poblacidn el alelo G incrementaba el riesgo de OS (OR=1,53; 95%IC: 1,16-2,02).

Tabla 19. Estudio de asociacion por frecuencias alélicas entre el polimorfismo rs2279744 del gen
MDM_2 y el riesgo a desarrollar OS en los estudios incluidos en el MA.

Poblacion  Neonror  Neasos AM Freontrol  Freasos OR (IC 95%) P Ref Ano
Espafia 164 94 G 038 0,33 0,81(0,55-1,19) 0,29 2015 (PE)
Eslovenia 92 26 G 036 0,31 0,80(0,38-1,60) 0,62 2015 (PE)
EEUU 1416 95 G 036 042 1,31(0,96-1,78) 0,09 (35) 2011
Australia 37 17 G 0,3 0,38 1,46 (0,56-3,71) 0,39 (34) 2011
Italia 250 201 G 034 044 1,53(1,16-2,02) 0,002* (33) 2011

Abreviaturas: AM, alelo de menor frecuencia en controles; OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianza; Fr.,
frecuencia alélica; Ref: Referencia. PE; Presente estudio. *Valores significativos

Del mismo modo, en el andlisis por frecuencias genotipicas, Unicamente la poblacién
italiana mostro resultados significativos bajo todos los modelos de herencia estudiados (OR>1;
p<0,05) (Tabla 20). El resultado mas significativo resulté ser el modelo log-aditivo (TT vs TG vs
GG), donde el genotipo GG mostré un mayor riesgo de OS con un valor de OR=1,48 95%lIC:
1,14-1,92; p=0,003). El resto de poblaciones (espafiola, eslovena, americana y australiana) no

mostraron resultados significativos (p>0,05 en todos los modelos genéticos estudiados).
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Tabla 20. Estudio de asociacidn por frecuencias genotipicas entre el polimorfismo rs2279744 del gen MDM2 y el riesgo a desarrollar OS en los estudios incluidos en el MA.

Poblacién AM Genotipo  N(%) control  N(%) casos OR (IC 95%) cod P cod OR(IC 95%) rec P rec OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log Plog Ref Ao
™ 65(39,6) 44 (468) X
" GT 72(43,9)  37(39,4) TT/GT ™ 2015
Bpm € GG 27(165)  13(13,8) 8';‘15 Eggiizg 053 Geos1(040167) ¥ GT/GG075 (045100 026 0B2(057118) 029 (PE)
Total  164(100)  94(100) 1T
™ 40(435)  11(423) )
, GT 38(41,3)  14(53,8) TT/GT T 2015
Eslovenia G GG 14 (15,2) 1(3,9) é'gg Eg'gg_g’géi 019 660220003178 %%  GT/66105(043253 092 080041050 (PE)
Total 92 (100) 26(100) TS
T 580 (41,00  32(337) L
GT 662(46,8) 46 (48,4) TT/GT ™
FELU e GG 174(123)  17(179) o 53’32_2’233 019 6/6156(090269) 2 er/66137(0882,12 16 132(098178 007 (35) 2011
Total  1416(100)  95(100) 'O
s 21(56,8) 7(41,2) )
: GT 10 (27,0) 7(41,2) TT/GT ™
Australia G o 6(16.2) sa7g L0 Eg,ggz,g;; 052 Goi11024508 O  Grecissosssoy 02 135063287 0aa (38 2011
Total 37 (100) 17(100) O
™ 111(44,4) 69 (343) L
: GT 107 (42,8)  86(42,8) . TT/GT . ™ . .
Italia G ol me g ey | ;gsl) E(l),gié,gg 0009* ) opi123332) %% Grceis3(ioazze 003  148(114-192) 0003 (33 2009
Total  250(100)  201(100)  “°" T

Abreviaturas: MA, alelo de menor frecuencia en controles , OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianza; cod, codominante; dom, dominante; rec, recesivo; log, log-aditivo, Ref, Referencia, PE: Presente estudio;

*Valores significativos.
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En el MA del modelo alélico, en todas la poblaciones, el alelo G se comportdé como
alelo de riesgo con valores de OR>1, salvo en las poblaciones espaiola y eslovena, donde el
alelo G se comporté como alelo de proteccion (OR<1). Con respecto al peso de cada estudio,
las poblaciones italiana (28,6 %), americana (27,1 %) y espafiola (23,1 %) fueron las que
tuvieron un mayor efecto sobre el estimador global. En cuanto a la heterogeneidad de los

estudios incluidos, ésta fue de un 57,1 %, siendo un estudio con heterogeneidad moderada

(Figura 21).
Modelo alélico
G T Odds Ratio

Study Events Total Events Total . OR 95%-Cl W{random)
Espafia 63 189 125 327 l* 0.81 [055;1.18] 23.1%
Eslovenia 16 82 36 154 —— 0.79 [041;154] 12.5%
Estados Unidos 80 1090 110 1932 L 1.31 [097;1.77] 27.1%
Australia 13 35 21 73 —— 146 [0.62;343] 8.7%
Italia 178 349 224 553 B 3 1.53 [1.17;2.00] 28.6%
Random effects model 1745 3039 <= 1.16 [0.87: 1.54] 100%
Heterogeneity: I-squared=57.1% I

Modelo codominante GG RS
Study Events Total Events Total : OR 95%-Cl W{random)
Espafia 13 40 44 109 —l~ 0.71 [0.33;153] 24.4%
Eslovenia 1 15 1 5l ——=————— 0.26 [0.03;2.20] 6.5%
Estados Unidos 17 191 32 612 —— 1.77 [0.96;3.27] 28.5%
Australia 39 7 28 —r®——— 150 [0.29;7.65] 10.1%
Italia 46 78 69 180 —— 2.31 [1.34;3.98] 30.5%
Random effects model 333 980 <‘::> 1.33 [0.74: 2.42] 100%
Heterogeneity: I-squared=55.6% :

Modelo recesivo GG TT+GT
Study Events Total Events Total } OR  95%-Cl W(random)
Espaiia 13 40 81 218 — 0.81 [040;167] 23.9%
Eslovenia 1 15 25 103 ——®— 11— 0.22 [0.03;1.78] 5.1%
Estados Unidos 17 191 78 1320 —— 1.56 [0.90;2.69] 30.1%
Australia 39 14 45 e 1.11 [0.24;5.08] 8.7%
Italia 46 78 155 373 —— 2,02 [1.23;3.32] 32.2%
Random effects model 333 2059 <:> 1.27 [0.77: 2.10] 100%
Heterogeneity: I-squared=47.2% :

Modelo dominante GG+GT T
Study Events Total Events Total ) OR  95%-Cl W(random)
Espaiia 50 149 44 109 —I—— 0.75 [045;1.24] 23.1%
Eslovenia ) 15 67 11 51 — 1.05 [043;253] 10.1%
Estados Unidos 63 899 32 612 - 1.37 [0.88;2.12] 28.1%
Australia 10 26 7 28 T 1.88 [059:6.01] 6.2%
Italia 132 271 69 180 ~l- 1.53 [1.04;2.24] 32.6%
Random effects model 1412 930 :> 1.22 [0.90; 1.66] 100%
Heterogeneity: I-squared=30.2% i

I T T T T 1

0102 05 1 2 5 10

Figura 21. MA del polimorfismo rs2279744.

El resultado final del MA reveld que el polimorfismo rs2279744 no estaba asociado con

el riesgo a desarrollar OS bajo ningiin modelo de herencia genético (Figura 21).
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1.2.3 SESGO DE PUBLICACION

Con el fin de analizar el sesgo de publicacion, se realizé el test de Egger, el cual
consiste en medir la simetria entre estudios que muestran resultados positivos (asociacién) y
negativos (no asociacion). El andlisis del sesgo de publicacidén no reveld asimetria en el perfil de
los funnel plots (Figura 22), ya que los test de Egger no fueron significativos (p>0,05), (Figura
anexa 1 y 2). Estos resultados indicaron que el sesgo de publicacion no influyé en los

resultados del presente MA.

0.05 0.00
I I

0.10
I
Standard error

Standard error

0.25
I

0.30
I

T T T T T T
05 1.0 15 2.0 25 30

0.4 0.6 0.8 10 12 14 16 18

Odds Ratio Odds Ratio

Figura 22. Funnel plots de los test de Egger para la comparacion de frecuencias alélicas. a) rs1690916 para la
comparacion A vs G. b) rs2279744 para la comparacion de los alelos G vs T.
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1.3 ASOCIACION DEL POLIMORFISMO rs231775 DE CTLA4 CON EL RIESGO
A DESARROLLAR OS

Con el objetivo de determinar si el polimorfismo rs231775 del gen CTLA4 incrementa el
riesgo a desarrollar OS se realizé un estudio de asociacién caso-control en la poblacién

espafola.

1.3.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se analizaron un total de 99 pacientes con OS y 125 controles. Las caracteristicas

demograficas de la poblacidn incluida se detallan en la Tabla 21.

Tabla 21. Distribucién de la poblacidn de estudio en cuanto a edad y sexo en el
estudio de asociacidn del SNP rs231775.

Controles Casos
Participantes (n;%) 125 99
Edad* (media, sd) 57,2 +12,64 13,96 £ 5,06
Sexo* (n; %)
Masculino 68 (57,1) 60 (60,60)
Femenino 51 (42,9) 38 (38,38)

Abreviaturas: n, numero de individuos; ds, desviacién estdndar;* Los datos de edad y
sexo no estuvieron disponibles en todos los individuos (6 controles y 1 caso).

1.3.2 EXITO DE GENOTIPADO

El éxito de genotipado fue del 85,26% (66 pacientes y 125 controles). Las frecuencias

genotipicas de la poblacién control estuvieron en EHW (p>0,05).

1.3.3 ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE EL SNP rs231775 DEL GEN CTLA4 Y

RIESGO DE OS

El estudio de asociacion entre el SNP rs231775 del gen CTLA4 y el riesgo de OS por

frecuencias alélicas no mostro resultados significativos (p>0,05) (Tabla 22).
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Tabla 22. Estudio de asociacién por frecuencias alélicas entre el polimorfismo
rs231775 del gen CTLA4 y el riesgo a desarrollar OS.

AM MAF Alelo N (%) control N (%) casos OR (IC 95%) P
G 93(37,2) 40(30,3)
G 0,38 A 157(62,8) 9370,5) A 1,36 (0,87-2,02) 0,21
Total 250 (100) 132 (100)

Abreviaturas: AM, alelo de menor frecuencia en controles; MAF, frecuencia del alelo menor;
OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianza.

El analisis de asociacidon por frecuencias genotipicas mostrd resultados significativos
tanto en el modelo codominante como dominante (p>0,05) (Tabla 23). El resultado mas
significativo se obtuvo en el modelo codominante (AA vs AG y AA vs GG) con un valor de
p=0,005 (OR= 0,39, IC 95%: 0,21-0,74). En linea con este resultado, en el modelo dominante el
genotipo AG+GG conferia proteccion (OR= 0,45, 1C95%: 0,24-0,83).
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Tabla 23. Estudio de asociacion por frecuencias genotipicas entre el polimorfismo rs231775 del gen CTLA4 y el riesgo a desarrollar OS.

AM  Genotipo N (%) control N (%) casos OR (IC95%) cod P cod OR(IC 95%) rec P rec OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log P log
AA 37 (29,6) 32 (48,5) 1
AG 83 (66,4) 28 (42,4) AA/AG AA
& GG 5 (4,0) 6 (9,1) (1)23 Eg'g;_g';g; R GG 2.40 (0,70-8,18) R AG/GG 0,45 (0,24-0,83) LAY OEB DI D
Total 125 (100) 66 (100) ! ! !

Abreviaturas: AM, alelo menor frecuencia en controles; OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianza; cod, codominante; dom, dominante; rec, recesivo; log, log-aditivo.
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1.4 REVISION SISTEMATICA Y META-ANALISIS SOBRE LA IMPLICACION
DEL POLIMORFISMO rs231775 DE CTLA4 EN EL RIESGO A DESARROLLAR
oS

1.4.1 REVISION SISTEMATICA DE LA IMPLICACION DEL SNP rs231775 EN EL RIESGO A

DESARROLLAR OS

En la busqueda se identificaron un total de 378 publicaciones. Después de eliminar las
duplicaciones se obtuvieron 370 publicaciones (Figura 23). Tras revisar los resimenes de estas
publicaciones se descartaron 357 porque no cumplian los criterios de inclusion (Figura 23),
quedando un total de 8 articulos de los que se realizd una lectura completa. De éstos, se
identificaron un total de 2 articulos que especificamente estudiaban la implicacién del

polimorfismo rs231775 en el riesgo de desarrollar OS.
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Figura 23. Diagrama de flujo de la seleccion de estudios.

1.4.2 META-ANALISIS DEL SNP rs231775

pepiiqiGal3

|

El meta-analisis del SNP rs231775 incluyd dos poblaciones chinas y la poblacién

espafola previamente genotipada. La distribucidn genotipica de los controles en cada estudio

estuvieron en EHW (p>0,05). Todos los estudios superaron la escala de calidad (valor >5).

El andlisis de asociacion por frecuencias alélicas mostré que el SNP rs231775 estaba

asociado con el riesgo a desarrollar OS en las tres poblaciones incluidas en el MA (Tabla 24).
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Tabla 24. Estudio de asociacion por frecuencias alélicas entre el polimorfismors231775 del gen CTLA4

y el riesgo a desarrollar OS en los estudios incluidos en el MA.

Poblacion  Ncontror  Ncasos AR Freontrol Freasos  ORausc (IC 95%) P Ref Afio
Espafia 123 66 0,63 0,37 1,36(0,87-2,02) 0,21 2015 (PE)
China 282 267 046 054 1,32(1,03-1,69) 0,03 (56) 2011
China 216 205 0,47 0,53 1,41(1,07-1,87) 0,02 (57) 2011

Nota: AR, alelo riesgo; OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianza; Freq., frecuencia alélica; PE; Presente estudio. *Valores

significativos.

Debido a que la frecuencia del alelo menor del SNP rs231775 variaba en la poblacidon

asiatica con respecto a la espafiola, realizamos el analisis por frecuencias genotipicas tomando

como referencia el alelo menor de la poblacién asidtica. Es por ello que se realizaron las

comparaciones AA+AG vs GG y AA vs GG+AG para las tres poblaciones en el analisis de las

frecuencias genotipicas (Tabla 25). El modelo AA vs GG+AG mostré resultados significativos en

las tres poblaciones siendo el genotipo AA de riesgo para la susceptibilidad del OS en todos los

casos (OR=2,24, OR: 1,91y OR: 2,08).

Tabla 25. Estudio de asociacion por frecuencias genotipicas entre el polimorfismo rs231775 del gen CTLA4 y el
riesgo a desarrollar OS en los estudios incluidos en el MA.

. ) N(% N(% N
Poblacin AR Genotipo cor(“‘;i)l ca(sgl ORaasacvssa (IC 95%) P ORamuscewnc (IC95%) P Ref  Afo
AA 37(29,6) 32 (48,5)
» AG 83(66,4) 28 (42,4) GG GG+AG 2015
Espafia A GG 5 (4,0) 6(91) AA+AGO042 (0,12-142) O An224 (121415 901 (PE)
Total  125(100) 66 (100)
AA 22(7,8) 40 (15,0)
_ AG  140(49,6) 128 (47,9) GG GG+AG
China A GG 120(42.6) 99(371) AA+AG149(099222) % Aa101(1,07-341) ¥03 (6 2011
Total  282(100) 267 (100)
AA 21(9,7)  35(17,1)
. AG 108 (50) 106 (51,7) GG GG+AG
China A GG 87(40,3) 64(312) AA+AG1,26(089-177) ¥  AA208(1,20-361) 0T 7 2011
Total  216(100) 205 (100)
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En el MA por frecuencias genotipicas todos los articulos tuvieron un peso similar
(aproximadamente el 30%); sin embargo, en el analisis por frecuencias alélicas el trabajo de Liu
y cols, tuvo un peso del 47,8% y la poblacion espafiola de 14,4%. No se observo

heterogeneidad entre los estudios (Figura 24).

AAvs GG+GA
AA GG+GA Odds Ratio
Study Events Total Events Total OR 95% €1 W{random)
Espafia 32 69 34 122 —— 224 [121;419] 29.5%
Wang W 2011 35 596 170 365 —— 191 [1.07;3.41] 33.5%
LiuY 2011 40 62 227 487 —.— 208 [120;3861] 37.1%
Random effects model 187 974 == 207 [148; 2.89] 100%
Heterogeneity: -squared=0% — — —
0102 05 1 2 5 10
AvsG
A G Qdds Ratio
Study Events Total Events Total ) OR 95% Cl W(random)
Espafia 92 249 40 133 1.36 [087;2.14] 14.4%
Wang W 2011 176 326 234 516 1.41 [107;187] 37.8%
LiuY 2011 208 392 326 706 1.32 [1.03;169] 47.8%
Random effects model 967 1365 1.36 [1.15; 1.61] 100%

Heterogeneity: Fsquared=0%

[l
=}
o
[l
o
M
o
=1

Figura 24. MA del polimorfismo rs231775.

El resultado final del MA reveld que el genotipo AA aumentaba el riesgo a desarrollar
OS (OR= 2,07, 1C95%: 1,48-2,89). De la misma manera, el alelo A conferia riesgo a desarrollar

0S (OR=1,36, 1C95%: 1,15-1,61).
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2. SNPS EN GENES RELACIONADOS CON LOS MIRNAS

Con el objetivo de determinar los miRNAs implicados en la susceptibilidad al OS

realizamos una busqueda bibliogréafica exhaustiva de los miRNAs desregulados en OS.

2.1 BUSQUEDA DE MIRNAS DESREGULADOS EN LA SUSCEPTIBILIDAD DEL
OSTEOSARCOMA

En la busqueda bibliografica se identificaron un total de 172 publicaciones sobre el
tema (Figura 25). Tras revisar los resimenes, se descartaron 85 publicaciones porque no
cumplian los criterios de inclusién, quedando un total de 87 articulos de los que se realizé la
lectura completa. De éstos, se descartaron 17 articulos debido a que se centraban en la
busqueda de dianas de miRNAs, o estudiaban el papel de los miRNAs en la tumorigénesis,
prondstico, metdstasis, supervivencia o respuesta al tratamiento, o porque no se pudo obtener
el articulo completo. Adicionalmente, se eliminaron 7 trabajos por estar centrados en lineas
celulares, 33 por no especificar la edad de los pacientes y 22 por tratarse de OS de adultos,
qguedando un total de 8 articulos que estudiaban la desregulacién de miRNAs en tejido tumoral

y plasma de individuos con OS.
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Figura 25. Diagrama de flujo de la revision sistematica.

Debido a la falta de estudios que nos indicasen los miRNAs cuya desregulacion

estuviera asociada con el riesgo de OS, decidimos estudiar la variabilidad genética de todos los

genes relacionados con los miRNAs, tanto de los genes de procesamiento como de los miRNAs.
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2.2 SNPS EN GENES DE PROCESAMIENTO DE MIRNAS

Polimorfismos en genes de la ruta de procesamiento de miRNAS pueden afectar a su
funcidn, y como consecuencia alterar los niveles de miRNAs implicados en el desarrollo del OS.
Con el objetivo de determinar si polimorfismos en estos genes estaban asociados con la
susceptibilidad a desarrollar OS, realizamos un estudio caso control incluyendo 72

polimorfismos en 21 genes de procesamiento de miRNAs.

2.2.1 POBLACION DE ESTUDIO

La poblaciéon de estudio consistié en 99 nifios y jovenes (<34 afos) diagnosticados con
OS en la Unidad de Oncologia del Departamento de Pediatria de la Universidad Clinica de
Navarra y 387 controles de origen europeo (sin historial de cancer previo), procedentes de la
coleccion C.0001171 registrada en el Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII) (Tabla 26).

Tabla 26. Distribucion de la poblacion de estudio en cuanto a edad, sexo en el
estudio de asociacidn con genes de procesamiento de miRNAs.

Controles Casos
Participantes (n) 387 99
Edad* (media, sd) 51,2+7,7 14,60 + 5,23
Sexo* (n; %)
Masculino 199 (51,4) 55 (55,6)
Femenino 187 (48,3) 44 (44,4)

Abreviaturas: Sd, desviacion estandar *Nota: algunos datos de edad y sexo no
estuvieron disponibles en todos los individuos.

2.2.2 EXITO DE GENOTIPADO

Un 87,86% de las muestras (427/486) y un 93,05% de los SNPs (67/72) fueron
genotipados satisfactoriamente. Se eliminaron del estudio las muestras con mas de un 20% de
genotipos perdidos (n=59) y los SNPs no amplificados o con intensidad insuficiente para la
separacion por clusters (n=5). Ademads, 10 SNPs de los 67 SNPs genotipados no cumplieron el
EHW en la poblacidn de controles y, como consecuencia, no se consideraron en posteriores
analisis. En total, 15 SNPs fueron excluidos del estudio (Tabla anexa 4) dejando 57 para

posteriores analisis.
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2.2.3 ANALISIS DE ASOCIACION

Para estudiar si las variantes genéticas en los genes de procesamiento de miRNAs
influian en el riesgo a desarrollar OS, se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas entre
casos y controles de 57 polimorfismos en 21 genes. Los resultados de los analisis mostraron
que tres polimorfismos en tres genes de procesamiento (CNOT1, CNOT4 y SND1) estuvieron

asociados con el riesgo a desarrollar OS (p < 0,05) (Tabla anexa 5).

El SNP mas significativo fue rs11866002 localizado en el gen CNOTI1. Bajo el modelo
dominante, el genotipo CT+TT se asocié con una disminucidon del riesgo a desarrollar la
enfermedad (OR= 0,44; 95% IC: 0,27-0,73; p = 0,001). Tras la correccién de Bonferroni, este
resultado se mantuvo casi significativo (p = 0,08). Los SNPs rs3812265 en CNOT4 (p=0,025;
modelo dominante) y rs3823994 en SND1 (p=0,041, modelo aditivo) también se asociaron con

el riesgo a OS (antes de la correccion por Bonferroni) (Tabla 27).
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Tabla 27. Resultados positivos de los andlisis de asociacion por frecuencias genotipicas entre SNPs en genes de procesamiento de miRNAs y riesgo de OS.

Gen SNP Genotipo  N(%) control  N(%) casos  OR (IC 95%) cod P cod OR(IC 95%) rec P rec OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log P log
& o 233 % §§§§§ 1,90 cc/eT 1,00 cc 1,00

CNOTL  rs11866002 T 38 (11,6) 6 (7,73 8:22 ((06'21‘;_2:13 0.005 0,68 0,2’8 1,66 0,373 CT/TT 0,44 (0,27-0,73) 0,001* 0,55 (0,36-0,83) 0,003
SIS S co/er 1,00 cc 100

CNOTS 153812265 T 15 (4,5; 3 (3,83 11’,%59((;’;'_:,’836)) 0059 oy 0,84 (0,24- 2,99) 0,790 CT/TT 1,75 (1,07-2,87) 0,025 1,45(0,97-2,18) 0,076
AA 163 (46,8) 47 (59,5) 1,00

sor mse N ST B0 om i owr o EMS oan o SN0 oo om0 oon

0,50 (0,17-1,48)

*Significativo después de la correccién de Bonferroni
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2.3 SNPS EN GENES DE PRE-MIRNAS

Los polimorfismos en genes de miRNAs pueden afectar a su funcién, y como
consecuencia alterar los niveles de miRNAs implicados en el desarrollo del OS. Con el objetivo
de determinar si polimorfismos en miRNAs estaban asociados con la susceptibilidad a
desarrollar OS, realizamos un estudio caso control incluyendo 213 polimorfismos en 206 genes

de miRNAs.

2.3.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron un total de 100 casos de OS (<34 afios): 74 casos procedentes de 3
hospitales de referencia en Espafia y 26 de la Unidad de Oncologia Pediatrica del University
Children’s Hospital de Liubliana, Eslovenia y sus correspondientes controles (n=160 y n=96,
respectivamente). Las caracteristicas demograficas de casos y controles se detallan en la tabla

28.

Tabla 28. Distribucion de edad y género en la poblacion de pacientes de OS y controles en el
estudio de miRNAs.

Total Controles Casos

Participantes*® (n) 356 256 100

Poblacién (n;%)

Espafia 234 160 (68,37) 74 (31,62)

Eslovenia 122 96 (78,68) 26 (21,31)
Edad* (media; ds)

Espafia - 69,01 (17,5) 14,5 (4,7)

Eslovenia - 46,0 (9,3) 19,5 (8,6)
Sexo* (m/h)

Espafia 111/120 81/79 30/41

Eslovenia 51/71 38/58 13/13

Abreviaturas: n, nimero de individuos; ds, desviacidén estandar; m, mujeres; h, hombres.*algunos datos de
edad y sexo no estuvieron disponibles en todos los individuos (3 casos de la poblaciéon espafiola).
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2.3.2 EXITO DE GENOTIPADO

De un total de 356 muestras de ADN, se genotiparon con éxito 353 (99,16%). Se

eliminaron aquellas muestras con mas de un 20% de genotipos perdidos.

Se seleccionaron un total de 213 SNPs en 206 pre-miRNAs. Del total de 213 SNPs
incluidos inicialmente en el estudio 151 fueron genotipados satisfactoriamente (70,9%). Los
SNPs fallidos se debieron a la no amplificacién de la PCR, intensidad insuficiente o poca
definicidn para la separaciéon por clusters. Asimismo, 7 SNPs en la poblacidn espafola y 3 SNPs
en la poblacién eslovena fueron eliminados por no cumplir el EHW en la poblacién control v,
como consecuencia, no se consideraron en andlisis posteriores. Los detalles sobre el éxito de

genotipado se muestran en la Tabla 6 del Anexo.

2.3.3 ESTUDIO DE ASOCIACION EN POBLACION ESPANOLA

Los resultados de los analisis por frecuencias genotipicas mostraron que 14
polimorfismos en 14 miRNAs estaban asociados con el riesgo a desarrollar OS (p < 0,05). De
forma destacada, 4 SNPs estuvieron localizados en la regién 14g32, 3 en el cromosoma 19, 2
en 4924-25 y 2 en 5q. Todos los polimorfismos significativos estuvieron localizados en el pre-
miRNA, salvo el SNP rs35770269 en mir-449c, que estuvo localizado en la region seed del
miRNA. Ninguno de los SNPs se mantuvo significativo después de corregir mediante el método

FDR (Tabla 29, Tabla anexa 7).
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Tabla 29. Resultados positivos de los analisis de asociacion por frecuencias genotipicas entre SNPs en miRNAs y
riesgo de OS en poblacién espafiola.

miRNA SNP Localizacion Posicion Genotipo  N(%)controles N(%)casos OR (IC 95%) P
cC 74 (46,2) 19 (27,5)
. CT 71 (44,4) 34 (49,3) 0,00099
1 mir-300 rs12894467 PM 14932 T e e 2,01 (1,32-3,06) {log)
Totales 160 (100) 69 (100)
GG 140 (87,5) 68 (98,6) 1
2 mir-2278 rs356125 PM 9922 AG 20(12,5) 1 (14) 01 (001078 20022
AA 0(0) 0(0) 0,00 (0.00) (cod)
Totales 160 (100) 69 (100) ! !
AA 156 (97,5) 60 (87,0) 1
3 mir-576 rs77639117 PM 4925 al © (25 ) 5,85 (1,74-19,71) Gz
T 0(0) 0(0) 0,00 (0,00) (cod)
Totales 160 (100) 69 (100) ! !
cc 72 (45,3) 23(34,3)
) cT 77 (48,4) 31(46,3) 1 0,00449
4 mir-3188 rs7247237 PM 19p13 T 10 (6,3) 13 (19.4) 3,50 (1,49-8,66) (rec)
Totales 159 (100) 67 (100)
@c 130(81,2) 60 (87,0)
) cG 30 (18,8) 6(8,7) 1 0,02652
5 mir-492 rs2289030 PM 12qg22 GG 0(0,0) 3(4,3) 0,00 (rec)
Totales 160 (100) 69 (100)
AA 78 (49,1) 25 (36,2) 1
6 mir-2053 rs10505168 PM 8qg23,3 AG 65(40,9) 42(60,9) 2,02 (1,11-3,65) 0,00869
GG 16 (10,1) 2 (2,9) 0,39 (0,08.1.81) (cod)
Totales 159 (100) 69 (100) ! ! !
GG 35 (22,0) 27 (39,1)
) AG 83 (52,2) 23(33,3) 1 0,00880
7 Mirdde7 - rs60871950 M i A 41(258) 19(275)  044(02408)  (dom)
Totales 159 (100) 69 (100)
GG 57 (35,6) 13 (20,0)
) AG 66 (41,2) 35(53,8) 1 0,0185
8 mir-412 rs61992671 M/PM 14932 " 37 (23.) 17(26.2) 221 (L11-441) (dom)
Totales 160 (100) 65 (100)
GG 110 (69,6) 43 (62,3) X
Al 24,7 2 7,7 207
9 mir-5196 rs10406069 PM 19q13 € Bli) © (17 1,71 (0,93-3,13) o
AA 9(5,7) 0 (0,0) 0,00 (0,00) (codom)
Totales 158 (100) 69 (100) Yoy
cc 157 (98,1) 63 (91,3)
) cT 3 (1,9) 6 (8,7) 1 0,02102
10 mir-656 rs58834075 PM 14q32 T 0(0) 0(0) 4,08 (1,21-20,55) {codom)
Totales 160 (100) 69 (100)
GG 111 (69,8) 39 (56,5) 1
11 mir-4309 rs12879262 PM 14932 de SR ) () 1,99 (1,10-3,59) o
cc 5 (3,1) 0 (0,0) 0,00 (0,00) (codom)
Totales 159 (100) 69 (100) ! !
AA 117 (73,1) 58 (86,6)
) AG 41(25,6) 8(11,9) 1 0,0224
12 -378h 702742 PM
mir-378 rs70 >a33 GG 2(1,2) 1(1,5) 042 (0,19-093)  (dom)
Totales 160 (100) 67 (100)
CcC 138 (87,3) 51(75,0)
. CT 19 (12,0) 17 (25,0) 1 0,0255
13 mir-4745  rs10422347 M/PM 19p13 T e 5 (] 7 LT (dom)
Totales 158 (100) 68 (100)
AA 61(38,4) 35(50,7)
. AT 71 (44,7) 28 (40,6) 0,0382
14 mir-449c rs35770269 PM/seed 5q11 T 27(17.0) 6 (87) 0,64 (0,42-0,98) (Iog)
Totales 159 (100) 69 (100)

Abreviaturas: Pajust, Valores de p ajustados por sexo; NS: No significativo; PM, pre-maduro; M, maduro; dom, dominante;
rec, recesivo; codom, codominante, log, log-aditivo

Por otro lado, el andlisis por frecuencias alélicas mostré 10 polimorfismos en 10 genes
de miRNAs asociados con el riesgo a OS (Tabla 30). Comparando estos resultados con los
obtenidos en los andlisis por frecuencias genotipicas, se encontraron tres nuevos SNPs en 3
mMiRNAs (mir-4752, mir-4268 y mir-1283-2) asociados con el riesgo a 0OS. Es interesante

remarcar que el SNP en el mir-449c esta localizado en el seed del miRNA.
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Tabla 30. Resultados positivos de los andlisis de asociacion por frecuencias alélicas entre SNPs en miRNAs y riesgo
de OS en poblacién espafiola.

Gen SNP Localizacion Posicion Alelo  Frec. controles Frec. casos OR (IC 95%) P
1 mir-300 rs12894467 PM 14932 T 0,316 0,493 2,11 (1,42-3,15) 0,0002
2 mir-576 rs77639117 PM 4925 T 0,012 0,061 5,16 (1,55-16,89) 0,0031
3 mir-3188 rs7247237 PM 19p13 T 0,305 0,438 1,77 (1,18-2,67) 0,0056
4 mir-2278 rs356125 PM 9922 G 0,938 0,993 9,8 (1,30-73,73) 0,0068
5 mir-656 rs58834075 PM 14932 T 0,009 0,047 5,24 (1,34-20,58) 0,0083
6 mir-4752 rs4112253 PM 19913 C 0,619 0,730 1,66 (1,09-2,55) 0,0189
7 mir-4745 rs10422347 M/PM 19p13 T 0,066 0,130 2,10 (1,09-4,04) 0,0236
8 mir-4268 rs4674470 PM 2935 T 0,865 0,783 1,77 (1,03-3,05) 0,0364
9 mir-1283-2 rs71363366 PM 19q13 G 0,019 0,054 2,99 (1,02-8,78) 0,0371
10 mir-449c rs35770269 PM/seed 5q11 A 0,607 0,703 1,53 (1,01-2,33) 0,0453

Abreviaturas: PM, pre-maduro; M, maduro.

2.3.4 ANALISIS IN SILICO EN POBLACION ESPANOLA

Para comprobar el cambio de estructura secundaria debida a los mir-SNPs
comparamos el cambio de energia liberada en la estructura secundaria de los miRNAs con
SNPs significativos. En la poblacidn espafiola, los SNPs en rs2289030 en mir-492, rs35770269
en mir-449c, rs10422347 en mir-4745, rs60871950 en mir-4467 y rs10406069 en mir-5196

provocaron cambios en la estructura secundaria de los miRNAs (Figura 27).
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Figura 27. Estructura secundaria de los miRNAs con SNPs asociados al
riesgo a desarrollar OS en la poblacion espafiola que cambiaban su
estructura secundaria, predicho por la base de datos miRNASNP.
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2.3.5 ESTUDIO DE ASOCIACION EN POBLACION ESLOVENA

El analisis por frecuencias genotipicas en la poblacion eslovena mostré que 9
polimorfismos en 8 miRNAs estaban asociados con el riesgo a desarrollar OS (p < 0,05). De
forma destacada, 3 polimorfismos estuvieron localizados en la regidén seed de sus respectivos
mMiRNAs (mir-3620, mir-4707 y mir-499a), 2 estuvieron situados en el mir-5189 (rs35613341 y
rs56292801) y otros 2 SNPs se localizaron en la regiéon 2pl16 (rs6726779 y rs243080). La
asociaciéon del SNP rs35613341 se mantuvo significativa después de la correccion por

Bonferroni (Tabla 31, Tabla anexa 8).

Tabla 31. Resultados positivos de los andlisis de asociacion por frecuencias genotipicas entre SNPs en miRNAs y
riesgo de OS en poblacion eslovena.

Gen SNP Localizaciéon Posicion Genotipo N(%)control N(%)casos OR (IC 95%) P
cc 49 (51,0) 16 (69,6) 1
*
1 mir-5189 rs35613341 PM 16024 g A7) 152 0,07 (0,01-0,59) e
GG 6 (6,2) 6(26,1) 3,06 (0,86-10,85) (codom)
Totales 96 (100) 23(100) ’ ¢ ’
1 50(52,1) 17 (85,0) 1
2 mir-4268 rs4674470 PM 2qg35 cr 40(41,7) 1(50) 0,07 (0,01-0,58) 0,00208
cc 6 (6,2) 2(10,0) 0,98 (0,18-5.33) (codom)
Totales 96 (100) 20 (100) ! ! !
cc 75 (78,9) 21(87,5) .
. cT 20 (21,1) 1 (4,2) 0,00783
-362 207 PM 1qg42 1 2-1,41
3 mir3620  rs2070960 [seed q T 0 (0.0) 2 (83) 018 003441 (codom)
Totales 95 (100) 24 (100) ’
GG 51(53,1) 18 (81,8)
) AG 41(42,7) 3(13,6) 1 0,01017
4 mir-5189 rs56292801 PM 16q24 AA 4 (42) 1(4,5) 0,25 (0,08-0,30) (dom)
Totales 96 (100) 22 (100)
AA 31(32,3) 2(8,7)
. AC 45 (46,9) 15 (65,2) 1 0,0132
5 mir-4707 rs2273626 PM/seed 14q11 cc 20(20.8) 6(26,1) 5,01 (1,10-22,72) (dom)
Totales 96 (100) 23(100)
T 34 (35,8) 12 (63,2) 1
6 mir-4431 rs6726779 PM 2p16 cr 51(53,7) 40211 0,22 (0,07-0,75) 0,0272
cc 10 (10,5) 3(15,8) 0,85 (0,20-3,62) (codom)
Totales 95 (100) 19 (100) ¢ i
AA 88 (93,6) 17 (85,0)
. AG 6 (6,4) 1 (5,0) 1 0,0296
7 mir-5682 rs9877402 PM 8q22 s 0 (0.0) 2(10,0) a0 (req)
Totales 94 (100) 20 (100)
cc 30(31,6) 12 (57,1)
. CcT 49 (51,6) 5(23,8) 1 0,0303
-4432 24 PM 2pl
8 mir-443 rs243080 p16 ™ 16 (16,8) 4(19,0) 0,35 (0,13-0,91) (dom)
Totales 95 (100) 21 (!00)
T 64 (66,7) 18 (75,0)
) cT 30(31,2) 3(12,5) 1 0,0444
9 mir-499a rs3746444 PM/seed 20qg11 cc 2 (2,1) 3(12.5) 6,71 (1,06-42,73) i)
Totales 96 (100) 24 (100)

Abreviaturas:* Significativo después de la correccidon por Bonferroni. PM, pre-maduro; M, maduro; dom, dominante; rec,
recesivo; codom, codominante, log, log-aditivo

En el andlisis por frecuencias alélicas, 3 polimorfismos en 3 miRNAs estuvieron
asociados con el riesgo a OS (Tabla 32). Entre los resultados interesantes encontramos que el

SNP rs2273626 en mir-4707 estd localizado en el seed del miRNA. Comparando estos
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resultados con los obtenidos en los analisis por frecuencias genotipicas, se encontré 1 nuevo

SNP en mir-5197 asociado al riesgo a OS.

Tabla 32. Resultados positivos de los analisis de asociacién por frecuencias alélicas entre SNPs en miRNAs y

riesgo de OS en poblacién eslovena.
Gen SNP Localizacién Posicion Alelo N control N casos OR (IC 95%) P
2 mir-4707 rs2273626 PM/seed 14911 C 0,443 0,667 2,52 (1,12-5,66) 0,0223
3 mir-5197 rs2042253 PM 5q31 A 0,753 0,933 4,60 (1,06-20,05) 0,0271
5 mir-5189 rs56292801 PM 16924 G 0,745 0,929 4,45 (1,02-19,46) 0,0313

Abreviaturas: PM, pre-maduro; M, maduro.

2.3.6 ANALISIS IN SILICO EN POBLACION ESLOVENA

En la poblacion eslovena, los SNPs en rs56292801 y rs35613342 en mir-5189 vy

rs2273626 en mir-4707 provocaron cambios en la estructura secundaria de los miRNAs (Figura

28).

mir-5189 mir-4707

rs56292801 rs35613341

;’; g g 3 8 &
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Figura 28. Estructura secundaria de los miRNAs con SNPs asociados al riesgo a
desarrollar OS en la poblacion eslovena que cambiaban su estructura secundaria,

predicho por la base de datos miRNASNP.

2.3.7 ESTUDIO DE ASOCIACION EN POBLACION ESPANOLA Y ESLOVENA

Cuando analizamos las poblaciones espafiola y eslovena juntas, encontramos 12 SNPs

en 12 miRNAs asociados con la susceptibilidad a desarrollar OS. Cuando comparamos estos
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resultados con los obtenidos en cada poblacidon de forma individual, observamos que 9 de los

12 SNPs ya habian mostrado resultados significativos en alguna de las dos poblaciones por

separado. Ninguno de los SNPs se mantuvo significativo después de corregir por FDR (Tabla 32,

Tabla anexa 9).

Tabla 32. Resultados positivos de los analisis de asociacién por frecuencias genotipicas entre SNPs en miRNAs y

riesgo de OS en la poblacion total.

Poblacién conjunta

Poblacion espaiiola

Poblacion eslovena

miRNA SNP Genotipo Controles Casos P Controles Casos P Controles Casos P
AA 249 (97,3) 81(88,0) 156 (97,5) 60( 87,0) 93(96,9)  21(91,3)
576 177639117 AT 7 2,7) 10(10,9) 4 (2,5) 9(13,0) 3 (3,1) 1(43)
1 ™ 000 1(L1) 0002 0 (0,0 0 (0,00 0,003 0 (0,0 143) o041
Totales  256(100) 92 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100)  24(100)
AA 233 (92,5) 32(84,2) 145 (91,8) 15(83,3) 88(936)  17(85,0)
irse2 10877400 AG 19 (7,5) 3 (7,9) 13 (8,2) 2(13,1) 6 (6,4) 1 (5,0)
2 GG 000 3(79 0002 0 (0,0) 1(56) 007 0 (0,0) 2(100) 0,03
Totales  252(100) 38 (100) 158 (100) 18 (100) 94(100) 20 (100)
cc 45(254) 30(333) 25(30,9) 24(35,8) 20(20,8) 6(26,1)
) AC 79 (44,6) 47 (52,2) 34 (42,0) 32 (47,8) 45(46,9)  15(65,2)
g Mmird707 - rs2273626 AA 53(29,9) 13(14,4) 0,004 22(27,2) 11(164) 01 31(32,3) 287 001
Totales  177(100) 90 (100) 81(100) 67 (100) 96 (100)  23(100)
T 151(59,2)  67(753) 101 (63,5) 50 (72,5) 50(52,1)  17(85,0)
268 rede74470 cT 87(341) 19 (21,3) 47 (29,6) 18 (26,1) 40 (41,7) 1 (5,0)
4 @ 17(67) 3 (34) 0,006 11(6,9) 1(14 006 6 (6,2) 2(100) 0,002
Totales  255(100) 89 (100) 159 (100) 69 (100) 96(100) 20 (100)
cc 99(38,7) 26(28,0) 74 (46,2) 19(27,5) 25 (26,0) 7(29,2)
) cT 124(48,4) 45 (48,4) 71 (44,4) 34 (49,3) 53(552)  11(45,8)
5 mir-300 rs12894467 ni 33(12,9) 22(23,7) 0,01 15(9,4) 16(23,2) 0,001 18(18,8) 6(25,0) 0,5
Totales  256(100) 93 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100)  24(100)
cc 218(85,8) 68 (74,7) 138(87,3) 51 (750) 80(833)  17(73,9)
: cT 34(13,4) 23 (253) 19(120) 17 (25,0) 15(156) 6 (26,1)
g (UMD Oy T 2(08) 0 (009 002 1(06) 0 (00) 003 1(1,0) 0000 03
Totales 254 (100) 91 (100) 158 (100) 68 (100) 96(100) 23 (100)
cc 216 (850) 74 (82,2) 141 (88,7) 53(80,3) 75 (78,9)  21(87,5)
3620 142070960 cT 38 (150) 13 (14,4) 18 (11,3) 12(18,2) 20 (21,1) 1(42)
10 i 000 333 002 0 (0,0) 1(1L5) 0,09 0 (0,0) 2(83) 0,008
Totales 254 (100) 90 (100) 159 (100) 66 (100) 95(100)  24(100)
™ 137 (546) 13 (39,4) 86 (55,5) 2 (15,4) 51(531)  11(55,0)
: cT 102 (40,6) 15 (45,5) 62 (40,0) 8(61,5) 40 (41,7) 7(35,0)
7 Mmiri25a 28664200 12 (48) 5(152) 003 7 (45) 3(231) o001 5(52) 2(100) 04
Totales  251(100) 33 (100) 155 (100) 13 (100) 96(100) 20 (100)
cc 115(453) 37 (40,2) 72 (45,3) 23(343) 43(453)  14(56,0)
) cT 121(47,6) 41 (44,6) 77 (48,4) 31 (46,3) 44(463)  10(40,0)
8 mir-3188 17247237 i 18 (7,1)  14(152) 0,03 10 86,3) 13(19,4) 0,004 8 (8,4) 1 (4,0) 03
Totales 254 (100) 92 (100) 159 (100) 67 (100) 95(100)  25(100)
GG 144 (562) 64 (68,8) 84 (52,5) 46 (66,7) 60(62,5)  18(75,0)
: G 96 (37,5) 23 (24,7) 66 (41,2) 18(26,1) 30(31,2) 5(20,8)
g  Mirldéa 152910164 @ 16(62) 6 (65 0,03 10(6,2) 5(72)  0,05* 6 (6,2) 142 02
Totales  256(100) 93 (100) 160 (100) 69 (100) 96(100) 24 (100)
cc 103(40,2) 46 (52,3) 60 (37,5) 34 (49,3) 43(44,8)  12(63,2)
) rs4112253 G 119 (46,5)  35(39,8) 78 (48,8) 30 (43,5) 41(42,7) 5(26,3)
1 mirA7s2 GG 34(133)  7(80) 0,03 22 (13,8) 5(72) 005 12 (12,5) 2(105) 01
Totales  256(100) 88 (100) 160 (100) 69 (100) 96(100)  19(100)
GG 143(56,1) 59 (65,6) 89 (56) 47 (69,1) 54(562) 12 (54,5)
: rs67042258 AG 97(38,0) 22 (24,4) 62 (39) 16 (23,5) 35 (36,5) 6(27,3)
,  mir612s " 15 (59) 9(100) 0,04 8 (5) 5(74) 006 7(73)  4(182) 01
Totales  255(100) 90 (100) 159 (100) 68 (100) 96(100) 22 (100)

Juntando todos los resultados significativos obtenidos en los diferentes andlisis

realizados (por frecuencias genotipicas), se obtuvieron un total de 26 SNPs significativos en 25

miRNAs: 14 SNPs fueron significativos sélo en la poblaciéon espafiola, 9 SNPs sélo en la

poblacién eslovena y 3 SNPs fueron significativos Unicamente cuando se juntaron las dos
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poblaciones (mir-146a, mir-4752 y mir-6128). En estos ultimos, a pesar de que los SNPs no son
significativos en cada poblacidn por separado, si se observa la misma tendencia de riesgo en

ambas poblaciones (Tabla 33).
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Tabla 33. Resumen de resultados de asociacion de las poblaciones espafiola y eslovena en comparacion con la poblacién conjunta (continua).

Poblacién conjunta

Poblacién espaiiola

Poblacién eslovena

Controles

Casos

Controles

Casos

Controles

Casos

MiRNA SNP Genotipo \_56) (N=100) Prortes (N=160) (N=74) Pespata (N=96) (N=26) Pesoverta
cc 99 (38,7) 26 (28,0) 74 (46,2) 19 (27,5) 25 (26,0) 7(29,2)
N mir-300 1512894467 cr 124 (48,4) 45 (48,4) 0,0103 71 (44,4) 34 (49,3) 0,0010 53 (55,2) 11 (45,8) 05025
(PM) T 33(12,9) 22(23,7) TT 1,57(1,11-2,22)(log) 15 (9,4) 16 (23,2) TT 2,01 (1,32-3,06)(log) 18 (18,8) 6(25,0) 4
Todas 256 (100) 93 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100) 24 (100)
GG 225 (87,9) 90 (94,7) 140 (87,5) 68 (98,6) 85 (88,5) 22 (84,6)
2 mir-2278 rs356125 AG 30(11,7) 5 (53) 0,0460 20(12,5) 1(1,4) 0,0022 10 (10,4) 4(15,4) 0,6043
(PM) AA 1(0,4) 0 (0,0) AG/AA 0,40 (0,15-1,07)(dom) 0 (0,0) 0 (0,0) AG 0,1 (0,01-0,78)(cod) 1(1,0) 0 (0,0) )
Todas 256 (100) 95 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100) 26 (100)
AA 249 (97,3) 81 (88,0) 156 (97,5) 60 (87,0) 93 (96,9) 21(91,3)
3 mir-576 rs77639117 AT 7(2,7) 10 (10,9) 0,0015 4 (2,5) 9(13,0) 0,0027 3 (3,1) 1 (4,3) 0,1282
(PM) T 0(0,0) 1(1,2) AT/TT 4,83 (1,81-12,87)(rec) 0 (0,0) 0 (0,0) AT 5,85 (1,74-19,71)(cod) 0 (0,0) 1(4,3) g
Todas 256 (100) 92 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100) 23 (100)
cc 115 (45,3) 37(40,2) 72 (45,3) 23(34,3) 43 (45,3) 14 (56,0)
B mir-3188 157247237 cr 121 (47,6) 41 (44,6) 0,0275 77 (48,4) 31 (46,3) 0,0045 44 (46,3) 10 (40,0) 02726
(PM) T 18 (7,1) 14 (15,2) TT 2,35 (1,12-4,95)(rec) 10 (6,3) 13 (19,4) TT 3,59 (1,49-8,66)(rec) 8(8,4) 1(4,0) 4
Todas 254 (100) 92 (100) 159 (100) 67 (100) 95 (100) 25 (100)
cc 211 (82,4) 79 (85,9) 130 (81,2) 60 (87,0) 81 (84,4) 19 (82,6)
5 mir-492 rs2289030 cG 44 (17,2) 10 (10,9) 0,0415 30(18,8) 6(8,7) 0,0265 14 (14,6) 4 (17,4) 0,7989
(PM) GG 1(0,4) 3 (3,3) GG 8,60 (0,88-83,70)(rec) 0(0,0) 3(4,3) GG 0 (rec) 1 (1,0) 0(0,0) !
Todas 256 (100) 92 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100) 23 (100)
AA 123 £48,2; 36 E40,4; 78 E49,1: 25 Eas,z; 0.0087 a5 546,9; 11( (55,;);
mir-2053 rs10505168 AG 107 (42,0) 48 (53,9 65 (40,9 42 (60,9 . 42 (43,8, 6 (30,0,
6 (PM) GG 25 (9,8) 5 (5,6) 01128 16 (10,1) 2 (29) AG Zéoezél('clolc;i’ss) 9(9,4) 3(15,0) 04723
Todas 255 (100) 89 (100) 159 (100) 69 (100) 96 (100) 20 (100)
GG 78 (3(0,6) 36 239,1) 35 :22,0) 27(39,1) 0,0088 43 (44,8) 9(39,1)
mir-4467 rs60871950 AG 121 (47,5) 32(34,8) 83(52,2) 23(33,3) . 38 (39,6) 9(39,1)
7 ™) AA 56 (22,0) 24(26,1) 0.2082 41(258) 19 (27,5) CEIR Oi‘;‘:’rﬂ”'o's” 15 (15,6) 5(21.7) :20
Todas 255 (100) 92 (100) 159 (100) 69 (100) 96 (100) 23 (100)
GG 76 (29,7) 18 (20,7) 57 (35,6) 13 (20,0) 19 (19,8) 5(22,7)
8 mir-412 rs61992671 AG 119 (46,5) 47 (54,0) 00973 66 (41,2) 35(53,8) 0,0185 53(55,2) 12 (54,5) 0,7419
(M/PM) AA 61 (23,8) 22(253) 4 37(231) 17 (26,2) AG/AA 2,21 (1,11-4,41)(dom) 24 (25,0) 5(22,7) 4
Todas 256 (100) 87 (100) 160 (100) 65 (100) 96 (100) 22 (100)
GG 171( (57,)3) 57 252,5; 11(1 (69,)6) 43 ((62,3)) 0,0207 61 563,5; 14( (53,)5)
mir-5196 rs10406069 AG 72 (28,3] 33(36,3] 39 (24,7 26 (37,7, ’ 33 (34,4] 7 (31,8,
o (Pm) AA 11(43) 1(11) 0,075 9(5,7) 0 (00) ASLTL 50(1:903;")3:13) 2 (21) 1(a5) Q:5308
Todas 254 (100) 91 (100) 158 (100) 69 (100) 96 (100) 22 (l00)
cc 245((95;7) 89((93;7) 15(7 (9)8,1) 532 (91),3) 0,02102 88((91;7) 26 ((10(;,0)
mir-656 rs58834075 cT 11 (4,3] 6 (6,3 3(1,9] 6(8,7] 4 8 (8,3 0 (0,0
0 (PM) ™ 0 (0,0) 0 (00) 04457 0 (0,0) 0 (0,0 ras él('cﬁ;)w'ss) 0 (0,0) 0 (0,0) 0.2002
Todas 256 (100) 95 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100) 26 (100)
GG 188 (73,7) 55 (60,4) 0,0098 111 (69,8) 39 (56,5) 0,0223 77 (80,2) 16 (72,7)
mir-4309 rs12879262 cG 61 (23,9) 36 (39,6) ’ 43 (27,0) 30 (43,5) 7 18 (18,8) 6 (27,3)
L ) cc 6(24) 0 (00) ce z'cc’czéi'cildf'%) 5 (3,) 0 (0,0) cc 1,6969é1(,ct%)3,59) 1(10) 0 (0,0) QB3
Todas 255 (100) 91 (100) 159 (100) 69 (100) 96 (100) 22 (100)
AA 204 (79,7) 77 (84,6) 117 (73,1) 58 (86,6) 87(90,6) 19 (79,2)
12 mir-378h rs702742 AG 49 (19,1) 13 (14,3) 02951 41 (25,6) 8(11,9) 0,0224 8 (8,3) 5(20,8) 01421
(PM) GG 3(1,2) 1(1,2) v 2(1,2) 1(1,5) AG/GG 0,42 (0,19-0,93)(dom) 1 (1,0) 0(0,0) "
Todas 76 (100) 91 (100) 160 (100) 67 (100) 96 (100) 24 (100)
cc 218 (85,8) 68 (74,7) 138 (87,3) 51 (75,0) 80 (83,3) 17 (73,9)
;3 mir47as 1510422347 o 34 (13,4) 23 (253) 0,0194 19 (12,0) 17 (25,0) 0,0255 15 (15,6) 6 (26,1) 03122
(M/PM) T 2 (0,8) 0 (0,0) CT/TT 2,05 (1,14-3,69)(dom) 1(0,6) 0 (0,0) CT/TT 2,30 (1,12-4,73)(dom) 1(1,0) 0 (0,0) ”
Todas 254 (100) 91 (100) 158 (100) 68 (100) 96 (100) 23 (100)
AA 103 (40,4) 42 (46,7) 61 (38,4) 35(50,7) 42 (43,8) 7(33,3)
1 mir-449c 1535770269 AT 116 (45,5) 40 (44,4) 03387 71 (44,7) 28 (40,6) 0,0382 45 (46,9) 12 (57,1) 03761
(PM/seed) ™ 36 (14,1) 8 (89) ¢ 27 (17,0) 6 (8,7) TT 0,64 (0,42-0,98)(log) 9(9,4) 2(9,5) ¢
Todas 255 (100) 90 (100) 159 (100) 69 (100) 96 (100) 21 (100)

Abreviaturas: PM, pre-maduro; M, maduro, dom, dominante; rec, recesivo; codom, codominante, log, log-aditivo



Tabla 33. Resumen de resultados de asociacion de las poblaciones espafiola y eslovena en comparacién con la poblacién conjunta.

Poblacién conjunta Poblacidn espafiola Poblacién eslovena
miRNA SNP Genotipo Controles Casos Pesparia Controles Casos Pestovenia Controles Casos Protales
(N=160) (N=74) (N=96) (N=26) (N=256) (N=100)
15 mir-5189 rs35613341 cc 72 (45,0) 38(56,7) 0,1069 49 (51,0) 16 (69,6) 0,0001* 121 (47,3) 54 (60) 0,0048

(PM) CcG 57 (35,6) 17(25,4) 41(42,7) 1(43) CG 0,07 (0,01-0,59) 98 (38,3) 18 (20) CG 0,41 (0,23-0,75)
GG 31(19,4) 12(17,9) 6 (6,2) 6(26,1) GG 3,06(0,86-0,85)(cod) 37(14,5) 18 (20) GG 1,09 (0,57-2,08)(cod)
Todas 160 (100) 67 (100) 96 (100) 23 (100) 256 (100) 90 (100)

mir-3620 152070960 141 (88,7) 53(80,3) 75(78,9) 21(87,5) 0,0078 216 (85,0) 74 (82,2) 0,0175
(PM/seed) 18 (11,3) 12(18,2) 20 (21,1) 1(42) €T 0,18 (0,02-1,41) 38 (15,0) 13 (14,4) TT O (rec)
0 (00 1(15) 0 (0,0) 2 (83) TT 0 (cod) 0 (00 3(33)
159 (100) 66 (100) 95 (100) 24 (100) 254 (100) 90 (100)

mir-4707 152273626 22(27,2) 11 (16,4) 31(323) 2(8,7) 0,0132 53(29,9) 13 (14,4) 0,0041
(PM/seed) 34 (42,0) 32 (47,8) 45 (46,9) 15 (65,2) AC/CC 5,01 (1,10-22,72)(dom) 79 (44,6) 47 (52,2) AA 0,40 (0,20-0,77) (rec)
25(30,9) 24 (35,8) 20(20,8) 6(26,1) 45 (25,4) 30(333)
81 (100) 67 (100) 96 (100) 23 (100) 177 (100) 90 (100)

mir-5682 159877402 145 (91,8) 15 (83,3) 88(93,6) 17 (85,0) 0,0295 233 (92,5) 32(84,2) 0,0021
(PM) 13 (82) 2(11,1) 6 (64) 1 (5,0) GG 0 (rec) 19 (7,5) 3(7,9) GG 0 (rec)
0 (00 1 (5,6) 0 (0,0 2(10,0) 0 (0,0) 3(7,9)

158 (100) 18 (100) 94 (100) 20 (100) 252 (100) 41 (100)

mir-499a 153746444 106 (66,2) 47 (68,1) 64 (66,7) 18 (75,0) 0,0444 170 (66,4) 65 (69,9)
(PM/seed) T 48 (30,0) 20(29,0) 30(31,2) 3(12,5) €C 6,71 (1,06-42,73)(rec) 78 (30,5) 23(24,7)
6 (3,8) 2 (29) 2 (2,1) 3(12,5) 8 (3,1) 5 (5,4)
160 (100) 69 (100) 96 (100) 24 (100) 256 (100) 93 (100)

mir-4752 154112253 60 (37,5) 34(49,3) 0,05378 43 (44,8) 12 (63,2) 0,1419 103 (40,2) 46 (52,3) 0,03452
(PM) 78 (48,8) 30 (43,5) GG 0,65 (0,42-1,01)(log) 41(42,7) 5(26,3) GG 0,82 (0,17-4,02)(rec) 119 (46,5) 35(39,8) GG 0,67 (0,46-0,98)rec
22(13,8) 5 (7,2) 12 (12,5) 2(10,5) 34 (13,3) 7 (8,0)
160 (100) 69 (100) 96 (100) 19 (100) 256 (100) 88 (100)

Abreviaturas: PM, pre-maduro; M, maduro, dom, dominante; rec, recesivo; codom, codominante, log, log-aditivo
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En cuanto al estudio de asociacion por frecuencias alélicas, observamos 9
polimorfismos en 9 genes de miRNAs asociados con el riesgo a OS. De forma destacada, los
SNPs localizados en los mir-4707 y mir-146a (rs2273626 y rs2910164, respectivamente) estan
localizados en la regidn seed del miRNA. Estos 9 polimorfismos también se encontraron

asociados con el riesgo de OS en los analisis por frecuencias genotipicas (Tabla 34).

Tabla 34. Resultados positivos de los andlisis de asociacidn por frecuencias alélicas entre SNPs en miRNAs y riesgo
de OS en la poblacién total.

Gen SNP Localizacion Posicion Alelo N control N casos OR (IC 95%) P
1 mir-576 rs77639117 premaduro 4q25 T 0,014 0,062 4,75 (1,81-12,46) 0,0005
2 mir-4707 rs2273626 Premaduro/seed 14911 C 0,477 0,609 1,71 (1,18-2,47) 0,0044
3 mir-300 rs12894467 premaduro 14932 T 0,371 0,489 1,62 (1,148-2,86) 0,0058
4 mir-4268 rs4674470 premaduro 2935 T 0,763 0,858 4,99 (3,19-7,83) 0,0078
5 mir-3188 rs7247237 premaduro 19p13 T 0,309 0,414 1,57 (1,106-2,52) 0,0116
6 mir-4745 rs10422347 Maduro/premaduro 19p13 T 0,075 0,138 1,98 (1,15-3,41) 0,0124
7 mir-5682 rs9877402 premaduro 8q22 G 0,038 0,100 2,84 (1,15-7,01) 0,0188
8 mir-4752 rs4112253 premaduro 19p13 C 0,635 0,727 1,53 (1,05-2,24) 0,0256
9 mir-146a rs2910164 Premaduro/seed 5q34 G 0,750 0,824 1,56 (1,008-2,41) 0,0449

2.3.6 ANALISIS IN SILICO EN POBLACION ESPANOLA Y ESLOVENA

En la poblacién conjunta, los SNPs en rs2910164 en mir-146a y rs4112253 en mir-4752

provocaron cambios en la estructura secundaria de los miRNAs (Figura 29).
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Figura 29. Estructura secundaria de los miRNAs con
SNPs asociados al riesgo a desarrollar OS en la
poblacién espafiola que cambiaban su estructura
secundaria, predicho por la base de datos
miRNASNP.
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1. META-ANALISIS EN LOS SNPS rs1690916 y rs2279744 en el gen MDM?2

1.1 ANALISIS DE CALIDAD DE ESTUDIOS PARA META-ANALISIS DE rs1690916 y
rs2279744

Tabla anexa 1. Caracteristicas de los estudios incluidos en el MA de

rs1690916.
Poblacion Método de genotipado EHW c:;iiz(:oie Ref Afio
Espafia ARMS S S 2015 (PE)
Eslovenia ~ ARMS S S 2015 (PE)
Rusia MALDI-TOF S S (36) 2012
EEUU Custom Infinium Beadchip S S (35) 2011

Abreviaturas: EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg; S, si; N, no; Ref: Referencia; PE:
Presente estudio.

Tabla anexa 2. Caracteristicas de los estudios elegidos para el MA de

rs2279744.
Poblacion Método de genotipado EHW Calidaq de Ref  Afo
estudios
Espafia RFLP S S 2015 (PE)
Eslovenia RFLP S S 2015 (PE)
EEUU Custom Infinium Beadchip S S (35) 2011
Australia TagMan S N (34) 2011
Italia Pirosecuenciacion S S (33) 2009

Abreviaturas: EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg; S, si; N, no, Ref: Referencia; PE:
Presente estudio.
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1. 2. ANALISIS DE OMISIONES PARA VERIFICACION DE HETEROGENEIDAD EN META-

ANALISIS DE rs1690916

Tabla anexa 3. Resultados del andlisis por omisiones del meta-andlisis del SNP rs1690916.

Modelo alélico
Estudio omitido
Espafia
Eslovenia

Rusia

EEUU

Estimador global

Modelo codominante
Estudio omitido
Espafia

Eslovenia

Rusia

EEUU

Estimador global

Modelo recesivo
Estudio omitido
Espafia
Eslovenia

Rusia

EEUU

Estimador global

Modelo dominante
Estudio omitido
Espafia

Eslovenia

Rusia

EEUU

Estimador global

OR
0,81
0,74
1,02
1,03
0,89

OR
0,71
0,52
1,04
1,14
0,80

OR
0,74
0,62
0,88
1,09
0,80

OR
0,77
0,69
1,11
1,07
0,87

95%Cl
0,41-1,60
0,46-1,18
0,58-1,81
0,57-1,86
0,54-1,45

95%Cl
0,16-3,24
0,21-1,30
0,28-3,83
0,33-3,96
0,28-2,29

95%Cl
0,27-2,01
0,34-1,14
0,37-2,09
0,59-2,00
0,40-1,60

95%Cl
0,30-2,01
0,36-1,32
0,51-2,45
0,38-2,99
0,44-1,755

p valor
0,55
0,21
0,94
0,93
0,63

p valor
0,66
0,16
0,95
0,83
0,67

p valor
0,55
0,13
0,77
0,79
0,53

p valor
0,60
0,26
0,79
0,90
0,70

tau’
0,29
0,12
0,20
0,20
0,19

2
tau

13993,00
0,40
1,04
0,81
0,84

tau’
0,52
0,09
0,40
0,04
0,27

tau

0,52
0,23
0,35
0,61
0,35

0,80
0,73
0,83
0,72
0,78

0,79
0,63
0,81
0,68
0,75

0,66
0,31
0,69
0,13
0,56

0,74
0,73
0,79
0,76
0,76
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1. 3 ANALISIS DE SESGO DE PUBLICACION EN META-ANALISIS DE rs1690916 y

rs2279744

a)

[ LT
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g ——

N =G m GG
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Figura anexo 1. Funnel plots de los test de Egger para la comparacion de frecuencias genotipicas rs1690916. a)
comparacion GG vs AA; b) comparacidon AA+GA vs GG; c) GG+GA vs AA.
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Figura anexa 2. Funnel plots de los test de Egger para la comparacién de frecuencias genotipicas para rs2279744.

a) comparacion GG vs TT; b) comparacion TT+GT vs GG; c) comparacién GG+GT vs TT.
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2. ESTUDIO EN GENES DE PROCESAMIENTO DE MIRNAS

2.1 EXCLUSION DE SNPS

Tabla anexa 4. SNPs excluidos en el estudio de genes de procesamiento de miRNAs.

SNP Gen Alelos Razon exclusion
1 rs1003226 CNOT4 T>C Fallo genotipado
2 rs11738060 CNOT6 T>A Fallo genotipado
3 rs34610323 GEMIN4 CT Fallo genotipado
4 rs11061209 RAN G>A Fallo genotipado
5 rs493760 DROSHA T>C Fallo genotipado
6 rs42318 CNOT3 G>A No EHW
7 rs3757 DGCR8 G>A No EHW
8 rs3742330 DICER1 A>G No EHW
9 rs7813 GEMIN4 T No EHW
10 rs910924 GEMIN4 T No EHW
11 rs816736 GEMINS5 T>C No EHW
12 rs55656741 DROSHA G>A No EHW
13 rs7719666 DROSHA C>T No EHW
14 rs2413621 TNRC6B T>C No EHW
15 rs470113 TNRC6B A>G No EHW
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2.1 RESULTADOS DE ASOCIACION BRUTOS

Tabla anexa 5. SNPs estudiados en el estudio de genes de procesamiento de miRNAs (continua).

N SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (IC 95%) P
1 rs139919 TNRC6B TT 247(72) 52(67,5) 1,23(0,75-2,03)  0,4209l0g
TC 93(27,1) 24(31,2)
cC 3(0,9) 1(1,3)

w

rs636832 EIF2C1 GG 283(81,6) 63(79,7) 1 0,7122dom
AG 61(17,6) 16(20,3) 1,12(0,61-2,07)
3(0,9) 0(0)

5 rs2293939 EIF2C2 GG 188(55,6) 50(64,9) 1 0,1329dom
GA 132(39,1) 23(29,9) 0,68(0,4-1,13)
AA 18(5,3) 4(5,2)

7 rs6877842 DROSHA GG 231(67,7) 55(69,6) 0,96(0,61-1,51)  0,8467log
CG 99(29) 21(26,6)
cC 11(3,2) 3(3,8)

9 rs42318 CNOT3 cc 183(53,4) 35(47,9) 1 0,3534codom
cT 121(35,3) 32(43,8) 1,38(0,81-2,35)
39(11,4) 6(8,2) 0,8(0,32-2,04)

11 rs470113 TNRC68 AA 249(72,4) 53(68,8) 1 0,0372rec
AG 93(27) 21(27,3) 6,93(1,14-42,22)
GG 2(0,6) 3(3,9)

13 rs3764942 SMADS5 cc 301(87,2) 71(89,9) 1 0,5121dom
cT 40(11,6) 7(8,9) 0,77(0,35-1,71)
i 4(1,2) 1(1,3)

15 rs37060 CNOT1 GG 208(59,8) 45(57,7) 1 0,5923rec
AG 123(35,3) 28(35,9) 1,33(0,48-3,73)
AA 17(4,9) 5(6,4)

17 rs2740348 GEMIN4 cc 270(78,3) 64(83,1) 1 0,3333dom
CG 69(20) 12(15,6) 0,73(0,3-81,4)
GG 6(1,7) 1(1,3)
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Tabla anexa 5. SNPs estudiados en el estudio de genes de procesamiento de miRNAs (continua).

N SNP Gen Genotipo N(%)control ~ N(%)casos OR (IC 95%) P
19 rs7813 GEMIN4 AA 115(33,2) 34(44,2) 0,69(0,47-1,02)  0,05962log
AG 184(53,2) 36(46,8)
GG 47(13,6) 7(9,1)

21 rs3805500 DROSHA AA 125(37) 35(45,5) 1 0,1711dom
AG 158(46,7) 31(40,3) 0,7(0,43-1,16)
55(16,3) 11(14,3)

23 rs1057035 DICER1 ™ 156(45,1) 37(48,1) 1 0,6214rec
cT 152(43,9) 30(39) 1,21(0,57-2,55)
cc 38(11) 10(13)

25 rs816736 GEMINS AA 344(98,9) 75(96,2) 0,1185log
AG 3(0,9) 3(3,8) 2,21(0,6-8,13)
1(0,3) 0(0)

27 rs10719 DROSHA GG 193(55,9) 47(64,4) 1 0,1428codom
AG 134(38,8) 20(27,4) 0,61(0,35-1,08)
18(5,2) 6(8,2) 1,37(0,52-3,64)

29 rs563002 GEMIN3 T 217(62,7) 53(68,8) 1 0,3083dom
cT 113(32,7) 21(27,3) 0,76(0,45-1,29)
cC 16(4,6) 3(3,9)

31  rs10035440 DROSHA T 213(62,8) 47(60,3) 0,5958log
cT 109(32,2) 26(33,3) 1,12(0,74-1,68)
cC 17(5) 5(6,4)

33 rs14035 RAN cc 138(40,4) 32(42,1) 1 0,7252rec
cT 164(48) 34(44,7) 1,14(0,54-2,4)
T 40(11,7) 10(13,2)

35 rs2292778 EIF2C2 AA 90(25,9) 26(33,3) 1 0,06848codom
AG 175(50,3) 28(35,9) 0,55(0,311)
GG 83(23,9) 24(30,8) 10,5(31,88)
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Tabla anexa 5. SNPs analizados en el estudio de genes de procesamiento de miRNAs (continua).

N SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (IC 95%) P
37 rs2413621 TNRC6B T 192(55,2) 43(60,8) 1 0,3645dom
cT 119(34,2) 24(30,4) 0,79(0,48-1,31)
cC 37(10,6) 7(8,9)

39  rs3744741 GEMIN4 cc 260(74,9) 55(73,3) 1 0,1403rec
cT 85(24,5) 18(24) 4,73(0,66-34,1)
T 2(0,6) 2(2,7)

41 rs17151639 SND1 AA 189(54,3) 40(51,3) 1 0,6281dom
AG 128(36,8) 31(39,7) 1,13(0,69-1,85)
GG 31(8,9) 7(9)

43 rs35987994 DGCR8 AA 330(95,1) 75(94,9) 1 0,8162codom
AG 16(4,6) 4(5,1) 1,1(0,36-3,38)
1(0,3) 0(0) 0(0)

45 rs6877400 CNOT6 ™ 274(78,5) 61(78,2) 1 0,6554rec
cr 68(19,5) 16(20,5) 0,63(0,08-5,23)
cc 7(2) 1(1,3)

47  rs639174 DROSHA ccC 166(47,6) 39(50) 1 0,2298rec
cT 154(44,1) 29(37,2) 1,62(0,76-3,49)
T 29(8,3) 10(12,8)

49 53823994 SND1 AA 163(46,8) 47(59,5) 1 0,04182dom
AT 157(45,1) 28(35,4) 0,6(0,37-0,99)
T 28(8) 4(5,1)

51 rs3792830 DROSHA AA 312(89,9) 69(87,3) 1 0,06664rec
8,99(0,810-
AG 34(9,8) 8(10,1) 0,37)
GG 1(0,3) 2(2,5)

53  rs7719666 DROSHA cc 122(36,2) 26(36,1) 1 0,07933rec
cT 145(43) 24(33,3) 1,68(0,95-2,96)
T 70(20,8) 22(30,6)
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Tabla anexa 5. SNPs estudiados en el estudio de genes de procesamiento de miRNAs.

N SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (IC 95%) P
55 rs9611280 TNRC6B GG 273(78,4) 65(83,3) 1 0,3256dom
AG 70(20,1) 13(16,7) 0,73(0,38-1,39)
AA 5(1,4) 0(0)

57  rs197388 GEMIN3 AA 242(71,2) 55(72,4) 1 0,4621rec
AT 89(26,2) 20(26,3) 0,49(0,06-3,93)
TT 9(2,6) 1(1,3)

59  rs17676986 SND1 cc 246(71,3) 62(80,5) 1 0,09075dom
cT 95(27,5) 13(16,9) 0,6(0,33-1,11)
L 4(1,2) 2(2,6)

61 rs4961280 EIF2C2 cc 241(69,1) 57(72,2) 0,5385log
AC 101(28,9) 21(26,6) 0,86(0,52-1,41)
AA 7(2) 1(1,3)

63  rs595961 EIF2C1 AA 242(71,4) 58(75,3) 1 0,4824dom
AG 87(25,7) 17(22,1) 0,82(0,46-1,44)
GG 10(2,9) 2(2,6)

65 rs10506586 CNOT2 cc 301(82,7) 61(78,2) 1 0,3594dom
AC 59(16,2) 16(20,5) 1,33(0,73-2,43)
AA 4(1,1) 1(1,3)

67 rs3742330 DICER1 AA 246 (72,4) 61 (78,2) 1 0,28 codom
AG 94 (27,6) 17 (21,8) 0,73 (0,41-1,31)
GG 0(0) 0(0) 0(0)

69  rs11738060 Fallido

71  rs493760 Fallido
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3. ESTUDIO EN GENES DE PRE-MIRNAS

3.1 EXCLUSION DE SNPS

Tabla anexa 6. SNPs excluidos en el estudio de pre-miRNAs (continua).

SNP Gen Alelos Razoén exclusion
1 rs10461441 hsa-mir-548ae-2 T:T Fallo genotipado
2 rs1077020 hsa-mir-943 TT Fallo genotipado
3 rs10878362 hsa-mir-6074 T:T Fallo genotipado
4 rs11014002 hsa-mir-603 TT Fallo genotipado
5 rs11032942 hsa-mir-1343 T:T Fallo genotipado
6 rs11237828 hsa-mir-5579 TT Fallo genotipado
7 rs11651671 hsa-mir-548at T:T Fallo genotipado
8 rs12197631 hsa-mir-548a-1 TT Fallo genotipado
9 rs12355840 hsa-mir-202 T:C No en EHW Eslovenia, Espafia +Eslovenia
10 rs12451747 hsa-mir-1269b TT Fallo genotipado
11 rs12473206 hsa-mir-4433 T:T Fallo genotipado
12 rs12523324 hsa-mir-4277 TT Fallo genotipado
13 rs13186787 hsa-mir-1294 T:T Fallo genotipado
14 rs13299349 hsa-mir-3152 G:A No en EHW Espafia
15 rs1414273 hsa-mir-548ac T:T Fallo genotipado
16 rs17022749 hsa-mir-5700 TT Fallo genotipado
17 rs2060455 hsa-mir-4511 T:T Fallo genotipado
18 rs2241347 hsa-mir-3130-1 TT Fallo genotipado
19 rs2292832 hsa-mir-149 T:T Fallo genotipado
20 rs257095 hsa-mir-4636 A:G No en EHW Espafia
21 rs2663345 hsa-mir-3183 T:T Fallo genotipado
22 rs3112399 hsa-mir-4803 T:A No en EHW Espafia, Espafia+Eslovenia
23 rs34115976 hsa-mir-577 C:G No en EHW Espafia
24 rs35196866 hsa-mir-4669 TT Fallo genotipado
25 rs35613341 hsa-mir-5189 C:G No en EHW Espafia, Espafia+Eslovenia
26 rs4285314 hsa-mir-3135b TT Fallo genotipado
27 rs487571 hsa-mir-5680 TT Fallo genotipado
28 rs56088671 hsa-mir-4424 TT Fallo genotipado
29 rs56195815 hsa-mir-548aw TT Fallo genotipado
30 rs56292801 hsa-mir-5189 G:A No en EHW Espafia
31 rs58450758 hsa-mir-559 TT Fallo genotipado
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Tabla anexa 6. SNPs excluidos en el estudio de pre-miRNAs.
SNP Gen Alelos Razon exclusion
32 rs60308683 hsa-mir-4762 TT Fallo genotipado

34 rs62376935 hsa-mir-585 CT No en EHW Eslovenia, Espafia+Eslovenia

36 rs6505162 hsa-mir-423 TT Fallo genotipado

38 rs66683138 hsa-mir-3622a TT Fallo genotipado

40 rs6787734 hsa-mir-3135a TT Fallo genotipado

42 rs6841938 hsa-mir-1255b-1 TT Fallo genotipado

44 rs701213 hsa-mir-4427 TT Fallo genotipado

46 rs72502717 hsa-mir-3689f TT Fallo genotipado

48 rs73112689 hsa-mir-4459 TT Fallo genotipado

50 rs73177830 hsa-mir-4532 TT Fallo genotipado

52 rs73410309 hsa-mir-4739 TT Fallo genotipado

54 rs77055126 hsa-mir-1303 TT Fallo genotipado

56 rs850108 hsa-mir-550a-3 TT Fallo genotipado

58 rs9295535 hsa-mir-5689 TT Fallo genotipado

60 seq_rs111803974 MIR3908 TT Fallo genotipado
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3.1 RESULTADOS DE ASOCIACION BRUTOS

Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacién espaiiola (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

1 rs10061133 hsa-mir-449b AA 135(84,4) 54(80,6) 1 0,4917codom
AG 25(15,6) 13(19,4) 1,3(0,62-2,73)
GG 0((0,0)) 0((0,0))

2 rs10173558 mir-1302-4 T 124(77,5)  50(72,5) 1,32(0,72-2,42) 0,3733 log
cT 35(21,9) 18(26,1)
cc 1(0,6) 1(1,4)

3 rs10406069 hsa-mir-5196 GG 110(69,6)  43(62,3) 1,05(0,64-1,74)  0,02068 log
AG 39(24,7) 26(37,7)
AA 9(5,7) 0(0,0)

4 rs10422347 hsa-mir-4745 CC 138(87,3) 51(75,0) 1 0,02554 dom
cT 19(12,0) 17(25,0) 2,30(1,12-4,73)
TT 1(0,6) 0(0,0)

5 rs10461441 hsa-mir-548ae-2 FALLIDO

0,008691

6  rs10505168 hsa-mir-2053 AA 78(49,1) 25(36,2) 1 codom
AG 65(40,9) 42(60,9) 2,02(1,11-3,65)
GG 16(10,1) 2(2,9) 0,39(0,08-1,81)

7 rs1055070 hsa-mir-4700 T 138(86,2) 62(89,9) 1 0,4434 codom
GT 22(13,8) 7(10,1) 0,71(0,29-1,75)
GG 0(0,0) 0((0,0))

8  rs1077020 hsa-mir-943 FALLIDO

9 rs10878362 hsa-mir-6074 FALLIDO

10 rs10934682 hsa-mir-544b TT 115(71,9) 50(72,5) 1 0,1895 rec
GT 44(27,5) 17(24,6) 4,75(0,42-53,24)
GG 1(0,6) 2(2,9)

11  rs11014002 hsa-mir-603 FALLIDO

12 rs11032942 hsa-mir-1343 FALLIDO

13 rs11156654 mir-624 T 103(64,4) 44(63,8) 1 0,2326 rec
AT 43(30,0) 18(26,1) 1,89(0,68-5,31)
AA 9(5,6) 7(10,1)

14  rs11237828 hsa-mir-5579 FALLIDO

15  rs11259096 hsa-mir-1265 T 146(91,2) 66(95,7) 1 0,2217 cod
CT 14(8,8) 3(4,3) 0,47(0,13-1,71)
cc 0(0,0) 0(0,0)

16  rs11614913 hsa-mir-196a-2 cc 55(34,4) 28(40,6) 1 0,3722 dom
CT 80(50,0) 31(44,9) 0,77(0,43-1,37)
T 25(15,6) 10(14,5)

17  rs11651671 hsa-mir-548at FALLIDO

18 rs11713052 hsa-mir-5092 cc 149(93,1) 66(95,7) 1 0,4502 codom
CG 11(6,9) 3(4,3) 0,62(0,17-2,28)
GG 0(0,0) 0(0,0)

19  rs11714172 hsa-mir-4792 T 61(38,4) 27(39,1) 1 0,6803 rec
GT 76(47,8) 31(44,9) 1,18(0,54-2,59)
GG 22(13,8) 11(15,9)

20 rs11907020 hsa-mir-3192 T 149(93,1) 67(98,5) 1 0,06236 codom
CT 11(6,9) 1(1,5) 0,2(0,03-1,6)
cc 0(0,0) 0(0,0)

21 rs11983381 hsa-mir-4653 AA 119(74,4) 48(73,8) 1 0,1729 rec
AG 40(25,0) 15(23,1) 5,05(0,45-56,66)
GG 1(0,6) 2(3,1)

22 rs12197631 hsa-mir-548a-1 FALLIDO
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Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn espafiola (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

23 rs12355840 hsa-mir-202 T 104(65,4) 10(52,6) 1 0,2802 dom
cT 44(27,7) 8(42,1) 1,70(0,65-4,44)
cc 11(6,9) 1(5,3)

24 1512402181 hsa-mir-202 GG 121(75,6)  48(69,6) 1,36(0,75-2,47)  0,3078 log
AG 38(23,8) 20(29,0)
AA 1(0,6) 1(1,4)

25  rs12451747 hsa-mir-1269b FALLIDO

26  rs12456845 hsa-mir-4744 TT 15094.3 6391.3 1.00 0.4068 codom
CT 9 5.7 6 8.7 1.59 0.54 4.65
cc 0(0,0) 0(0,0)

27  rs12473206 hsa-mir-4433 FALLIDO

28 rs12512664 hsa-mir-4274 AA 41(25,8) 20(29,9) 1 0,5320 dom
AG 89(56,0) 35(52,2) 0,82(0,43-1,54)
GG 29(18,2) 12(17,9)

29  rs12523324 hsa-mir-4277 FALLIDO

30 rs12780876 hsa-mir-4293 T 87(55,1) 39(57,4) 1 0,7504 dom
AT 62(39,2) 25(36,8) 0,91(0,51-1,62)
AA 9(5,7) 4(5,9)

31  rs12803915 hsa-mir-612 GG 109(68,1) 39(59,1) 1 0,1971 dom
AG 45(28,1) 25(37,9) 1,48(0,82-2,68)
AA 6(3,8) 2(3,0)

32 rs12879262 hsa-mir-4309 GG 111(69,8) 39(56,5) 1,43(0,85-2,42) 0,02234 log
CG 43(27,0) 30(43,5)
cCc 5(3,1) 0(0,0)

33 rs12894467 hsa-mir-300 cc 74(46,2) 19(27,5) 2,01(1,32-3,06) 0,0009921 log
cT 71(44,4) 34(49,3)
1T 15(9,4) 16(23,2)

34 rs13186787 hsa-mir-1294 FALLIDO

35  rs13299349 hsa-mir-3152 GG 69(43,4) 5(26,3) 1 0,14348 dom
AG 60(37,7) 11(57,9) 2,15(0,74-6,25)
AA 30(18,9) 3(15,8)

36 rs1414273 hsa-mir-548ac FALLIDO

37 rs1439619 hsa-mir-3175 cC 47(29,4) 4(21,1) 1 0,4351 dom
AC 79(49,4) 11(57,9) 1,56(0,49-4,95)
AA 34(21,2) 4(21,1)

38  rs1572687 hsa-mir-5007 cc 49(30,8) 19(27,5) 1 0,4529
CcT 73(45,9) 37(53,6) 0,77(0,38-1,55)
TT 37(23,3) 13(18,8)

39  rs1683709 hsa-mir-3612 cc 103(64,4) 48(69,6) 1 0,4445 dom
CcT 52(32,5) 18(26,1) 0,79(0,43-1,45)
T 5(3,1) 3(4,3)

40 rs17022749 hsa-mir-5700 FALLIDO

41 rs17091403 hsa-mir-2110 cc 131(81,9) 59(85,5) 1 0,4970 dom
cT 26(16,2) 10(14,5) 0,77(0,35-1,67)
T 3(1,9) 0(0,0)

42  rs17111728 hsa-mir-4422 T 142(88,8) 61(88,4) 1 0,9401 codom
CT 18(11,2) 8(11,6) 1,03(0,43-2,51)
cc 0(0,0) 0(0,0)

43 rs174561 mir-1908 T 48(44,0) 32(54,2) 1 0,20629 dom
CT 50(45,9) 18(30,5) 0,66(0,35-1,25)
ccC 11(10,1) 9(15,3)

44 rs17737028 hsa-mir-3143 AA 158(98,8) 67(97,1) 1 0,4025
AG 2(1,2) 2(2,9) 2,36(0,33-17,09)
GG 0(0,0) 0(0,0)
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Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn espafiola (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

45 rs17759989 hsa-mir-633 AA 154(96,2) 65(94,2) 1 0,4974 codom
AG 6(3,8) 4(5,8) 1,58(0,43-5,78)
GG 0(0,0) 0(0,0)

46  rs17797090 hsa-mir-3652 GG 126(78,8) 52(75,4) 1,08(0,58-1,99) 0,5072 log
AG 31(19,4) 17(24,6)
AA 3(1,9) 0(0,0)

47  rs17885221 hsa-mir-4733 CC 146(91,8) 63(92,6) 1 0,8324 codom
CT 13(8,2) 5(7,4) 0,89(0,3-2,61)
1T 0(0,0) 0(0,0)

48  rs2042253 hsa-mir-5197 AA 93(58,1) 41(59,4) 0,82(0,49-1,36) 0,1814 log
AG 59(36,9) 28(40,6)
GG 8(5,0) 0(0,0)

49  rs2043556 hsa-mir-605 AA 102(63,8) 41(62,1) 1 0,5997 rec
AG 51(31,9) 21(31,8) 1,41(0,40-4,99)
GG 7(4,4) 4(6,1)

50 rs2060455 hsa-mir-4511 FALLIDO

51  rs2070960 hsa-mir-3620 cc 141(88,7) 53(80,3) 2,00(0,95-4,21) 0,0929
cT 18(11,3) 12(18,2)
T 0(0,0) 1(1,5)

52 rs2114358 hsa-mir-1206 T 56(35,2) 22(31,9) 1 0,6246 dom
cT 72(45,3) 33(47,8) 1,16(0,64-2,12)
cc 31(19,5) 14(20,3)

53  rs215383 hsa-mir-4494 GG 106(66,7) 49(73,1) 0,74(0,42-1,30) 0,2831 log
AG 48(30,2) 17(25,4)
AA 5(3,1) 1(1,5)

54  rs2241347 hsa-mir-3130-1 FALLIDO

55  rs2273626 hsa-mir-4707 cc 25(30,9) 24(35,8) 1 0,1146 rec
AC 34(42,0) 32(47,8) 0,53(0,23-1,19)
AA 22(27,2) 11(16,4)

56  rs2289030 hsa-mir-492 cc 130(81,2) 60(87,0) 0,92(0,47-1,83)  0,005695 log
CG 30(18,8) 6(8,7)
GG 0(0,0) 3(4,3)

57  rs2291418 hsa-mir-1229 cc 151(94,4)  64(92,8) 1,15(0,41-3,24)  0,6786 log
CcT 8(5,0) 5(7,2)
T 1(0,6) 0(0,0)

58  rs2292181 hsa-mir-564 GG 144(90,0) 62(91,2) 1 0,7815 dom
CG 15(9,4) 6(8,8) 0,87(0,33-2,33)
cc 1(0,6) 0(0,0)

59  rs2292832 hsa-mir-149 FALLIDO

60  rs2368392 hsa-mir-604 cc 83(52,2) 36(52,2) 1 0,6921 rec
CcT 62(39,0) 28(40,6) 0,81(0,28-2,34)
TT 14(8,8) 5(7,2)

61  rs243080 hsa-mir-4432 cc 49(30,6) 21(30,9) 1 0,06288 rec
CT 82(51,2) 27(39,7) 1,88(0,97-3,64)
TT 29(18,1) 20(29,4)

62  rs257095 hsa-mir-4636 AA 124(77,5) 55(80,9) 1 0,3288 rec
AG 30(18,8) 12(17,6) 0,38(0,05-3,24)
GG 6(3,8) 1(1,5)

63  rs2648841 hsa-mir-1208 cc 120(75,5) 54(79,4) 1 0,5168 dom
AC 36(22,6) 12(17,6) 0,80(0,40-1,59)
AA 3(1,9) 2(2,9)

64  rs2663345 hsa-mir-3183 FALLIDO

65  rs266435 hsa-mir-4804 cc 123(77,4) 52(76,5) 1 0,5520 rec
CG 35(22,0) 15(22,1) 2,36(0,15-38,26)
GG 1(0,6) 1(1,5)
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Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn espafiola (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

66  rs2682818 hsa-mir-618 CC 121(75,6) 55(79,7) 0,79(0,43-1,46) 0,4538 log
AC 35(21,9) 13(18,8)
AA 4(2,5) 1(1,4)

67  rs28477407 hsa-mir-4308 CC 134(83,8) 58(84,1) 1 0,08986 rec
cT 26(16,2) 9(13,0) 0,0(0-)
T 0(0,0) 2(2,9)

68  rs28645567 hsa-mir-378d-1 GG 152(95,6) 68(98,6) 1 0,2283 cod
AG 7(4,4) 1(1,4) 0,32(0,04-2,65)
AA 0(0,0) 0(0,0)

69  rs28655823 hsa-mir-4472-1 GG 111(77,6)  51(73,9) 1,20(0,68-2,14)  0,5327 log
CG 29(20,3) 16(23,2)
cc 3(2,1) 2(2,9)

70  rs28664200 hsa-mir-1255a T 86(55,5) 2(15,4) 4,28(1,70-10,80)  0,001354 log
cT 62(40,0) 8(61,5)
cc 7(4,5) 3(23,1)

71 rs2910164 hsa-mir-146a GG 84(52,5) 46(66,7) 1 0,04534 dom
CG 66(41,2) 18(26,1) 0,55(0,31-1,00)
cc 10(6,2) 5(7,2)

72 rs2967897 hsa-mir-5695 MONOMORFICO

73 rs3112399 hsa-mir-4803 T 52(32,5) 15(22,1) 1 0,06815 cod
AT 63(39,4) 38(55,9) 2,09(1,04-4,22)
AA 45(28,1) 15(22,1) 1,16(0,51-2,62)

74  rs34115976 hsa-mir-577 cc 109(68,1) 51(73,9) 0,79(0,48-1,31)  0,3555 log
CG 41(25,6) 15(21,7)
GG 10(6,2) 3(4,3)

75 rs35196866 hsa-mir-4669 FALLIDO

76  rs356125 hsa-mir-2278 GG 140(87,5) 68(98,6) 1 0,002244 cod
AG 20(12,5) 1(1,4) 0,1(0,01-0,78)
AA 0(0,0) 0(0,0)

77  rs35613341 hsa-mir-5189 cc 72(45,0) 38(56,7) 1 0,1069
CG 57(35,6) 17(25,4) 0,62(0,35-1,11)
GG 31(19,4) 12(17,9)

78  rs35650931 hsa-mir-6076 GG 132(82,5) 58(84,1) 1 0,5557 rec
CG 25(15,6) 11(15,9) 0,00(0,00-)
cc 3(1,9) 0(0,0)

79  rs35770269 hsa-mir-449¢ AA 61(38,4) 35(50,7) 0,64(0,42-0,98) 0,03816 log
AT 71(44,7) 28(40,6)
T 27(17,0) 6(8,7)

80 rs35854553 hsa-mir-3166 AA 136(85,5) 16(84,2) 1 0,2867 rec
AT 21(13,2) 2(10,5) 4,36(0,38-50,51)
TT 2(1,3) 1(5,3)

81 rs367805 hsa-mir-3936 GG 76(47,8) 37(56,1) 1 0,2587 dom
AG 67(42,1) 21(31,8) 0,72(0,40-1,28)
AA 16(10,1) 8(12,1)

82  rs3734050 hsa-mir-6499 cc 147(91,9) 60(89,6) 1 0,5789 cod
cT 13(8,1) 7(10,4) 1,32(0,5-3,47)
T 0(0,0) 0(0,0)

83  rs3746444 hsa-mir-499a T 106(66,2) 47(68,1) 0,91(0,54-1,54)  0,7304 log
CT 48(30,0) 20(29,0)
cC 6(3,8) 2(2,9)

84  rs3823658 hsa-mir-5090 GG 112(70,0) 52(75,4) 1 0,1895 rec
AG 47(29,4) 15(21,7) 4,75(0,42-53,24)
AA 1(0,6) 2(2,9)
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Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn espafiola (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

85  rs4112253 hsa-mir-4751 cc 60(37,5) 34(49,3) 0,65(0,42-1,01) 0,05378 log
CG 78(48,8) 30(43,5)
GG 22(13,8) 5(7,2)

86 rs41274239 hsa-mir-96 AA 159(99,4) 69(100,0) 1 1
AG 1(0,6) 0(0,0) 0(0)
GG 0(0,0) 0(0,0)

87 rs41274312 hsa-mir-187 GG 157(98,7) 68(98,6) 1 0,9081 cod
AG 2(1,3) 1(1,4) 1,15(0,1-12,95)
AA 0(0,0) 0(0,0)

88 rs41286570 hsa-mir-154 MONOMORFICO

89  rs41291179 hsa-mir-216a AA 140(87,5) 65(94,2) 1 0,1102 cod
AT 20(12,5) 4(5,8) 0,43(0,14-1,31)
1T 0(0,0) 0(0,0)

90 rs41292412 hsa-mir-122 CC 159(99,4) 69(100,0) 1 1
CT 1(0,6) 0(0,0) 00
T 0(0,0) 0(0,0)

91 rs4285314 hsa-mir-3135b FALLIDO

92  rs4414449 hsa-mir-548ap T 36(43,4) 24(37,5) 1 0,4719 dom
CcT 32(38,6) 29(45,3) 1,28(0,66-2,49)
cc 15(18,1) 11(17,2)

93  rs45530340 hsa-mir-6084 MONOMORFICO

94  rs4577031 hsa-mir-548ap AA 62(38,8) 26(37,7) 1 0,7609 rec
AT 75(46,9) 32(46,4) 1,13(0,52-2,47)
T 23(14,4) 11(15,9)

95  rs4674470 hsa-mir-4268 T 101(63,5) 50(72,5) 1 0,05824 rec
cT 47(29,6) 18(26,1) 0,20(0,03-1,56)
cc 11(6,9) 1(1,4)

96  rs4809383 hsa-mir-941-1 cc 119(75,3) 13(72,2) 1 0,1023 rec
cT 39(24,7) 4(22,2) 0,00(-)
T 0(0,0) 1(5,6)

97  rs4822739 hsa-mir-548j cc 143(89,4) 61(88,4) 1 0,83
CG 17(10,6) 8(11,6) 1,1(0,45-2,69)
GG 0(0,0) 0(0,0)

98 rs487571 hsa-mir-5680 FALLIDO

99  rs4909237 hsa-mir-595 cc 103(64,4) 46(66,7) 1 0,3858 cod
CcT 53(33,1) 19(27,5) 0,80(0,43-1,51)
T 4(2,5) 4(5,8) 2,24(0,54-9,35)

100 rs4919510 hsa-mir-608 cc 103(64,4) 46(67,6) 1 0,6337 dom
CG 52(32,5) 20(29,4) 0,86(0,47-1,58)
GG 5(3,1) 2(2,9)

101 rs515924 hsa-mir-548al AA 132(83,0) 51(73,9)
AG 27(17,0) 18(26,1)
GG 0(0,0) 0(0,0)

102 rs521188 hsa-mir-3671 AA 149(93,1) 61(88,4)
AG 11(6,9) 8(11,6)
GG 0(0,0) 0(0,0)

103 rs56088671 hsa-mir-4424 FALLIDO

104 rs56103835 hsa-mir-323b T 115(71,9) 42(60,9) 1 0,10324 dom
CT 39(24,4) 25(36,2) 1,64(0,91-2,97)
cc 6(3,8) 2(2,9)

105 rs56195815 hsa-mir-548aw FALLIDO
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Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn espafiola (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

106 rs56292801 hsa-mir-5189 GG 43(51,8) 39(58,2) 0,81(0,52-1,26)  0,3433 log
AG 26(31,3) 20(29,9)
AA 14(16,9) 8(11,9)

107 rs57111412 hsa-mir-1283-1 FALLIDO

108 rs58450758 hsa-mir-559 FALLIDO

109 rs58834075 hsa-mir-656 CC 157(98,1) 63(91,3)
cT 3(1,9) 6(8,7)
T 0(0,0) 0(0,0)

110 rs5965660 hsa-mir-888 FALLIDO

111 rs5997893 hsa-mir-3928 GG 80(50,0) 32(46,4) 1 0,3349 rec
AG 64(40,0) 27(39,1) 1,53(0,65-3,56)
AA 16(10,0) 10(14,5)

112 rs60308683 hsa-mir-4762 FALLIDO

113  rs6062431 hsa-mir-4326 GG 70(44,0) 36(52,9) 0,74(0,50-1,11)  0,1435 log
CG 60(37,7) 24(35,3)
cc 29(18,2) 8(11,8)

114  rs60871950 hsa-mir-4467 GG 35(22,0) 27(39,1) 1 0,008803 dom
AG 83(52,2) 23(33,3) 0,44(0,24-0,81)
AA 41(25,8) 19(27,5)

115 rs61388742 hsa-mir-596 T 126(78,8) 57(82,6) 1 0,4992 cod
cT 34(21,2) 12(17,4) 0,78(0,38-1,62)
cc 0(0,0) 0(0,0)

116 rs61938575 hsa-mir-3922 GG 78(48,8) 8(47,1) 1 0,4925 rec
AG 71(44,4) 7(41,2) 1,81(0,37-8,92)
AA 11(6,9) 2(11,8)

117 rs61992671 hsa-mir-412 GG 57(35,6) 13(20,0) 1 0,01850 dom
AG 66(41,2) 35(53,8) 2,21(1,11-4,41)
AA 37(23,1) 17(26,2)

118 rs62154973 hsa-mir-4772 cc 131(81,9) 58(85,3) 1 0,5257 dom
cT 26(16,2) 10(14,7) 0,78(0,36-1,70)
T 3(1,9) 0(0,0)

119 rs62376935 hsa-mir-585 cc 147(91,9) 62(91,2) 1 0,2982 rec
CT 13(8,1) 5(7,4) 0,0(0-)
T 0(0,0) 1(1,5)

120 rs641071 hsa-mir-4482 FALLIDO

121 rs6430498 hsa-mir-3679 GG 70(44,0) 22(32,4) 1 0,09805 dom
AG 70(44,0) 37(54,4) 1,64(0,91-2,99)
AA 19(11,9) 9(13,2)

122 rs6505162 hsa-mir-423 FALLIDO

123  rs6513496 hsa-mir-646 T 102(63,8) 45(66,2) 1 0,1091rec
CT 50(31,2) 23(33,8) 0,00(0,00-)
cc 8(5,0) 0(0,0)

124  rs66507245 hsa-mir-4731 FALLIDO

125 rs66683138 hsa-mir-3622a FALLIDO

126 rs67042258 hsa-mir-6128 GG 89(56) 47(69,1) 1 0,06157dom
AG 62(39) 16(23,5) 0,57(0,31-1,04)
AA 8(5) 5(7,4)

127 rs670637 hsa-mir-3167 MONOMORFICO
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Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn espafiola (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

128 rs67182313 hsa-mir-4642 AA 111(69,4) 48(71,6) 1 0,6245rec
AG 45(28,1) 18(26,9) 0,59(0,06-5,39)
GG 4(2,5) 1(1,5)

129 rs6726779 hsa-mir-4431 T 68(42,5) 24(34,8) 1,26(0,84-1,89) 0,2594 log
CcT 70(43,8) 33(47,8)
cc 22(13,8) 12(17,4)

MIR3910-1,

130 rs67339585 MIR3910-2 FALLIDO

131 rs6787734 hsa-mir-3135a FALLIDO

132 rs67976778 hsa-mir-4305 FALLIDO

133  rs68035463 hsa-mir-3144 cc 106(66,7) 41(59,4) 1,35(0,83-2,21)  0,2280 log
AC 48(30,2) 24(34,8)
AA 5(3,1) 4(5,8)

134  rs6841938 hsa-mir-1255b-1 FALLIDO

135 rs6977967 hsa-mir-3683 AA 100(62,5) 36(52,2) 1,48(0,92-2,37)  0,1054log
AG 54(33,8) 28(40,6)
GG 6(3,8) 5(7,2)

136 rs6997249 hsa-mir-3686 FALLIDO

137 rs701213 hsa-mir-4427 FALLIDO

138 rs702742 hsa-mir-378h AA 117(73,1) 58(86,6) 1 0,02243 dom
AG 41(25,6) 8(11,9) 0,42(0,19-0,93)
GG 2(1,2) 1(1,5)

139 rs7070684 hsa-mir-548aj-2 FALLIDO

140 rs71363366 hsa-mir-1283-2 cc 154(96,2) 62(89,9) 1 0,06666 cod
CG 6(3,8) 7(10,1) 2,9(0,94-8,97)
GG 0(0,0) 0(0,0)

141 rs7205289 hsa-mir-140 MONOMORFICO

142 rs7207008 hsa-mir-2117 T 54(33,8) 19(27,5) 1 0,09057rec
AT 78(48,8) 31(44,9) 1,79(0,92-3,49)
AA 28(17,5) 19(27,5)

143  rs7227168 hsa-mir-4741 cc 126(79,2) 52(76,5) 1 0,1599 rec
CT 31(19,5) 13(19,1) 3,62(0,59-22,19)
T 2(1,3) 3(4,4)

144  rs7247237 hsa-mir-3188 cc 72(45,3) 23(34,3) 1 0,004491rec
CcT 77(48,4) 31(46,3) 3,59(1,49-8,66)
T 10(6,3) 13(19,4)

145 rs72502717 hsa-mir-3689f FALLIDO

146 rs72631816 hsa-mir-105-2 FALLIDO

147 rs72631825 hsa-mir-222 FALLIDO

148 rs72631826 hsa-mir-16-1 MONOMORFICO

149 rs72631827 hsa-mir-106b MONOMORFICO

150 rs72631831 hsa-mir-323b MONOMORFICO

151 rs72631833 hsa-mir-183 MONOMORFICO

152  rs72646786 hsa-mir-3972 cc 126(78,8) 55(79,7) 1 0,8696dom
CcT 32(20,0) 14(20,3) 0,94(0,47-1,90)
T 2(1,2) 0(0,0)

153 rs72855836 hsa-mir-3976 GG 146(91,2) 61(88,4) 1 0,5094codom
AG 14(8,8) 8(11,6) 1,37(0,55-3,43)
AA 0(0,0) 0(0,0)

154  rs72996752 hsa-mir-4999 AA 102(63,8) 40(60,6) 1 0,2423rec
AG 52(32,5) 21(31,8) 2,10(0,62-7,15)
GG 6(3,8) 5(7,6)
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Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn espafiola (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

155 rs73112689 hsa-mir-4459 FALLIDO

156 rs7311975 hsa-mir-1178 T 152(95,0) 65(94,2) 1 0,8056codom
cT 8(5,0) 4(5,8) 1,17(0,34-4,02)
cc 0(0,0) 0(0,0)

157 rs73147065 hsa-mir-647 FALLIDO

158 rs73177830 hsa-mir-4532 FALLIDO

159 rs73235381 hsa-mir-548h-4 FALLIDO

160 rs73239138 hsa-mir-1269a GG 94(59,5) 43(62,3) 0,89(0,55-1,44)  0,6249log
AG 55(34,8) 23(33,3)
AA 9(5,7) 3(4,3)

161 rs73410309 hsa-mir-4739 FALLIDO

162 rs74428911 hsa-mir-4474 GG 158(98,8) 68(98,6) 1 0,904codom
GT 2(1,2) 1(1,4) 1,16(0,1-13,03)
T 0(0,0) 0(0,0)

163 rs74469188 hsa-mir-6504 TT 122(76,2) 13(72,2) 1 0,7090dom
CcT 36(22,5) 5(27,8) 1,23(0,41-3,69)
cc 2(1,2) 0(0,0)

164 rs745666 hsa-mir-3615 cc 61(38,1) 21(30,4) 1 0,2619dom
CG 74(46,2) 39(56,5) 1,41(0,77-2,58)
GG 25(15,6) 9(13,0)

165 rs74704964 hsa-mir-518d cc 154(97,5) 18(100,0) 1 1
CT 4(2,5) 0(0,0) 0(0-)
T 0(0,0) 0(0,0)

166 rs74904371 hsa-mir-2682 cc 152(95,0) 65(94,2) 1 0,8056dom
cT 7(4,4) 4(5,8) 1,17(0,34-4,02)
T 1(0,6) 0(0,0)

167 rs74949342 hsa-mir-5702 cc 158(98,8) 69(100,0) 1 1
CG 2(1,2) 0(0,0) 0(0-)
GG 0(0,0) 0(0,0)

168 rs7500280 hsa-mir-4719 FALLIDO

169 rs75019967 hsa-mir-4477a MONOMORFICO

170 rs7522956 hsa-mir-4742 AA 94(58,8) 38(55,1) 1 0,6058dom
AC 59(36,9) 28(40,6) 1,16(0,66-2,05)
cc 7(4,4) 3(4,3)

171 rs75598818 hsa-mir-520f GG 155(96,9) 64(92,8) 1 0,1791 codom
AG 5(3,1) 5(7,2) 2,42(0,68-8,65)
AA 0(0,0) 0(0,0)

172  rs75715827 hsa-mir-944 T 132(82,5) 62(89,9) 1 0,1426dom
cT 26(16,2) 7(10,1) 0,53(0,22-1,29)
cc 2(1,2) 0(0,0)

173  rs75966923 hsa-mir-4298 cc 149(93,1) 67(97,1) 1 0,2053codom
AC 11(6,9) 2(2,9) 0,4(0,09-1,87)
AA 0(0,0) 0(0,0)

174 rs76481776 hsa-mir-182 cc 134(83,8) 56(81,2) 1,04(0,53-2,03) 0,4689lo0g
cT 23(14,4) 13(18,8)
T 3(1,9) 0(0,0)

175 rs76800617 hsa-mir-4521 AA 152(95,0) 66(95,7) 1 0,8308codom
AG 8(5,0) 3(4,3) 0,86(0,22-3,36)
GG 0(0,0) 0(0,0)

176 rs77055126 hsa-mir-1303 FALLIDO

177 rs7709117 hsa-mir-4634 AA 48(30,2) 28(41,2) 0,71(0,48-1,04) 0,07559log
AG 70(44,0) 28(41,2)
GG 41(25,8) 12(17,6)
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Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn espafiola (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

178 rs77639117 hsa-mir-576 AA 156(97,5) 60(87,0) 1 0,002714codom
AT 4(2,5) 9(13,0) 5,85(1,74-19,71)
T 0(0,0) 0(0,0)

179 rs78396863 hsa-mir-4743 GG 154(96,9) 66(95,7) 1 0,6563codom
cG 5(3,1) 3(4,3) 1,4(0,33-6,03)
cc 0(0,0) 0(0,0)

180 rs78541299 hsa-mir-6075 GG 158(98,8) 67(97,1) 1 0,4025 codom
AG 2(1,2) 2(2,9) 2,36(0,33-17,09)
AA 0(0,0) 0(0,0)

181 rs78790512 hsa-mir-6083 GG 106(66,2) 46(66,7) 1 0,7432rec
AG 48(30,0) 21(30,4) 0,77(0,15-3,89)
AA 6(3,8) 2(2,9)

182 rs78831152 hsa-mir-4789 CC 133(83,1) 57(83,8) 1 0,8967dom
cT 26(16,2) 11(16,2) 0,95(0,44-2,05)
T 1(0,6) 0(0,0)

183 rs78832554 hsa-mir-4786 GG 149(93,1) 63(91,3) 1 0,6343codom
AG 11(6,9) 6(8,7) 1,29(0,46-3,64)
AA 0(0,0) 0(0,0)

184 rs7896283 hsa-mir-4481 AA 26(40,0) 3(37,5) 1 0,8912dom
AG 30(46,2) 4(50,0) 1,11(0,24-5,05)
GG 9(13,8) 1(12,5)

185 rs7911488 hsa-mir-1307 FALLIDO

186 rs79397096 hsa-mir-597 GG 156(97,5) 68(98,6) 1 0,604codom
AG 4(2,5) 1(1,4) 0,57(0,06-5,23)
AA 0(0,0) 0(0,0)

187 rs79512808 hsa-mir-3976 T 157(98,1) 69(100,0) 1 0,5557codom
GT 3(1,9) 0(0,0) 0(0-)
GG 0(0,0) 0(0,0)

188 rs80128580 hsa-mir-5707 GG 151(94,4) 66(95,7) 1 0,6857 codom
AG 9(5,6) 3(4,3) 0,76(0,2-2,91)
AA 0(0,0) 0(0,0)

189 rs8054514 hsa-mir-3176 T 111(69,4)  44(63,8) 1,31(0,76-2,26)  0,3269log
GT 47(29,4) 23(33,3)
GG 2(1,2) 2(2,9)

190 rs8078913 hsa-mir-4520a cc 47(29,6) 19(27,9) 1 0,4182rec
CcT 80(50,3) 32(47,1) 1,32(0,68-2,59)
TT 32(20,1) 17(25,0)

191 rs832733 hsa-mir-4698 FALLIDO

192 rs850108 hsa-mir-550a-3 FALLIDO

193 rs8667 hsa-mir-4751 GG 49(33,1) 18(26,1) 1 0,21197codom
AG 76(51,4) 44(63,8) 1,58(0,82-3,04)
AA 23(15,5) 7(10,1) 0,83(0,30-2,26)

194 rs877722 hsa-mir-4671 AA 115(71,9)  53(76,8) 1 0,3258rec
AT 40(25,0) 16(23,2) 0,0(0 0,0-0)
T 5(3,1) 0(0,0)

195 rs895819 mir-27a FALLIDO

196 rs897984 hsa-mir-4519 FALLIDO

197 rs9295535 hsa-mir-5689 FALLIDO

198 rs936581 hsa-mir-3141 GG 116(72,5) 43(62,3) 1,50(0,90-2,50)  0,1229log
AG 40(25,0) 23(33,3)
AA 4(2,5) 3(4,3)

199 rs9842591 hsa-mir-5186 cc 43(26,9) 6(31,6) 1 0,6678dom
AC 79(49,4) 9(47,4) 0,80(0,28-2,23)
AA 38(23,8) 4(21,1)
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Tabla anexa 7. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacién espafiola.

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

200 rs9877402 hsa-mir-5680 AA 145(91,8)  15(83,3) 2,70(0,85-8,51)  0,07494log
AG 13(8,2) 2(11,1)
GG 0(0,0) 1(5,6)

201 rs9913045 hsa-mir-548h-3 FALLIDO

202 seq_rs11048315 MIR4302 GG 122(76,2) 48(69,6) 1 0,07354codom
AG 32(20,0) 21(30,4) 1,67(0,88-3,18)
AA 6(3,8) 0(0,0) 0,00(0,00-)

203 seq_rs111803974 MIR3908 FALLIDO

204 seq_rs111906529 MIR299, MIR380 T 156(97,5) 66(95,7) 1 0,4698codom
cT 4(2,5) 3(4,3) 1,77(0,39-8,14)
cc 0(0,0) 0(0,0)

205 seq_rs112328520 MIR520G cc 135(84,9) 57(85,1) 1 0,9741codom
cT 24(15,1) 10(14,9) 0,99(0,44-2,2)
TT 0(0,0) 0(0,0)

206 seq_rs11269 mir-1282 MONOMORFICO

207 seq_rs113808830 MIR4532 cc 130(81,2) 56(83,6) 1 0,5570rec
CcT 27(16,9) 11(16,4) 0,00(0,00-)
T 3(1,9) 0(0,0)

208 seq_rs116932476 hsa-mir-4479 GG 158(98,8) 67(98,5) 1 0,8947codom
AG 2(1,2) 1(1,5) 1,18(0,11-13,23)
AA 0(0,0) 0(0,0)

209 seq_rs117258475 MIR296 GG 155(97,5) 68(98,6) 1 0,5996codom
AG 4(2,5) 1(1,4) 0,57(0,06-5,19)
AA 0(0,0) 0(0,0)

210 seq_rs117650137 hsa-mir-6717 GG 152(95,0) 64(92,8) 1 0,5093codom
AG 8(5,0) 5(7,2) 1,48(0,47-4,71)
AA 0(0,0) 0(0,0)

211 seq_rs117723462 MIR3649 MONOMORFICO

212 seq_rs163642 MIR4436B2 FALLIDO

213  seq_rs62571442 MIR3689 AA 55(35,3) 27(39,7) 0,85(0,56-1,28)  0,4316log
AG 75(48,1) 32(47,1)
GG 26(16,7) 9(13,2)
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacion eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P
1 rs10061133 hsa-mir-449b AA 77(80,2) 20(83,3) 1 0,7244 codom
AG 19(19,8) 4(16,7) 0,81(0,25-2,65)
GG
2 rs10173558 mir-1302-4 TT 74(77,1) 20(83,3) 1 0,4961 dom
cT 21(21,9) 4(16,7) 0,67(0,21-2,18)
cC 1(1,0) 0(0,0)
3 rs10406069 hsa-mir-5196 GG 61(63,5) 14(63,6) 1 0,5394 rec
AG 33(34,4) 7(31,8) 2,24(0,19-25,85)
AA 2(2,1) 1(4,5)
4 rs10422347 hsa-mir-4745 cc 80(83,3) 17(73,9) 1 0,3122 dom
cT 15(15,6) 6(26,1) 1,76(0,60-5,17)
T 1(1,0) 0(0,0)
rs10461441 hsa-mir-548ae-2 FALLIDO
rs10505168 hsa-mir-2053 AA 45(46,9) 11(55,0) 1 0,4723 rec
AG 42(43,8) 6(30,0) 1,71(0,42-6,96)
GG 9(9,4) 3(15,0)
7 rs1055070 hsa-mir-4700 T 89(92,7) 21(95,5) 1 0,6285
GT 7(7,3) 1(4,5) 0,61(0,07-5,19)
GG 0(0,0) 0(0,0)
rs1077020 hsa-mir-943 FALLIDO
rs10878362 hsa-mir-6074 FALLIDO
10  rs10934682 hsa-mir-544b T 67(69,8) 16(69,6) 1 0,4045 rec
GT 25(26,0) 5(21,7) 2,19(0,38-12,76)
GG 4(4,2) 2(8,7)
11 rs11014002 hsa-mir-603 FALLIDO
12 rs11032942 hsa-mir-1343 FALLIDO
13 rs11156654 mir-624 T 47(49,5) 10(45,5) 1 0,7323 rec
AT 37(38,9) 10(45,5) 0,76(0,16-3,72)
AA 11(11,6) 2(9,1)
14 rs11237828 hsa-mir-5579 FALLIDO
15 rs11259096 hsa-mir-1265 T 85(89,5) 20(87,0) 1 0,7342 codom
cT 10(10,5) 3(13,0) 1,28(0,32-5,06)
cc 0(0,0) 0(0,0)
16  rs11614913 hsa-mir-196a-2 cC 44(45,8) 7(30,4) 1 0,1740 dom
cT 42(43,8) 13(56,5) 1,93(0,73-5,13)
T 10(10,4) 3(13,0)
17 rs11651671 hsa-mir-548at FALLIDO
18  rs11713052 hsa-mir-5092 cC 91(94,8) 21(95,5) 1 0,897 codom
CG 5(5,2) 1(4,5) 0,87(0,1-7,81)
GG 0(0,0) 0(0,0)
19  rs11714172 hsa-mir-4792 T 50(52,1) 8(36,4) 1 0,1809 dom
GT 37(38,5) 10(45,5) 1,90(0,73-4,95)
GG 9(9,4) 4(18,2)
20  rs11907020 hsa-mir-3192 MONOMORFICO
21  rs11983381 hsa-mir-4653 AA 63(65,6) 15(62,5) 1 0,2939 rec
AG 30(31,2) 7(29,2) 2,82(0,44-17,90)
GG 3(3,1) 2(8,3)
22 rs12197631 hsa-mir-548a-1 FALLIDO
23 rs12355840 hsa-mir-202 T 75(78,9) 17(89,5) 1 0,2603 dom
cT 15(15,8) 2(10,5) 0,44(0,09-2,07)
cc 5(5,3) 0(0,0)
24 rs12402181 hsa-mir-202 GG 75(78,1) 18(81,8) 1 0,6981 dom
AG 19(19,8) 4(18,2) 0,79(0,24-2,60)
AA 2(2,1) 0(0,0)
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacion eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

25  rs12451747 hsa-mir-1269b FALLIDO

26  rs12456845 hsa-mir-4744 TT 89(92,7) 21(87,5) 1 0,4307 codom
cT 7(7,3) 3(12,5) 1,82(0,43-7,62)
cC 0(0,0) 0(0,0)

27 rs12473206 hsa-mir-4433 FALLIDO

28 rs12512664 hsa-mir-4274 AA 29(30,2) 6(30,0) 1 0,2317 rec
AG 47(49,0) 12(60,0) 0,42(0,09-1,97)
GG 20(20,8) 2(10,0)

29 rs12523324 hsa-mir-4277 FALLIDO

30 rs12780876 hsa-mir-4293 TT 28(29,2) 11(50,0) 1 0,06703 dom
AT 54(56,2) 8(36,4) 0,41(0,16-1,06)
AA 14(14,6) 3(13,6)

31  rs12803915 hsa-mir-612 GG 75(78,1) 15(68,2) 1,30(0,54-3,14) 0,3128 log
AG 18(18,8) 7(31,8)
AA 3(3,1) 0(0,0)

32 rs12879262 hsa-mir-4309 GG 77(80,2) 16(72,7) 1 0,4494 dom
cG 18(18,8) 6(27,3) 1,52(0,52-4,40)
cC 1(1,0) 0(0,0)

33 rs12894467 hsa-mir-300 cC 25(26,0) 7(29,2) 1 0,5025 rec
cT 53(55,2) 11(45,8) 1,44(0,50-4,15)
T 18(18,8) 6(25,0)

34 513186787 hsa-mir-1294 FALLIDO

35  rs13299349 hsa-mir-3152 GG 38(39,6) 9(42,9) 1 0,1730 rec
AG 50(52,1) 8(38,1) 2,59(0,70-9,57)
AA 8(8,3) 4(19,0)

36 rs1414273 hsa-mir-548ac FALLIDO

37  rs1439619 hsa-mir-3175 cC 21(21,9) 6(26,1) 1 0,6688 rec
AC 41(42,7) 8(34,8) 1,26(0,44-3,60)
AA 34(35,4) 9(39,1)

38  rs1572687 hsa-mir-5007 cC 22(22,9) 9(42,9) 1 0,07080 dom
cT 56(58,3) 7(33,3) 0,40(0,15-1,06)
T 18(18,8) 5(23,8)

39  rs1683709 hsa-mir-3612 cC 64(66,7) 15(65,2) 1 0,7184 rec
cT 26(27,1) 7(30,4) 0,68(0,08-5,96)
T 6(6,2) 1(4,3)

40  rs17022749 hsa-mir-5700 FALLIDO

41 rs17091403 hsa-mir-2110 cC 82(85,4) 22(84,6) 1 0,3666 rec
cT 13(13,5) 3(11,5) 3,80(0,23-62,90)
T 1(1,0) 1(3,8)

42 rs17111728 hsa-mir-4422 T 77(80,2) 19(86,4) 0,91(0,29-2,84) 0,08807 log
CcT 19(19,8) 2(9,1)
cc 0(0,0) 1(4,5)

43 rs174561 mir-1908 FALLIDO

44 rs17737028 hsa-mir-3143 AA 94(97,9) 25(100,0) 1 1 codom
AG 2(2,1) 0(0,0) 00
GG 0(0,0) 0(0,0)

45  rs17759989 hsa-mir-633 AA 90(93,8) 22(100,0) 1 0,5919 codom
AG 6(6,2) 0(0,0) 00
GG 0(0,0) 0(0,0)

46 rs17797090 hsa-mir-3652 GG 83(86,5) 21(95,5) 1 0,1949 dom
AG 12(12,5) 1(4,5) 0,30(0,04-2,46)
AA 1(1,0) 0(0,0)

47  rs17885221 hsa-mir-4733 cC 94(97,9) 23(95,8) 1 0,5833 codom
cT 2(2,1) 1(4,2) 2,04(0,18-23,52)
T 0(0,0) 0(0,0)
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

48 152042253 hsa-mir-5197 AA 52(54,7) 18(75,0) 1 0,0649 dom
AG 39(41,1) 5(20,8) 0,40(0,15-1,10)
GG 4(4,2) 1(4,2)

49  rs2043556 hsa-mir-605 AA 59(61,5) 17(77,3) 1 0,1506 dom
AG 33(34,4) 4(18,2) 0,47(0,16-1,38)
GG 4(4,2) 1(4,5)

50  rs2060455 hsa-mir-4511 FALLIDO

51  rs2070960 hsa-mir-3620 cc 75(78,9) 21(87,5) 0,99(0,36-2,70) 0,007829 log
cT 20(21,1) 1(4,2)
T 0(0,0) 2(8,3)

52  rs2114358 hsa-mir-1206 TT 33(34,7) 11(47,8) 1 0,2492 dom
cT 47(49,5) 8(34,8) 0,58(0,23-1,46)
cC 15(15,8) 4(17,4)

53  rs215383 hsa-mir-4494 GG 71(74,0) 20(76,9) 1 0,7562 dom
AG 24(25,0) 6(23,1) 0,85(0,31-2,36)
AA 1(1,0) 0(0,0)

54 rs2241347 hsa-mir-3130-1 FALLIDO

55  rs2273626 hsa-mir-4707 cC 31(32,3) 2(8,7) 1 0,01317 dom
AC 45(46,9) 15(65,2) 5,01(1,10-22,72)
AA 20(20,8) 6(26,1)

56  rs2289030 hsa-mir-492 cC 81(84,4) 19(82,6) 1,05(0,34-3,26) 0,7989 log
@@ 14(14,6) 4(17,4)
GG 1(1,0) 0(0,0)

57  rs2291418 hsa-mir-1229 cC 90(93,8) 26(100,0) 1 0,3397 codom
cT 6(6,2) 0(0,0) 00
T 0(0,0) 0(0,0)

58  rs2292181 hsa-mir-564 GG 85(88,5) 22(88,0) 1
@@ 11(11,5) 3(12,0) 1,05(0,27-4,11)
cC 0(0,0) 0(0,0)

59  rs2292832 hsa-mir-149 FALLIDO

60  rs2368392 hsa-mir-604 cC 47(49,0) 14(58,3) 1 0,3737 codom
cT 42(43,8) 7(29,2) 0,56(0,21-1,52)
T 7(7,3) 3(12,5) 1,44(0,33-6,31)

61  rs243080 hsa-mir-4432 cC 30(31,6) 12(57,1) 1 0,03033 dom
cT 49(51,6) 5(23,8) 0,35(0,13-0,91)
T 16(16,8) 4(19,0)

62  rs257095 hsa-mir-4636 AA 67(69,8) 19(79,2) 1 0,3506 dom
AG 26(27,1) 4(16,7) 0,61(0,21-1,79)
GG 3(3,1) 1(4,2)

63  rs2648841 hsa-mir-1208 cC 79(83,2) 21(84,0) 1 0,9196 codom
AC 16(16,8) 4(16,0) 0,94(0,28-3,11)
AA 0(0,0) 0(0,0)

64  rs2663345 hsa-mir-3183 FALLIDO

65  rs266435 hsa-mir-4804 cC 74(77,1) 17(77,3) 0,1864 rec
CG 22(22,9) 4(18,2) 0
GG 0(0,0) 1(4,5)

66 rs2682818 hsa-mir-618 cC 74(77,9) 15(75,0) 1 0,7805 codom
AC 21(22,1) 5(25,0) 1,17(0,38-3,61)
AA 0(0,0) 0(0,0)

67  rs28477407 hsa-mir-4308 cC 79(82,3) 23(92,0) 1 0,2049 dom
cT 16(16,7) 2(8,0) 0,40(0,09-1,88)
' 1(1,0) 0(0,0)

68 1528645567 hsa-mir-378d-1 GG 92(95,8) 21(91,3) 1 0,4045 codom
AG 4(4,2) 2(8,7) 2,19(0,38-12,76)
AA 0(0,0) 0(0,0)
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacion eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

69 rs28655823 hsa-mir-4472-1 GG 58(69,9) 18(81,8) 1 0,2501 dom
CG 23(27,7) 3(13,6) 0,52(0,16-1,68)
cc 2(2,4) 1(4,5)

70  rs28664200 hsa-mir-1255a TT 51(53,1) 11(55,0) 1 0,4428 rec
cT 40(41,7) 7(35,0) 2,02(0,36-11,25)
cC 5(5,2) 2(10,0)

71 rs2910164 hsa-mir-146a GG 60(62,5) 18(75,0) 1 0,2410 dom
CG 30(31,2) 5(20,8) 0,56(0,20-1,53)
cc 6(6,2) 1(4,2)

72 rs2967897 hsa-mir-5695 MONOMORFICO

73 rs3112399 hsa-mir-4803 TT 52(32,5) 15(22,1) 1 0,06815 codom
AT 63(39,4) 38(55,9) 2,09(1,04-4,22)
AA 45(28,1) 15(22,1) 1,16(0,51-2,62)

74 rs34115976 hsa-mir-577 cc 109(68,1) 51(73,9) 0,79(0,48-1,31) 0,3555 log
cG 41(25,6) 15(21,7)
GG 10(6,2) 3(4,3)

75  rs35196866 hsa-mir-4669 FALLIDO

76  rs356125 hsa-mir-2278 GG ) ) 1 28%%2544
AG 20(12,5) 1(1,4) 0,1(0,01-0,78)
AA 0(0,0) 0(0,0)

77  rs35613341 hsa-mir-5189 cC 72(45,0) 38(56,7) 1 0,1069 dom
CG 57(35,6) 17(25,4) 0,62(0,35-1,11)
GG 31(19,4) 12(17,9)

78  rs35650931 hsa-mir-6076 GG 132(82,5) 58(84,1) 1 0,5557 rec
cG 25(15,6) 11(15,9) 0,00(0,00-)
cC 3(1,9) 0(0,0)

79  rs35770269 hsa-mir-449c AA 61(38,4) 35(50,7) 0,64(0,42-0,98) 0,03816 log
AT 71(44,7) 28(40,6)
T 27(17,0) 6(8,7)

80  rs35854553 hsa-mir-3166 AA 86(89,6) 23(95,8) 1 0,3029 codom
AT 10(10,4) 1(4,2) 0,37(0,05-3,07)
T 0(0,0) 0(0,0)

81 rs367805 hsa-mir-3936 GG 42(43,8) 10(45,5) 0,95(0,49-1,84) 0,8733 log
AG 40(41,7) 9(40,9)
AA 14(14,6) 3(13,6)

82  rs3734050 hsa-mir-6499 cC 88(91,7) 19(82,6) 1 0,2235 codom
cT 8(8,3) 4(17,4) 2,32(0,63-8,49)
T 0(0,0) 0(0,0)

83  rs3746444 hsa-mir-499a T 64(66,7) 18(75,0) 1 0,03098 codom
cT 30(31,2) 3(12,5) 0,36(0,10-1,30)
cc 2(2,1) 3(12,5) 5,33(0,83-34,40)

84  rs3823658 hsa-mir-5090 GG 74(77,1) 18(75) 0,96(0,38-2,40)  0,7911 log
AG 19(19,8) 6(25)
AA 3(3,1) 0(0)

85  rs4112253 hsa-mir-4751 cC 43(44,8) 12(63,2) 1 0,1419 dom
CG 41(42,7) 5(26,3) 0,47(0,17-1,31)
GG 12(12,5) 2(10,5)

86  rs41274239 hsa-mir-96 MONOMORFICO

87  rs41274312 hsa-mir-187 GG 95(99,0) 22(95,7) 1 0,3259 codom
AG 1(1,0) 1(4,3) 4,32(0,26-71,75)
AA 0(0,0) 0(0,0)

88  rs41286570 hsa-mir-154 MONOMORFICO
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacion eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

89  rs41291179 hsa-mir-216a AA 90(93,8) 23(95,8) 1 0,6857 codom
AT 6(6,2) 1(4,2) 0,65(0,07-5,69)
T 0(0,0) 0(0,0)

90  rs41292412 hsa-mir-122 MONOMORFICO

91  rs4285314 hsa-mir-3135b FALLIDO

92  rs4414449 hsa-mir-548ap 1T 24(27,6) 0(0,0) 1 codom
cT 43(49,4) 1(100,0) 0
cC 20(23,0) 0(0,0)

93  rs45530340 hsa-mir-6084 MONOMORFICO

94  rs4577031 hsa-mir-548ap AA 26(27,1) 9(37,5) 0,62(0,31-1,24) 0,1664 log
AT 52(54,2) 13(54,2)
T 18(18,8) 2(8,3)

95  rs4674470 hsa-mir-4268 T 50(52,1) 17(85,0) ! Sé)?:l(z)zr:ml
cT 40(41,7) 1(5,0) 0,07(0,01-0,58)
cc 6(6,2) 2(10,0) 0,98(0,18-5,33)

96  rs4809383 hsa-mir-941-1 cc 73(76,8) 18(72,0) 1 0,6191 dom
cT 19(20,0) 6(24,0) 1,29(0,48-3,49)
TT 3(3,2) 1(4,0)

97  rs4822739 hsa-mir-548j cC 84(87,5) 23(95,8) 1 0,1962 codom
CG 12(12,5) 1(4,2) 0,3(0,04-2,46)
GG 0(0,0) 0(0,0)

98  rs487571 hsa-mir-5680 FALLIDO

99  rs4909237 hsa-mir-595 cc 74(77,1) 20(83,3) 1 0,4961 dom
cT 18(18,8) 4(16,7) 0,67(0,21-2,18)
T 4(4,2) 0(0,0)

100 rs4919510 hsa-mir-608 cc 68(70,8) 19(76,0) 1 0,6044 dom
CG 27(28,1) 6(24,0) 0,77(0,28-2,12)
GG 1(1,0) 0(0,0)

101  rs515924 hsa-mir-548al AA 74(77,1) 20(83,3) 1 0,06792 codom
AG 21(21,9) (2) 0,35(0,08-1,63)
GG 1(1,0) (2) 7,40(0,64-85,82)

102  rs521188 hsa-mir-3671 AA 88(91,7) 24(100) 1 0,3551 codom
AG 8(8,3) 0(0,0) 00
GG 0(0,0) 0(0,0)

103  rs56088671 hsa-mir-4424 FALLIDO

104 rs56103835 hsa-mir-323b T 55(57,3) 15(65,2) il 0,4847 dom
cT 39(40,6) 8(34,8) 0,72(0,28-1,85)
cc 2(2,1) 0(0,0)

105 rs56195815 hsa-mir-548aw FALLIDO

106 rs56292801 hsa-mir-5189 GG 51(53,1) 18(81,8) 1 0,010167 dom
AG 41(42,7) 3(13,6) 0,25(0,08-0,80)
AA 4(4,2) 1(4,5)

107 rs57111412 hsa-mir-1283-1 FALLIDO

108 rs58450758 hsa-mir-559 FALLIDO

109 rs58834075 hsa-mir-656 cC 88(91,7) 26(100,0) 1 0,2002 codom
cT 8(8,3) 0(0,0) 00
T 0(0,0) 0(0,0)

110  rs5965660 hsa-mir-888 FALLIDO
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacion eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

111 rs5997893 hsa-mir-3928 GG 36(37,5) 5(20,8) 1 0,1118 dom
AG 47(49,0) 14(58,3) 2,28(0,78-6,64)
AA 13(13,5) 5(20,8)

112  rs60308683 hsa-mir-4762 FALLIDO

113 rs6062431 hsa-mir-4326 GG 36(37,9) 10(40,0) 1 0,7314 rec
CG 41(43,2) 11(44,0) 0,81(0,25-2,67)
cc 18(18,9) (4)

114 rs60871950 hsa-mir-4467 GG 43(44,8) 9(39,1) 1,24(0,67-2,30)  0,4899 log
AG 38(39,6) 9(39,1)
AA 15(15,6) 5(21,7)

115 rs61388742 hsa-mir-596 T 79(82,3) 18(78,3) 1 0,5615 rec
cT 15(15,6) 4(17,4) 2,14(0,19-24,63)
cc 2(2,1) 1(4,3)

116 rs61938575 hsa-mir-3922 GG 48(50,5) 11(68,8) 1 0,1709 dom
AG 41(43,2) 5(31,2) 0,46(0,15-1,44)
AA 6(6,3) 0(0,0)

117 rs61992671 hsa-mir-412 GG 19(19,8) 5(22,7) 1,12(0,56-2,25)  0,7419 log
AG 53(55,2) 12(54,5)
AA 24(25,0) 5(22,7)

118 rs62154973 hsa-mir-4772 cc 69(71,9) 16(76,2) 1 0,6844 codom
cT 27(28,1) 5(23,8) 0,8(0,27-2,4)
TT 0(0,0) 0(0,0)

119  rs62376935 hsa-mir-585 cc 85(88,5) 23(100,0) 1 0,4135 codom
cT 8(8,3) 0(0,0) 00
1T 3(3,1) 0(0,0)

120 rs641071 hsa-mir-4482 FALLIDO

121 rs6430498 hsa-mir-3679 GG 47(49,0) 11(47,8) 1,04(0,51-2,11)  0,9199 log
AG 41(42,7) 10(43,5)
AA 8(8,3) 2(8,7)

122 rs6505162 hsa-mir-423 FALLIDO

123  rs6513496 hsa-mir-646 T 63(65,6) 13(56,5) 1 0,2745 rec
cT 30(31,2) 8(34,8) 2,95(0,46-18,79)
cc 3(3,1) 2(8,7)

124  rs66507245 hsa-mir-4731 FALLIDO

125 rs66683138 hsa-mir-3622a FALLIDO

126 rs67042258 hsa-mir-6128 GG 54(56,2) 12(54,5) 1 0,1430 rec
AG 35(36,5) 6(27,3) 2,83(0,75-10,67)
AA 7(7,3) 4(18,2)

127 rs670637 hsa-mir-3167 MONOMORFICO

128 rs67182313 hsa-mir-4642 AA 65(67,7) 16(76,2) 1 0,4368 dom
AG 28(29,2) 5(23,8) 0,66(0,22-1,95)
GG 3(3,1) 0(0,0)

129 rs6726779 hsa-mir-4431 T 34(35,8) 12(63,2) 1 0,02722 codom
cT 51(53,7) 4(21,1) 0,22(0,07-0,75)
cc 10(10,5) 3(15,8) 0,85(0,20-3,62)

MIR3910-1,

130 rs67339585 MIR3910-2 FALLIDO

131 rs6787734 hsa-mir-3135a FALLIDO

132 rs67976778 hsa-mir-4305 FALLIDO

133 rs68035463 hsa-mir-3144 cC 61(63,5) 18(85,7) 1 0,03721 dom
AC 31(32,3) 2(9,5) 0,29(0,08-1,06)
AA 4(4,2) 1(4,8)
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacion eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

134 rs6841938 hsa-mir-1255b-1 FALLIDO

135 rs6977967 hsa-mir-3683 AA 67(69,8) 13(59,1) 1 0,3399 dom
AG 24(25,0) 8(36,4) 1,60(0,62-4,16)
GG 5(5,2) 1(4,5)

136  rs6997249 hsa-mir-3686 FALLIDO

137 rs701213 hsa-mir-4427 FALLIDO

138  rs702742 hsa-mir-378h AA 87(90,6) 19(79,2) 1 0,1421 dom
AG 8(8,3) 5(20,8) 2,54(0,77-8,45)
GG 1(1,0) 0(0,0)

139  rs7070684 hsa-mir-548aj-2 FALLIDO

140 rs71363366 hsa-mir-1283-2 cC 84(89,4) 21(91,3) 0,77(92 cod-om)
cG 10(10,6) 2(8,7)
GG 0(0,0) 0(0,0)

141 rs7205289 hsa-mir-140 MONOMORFICO

142  rs7207008 hsa-mir-2117 TT 29(30,2) 7(26,9) 1 0,5579 rec
AT 43(44,8) 11(42,3) 1,33(0,51-3,46)
AA 24(25,0) 8(30,8)

143 rs7227168 hsa-mir-4741 cC 68(70,8) 18(75) 1 0,6825 codom
cT 28(29,2) 6(25) 0,81(0,29-2,25)
T 0(0,0) 0(0,0)

144 rs7247237 hsa-mir-3188 cC 43(45,3) 14(56,0) 0,66(0,31-1,40) 0,2726 log
CcT 44(46,3) 10(40,0)
T 8(8,4) 1(4,0)

145 rs72502717 hsa-mir-3689f FALLIDO

146 rs72631816 hsa-mir-105-2 FALLIDO

147 rs72631825 hsa-mir-222 FALLIDO

148 rs72631826 hsa-mir-16-1 MONOMORFICO

149 rs72631827 hsa-mir-106b MONOMORFICO

150 rs72631831 hsa-mir-323b MONOMORFICO

151 rs72631833 hsa-mir-183 MONOMORFICO

152 rs72646786 hsa-mir-3972 cC 70(72,9) 18(78,3) 1 0,3259 rec
cT 25(26,0) 4(17,4) 4,32(0,26-71,75)
T 1(1,0) 1(4,3)

153 rs72855836 hsa-mir-3976 GG 86(89,6) 20(83,3) 1 0,4120 dom
AG 8(8,3) 4(16,7) 1,72(0,49-6,05)
AA 2(2,1) 0(0,0)

154  rs72996752 hsa-mir-4999 FALLIDO

155 rs73112689 hsa-mir-4459 FALLIDO

156  rs7311975 hsa-mir-1178 T 85(88,5) 22(95,7) 1 0,2672 dom
cT 10(10,4) 1(4,3) 0,35(0,04-2,87)
cC 1(1,0) 0(0,0)

157 rs73147065 hsa-mir-647 FALLIDO

158 rs73177830 hsa-mir-4532 FALLIDO

159 rs73235381 hsa-mir-548h-4 FALLIDO

160 rs73239138 hsa-mir-1269a GG 50(52,1) 14(66,7) 1 0,2192 dom
AG 38(39,6) 6(28,6) 0,54(0,20-1,47)
AA 8(8,3) 1(4,8)

161 rs73410309 hsa-mir-4739 FALLIDO

162 rs74428911 hsa-mir-4474 GG 94(97,9) 25(100,0) 1 1 codom
GT 2(2,1) 0(0,0) 00
TT 0(0,0) 0(0,0)

163  rs74469188 hsa-mir-6504 T 78(82,1) 17(77,3) 1 0,6079 dom
cT 16(16,8) 5(22,7) 1,35(0,44-4,16)
cC 1(1,1) 0(0,0)
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacidn eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

164 rs745666 hsa-mir-3615 cc 40(41,7) 12(48,0) 1 0,5699 dom
cG 39(40,6) 9(36,0) 0,77(0,32-1,87)
GG 17(17,7) 4(16,0)

165 rs74704964 hsa-mir-518d cc 84(88,4) 22(91,7) 1 0,6392 codom
cT 11(11,6) 2(8,3) 0,69(0,14-3,36)
T 0(0,0) 0(0,0)

166 rs74904371 hsa-mir-2682 cc 90(93,8) 23(92,0) 1 0,759 codom
cT 6(6,2) 2(8,0) 1,3(0,25-6,89)
T 0(0,0) 0(0,0)

167 rs74949342 hsa-mir-5702 MONOMORFICO

168 rs7500280 hsa-mir-4719 FALLIDO

169 rs75019967 hsa-mir-4477a MONOMORFICO

170 rs7522956 hsa-mir-4742 AA 53(55,2) 15(68,2) 1 0,2609 dom
AC 40(41,7) 6(27,3) 0,58(0,22-1,54)
cC 3(3,1) 1(4,5)

171 rs75598818 hsa-mir-520f GG 88(91,7) 23(100,0) 1 0,3514 codom
AG 8(8,3) 0(0,0) 00
AA 0(0,0) 0(0,0)

172 rs75715827 hsa-mir-944 T 85(88,5) 18(90,0) 1 0,8489 dom
cT 9(9,4) 2(10,0) 0,86(0,18-4,21)
cC 2(2,1) 0(0,0)

173  rs75966923 hsa-mir-4298 cC 89(92,7) 23(92,0) 1 0,9051 codom
AC 7(7,3) 2(8,0) 1,11(0,22-5,68)
AA 0(0,0) 0(0,0)

174 rs76481776 hsa-mir-182 cC 84(87,5) 22(91,7) 1 0,5556 dom
cT 11(11,5) 2(8,3) 0,64(0,13-3,06)
T 1(1,0) 0(0,0)

175 rs76800617 hsa-mir-4521 AA 94(97,9) 21(100,0) 1 1 codom
AG 2(2,1) 0(0,0) 00
GG 0(0,0) 0(0,0)

176 rs77055126 hsa-mir-1303 FALLIDO

177 rs7709117 hsa-mir-4634 AA 35(36,8) 7(28,0) 1 0,2147 rec
AG 41(43,2) 10(40,0) 1,88(0,71-5,01)
GG 19(20,0) 8(32,0)

178 rs77639117 hsa-mir-576 AA 93(96,9) 21(91,3) 3,12(0,70-13,86)  0,1282 log
AT 3(3,1) 1(4,3)
T 0(0,0) 1(4,3)

179 rs78396863 hsa-mir-4743 GG 94(97,9) 24(100) 1 1 codom
CcG 2(2,1) 0(0) 00
cC 0(0,0) 0(0)

180 rs78541299 hsa-mir-6075 MONOMORFICO

181 rs78790512 hsa-mir-6083 GG 76(79,2) 20(83,3) 1 0,6425 dom
AG 18(18,8) 4(16,7) 0,76(0,23-2,48)
AA 2(2,1) 0(0,0)

182 rs78831152 hsa-mir-4789 cC 75(78,1) 18(90,0) 1 0,17358 codom
cT 19(19,8) 1(5,0) 0,22(0,03-1,75)
T 2(2,1) 1(5,0) 2,08(0,18-24,26)

183  rs78832554 hsa-mir-4786 GG 93(97,9) 25(100,0) 1 1 codom
AG 2(2,1) 0(0,0) 0(0-)
AA 0(0,0) 0(0,0)

184 rs7896283 hsa-mir-4481 AA 28(29,5) 3(15,8) 1 0,2003 dom
AG 45(47,4) 11(57,9) 2,23 (0,60-8,26)
GG 22(23,2) 5(26,3)

185 rs7911488 hsa-mir-1307 FALLIDO
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacion eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

186  rs79397096 hsa-mir-597 GG 93(96,9) 25(100,0) 1 1 codom
AG 3(3,2) 0(0,0) 0(0-)
AA 0(0,0) 0(0,0)

187 rs79512808 hsa-mir-3976 TT 91(94,8) 25(100,0) 1 0,5822 codom
GT 5(5,2) 0(0,0) 0(0-)
GG 0(0,0) 0(0,0)

188 rs80128580 hsa-mir-5707 GG 89(92,7) 21(91,3) 1 0,822 codom
AG 7(7,3) 2(8,7) 1,21(0,23-6,25)
AA 0(0,0) 0(0,0)

189 rs8054514 hsa-mir-3176 TT 74(77,9) 17(73,9) 0,1949 rec
GT 21(22,1) 5(21,7) 0
GG 0(0,0) 1(4,3)

190 rs8078913 hsa-mir-4520a cc 28(32,2) 0(0,0) 0,2159 codom
cT 41(47,1) 0(0,0) 0
T 18(20,7) 1(100,0)

191 rs832733 hsa-mir-4698 FALLIDO

192 rs850108 hsa-mir-550a-3 FALLIDO

193  rs8667 hsa-mir-4751 GG 33(34,7) 11(47,8) 1 0,2492 dom
AG 50(52,6) 8(34,8) 0,58(0,23-1,46)
AA 12(12,6) 4(17,4)

194 rs877722 hsa-mir-4671 AA 76(79,2) 20(87,0) 1 0,09984 codom
AT 20(20,8) 2(8,7) 0,38(0,08-1,76)
TT 0(0,0) 1(4,3) 0

195 rs895819 mir-27a FALLIDO

196 rs897984 hsa-mir-4519 FALLIDO

197  rs9295535 hsa-mir-5689 FALLIDO

198 rs936581 hsa-mir-3141 GG 56(58,3) 12(50,0) 1 0,4627 dom
AG 30(31,2) 9(37,5) 1,40(0,57-3,43)
AA 10(10,4) 3(12,5)

199  rs9842591 hsa-mir-5186 cC 28(29,2) 8(34,8) 1 0,3745 rec
AC 51(53,1) 9(39,1) 1,64(0,56-4,77)
AA 17(17,7) 6(26,1)

200 rs9877402 hsa-mir-5680 AA 88(93,6) 17(85,0) 0,02950 rec
AG 6(6,4) 1(5,0) 0
GG 0(0,0) 2(10,0)

201  rs9913045 hsa-mir-548h-3 FALLIDO

202 seq_rs11048315 MIR4302 GG 71(74,7) 19(76,0) 1 0,8382 rec
AG 21(22,1) 5(20,0) 1,28(0,13-12,84)
AA 3(3,2) 1(4,0)

203 seq_rs111803974  MIR3908 FALLIDO

204 seq_rs111906529  MIR299, MIR380 TT 94(97,9) 24(96,0) 0,2066 rec
CcT 2(2,1) 0(0,0) 0
cc 0(0,0) 1(4,0)

205 seq_rs112328520  MIR520G cC 82(85,4) 24(100) 1 0,06972 codom
CcT 14(14,6) 0(0) 00
T

206 seq_rs11269 mir-1282 MONOMORFICO

207 seq_rs113808830  MIR4532 cC 70(73,7) 18(85,7) 1 0,2222 dom
cT 24(25,3) 3(14,3) 0,47(0,13-1,72)
T 1(1,1) 0(0,0)

208 seq_rs116932476  hsa-mir-4479 GG 92(97,9) 22(100) 1 1 codom
AG 2(2,1) 0(0,0) 00
AA 0(0,0) 0(0,0)
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Tabla anexa 8. Resultados de SNPs en miRNAs en la poblacion eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

209 seq_rs117258475  MIR296 GG 94(97,9) 24(100) 1 1 codom
AG 2(2,1) 0(0,0) 00
AA 0(0,0) 0(0,0)

210 seq_rs117650137  hsa-mir-6717 GG 89(92,7) 22(88,0) 1 0,4654 codom
AG 7(7,3) 3(12,0) 1,73(0,41-7,25)
AA 0(0,0) 0(0,0)

211 seq_rs117723462  MIR3649 T 96(100) 23(95,8) 0,2 codom
GT 0(0,0) 1(4,2) 0
GG 0(0,0) 0(0,0)

212 seq_rs163642 MIR4436B2 FALLIDO

213 seq_rs62571442 MIR3689 AA 30(31,2) 5(23,8) 1 0,1210 rec
AG 56(58,3) 11(52,4) 2,69(0,81-8,91)
GG 10(10,4) 5(23,8)
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Tabla anexa 9. Resultados de SNPs en miRNAs en las poblaciones espafiola y eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P

1 rs10061133 hsa-mir-449b AA 212(82,8) 74(81,3) 1 0,749 codom
AG 44(17,2) 17(18,7) 1,11(0,6-2,06)
GG

2 rs10173558 mir-1302-4 TT 198(77,3) 70(75,3) 1,12(0,67-1,89) 0,6636 log
cT 56(21,9) 22(23,7)
cc 2(0,8) 1(1,1)

3 rs10406069 hsa-mir-5196 GG 171(67,3) 57(62,6) 1 0,1075 rec
AG 72(28,3) 33(36,3) 0,25(0,03-1,93)
AA 11(4,3) 1(1,1) (-)

4 rs10422347 hsa-mir-4745 cC 218(85,8) 68(74,7) 1,83(1,04-3,20) 0,02160 log
CcT 34(13,4) 23(25,3)
T 2(0,8) 0(0,0)

hsa-mir-548ae-
5 rs10461441 2 FALLIDO
0,11281

6 rs10505168 hsa-mir-2053 AA 123(48,2) 36(40,4) 1 codom
AG 107(42,0) 48(53,9) 1,53(0,93-2,54)
GG 25(9,8) 5(5,6) 0,68(0,24-1,91)

7 rs1055070 hsa-mir-4700 T 227(88,7) 83(91,2) 1
GT 29(11,3) 8(8,8) 0,75(0,33-1,72) 0,4928 codom
GG 0(0,0) 0(0,0)

8 rs1077020 hsa-mir-943 FALLIDO

9 rs10878362 hsa-mir-6074 FALLIDO

10 rs10934682 hsa-mir-544b TT 182(71,1) 66(71,7) 1 0,2387 rec
GT 69(27,0) 22(23,9) 2,28(0,60-8,69)
GG 5(2,0) 4(4,3) (-)

11  rs11014002 hsa-mir-603 FALLIDO

12 rs11032942 hsa-mir-1343 FALLIDO

13 rs11156654 mir-624 T 150(58,8) 54(59,3) 1 0,5516 rec
AT 85(33,3) 28(30,8) 1,29(0,56-2,95)
AA 20(7,8) 9(9,9)

14  rs11237828 hsa-mir-5579 FALLIDO

15 rs11259096 hsa-mir-1265 TT 231(90,6) 86(93,5) 1 0,385 codom
CcT 24(9,4) 6(6,5) 0,67(0,27-1,7)
cc 0(0,0) 0(0,0)

16  rs11614913 hsa-mir-196a-2 cc 99(38,7) 35(38,0) 1,02(0,72-1,45) 0,8954 log
cT 122(47,7)  44(47,8)
T 35(13,7) 13(14,1)

17  rs11651671 hsa-mir-548at FALLIDO

18 rs11713052 hsa-mir-5092 CC 240(93,8) 87(95,6) 1 0,5029 codom
CG 16(6,2) 4(4,4) 0,69(0,22-2,12)
GG 0(0,0) 0(0,0)

19  rs11714172 hsa-mir-4792 T 111(43,5) 35(38,5) 1,22(0,86-1,72) 0,2643 log
GT 113(44,3) 41(45,1)
GG 31(12,2) 15(16,5)

20 rs11907020 hsa-mir-3192 MONOMORFICO

21 rs11983381 hsa-mir-4653 AA 182(71,1) 63(70,8) 1 0,1385 rec
AG 70(27,3) 22(24,7) 2,96(0,73-12,11)
GG 4(1,6) 4(4,5)

22 rs12197631 hsa-mir-548a-1 FALLIDO

23 rs12355840 hsa-mir-202 T 179(70,5) 27(71,1) 1 0,3222rec
cT 59(23,2) 10(26,3) 0,40(0,05-3,12)
cc 16(6,3) 1(2,6)

24 rs12402181 hsa-mir-202 GG 196(76,6) 66(72,5) 1 0,4458 dom
AG 57(22,3) 24(26,4) 1,24(0,72-2,13)
AA 3(1,2) 1(1,1)

25  rs12451747 hsa-mir-1269b FALLIDO
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Tabla anexa 9. Resultados de SNPs en miRNAs en las poblaciones espafiola y eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P
26  rs12456845 hsa-mir-4744 T 239(93,7) 84(90,3) 1 0,2905 codom
CcT 16(6,3) 9(9,7) 1,6(0,68-3,76)
cc 0(0,0) 0(0,0)
27  rs12473206 hsa-mir-4433 FALLIDO
28  rs12512664 hsa-mir-4274 AA 130(50,8) 44(48,4) 1,20(0,83-1,73) 0,3409 log
AG 108(42,2) 36(39,6)
GG 18(7,0) 11(12,1)
29  rs12523324 hsa-mir-4277 FALLIDO
30 rs12780876 hsa-mir-4293 T 115(45,3) 50(55,6) 1 0,09341 dom
AT 116(45,7) 33(36,7) 0,66(0,41-1,07)
AA 23(9,1) 7(7,8)
0,10542
31 rs12803915 hsa-mir-612 GG 184(71,9) 54(61,4) 1 codom
AG 63(24,6) 32(36,4) 1,73(1,03-2,92)
AA 9(3,5) 2(2,3) 0,76(0,16-3,61)
32 rs12879262 hsa-mir-4309 GG 188(73,7) 55(60,4) 1,52(0,96-2,40) 0,009763 log
CG 61(23,9) 36(39,6)
cc 6(2,4) 0(0,0)
33 rs12894467 hsa-mir-300 cc 99(38,7) 26(28,0) 1,57(1,11-2,22) 0,01029 log
cT 124(48,4) 45(48,4)
T 33(12,9) 22(23,7)
34 rs13186787 hsa-mir-1294 FALLIDO
35  rs13299349 hsa-mir-3152 GG 107(42,0) 14(35,0) 1 0,4018 dom
AG 110(43,1) 19(47,5) 1,34(0,67-2,69)
AA 38(14,9) 7(17,5)
36 rs1414273 hsa-mir-548ac FALLIDO
37  rs1439619 hsa-mir-3175 cc 68(26,6) 13(31,0) 0,87(0,56-1,37) 0,5567 log
AC 120(46,9) 19(45,2)
AA 68(26,6) 10(23,8)
38 rs1572687 hsa-mir-5007 cc 71(27,8) 28(31,1) 1 0,5577 dom
CcT 129(50,6) 44(48,9) 0,85(0,51-1,44)
T 55(21,6) 18(20,0)
39  rs1683709 hsa-mir-3612 cc 167(65,2) 63(68,5) 1 0,5714 dom
CcT 78(30,5) 25(27,2) 0,86(0,52-1,44)
T 11(4,3) 4(4,3)
40 rs17022749 hsa-mir-5700 FALLIDO
41 rs17091403 hsa-mir-2110 cc 213(83,2) 81(85,3) 0,86(0,48-1,54) 0,6039 log
CcT 39(15,2) 13(13,7)
T 4(1,6) 1(1,1)
42 rs17111728 hsa-mir-4422 T 219(85,5) 80(87,9) 0,90(0,46-1,79) 0,2066 log
cT 37(14,5) 10(11,0)
cCc 0(0,0) 1(1,1)
43 rs174561 mir-1908 FALLIDO
44  rs17737028 hsa-mir-3143 AA 252(98,4) 92(97,9) 1 0,724 codom
AG 4(1,6) 2(2,1) 1,37(0,25-7,6)
GG 0(0,0) 0(0,0)
45  rs17759989 hsa-mir-633 AA 244(95,3) 87(95,6) 1 0,9088 codom
AG 12(4,7) 4(4,4) 0,93(0,29-2,98)
GG 0(0,0) 0(0,0)
46  rs17797090 hsa-mir-3652 GG 209(81,6) 73(80,2) 0,99(0,57-1,74) 0,5784 log
AG 43(16,8) 18(19,8)
AA 4(1,6) 0(0,0)
47  rs17885221 hsa-mir-4733 cc 240(94,1) 86(93,5) 1 0,8268 codom
CcT 15(5,9) 6(6,5) 1,12(0,42-2,97)
T 0(0,0) 0(0,0)
48  rs2042253 hsa-mir-5197 AA 145(56,9) 59(63,4) 1 0,07623 rec
AG 98(38,4) 33(35,5) 0,22(0,03-1,71)
GG 12(4,7) 1(1,1)
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SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

49  rs2043556 hsa-mir-605 AA 161(62,9) 58(65,9) 1 0,6022 rec
AG 84(32,8) 25(28,4) 1,34(0,45-3,97)
GG 11(4,3) 5(5,7)

50 rs2060455 hsa-mir-4511 FALLIDO

51  rs2070960 hsa-mir-3620 cc 216(85,0) 74(82,2) 1,45(0,82-2,57) 0,03528 log
cT 38(15,0) 13(14,4)
T 0(0,0) 3(3,3)

52  rs2114358 hsa-mir-1206 T 89(35,0) 33(35,9) 1 0,7592 rec
CcT 119(46,9) 41(44,6) 1,10(0,60-2,02)
cc 46(18,1) 18(19,6)

53 rs215383 hsa-mir-4494 GG 177(69,4) 69(74,2) 0,78(0,48-1,28) 0,3159 log
AG 72(28,2) 23(24,7)
AA 6(2,4) 1(1,1)

54 rs2241347 hsa-mir-3130-1 FALLIDO

55  rs2273626 hsa-mir-4707 cc 177(69,4) 69(74,2) 0,78(0,48-1,28) 0,3159 log
AC 72(28,2) 23(24,7)
AA 6(2,4) 1(1,1)

56  rs2289030 hsa-mir-492 cc 211(82,4) 79(85,9) 1 0,04152 rec
CG 44(17,2) 10(10,9) 8,60(0,88-83,70)
GG 1(0,4) 3(3,3)

57 rs2291418 hsa-mir-1229 CcC 241(94,1) 90(94,7) 1 0,8292 dom
CcT 14(5,5) 5(5,3) 0,89(0,32-2,53)
T 1(0,4) 0(0,0)

58 rs2292181 hsa-mir-564 GG 229(89,5) 84(90,3) 1 0,8123 dom
CG 26(10,2) 9(9,7) 0,91(0,41-2,01)
cc 1(0,4) 0(0,0)

59  rs2292832 hsa-mir-149 FALLIDO

60 rs2368392 hsa-mir-604 cc 130(51,0) 50(53,8) 1 0,6456 dom
CcT 104(40,8) 35(37,6) 0,89(0,56-1,44)
T 21(8,2) 8(8,6)

61  rs243080 hsa-mir-4432 cc 79(31,0) 33(37,1) 1 0,03137 codom
CcT 131(51,4) 32(36,0) 0,58(0,33-1,02)
T 45(17,6) 24(27,0) 1,28(0,67-2,42)

62  rs257095 hsa-mir-4636 AA 191(74,6) 74(80,4) 0,74(0,45-1,23) 0,2376 log
AG 56(21,9) 16(17,4)
GG 9(3,5) 2(2,2)

63  rs2648841 hsa-mir-1208 cc 199(78,3) 75(80,6) 1 0,5193 rec
AC 52(20,5) 16(17,2) 1,84(0,30-11,18)
AA 3(1,2) 2(2,2)

64  rs2663345 hsa-mir-3183 FALLIDO

65  rs266435 hsa-mir-4804 cc 197(77,3) 69(76,7) 1 0,1395 rec
CG 57(22,4) 19(21,1) 5,77(0,52-64,44)
GG 1(0,4) 2(2,2)

66 rs2682818 hsa-mir-618 cc 195(76,5) 70(78,7) 0,88(0,52-1,51) 0,6418 log
AC 56(22,0) 18(20,2)
AA 4(1,6) 1(1,1)

67 rs28477407 hsa-mir-4308 CC 213(83,2) 81(86,2) 1 0,1487 rec
CcT 42(16,4) 11(11,7) 5,54(0,50-61,86)
T 1(0,4) 2(2,1)

68  rs28645567 hsa-mir-378d-1 GG 244(95,7) 89(96,7) 1 0,653 codom
AG 11(4,3) 3(3,3) 0,75(0,2-2,74)
AA 0(0,0) 0(0,0)

69  rs28655823 hsa-mir-4472-1 GG 169(74,8) 69(75,8) 1 0,5872 rec
CG 52(23,0) 19(20,9) 1,51(0,35-6,44)
cc 5(2,2) 3(3,3)

70  rs28664200 hsa-mir-1255a T 137(54,6) 13(39,4) 1,91(1,08-3,36) 0,02693 log
CcT 102(40,6) 15(45,5)
cC 12(4,8) 5(15,2)
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Tabla anexa 9. Resultados de SNPs en miRNAs en las poblaciones espafiola y eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control N(%)casos OR (95%IC) P
71  rs2910164 hsa-mir-146a GG 144(56,2) 64(68,8) 1 0,03254 dom
CG 96(37,5) 23(24,7) 0,58(0,35-0,96)
cc 16(6,2) 6(6,5)
72  rs2967897 hsa-mir-5695 MONOMORFICO
73  rs3112399 hsa-mir-4803 TT 84(32,9) 22(24,7) 1 0,1425 dom
AT 109(42,7) 47(52,8) 1,50(0,86-2,59)
AA 62(24,3) 20(22,5)
74 rs34115976 hsa-mir-577 cc 164(64,1) 66(72,5) 1 0,1378 dom
CG 79(30,9) 21(23,1) 0,68(0,40-1,14)
GG 13(5,1) 4(4,4)
75 rs35196866 hsa-mir-4669 FALLIDO
76  rs356125 hsa-mir-2278 GG 225(87,9) 90(94,7) 1 0,04597 dom
AG 30(11,7) 5(5,3) 0,40(0,15-1,07)
AA 1(0,4) 0(0,0)
0,004786
77  rs35613341 hsa-mir-5189 cc 121(47,3) 54(60) 1 codom
CG 98(38,3) 18(20) 0,41(0,23-0,75)
GG 37(14,5) 18(20) 1,09(0,57-2,08)
78  rs35650931 hsa-mir-6076 GG 203(79,6) 78(82,1) 1 0,5778 rec
CG 48(18,8) 17(17,9) 0,00(0,00-)
cC 4(1,6) 0(0,0)
79  rs35770269 hsa-mir-449c AA 103(40,4) 42(46,7) 0,78(0,54-1,11) 0,1644 log
AT 116(45,5) 40(44,4)
TT 36(14,1) 8(8,9)
80 rs35854553 hsa-mir-3166 AA 222(87,1) 39(90,7) 1 0,4079 rec
AT 31(12,2) 3(7,0) 3,01(0,27-33,96)
T 2(0,8) 1(2,3)
81 rs367805 hsa-mir-3936 GG 118(46,3) 47(53,4) 1 0,2482 dom
AG 107(42,0) 30(34,1) 0,75(0,46-1,22)
AA 30(11,8) 11(12,5)
82  rs3734050 hsa-mir-6499 cc 235(91,8) 79(87,8) 1 0,2704 codom
CT 21(8,2) 11(12,2) 1,56(0,72-3,37)
T 0(0,0) 0(0,0)
83  rs3746444 hsa-mir-499a T 170(66,4) 65(69,9) 1 0,3439 rec
CT 78(30,5) 23(24,7) 1,76(0,56-5,53)
cc 8(3,1) 5(5,4)
84  rs3823658 hsa-mir-5090 GG 186(72,7) 70(75,3) 1 0,6237 dom
AG 66(25,8) 21(22,6) 0,8(7 0,5-1 1,51)
AA 4(1,6) 2(2,2)
85 rs4112253 hsa-mir-4751 cc 103(40,2) 46(52,3) 0,67(0,46-0,98) 0,03452 log
CG 119(46,5) 35(39,8)
GG 34(13,3) 7(8,0)
86 rs41274239 hsa-mir-96 MONOMORFICO
87 rs41274312 hsa-mir-187 GG 252(98,8) 90(97,8) 1 0,5094 codom
AG 3(1,2) 2(2,2) 1,87(0,31-11,35)
AA 0(0,0) 0(0,0)
88 rs41286570 hsa-mir-154 MONOMORFICO
89 rs41291179 hsa-mir-216a AA 230(89,8) 88(94,6) 1 0,1457 codom
AT 26(10,2) 5(5,4) 0,5(0,19-1,35)
T 0(0,0) 0(0,0)
90 rs41292412 hsa-mir-122 MONOMORFICO
91 rs4285314 hsa-mir-3135b FALLIDO
92  rs4414449 hsa-mir-548ap TT 60(35,3) 24(36,9) 1 0,5217 rec
CT 75(44,1) 30(46,2) 0,79(0,37-1,66)
cc 35(20,6) 11(16,9)
93  rs45530340 hsa-mir-6084 MONOMORFICO
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SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

94  rs4577031 hsa-mir-548ap AA 88(34,4) 35(37,6) 0,89(0,63-1,27) 0,5218 log
AT 127(49,6) 45(48,4)
T 41(16,0) 13(14,0)

95  rs4674470 hsa-mir-4268 T 151(59,2) 67(75,3) 1 0,005698 dom
CT 87(34,1) 19(21,3) 0,48(0,28-0,82)
CC 17(6,7) 3(3,4)

96 rs4809383 hsa-mir-941-1 CC 192(75,9) 31(72,1) 1 0,1601 rec
CcT 58(22,9) 10(23,3) 4,07(0,66-25,07)
T 3(1,2) 2(4,7)

97  rs4822739 hsa-mir-548j cc 227(88,7) 84(90,3) 1 0,6581 codom
CG 29(11,3) 9(9,7) 0,84(0,38-1,85)
GG 0(0,0) 0(0,0)

98 rs487571 hsa-mir-5680 FALLIDO

99  rs4909237 hsa-mir-595 CC 177(69,1) 66(71,0) 1 0,6023 rec
CT 71(27,7) 23(24,7) 1,39(0,41-4,74)
T 8(3,1) 4(4,3)

100 rs4919510 hsa-mir-608 cc 171(66,8) 65(69,9) 1 0,5832 dom
CG 79(30,9) 26(28,0) 0,87(0,52-1,45)
GG 6(2,3) 2(2,2)

101 rs515924 hsa-mir-548al AA 206(80,8) 71(76,3) 1 0,1471 rec
AG 48(18,8) 20(21,5) 5,58(0,50-62,30)
GG 1(0,4) 2(2,2)

102 rs521188 hsa-mir-3671 AA 237(92,6) 85(91,4) 1 0,718 codom
AG 19(7,4) 8(8,6) 1,17(0,5-2,78)
GG 0(0,0) 0(0,0)

103 rs56088671 hsa-mir-4424 FALLIDO

104 rs56103835 hsa-mir-323b T 170(66,4) 57(62,0) 1 0,4441 dom
CcT 78(30,5) 33(35,9) 1,21(0,74-1,99)
cc 8(3,1) 2(2,2)

105 rs56195815 hsa-mir-548aw FALLIDO

106 rs56292801 hsa-mir-5189 GG 94(52,5) 57(64,0) 1 0,07162 dom
AG 67(37,4) 23(25,8) 0,62(0,37-1,05)
AA 18(10,1) 9(10,1)

107 rs57111412 hsa-mir-1283-1 FALLIDO

108 rs58450758 hsa-mir-559 FALLIDO

109 rs58834075 hsa-mir-656 cc 245(95,7) 89(93,7) 1 0,4457 codom
CcT 11(4,3) 6(6,3) 1,5(0,54-4,18)
T 0(0,0) 0(0,0)

110 rs5965660 hsa-mir-888 FALLIDO

111  rs5997893 hsa-mir-3928 GG 116(45,3) 37(39,8) 1,24(0,88-1,75) 0,2140 log
AG 111(43,4) 41(44,1)
AA 29(11,3) 15(16,1)

112 rs60308683 hsa-mir-4762 FALLIDO

113  rs6062431 hsa-mir-4326 GG 106(41,7) 46(49,5) 0,77(0,55-1,08) 0,1300 log
CG 101(39,8) 35(37,6)
cc 47(18,5) 12(12,9)

114 rs60871950 hsa-mir-4467 GG 78(30,6) 36(39,1) 1 0,10431 codom
AG 121(47,5) 32(34,8) 0,57(0,33-1)
AA 56(22,0) 24(26,1) 0,93(0,50-1,73)

115 rs61388742 hsa-mir-596 T 205(80,1) 75(81,5) 1 0,7635 dom
cT 49(19,1) 16(17,4) 0,91(0,50-1,68)
cc 2(0,8) 1(1,1)

116 rs61938575 hsa-mir-3922 GG 126(49,4) 19(57,6) 1 0,3766 dom
AG 112(43,9) 12(36,4) 0,72(0,35-1,50)
AA 17(6,7) 2(6,1)

117 rs61992671 hsa-mir-412 GG 76(29,7) 18(20,7) 1 0,0973 dom
AG 119(46,5) 47(54,0) 1,62(0,90-2,90)
AA 61(23,8) 22(25,3)
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118 rs62154973 hsa-mir-4772 cc 200(78,1) 74(83,1) 1 0,3050 dom
CcT 53(20,7) 15(16,9) 0,72(0,39-1,36)
T 3(1,2) 0(0,0)

119 rs62376935 hsa-mir-585 CcC 232(90,6) 85(93,4) 1 0,4051 dom
cT 21(8,2) 5(5,5) 0,68(0,27-1,73)
T 3(1,2) 1(1,1)

120 rs641071 hsa-mir-4482 FALLIDO

121 rs6430498 hsa-mir-3679 GG 117(45,9) 33(36,3) 1 0,1100 dom
AG 111(43,5) 47(51,6) 1,49(0,91-2,44)
AA 27(10,6) 11(12,1)

122 rs6505162 hsa-mir-423 FALLIDO

123  rs6513496 hsa-mir-646 TT 165(64,5) 58(63,7) 1 0,3392 rec
cT 80(31,2) 31(34,1) 0,50(0,11-2,30)
cc 11(4,3) 2(2,2)

124 rs66507245 hsa-mir-4731 FALLIDO

125 rs66683138 hsa-mir-3622a FALLIDO

126 rs67042258 hsa-mir-6128 GG 143(56,1) 59(65,6) 1 0,04218 codom
AG 97(38,0) 22(24,4) 0,55(0,32-0,96)
AA 15(5,9) 9(10,0) 1,45(0,60-3,51)

127 rs670637 hsa-mir-3167 MONOMORFICO

128 rs67182313 hsa-mir-4642 AA 176(68,8) 64(72,7) 1 0,3560 rec
AG 73(28,5) 23(26,1) 0,41(0,05-3,37)
GG 7(2,7) 1(1,1)

129 rs6726779 hsa-mir-4431 T 102(40,0) 36(40,9) 1 0,2998 rec
CcT 121(47,5) 37(42,0) 1,43(0,73-2,79)
cc 32(12,5) 15(17,0)

MIR3910-1,

130 rs67339585 MIR3910-2 FALLIDO

131 rs6787734 hsa-mir-3135a FALLIDO

132  rs67976778 hsa-mir-4305 FALLIDO

133  rs68035463 hsa-mir-3144 cc 167(65,5) 59(65,6) 1 0,4173 rec
AC 79(31,0) 26(28,9) 1,61(0,52-4,93)
AA 9(3,5) 5(5,6)

134 rs6841938 hsa-mir-1255b-1 FALLIDO

135 rs6977967 hsa-mir-3683 AA 167(65,2) 49(53,8) 1 0,05600 dom
AG 78(30,5) 36(39,6) 1,61(0,99-2,61)
GG 11(4,3) 6(6,6)

136 rs6997249 hsa-mir-3686 FALLIDO

137 rs701213 hsa-mir-4427 FALLIDO

138 rs702742 hsa-mir-378h AA 204(79,7) 77(84,6) 1 0,2951 dom
AG 49(19,1) 13(14,3) 0,71(0,37-1,36)
GG 3(1,2) 1(1,1)

139 rs7070684 hsa-mir-548aj-2 FALLIDO

140 rs71363366 hsa-mir-1283-2 cc 238(93,7) 83(90,2) 1 0,2829 codom
CG 16(6,3) 9(9,8) 1,61(0,69-3,79)
GG 0(0,0) 0(0,0)

141 rs7205289 hsa-mir-140 MONOMORFICO

142 rs7207008 hsa-mir-2117 T 83(32,4) 26(27,4) 1 0,1120 rec
AT 121(47,3) 42(44,2) 1,56(0,91-2,67)
AA 52(20,3) 27(28,4)

143  rs7227168 hsa-mir-4741 cc 194(76,1) 70(76,1) 1 0,1132 rec
CT 59(23,1) 19(20,7) 4,26(0,70-25,94)
T 2(0,8) 3(3,3)

144  rs7247237 hsa-mir-3188 ccC 115(45,3) 37(40,2) 1 0,02753 rec
cT 121(47,6) 41(44,6) 2,35(1,12-4,95)
T 18(7,1) 14(15,2)

145 rs72502717 hsa-mir-3689f FALLIDO

146 rs72631816 hsa-mir-105-2 FALLIDO
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147 rs72631825 hsa-mir-222 FALLIDO

148 rs72631826 hsa-mir-16-1 MONOMORFICO

149 rs72631827 hsa-mir-106b MONOMORFICO

150 rs72631831 hsa-mir-323b MONOMORFICO

151 rs72631833 hsa-mir-183 MONOMORFICO

152 rs72646786 hsa-mir-3972 CcC 196(76,6) 73(79,3) 1 0,5817 dom
cT 57(22,3) 18(19,6) 0,85(0,48-1,52)
TT 3(1,2) 1(1,1)

153 rs72855836 hsa-mir-3976 GG 232(90,6) 81(87,1) 1 0,3481 dom
AG 22(8,6) 12(12,9) 1,43(0,68-2,99)
AA 2(0,8) 0(0,0) (-)

154 rs72996752 hsa-mir-4999 FALLIDO

155 rs73112689 hsa-mir-4459 FALLIDO

156 rs7311975 hsa-mir-1178 TT 237(92,6) 87(94,6) 1 0,5090 dom
cT 18(7,0) 5(5,4) 0,72(0,26-1,98)
cc 1(0,4) 0(0,0)

157 rs73147065 hsa-mir-647 FALLIDO

158 rs73177830 hsa-mir-4532 FALLIDO

159 rs73235381 hsa-mir-548h-4 FALLIDO

160 rs73239138 hsa-mir-1269a GG 144(56,7) 57(63,3) 0,78(0,52-1,18) 0,2290 log
AG 93(36,6) 29(32,2)
AA 17(6,7) 4(4,4)

161 rs73410309 hsa-mir-4739 FALLIDO

162 rs74428911 hsa-mir-4474 GG 252(98,4) 93(98,9) 1 0,7194
GT 4(1,6) 1(1,1) 0,68(0,07-6,14)
TT 0(0,0) 0(0,0)

163 rs74469188 hsa-mir-6504 TT 252(98,4) 93(98,9) 1 0,7194 codom
CT 4(1,6) 1(1,1) 0,68(0,07-6,14)
cC 0(0,0) 0(0,0)

164 rs745666 hsa-mir-3615 cC 101(39,5) 33(35,1) 1 0,4568 dom
CG 113(44,1) 48(51,1) 1,20(0,74-1,97)
GG 42(16,4) 13(13,8)

165 rs74704964 hsa-mir-518d cc 238(94,1) 40(95,2) 1 0,7581 codom
CT 15(5,9) 2(4,8) 0,79(0,17-3,6)
T 0(0,0) 0(0,0)

166 rs74904371 hsa-mir-2682 cc 242(94,5) 88(93,6) 1,09(0,43-2,75) 0,7102 log
CT 13(5,1) 6(6,4)
TT 1(0,4) 0(0,0)

167 rs74949342 hsa-mir-5702 MONOMORFICO

168 rs7500280 hsa-mir-4719 FALLIDO

169 rs75019967 hsa-mir-4477a MONOMORFICO

170 rs7522956 hsa-mir-4742 AA 147(57,4) 53(58,2) 1 0,8399 rec
AC 99(38,7) 34(37,4) 1,13(0,35-3,70)
cC 10(3,9) 4(4,4)

171 rs75598818 hsa-mir-520f GG 243(94,9) 87(94,6) 1 0,8951 codom
AG 13(5,1) 5(5,4) 1,07(0,37-3,1)
AA 0(0,0) 0(0,0)

172 rs75715827 hsa-mir-944 TT 217(84,8) 80(89,9) 1 0,2157 dom
CT 35(13,7) 9(10,1) 0,63(0,29-1,35)
cc 4(1,6) 0(0,0)

173  rs75966923 hsa-mir-4298 cc 238(93,0) 90(95,7) 1 0,3246 codom
AC 18(7,0) 4(4,3) 0,59(0,19-1,78)
AA 0(0,0) 0(0,0)

174 rs76481776 hsa-mir-182 cc 218(85,2) 78(83,9) 1 0,5561 (codom)
CT 34(13,3) 15(16,1) 1,23(0,64-2,39)
TT 4(1,6) 0(0,0) 0,00(0,00-)
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175 rs76800617 hsa-mir-4521 AA 246(96,1) 87(96,7) 1 0,8034 codom
AG 10(3,9) 3(3,3) 0,85(0,23-3,15)
GG 0(0,0) 0(0,0)

176 rs77055126 hsa-mir-1303 FALLIDO

177 rs7709117 hsa-mir-4634 AA 83(32,7) 35(37,6) 1 0,3903 dom
AG 111(43,7) 38(40,9) 0,80(0,49-1,32)
GG 60(23,6) 20(21,5)

0,001543

178 rs77639117 hsa-mir-576 AA 249(97,3) 81(88,0) 1 codom
AT 7(2,7) 10(10,9) 4,39(1,62-11,91)
T 0(0,0) 1(1,1) 0,0(0-)

179 rs78396863 hsa-mir-4743 GG 248(97,3) 90(96,8) 1 0,8144 codom
CG 7(2,7) 3(3,2) 1,18(0,3-4,67)
cC 0(0,0) 0(0,0)

180 rs78541299 hsa-mir-6075 MONOMORFICO

181 rs78790512 hsa-mir-6083 GG 182(71,1) 66(71,0) 1 0,6193 rec
AG 66(25,8) 25(26,9) 0,68(0,14-3,27)
AA 8(3,1) 2(2,2)

182 rs78831152 hsa-mir-4789 cC 208(81,2) 75(85,2) 1 0,3920 dom
CcT 45(17,6) 12(13,6) 0,75(0,39-1,46)
T 3(1,2) 1(1,1)

183 rs78832554 hsa-mir-4786 GG 242(94,9) 88(93,6) 1 0,6441 codom
AG 13(5,1) 6(6,4) 1,27(0,47-3,44)
AA 0(0,0) 0(0,0)

184 rs7896283 hsa-mir-4481 AA 54(33,8) 6(22,2) 1 0,2223 dom
AG 75(46,9) 15(55,6) 1,78(0,68-4,68)
GG 31(19,4) 6(22,2)

185 rs7911488 hsa-mir-1307 FALLIDO

186 rs79397096 hsa-mir-597 GG 249(97,3) 93(98,9) 1 0,3175 codom
AG 7(2,7) 1(1,1) 0,38(0,05-3,15)
AA 0(0,0) 0(0,0)

187 rs79512808 hsa-mir-3976 T 248(96,9) 94(100,0) 1 0,1146 codom
GT 8(3,1) 0(0,0) 0(0-)
GG 0(0,0) 0(0,0)

188 rs80128580 hsa-mir-5707 GG 240(93,8) 87(94,6) 1 0,776
AG 16(6,2) 5(5,4) 0,86(0,31-2,42)
AA 0(0,0) 0(0,0)

189 rs8054514 hsa-mir-3176 T 185(72,5) 61(66,3) 1 0,1132 rec
GT 68(26,7) 28(30,4) 4,26(0,70-25,94)
GG 2(0,8) 3(3,3)

190 rs8078913 hsa-mir-4520a cC 75(30,5) 19(27,5) 1 0,3118 rec
CcT 121(49,2) 32(46,4) 1,38(0,74-2,57)
T 50(20,3) 18(26,1)

191 rs832733 hsa-mir-4698 FALLIDO

192 rs850108 hsa-mir-550a-3 FALLIDO

193 rs8667 hsa-mir-4751 GG 82(33,7) 29(31,5) 1 0,5567 rec
AG 126(51,9) 52(56,5) 0,81(0,39-1,67)
AA 35(14,4) 11(12,0)

194 rs877722 hsa-mir-4671 AA 191(74,6) 73(79,3) 1 0,3245 log
AT 60(23,4) 18(19,6) 0,77(0,45-1,31)
T 5(2,0) 1(1,1)

195 rs895819 mir-27a FALLIDO

196 rs897984 hsa-mir-4519 FALLIDO

197 rs9295535 hsa-mir-5689 FALLIDO
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Tabla anexa 9. Resultados de SNPs en miRNAs en las poblaciones espafiola y eslovena (continua).

SNP Gen Genotipo N(%)control  N(%)casos OR (95%IC) P

198 rs936581 hsa-mir-3141 GG 172(67,2) 55(59,1) 1 0,1663 dom
AG 70(27,3) 32(34,4) 1,41(0,87-2,31)
AA 14(5,5) 6(6,5)

199 rs9842591 hsa-mir-5186 CcC 71(27,7) 14(33,3) 1 0,4621 dom
AC 130(50,8) 18(42,9) 0,77(0,38-1,54)
AA 55(21,5) 10(23,8)

200 rs9877402 hsa-mir-5680 AA 233(92,5) 32(84,2) 1 0,002097 rec
AG 19(7,5) 3(7,9) 0,00(-)
GG 0(0,0) 3(7,9)

201 rs9913045 hsa-mir-548h-3 FALLIDO

202 seq_rs11048315 MIR4302 GG 193(75,7) 67(71,3) 1 0,1781 rec
AG 53(20,8) 26(27,7) 0,29(0,04-2,35)
AA 9(3,5) 1(1,1)

203 seq_rs111803974 MIR3908 FALLIDO

204 seq_rs111906529 MIR299, MIR380 TT 250(97,7) 90(95,7) 1 0,2686 rec
CT 6(2,3) 3(3,2) 0,0(0-)
CcC 0(0,0) 1(1,1)

205 seq_rs112328520 MIR520G CcC 217(85,1) 81(89,0) 1 0,3438 codom
CT 38(14,9) 10(11,0) 0,71(0,34-1,48)
TT 0(0,0) 0(0,0)

206 seq_rs11269 mir-1282 MONOMORFICO

207 seq_rs113808830 MIR4532 CcC 200(78,4) 74(84,1) 1 0,2443 dom
CT 51(20,0) 14(15,9) 0,69(0,36-1,31)
TT 4(1,6) 0(0,0)

208 seq_rs116932476 hsa-mir-4479 GG 250(98,4) 89(98,9) 1 0,7453 codom
AG 4(1,6) 1(1,1) 0,7(0,08-6,37)
AA 0(0,0) 0(0,0)

209 seq_rs117258475 MIR296 GG 249(97,6) 92(98,9) 1 0,4236 codom
AG 6(2,4) 1(1,1) 0,45(0,05-3,8)
AA 0(0,0) 0(0,0)

210 seq_rs117650137 hsa-mir-6717 GG 241(94,1) 86(91,5) 1 0,3869 codom
AG 15(5,9) 8(8,5) 1,49(0,61-3,65)
AA 0(0,0) 0(0,0)

211 seq_rs117723462 MIR3649 TT 256(100,0) 92(98,9) 1 0,2665 codom
GT 0(0,0) 1(1,1) 0(-)
GG 0(0,0) 0(0,0)

212 seq_rs163642 MIR4436B2 FALLIDO

213 seq_rs62571442 MIR3689 AA 85(33,7) 32(36,0) 1 0,7046 dom
AG 131(52,0) 43(48,3) 0,91(0,55-1,50)
GG 36(14,3) 14(15,7)

205



206
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El objetivo principal de este estudio fue la identificaciéon de nuevos marcadores de
riesgo genético en OS juvenil. Para ello, en primer lugar, realizamos una exhaustiva busqueda
bibliografica para determinar las variantes genéticas ya descritas en la literatura asociadas con
la susceptibilidad a desarrollar OS. Observamos que de todas las variantes genéticas descritas
(n=5250 SNPs), tan sélo tres habian sido asociadas significativamente con el riesgo de OS en
mas de dos estudios: rs1690916 y rs2279744 en MDM2 y rs231775 en CTLA4. Con la intencion
de validar estos resultados realizamos un estudio de asociacidn caso-control con estos tres
SNPs. En el caso de los polimorfismos rs1690916 y rs2279744 del gen MDM2, no encontramos
asociaciéon con el riesgo de OS, ni en nuestro estudio de asociacién, ni incluyendo todas las
poblaciones estudiadas hasta el momento en un nuevo MA. Los resultados obtenidos en
nuestro MA estuvieron en discordancia con otro publicado durante el transcurso de esta tesis.
Tras la revision de dicho MA, nuestro grupo, al igual que Liu y cols., observamos ciertas
inexactitudes en los analisis que seran discutidos en este trabajo. En el gen CTLA4, en cambio,
si observamos asociacion entre rs231775 vy el riesgo de OS en nuestra poblacidn espafiola,
concluyendo que de toda la revision bibliografica realizada, sélo una variante genética de
todas las descritas en la literatura parecia incrementar el riesgo de OS. Ante la escasez de
resultados significativos en genes codificantes y teniendo en cuenta la importancia que tienen
hoy dia los genes no codificantes, decidimos buscar nuevos marcadores de riesgo de OS en
genes no codificantes, analizando por un lado la variabilidad genética de los genes de
procesamiento de los miRNAs y por otro, los polimorfismos de los propios miRNAs.
Identificamos tres SNPs en genes del complejo RISC asociados con el riesgo de OS, en los genes
CNOT1, CNOT4 y SND1. En el estudio extensivo de variantes genéticas de miRNAs se
detectaron un total de 26 SNPs en 25 miRNAs que podrian estar implicados en la
susceptibilidad del OS. El resultado mads destacable se encontré en la poblacién espaiola, en la
que 4 polimorfismos en 4 miRNAs del cluster de la regidon 14g32 se asociaron con el riesgo de
OS, cluster que regula MYC y cuya desregulacién ya ha sido asociada con OS. Estos resultados
indican un posible hotspot de susceptibilidad del OS. En este estudio, se encontraron también
significativas variantes en mir-499 y mir-146a, variantes que ya habian sido asociadas a otros
canceres. Ademas, encontramos nuevos marcadores al analizar las dos poblaciones
conjuntamente en mir-146a, mir-4752 y mir-6128. Estos resultados nos llevan a pensar que
estos 3 polimorfismos en miRNAs funcionan como posibles marcadores de susceptibilidad de

OS a nivel poblacional.
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1. SNPS EN EL GEN MDM2

Tras una exhaustiva busqueda bibliografica para determinar las variantes genéticas
descritas en la literatura asociadas con la susceptibilidad a desarrollar OS (n=5250 SNPs),
observamos que tan sdélo tres SNPs habian sido asociados con el riesgo de OS en al menos en

dos trabajos: dos de ellas, rs1690916 y rs2279744 en el gen MDM_2.

El gen MDM?2 se localiza en la regién 12q14.3 y tiene una longitud de 37,373 pb.
MDM?2 codifica para una proteina nuclear E3 ubiquitin ligasa (MDM2) que regula la
degradacion de la proteina supresora de tumores p53 (32). A su vez, la activacion del gen TP53
trans-activa el promotor del gen MDM?2. Mediante este sistema, los genes MDMZ2 y TP53 se
regulan mutuamente, llevando a la célula a activar el ciclo celular o la apoptosis (152). En OS,
MDM?2 se encuentra amplificado en un 10% de los casos (3). Esto lleva a pensar que cualquier
alteracion en la funcién de este gen podria afectar en la susceptibilidad del OS. En esta linea,
diversos estudios han analizado la asociacidon de polimorfismos en este gen y el riesgo a
padecer OS. Hasta la fecha, se han descrito 7 polimorfismos en dicho gen que podrian conferir
un incremento en el riesgo a desarrollar la enfermedad (33-36, 54), de los que tan solo dos
(rs1690916 y rs2279744) fueron asociados en al menos dos articulos con el riesgo a desarrollar
OS. El SNP rs1690916 esta situado en la regién 3'UTR del gen, con lo que podria afectar a la
estructura y estabilidad del mRNA, alterando la vida media del mismo (153). EI SNP rs2279744,
también conocido como SNP390 por su localizacién en el nucledtido 309 del primer intrén, se
encuentra situado en la region potenciadora del segundo promotor del gen. Se ha demostrado
que rs2279744 aumenta la afinidad de unién del factor de transcripcién Spl al promotor,
elevando el nivel basal de MDM2 (30). El aumento de la concentracion de MDM?2 podria
derivar en una disminucién de la respuesta apoptética de p53, lo que podria conllevar a la
formacién del tumor (154). Por estas razones, es légico pensar que estos dos SNPs puedan

contribuir al riesgo de OS.

En nuestro estudio los SNPs rs1690916 y rs2279744 del gen MDM2 no mostraron
asociacion con el riesgo a desarrollar OS. En linea con estos resultados, un reciente GWAS
tampoco encontrd asociacion estadisticamente significativa entre el gen MDM2 y OS (58).
Estos resultados no coincidian con algunos de los resultados previamente publicados en la
literatura (33, 35). En vista de la disparidad de los resultados, en este trabajo realizamos un
MA incrementando el numero de poblaciones y por tanto, aumentando el poder estadistico.
Ademas, nuestro MA siguié las indicaciones de la guia PRISMA (Preferred Reporting Items for

Systematic Reviews and Meta-Analyses) con el fin de aportar un estudio de calidad: se
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utilizaron estrategias de busqueda bien definidas: la seleccién de articulos y extraccion de los
datos fue realizada por dos investigadores independientes; se evalud la calidad de todos los
estudios; se incluyeron todos los valores absolutos de los datos genotipicos de los estudios u

obtenidos del analisis de asociacién en este trabajo.

El MA de rs1690916 incluyd un total de 464 casos de OS y 2048 controles procedentes
de 4 poblaciones. No encontramos asociacion entre rs1690916 y OS bajo ninguno de los
modelos de herencia (OR: 0,89; IC 95%: 0,54-1,45, modelo alélico; OR: 0,80; IC 95%: 0,28-2,29,
modelo codominante; OR: 0,80; IC 95%: 0,40-1,60, modelo recesivo; OR: 0,87; IC 95%: 0,44-
1,74, modelo dominante). Observamos que el alelo de menor frecuencia (A) por un lado,
aumentaba el riesgo en las poblaciones espafiola y eslovena, mientras que por otro lado, este
alelo disminuia el riesgo en las poblaciones rusa y americana. Estos resultados de OR
contradictorios en las 4 poblaciones muestran que no se puede postular una clara tendencia

de riesgo en la poblacidon general.

El MA de rs2279744 incluyd un total de 433 casos de OS y 1959 controles procedentes
de cinco poblaciones. Nuevamente, no encontramos asociacién entre el SNP y la
susceptibilidad a desarrollar OS, bajo ninguno de los modelos de herencia (OR: 1,16; IC 95%:
0,87-1,54, modelo alélico; OR: 1,33; IC 95%: 0,74-2,42, modelo codominante; OR: 1,27; IC 95%:
0,77-2,10, modelo recesivo; OR: 1,22; IC 95%: 0,90-1,66, modelo dominante). En este caso,
encontramos que el alelo de menor frecuencia (G) aumentaba el riesgo de las poblaciones
americana, australiana e italiana y lo disminuia en la espafola y eslovena, por lo que al igual

que en el caso anterior, no se puede postular una tendencia de riesgo en la poblacién general.

Durante el transcurso de este proyecto de tesis, se publicd un MA que analizaba los
polimorfismos estudiados (rs1690916 y rs2279744) y el riesgo de OS, concluyendo que estos
dos polimorfismos estaban asociados con el riesgo a desarrollar OS (151), resultados opuestos

a los nuestros.

Este MA fue cuestionado por una carta al editor enviada por Liu y cols., donde se
criticaba el reducido nimero vy la calidad de articulos incluidos, la carencia de informacién en
los métodos utilizados, la falta de anadlisis del EHW en la poblacién control y la calidad de los
estudios incluidos en el MA (155). Es decir, no seguian los criterios de la guia PRISMA

mencionada previamente.
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En esta linea, nosotros también detectamos otras inexactitudes en el MA de Wang et
al. En relacién al polimorfismo rs1690916, observamos que la muestra de pacientes de origen
ruso (36) incluia muestras de otros tumores dseos en lugar de cefiirse sélo a OS. En el caso de
rs2279744, el MA de Wang y cols no aportaba informacién de las frecuencias alélicas y/o
genotipicas, por lo que fue necesario extraer dicha informacién de los articulos originales. Al
extraer dicha informacién de los articulos originales el grupo control de Ito y cols fue dificil de
establecer. En este caso, la Unica poblacidn que, a priori podria ser incluida como control, eran
pacientes con tumores benignos (34). Esto puede considerarse un error en el estudio ya que
los grupos control de los estudios de susceptibilidad no deben estar afectados por otras
enfermedades, porque sus caracteristicas genéticas pueden ser diferentes a la de la poblacién
sana (142). En nuestro andlisis la poblacién de Ito no mostré resultados estadisticamente
significativos (OR: 1,16; IC 95%: 0,87-1,54, modelo alélico) en contra de lo obtenido por Wang
y cols (OR: 1,60; IC 95%: 1,23-2,07, modelo alélico).

A pesar de la mejora en la calidad y nUmero de muestra en nuestro MA, pensamos que
es necesario incluir nuevas poblaciones, dado que el tamafio de muestra sigue siendo limitado

por la baja frecuencia de esta patologia en la poblacién.

En resumen, tras la revisién bibliografica, el estudio de asociacion y posterior MA en
relacidn con los polimorfismos en MDM2, podemos concluir que rs1690916 y rs2279744 no

parecen incrementar el riesgo de OS.
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2. SNPS EN EL GEN CTLA4

La tercera variante genética que se encontraba asociada con el riesgo de OS en la literatura

en al menos dos estudios fue rs231775 en el gen CTLAA4.

El gen cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4 o CD152), localizado en la
region 2g33.2, es miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y se expresa en la
superficie de las células T ante una respuesta inmune. CTLA4 transmite una sefial que regula
negativamente la proliferaciéon y activacidon de las células T provocando la parada del ciclo
celular y la inhibicion de la produccién de citoquinas (156). En consecuencia, la
downregulacidon de la respuesta de las células T produce una disminucidon de la respuesta
antitumoral incrementando la susceptibilidad a desarrollar cadnceres (37, 38). Varios estudios
han sugerido que CTLA4 podrian estar asociado en el desarrollo de diversos cdnceres como
cancer colorrectal (157)(157)(157)(156)(156)(153), cdncer de pulmén (158), cancer de cérvix
(159), cancer gastrico y de mama (160). Contardi y cols observaron que CTLA4 se expresa y que
participa en la apoptosis de células tumorales de OS, lo que sugiere que polimorfismos en
dicho gen podrian contribuir al desarrollo de OS (161). De hecho, ya se han descrito 3
polimorfismos asociados con OS (55, 56, 116, 162, 163) pero sélo uno (rs231775) ha sido
asociado con esta enfermedad en mas de dos ocasiones (116, 162). El interés de este SNP
radica también en que tiene una posible explicacién funcional: estd localizado en el primer
exon y provoca un cambio de nucledtido (ACC>GCC), que altera la secuencia de la proteina

(Thr>Ala), pudiendo alterar la funcién de la misma.

En nuestro estudio de asociacion, el genotipo AG+GG (versus AA) disminuia de manera
significativa el riesgo de OS en poblacién espafola (OR: 0,45, IC 95%: 0,24-0,83). Por tanto, el
genotipo AA mostré un incremento del riesgo a desarrollar OS. Estos resultados estan en
concordancia con los dos estudios previos en poblaciones china donde el genotipo AA (OR:
2,20, IC 95%: 1,23-3,95 y OR: 2.27, IC 95%: 1,21-4,25) también estuvo asociado con un

incremento del riesgo de OS.

Este resultado se confirmd mediante un meta-analisis que incluia las tres poblaciones
en la que tanto el genotipo AA (OR: 2,07, IC 95%: 1,48- 2,89) como el alelo A (OR: 1,36, IC 95%:
1,15- 1,61) conferian un incremento del riesgo a desarrollar OS. En linea con nuestros
resultados, este SNP también se ha asociado a cancer de pulmdn (158), cancer de cérvix (159),
sarcoma de Ewing (164), cancer gastrico, de mama (165) y cancer hepatocelular (166). Estos

resultados podrian explicarse porque, tal y como se ha comentado previamente, el alelo +49A
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causa un cambio de aminodcido (Thr>Ala), y se ha observado que este cambio provoca una
mayor eficacia y un incremento de la produccién de CTLA4 (40, 167), por lo que la respuesta

antitumoral podria atenuarse e incrementar la susceptibilidad a desarrollar OS.
Nuestros resultados indican que el genotipo AA del SNP rs231775 puede estar

asociado con el riesgo a desarrollar OS; por lo que el gen CTLA4 podria ser un marcador

potencial de la susceptibilidad del OS.
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3. SNPS EN GENES RELACIONADOS CON LOS MIRNAS

De todos los estudios de variantes genéticas analizados bajo la estrategia de genes
candidatos realizados hasta el momento, solo el polimorfismo rs231775 del gen CTLA4 ha
mostrado ser un posible marcador de riesgo a desarrollar OS. Ante la escasez de resultados en
genes codificantes y teniendo en cuenta la importancia que han adquirido los genes no
codificantes, decidimos buscar marcadores de riesgo de OS entre estos genes. Dentro de éstos,
los miRNAs son los mas estudiados y se sabe que estdn implicados en el origen y evolucion de
diversos canceres. En el caso del OS, se han realizado un gran nimero de estudios analizando
la expresidon de miRNAs implicados en la evolucién del OS. Se han encontrado miRNAs
desregulados cuyas dianas son genes que participan en los procesos de formacién del hueso,
proliferacién, migracién e invasion. Por lo tanto, la alteracién de los niveles de expresién de los
miRNAs podria estar no solo implicados en la evolucidn, sino también ser clave en el origen del
OS. Los niveles de los miRNAs estan regulados, en gran parte, por los genes de procesamiento.
Variantes genéticas en estos genes ya han sido asociadas a la susceptibilidad a desarrollar
diferentes canceres. Por ello, analizamos toda la variabilidad genética de los genes de la ruta

de procesamiento de los miRNAs y su implicacidn en la susceptibilidad del OS.

3.1 SNPS EN GENES DE PROCESAMIENTO DE MIRNAS

El estudio de asociacién entre 72 SNPs en 21 genes de procesamiento y el riesgo de OS
mostré tres SNPs significativos (rs11866002, rs3812265 y rs3823994) en tres genes del
complejo RISC: CNOT1, CNOT4 y SND1. De ellos, los genes CNOT1 y CNOT4 forman el complejo
CCR4-NOT dentro del complejo RISC (168, 169). Tras la correccién por Bonferroni, el SNP

rs11866002 en el gen CNOT1 se mantuvo cercano al valor de significancia (p=0,08).

En el andlisis de los genes del complejo CCR4-NOT, el genotipo CC del polimorfismo
rs11866002 del gen CNOT1 estuvo asociado con un aumento del riesgo a desarrollar OS. Este
SNP, que fue el mas significativo del estudio, esta localizado en el exdn 22 del gen, y causa un
cambio sindnimo (CAG >CAA, hebra reverse), es decir, no altera el aminoacido de la proteina
(GIn>GIn), pero debido a su localizacion, potencialmente podria afectar a la regulacién del
splicing (F-SNP) (170) y a la expresion del gen (171). De hecho, la expresion de CNOT1 varia en
funcién del genotipo de rs11866002 en distintas poblaciones de HapMap (172). Este resultado

fue similar al encontrado por nuestro grupo en leucemia linfoblastica aguda infantil (LLA),
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donde el genotipo CC también aumentaba el riesgo de LLA (87). Estos resultados sugieren que
el SNP rs11866002 podria estar asociado, de manera mas general, con la susceptibilidad al
cancer. En el caso del gen CNOT4 del complejo CCR4-NOT, el genotipo CT+TT del SNP
rs3812265 se asocié con el incremento de la susceptibilidad a OS (p=0,025). Este SNP,
localizado en el exdn 10, es una variante con cambio de sentido (missense) (GTA>ATA, hebra
reverse) que altera la secuencia de la proteina (Val>lle) (170), lo que podria afectar a la funcion
de la misma. El complejo CCR4-NOT es el encargado de eliminar la cola poly(A) de los mRNAs
dianas unidos a los miRNAs (173). Por lo tanto, polimorfismos en CNOT1 y CNOT4 podrian

alterar la deadenilacién de los mMRNAs de genes implicados en el origen y evolucion del OS.

Finalmente, el genotipo TT del SNP rs3823994 en el gen SND1 mostré asociacién con
una disminucion del riesgo a desarrollar OS. Este SNP, localizado en el intron 16,
potencialmente afecta a la regulacion del splicing (F-SNP). Dentro del complejo RISC, el gen
SND1 tiene funcion de nucleasa (174), controlando la degradacion de los miRNAs editados
(175). Diversos autores han observado la desregulaciéon de este gen en diferentes tipos de
cancer, como carcinoma hepatocelular (176) o melanoma maligno cutdneo primario (177). En
0S, la desregulacion de SND1 podria afectar a los niveles de diversos miRNAs implicados en el
desarrollo de la enfermedad. De hecho, se ha descrito que el silenciamiento de SND1
incrementa la expresidon de los miembros del cluster miR-17-92 maduro (178), un cluster
sobreexpresado en OS y asociado con la proliferacién, invasidn y migracion de las células del

0S (179).

El hallazgo mas importante de este estudio es que los tres SNPs asociados con la
susceptibilidad a OS se encuentran localizados en genes pertenecientes al complejo RISC. Este
complejo, formado por 15 genes, es el encargado junto con el miRNA (miRISC), de degradar o
inhibir la traduccién de los mRNAs diana (180). Algunos estudios han mostrado que la
desregulacion de los genes de este complejo afecta al silenciamiento de los RNAm dianas de
los miRNAs. Por ejemplo, se ha observado que la deplecion de TNRC6A conlleva a la
sobreexpresion de muchas dianas de miRNAs (181). Del mismo modo, la desregulacién de los
genes de este complejo también puede afectar a los niveles de miRNAs. Por ejemplo en
mieloma multiple, se ha correlacionado la desregulacidon de EIF2C2 con el incremento de los
niveles de miRNAs (182). Por lo tanto, SNPs en alguno de los componentes del complejo RISC

podrian afectar a su funcién y alterar la regulacion del mMRNA mediante miRNA.
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La implicacion de las variantes genéticas en los genes de procesamiento de miRNAs en
OS se ha analizado posteriormente por el grupo de Weng Y y cols obteniendo resultados
significativos en los genes GEMIN4 (complejo RISC), DROSHA (complejo DROSHA/DGCRS) y
DICER1 (complejo DICER) (183). La disparidad de los resultados puede deberse al origen de
esta poblacién, en este caso asidtica y a que en este estudio, no analizaron todos los
componentes de esta ruta (genes AGO1, DDX17, DDX5, DICER1, DROSHA, GEMIN4, RAN, SNIP1
y XPO5). A pesar de ello, este estudio refuerza la idea de la implicacion de los genes de la ruta

de procesamiento de miRNAs en la susceptibilidad a desarrollar OS.
En conclusidn, por primera vez, encontramos que SNPs en genes del complejo RISC

(rs11866002 en CNOT1, rs3812265 en CNOT4 y rs3823994 SND1) podrian estar implicados en

la susceptibilidad a desarrollar OS.
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3.2 SNPS EN MIRNAS

Los niveles aberrantes de los miRNAs pueden deberse a variantes en los genes de
procesamiento, pero también la funcidon de los miRNAs puede verse alterada por la existencia
de variantes genéticas en los propios miRNAs. Estas variaciones pueden afectar tanto a los
niveles de expresion del propio miRNA como a la unidn con sus regiones dianas. Muchos
estudios han descrito polimorfismos en miRNAs asociados con diferentes tipos de cancer (mir-
SNPs). Incluso se han realizado revisiones y MA sobre la existencia de asociacidon entre
determinados mir-SNPs y el riesgo de cancer, como es el caso de mir-146a rs2910164, mir-149
rs2292832 y mir-196a2 rs11614913 (107, 108). Sin embargo, a pesar de la importancia que
parecen tener los miR-SNPs en el desarrollo del cdncer, en OS apenas se han realizado trabajos

al respecto.

En el presente estudio analizamos con éxito un total de 213 polimorfismos en 206
genes de pre-miRNAs en 100 casos de OS (<34 ainos) (74 casos de Espafia y 26 de Eslovenia) y
256 controles. Encontramos un total de 14 SNPs en 14 pre-miRNAs asociados con el riesgo a
desarrollar OS en la poblacidn espanola y 9 SNPs en 8 pre-miRNAs en la poblacidn eslovena (p
< 0,05). Cuando analizamos las poblaciones conjuntamente, encontramos un total de 12 SNPs

significativos en 12 miRNAs.

En |la poblacién espaiola, el genotipo TT del SNP rs12894467 localizado en miR-300 fue
el resultado mas significativo del estudio (OR=2,01). Este SNP también resultd significativo
cuando se analizaron conjuntamente las poblaciones espafiola y eslovena (OR=1,62). El miRNA
miR-300 esta localizado en la regidon 14q32, que alberga un cluster de miRNAs. En OS, se ha
observado que algunos miRNAs de este cluster (miR-382, miR-134, miR-544 y miR-369-3p)
estan downregulados y upregulan cooperativamente el oncogen v-myc myelocytomatosis viral
oncogene homologue (avian) (MYC) (184). La activaciéon del gen MYC juega un importante
papel en la patogénesis del OS, ya que esta implicado en el proceso de transformacién de
células del estroma de la médula ésea a células de OS (185). A pesar de que miR-300 no esta
en este listado, comprobamos in silico, que miR-300 también regula el gen MYC (186). Ademas
la posible implicacién de mir-300 en la tumorigénesis del OS se ve reforzada por el hecho de
que Thayanithy y cols demostraron que el bloqueo de los miRNAs de esta regidn aumenta la
capacidad de proliferacién, migracion e invasién de los osteoblastos (184). Una posible
explicacion de la asociacién encontrada en el SNP rs12894467 es el hecho de que este SNP

esta localizado en el pre-miRNA, por lo que el alelo T podria afectar a su procesamiento y por
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tanto, podria downregular mir-300. En este estudio, otros 3 SNPs significativos se encontraban
localizados en miRNAs (mir-4309, mir-656 y mir-412) del cluster de la regién 14g32. Teniendo
en cuenta nuestros resultados y que ya se ha descrito que la desregulacion de los miRNAs de
este cluster puede ser causada por los frecuentes reordenamientos en esta regién en OS (101),
la regidén 14932 podria ser considerada un hotspot en la susceptibilidad a desarrollar esta

patologia.

El SNP rs356125 en mir-2278, localizado en 9922 se asocié también con el riesgo a
desarrollar OS. En este SNP, el alelo G incrementaba el riesgo de OS (OR=9,8) en la poblacién
espanola. Sin embargo, este resultado no se confirmd ni en la poblacién eslovena ni en la
poblacién conjunta, siendo por tanto una caracteristica propia de la poblacidn espafiola. Mir-
2278 estd localizado en la regidn intrénica del gen C9orf3, miembro de la familia M1 de
aminopeptidasas dependientes de zinc. Este gen ha sido previamente asociado con disfuncion
eréctil y sindrome de ovarios poliquisticos, ambas enfermedades originadas por una cantidad
inadecuada o excesiva de hormonas sexuales (187, 188). En relacion con el OS, diversos
autores sugieren que los cambios hormonales podrian estar implicados en la etiologia de Ia
enfermedad (28), lo que explicaria la asociacidon encontrada entre este polimorfismo y el riesgo

de OS.

Otro resultado significativo fue rs77639117 en mir-576, donde el alelo T incrementaba
el riesgo de OS (OR=5,85). En linea con estos resultados, los genotipos AT/TT mostraron un
incremento del riesgo a desarrollar OS en la poblacion conjunta (OR=4,83). La expresion de
este miRNA en OS ha sido previamente analizada por diversos autores, obteniendo resultados
contradictorios: mientras Won KY y cols y Maire G y cols., no detectaron cambios de
expresion (menos de 8 casos analizados)(101, 189), Sarver y cols observaron una sobre-
expresion de mir-576 en 15 muestras de OS (190). Una posible diana de mir-576 es el gen
supresor de tumores RB1 (analisis in silico, mIRWalk). Este gen, como ya se ha comentado
anteriormente en el apartado de introduccién, tiene una gran relevancia en OS, ya que se
encuentra inactivado en aproximadamente el 35% de pacientes con OS esporadico (3).
Teniendo en cuenta lo anterior, una posible explicacién a nuestro resultado seria que el alelo
rs77639117-T provoca una upregulacién de mir-576, quien a su vez downregularia RBI,
llevando a la inactivacion del gen. Este mecanismo, podria constituir una via alternativa de

inactivacién a las mutaciones y pérdidas de heterocigosidad en RB1.
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El cuarto resultado mas significativo del estudio fue el polimorfismo rs7247237 en mir-
3188, localizado en 19p13. El genotipo TT incrementaba el riesgo en la poblacion espafiola
(OR= 3,59). Esta asociacién se mantuvo significativa en la poblacion conjunta (OR=2,35), pero
no en la poblacidn eslovena. A pesar de que no se conocen las dianas de este miRNA, es
interesante remarcar que mir-3188 esta localizado en la regidén aguas arriba del proto-oncogen
jun D proto-oncogene (JUND). Este gen codifica para la proteina JUND, un componente del
factor de transcripcion activator protein 1 (AP1). Se ha observado que al inhibir la actividad
transcripcional de AP1 se bloquea la migracidn, invasidn y metdastasis de las células de OS en

ratones (191).

El quinto resultado mas significativo fue el polimorfismo rs2289030 en mir-492, donde
el genotipo GG del SNP se asocié con un menor riesgo a desarrollar OS. Se ha demostrado que
la sobre-expresion de este miRNA provoca una disminucién de la expresién del gen supresor
de tumores PTEN en cancer hepatico (192). En cambio, dos estudios en OS no encontraron
alteraciones en la expresidén de este miRNA (101, 189); resultados que, sin embargo, hay que
tomar con cautela puesto que el nUmero de muestras analizadas en ambos estudios fue muy
bajo (<7 muestras de OS). El gen PTEN codifica la proteina PTEN, una fosfatasa que participa en
la activacién de la via PI3K, modulando la progresién del ciclo celular y la supervivencia de la
célula (193). Diversos estudios han mostrado que PTEN esta downregulado en pacientes con
OS vy lineas celulares de OS, debido a una upregulacidon de los miRNAs mir-128 y mir-17 (149,
194, 195). Ademas, se ha observado en lineas celulares de OS que la upregulacién de PTEN
atenua la capacidad de adhesién, migracion e invasion de las células tumorales (196), lo que
pone de manifiesto la relacion entre este gen y el OS. En vista de estos resultados, nosotros
podemos suponer que el genotipo GG del SNP rs2289030 podria provocar la upregulacién de
mir-492 y un exceso de este miRNA podria disminuir la expresién del gen PTEN. Apoyando esta
idea, observamos in silico que el alelo rs2289030-C modificaba la estructura secundaria de mir-

492, pudiendo alterar su procesamiento y finalmente sus niveles.

El SNP rs10505168 localizado en el mir-2053 fue el sexto SNP mas significativo en la
poblacion espafiola, donde el genotipo AG incrementd el riesgo de OS (OR=2,02). Este
resultado no se confirmé ni en la poblacién eslovena ni en la conjunta. Este miRNA no tiene, en
principio, ninguna diana conocida. Sin embargo, estd localizado en la regidn intrénica del gen
CUB and Sushi multiple domains 3 (CSMD3) en la region 8q23. Es interesante remarcar que
SNPs de este gen estan en fuerte desequilibrio de ligamiento con SNPs de la regién 8924 en

poblacién caucasoide (197), donde se localiza el oncogen MYC.
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El SNP rs60871950 de mir-4467 fue el séptimo SNP mas significativo en la poblacidn
espanola, en la que el genotipo AA conferia proteccién en OS (OR= 0,39). Nuevamente, este
resultado no se confirmd ni en poblacién eslovena ni en la poblacidn conjunta. Este miRNA se
encuentra sobre-expresado en glioma y potencialmente podria regular el gen SF1 (198),
implicado en procesos de reparacion del ADN (199). Defectos en las rutas de reparacién del
ADN ya han sido asociados con el riesgo de OS (28), por lo que rs6087195 podria alterar los

niveles de expresién de mir-4467, lo que podria alterar a su vez el gen SF1.

El siguiente resultado mas significativo (rs10406069) se localizaba en mir-5196 que
actualmente, no tiene ningun gen diana conocido. No obstante, el SNP rs10406069 en mir-
5196 colocaliza con en el duodécimo exdn del gen CD22, el cual codifica para un antigeno
localizado en la superficie celular de los linfocitos B humanos (200). A pesar de que la
implicacion del sistema inmune en OS no estd del todo clara (201), si que se han detectado
polimorfismos en otros genes de antigenos como es el caso de CTLA4 asociados con el riesgo a

desarrollar OS (55-57).

Otro resultado interesante fue la asociacion encontrada entre el SNP rs702742 en mir-
378h (OR=0,42) y el riesgo a desarrollar OS. Los miR-378a/b/c/d/e/f/h/i pertenecen a una gran
familia de miRNAs evolutivamente muy conservada que parece estar sobre-expresada en el
tejido tumoral de OS (101, 190, 202-204). Ademas, se ha demostrado que miR-378 participa en
la diferenciacidn de células mesenquimales a osteoblastos mediante la regulacion de diversos
genes dianas (205-207). Por un lado, You L y cols demostraron que la sobre-expresion de miR-
378 de manera ectdpica restablece la mineralizacién de los osteoblastos gracias a que CASP3,
diana de miR-378, promueve la diferenciacidn de los osteoblastos (205). Por otro lado, Kahai et
al observaron que la sobre-expresién de miR-378 reprime la diferenciacion temprana de los
osteoblastos debido al silenciamiento del gen NPNT, gen que codifica para la nefronectina,
inductor de la osteogénesis (207). Finalmente, mir-378 se ha visto que regula la diferenciacion
osteogénica mediante el gen bone morphogenetic protein 2 (BMP2). Este gen es un factor de
transcripcién que induce la transformacion de hueso y cartilago (206). Los niveles anormales
de BMP2 causan anomalias congénitas y enfermedades en las que estan implicadas las células
mesenquimales que se diferencian a hueso, cartilago, musculo y grasa (208). En nuestro
estudio, el genotipo GG de rs702742 en mir-378h podria conllevar a la sobre-expresién de mir-

378h afectando a la actividad de los osteoblastos mediante alguna de las vias previamente
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comentadas; por lo que el SNP rs702742 en mir-378h podria ser un SNP importante en la
osteosarcomagénesis.

El siguiente SNP que resultd significativo fue rs10422347 en mir-4745, donde el
genotipo TT+CT aumentd el riesgo de OS (OR=2,30). Hasta el momento en la literatura, no se
han descrito dianas para este miRNA. Se transcribe desde el séptimo intrén del gen
polypyrimidine tract binding protein 1 (PTBP1), implicado en el mecanismo de splicing (209).
Este gen ha sido relacionado con canceres como el glioblastoma (210), donde PTBP1 altera el
splicing de la enzima piruvato kinasa, la que a su vez altera el metabolismo de la glucosa,
contribuyendo al efecto Warburg observado en las células cancerosas (glicolisis anaerobia)
(211, 212). Mediante andlisis in silico, observamos que el alelo T de este polimorfismo crea
nuevos sitios de union a factores de transcripcién como GATA-1 y GATA-2, lo que podria

alterar el splicing de la piruvato kinasa afectando al metabolismo de la glucosa en OS.

Finalmente, se encontrd asociacidon entre el SNP rs35770269 y el riesgo a desarrollar
0S, donde el alelo T era de proteccidon (OR= 0,64). El SNP rs35770269 esta localizado en la
region seed de mir-449c, lo que podria afectar a la unién con sus dianas. De hecho, mediante
analisis in silico se comprobd que el alelo rs35770269-T (de riesgo) modificaba la estructura

secundaria de mir-449c (http://bioinfo.life.hust.edu.cn/miRNASNP2/), alterando la

complementariedad con sus dianas. El mir-449c forma parte de un cluster de miRNAs
altamente conservado, que pertenece a la familia de mir-34 por su similitud con la secuencia
seed (213). Se ha demostrado que la familia mir-34 participa en el proceso de
osteosarcomagénesis, ya que todos sus miembros inducen la diferenciacion de los
osteoblastos durante el desarrollo del hueso (105, 214). Dos estudios en OS, han encontrado
asociacién entre mir-SNPs de la familia mir-34 y la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad.
Especificamente, rs4938723- T, localizado en la regidon promotora del pri-mir-34b/c y
rs72631823-A, localizado en el pre-mir-34a, aumentaron el riesgo de OS en poblacion china
(109, 110). En éste ultimo, se comprobd en lineas celulares de OS, que el alelo de riesgo (A)
provocaba una disminucidn de la expresion de mir-34a, alterando la unién con su diana c-
MET, lo que dio lugar a un aumento de la proliferacién celular. Hoy en dia se sabe que los
miRNAs de la misma familia suelen compartir genes dianas, por lo que es esperable que mir-34
y mir-449 tengan las mismas dianas. En este sentido, podemos hipotetizar que el alelo
rs35770269-T en mir-449 se comporte del mismo modo que rs72631823-A en mir-343,

alterando la unién con c-MET.
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En la poblacidon eslovena, el resultado mas interesante fue la asociacidon encontrada

entre dos SNPs localizados en mir-5189 (rs35613341 y rs56292801) y el riesgo de OS. El SNP
rs35613341, situado en el pre-miRNA, superd la correccidn por Bonferroni (p=0,0001). En
ambos SNPs, los valores significativos se debieron a una fuerte disminucion de los
heterocigotos en los casos. Esta pérdida de heterocigosidad sugiere la existencia de una
delecién en la zona. De hecho, la regién donde se encuentra localizado el mir-5189 es una CNV
frecuentemente delecionada (datos DGV (Database of Genomic Variation)). Esta es la primera

vez en la que la delecion 1624 ha sido asociada con un incremento del riesgo a desarrollar OS.

El SNP rs2070960 de mir-3620 también se asocié con el riesgo a desarrollar OS, donde
el genotipo TT conferia proteccidn. Resulta interesante remarcar que este miRNA se localiza en
el segundo intrén del gen ADP-ribosylation factor 1 (ARF1), el cual codifica para una GTPasa
con un critico papel en la proliferacion celular (215). Se ha observado que ARF1 controla la
proliferaciéon celular mediante la regulacion de la actividad pRB/E2F1 en células de cancer de
mama (216). Del mismo modo, rs2070960 podria modular la expresion de ARF1 en OS,
alterando la proliferacién celular. De hecho, mediante andlisis in silico se observd que el alelo
T crea nuevos sitios de union para los factores de transcripcién CP2 y P (F-SNP), lo que podria

alterar la expresion del gen.

El SNP rs2273626 de mir-4707 también resulté significativo en la poblacién eslovena,
donde el genotipo AC+CC aumenté el riesgo de OS (OR=5,01). Este SNP se mantuvo
significativo en la poblacidn conjunta. Hasta el momento, no se han establecido qué genes
estan regulados por mir-4707. No obstante, este miRNA se localiza en la region 5'UTR del gen
HAUS augmin-like complex, subunit 4 (HAUS4). Este gen codifica para una subunidad del
complejo del centrosoma denominado augmina, componente necesario para el agrupamiento
del centrosoma. Concretamente, esta subunidad se localiza en el huso mitético por lo que,
podria participar en el ensamblaje mitdtico y mantenimiento de la integridad del centrosoma
durante la division celular (217). En OS, el genotipo AC+CC del SNP rs2273626 podria modificar

los niveles de expresién del gen HAUS4, alterando la divisidn celular en OS.

El SNP rs9877402 de mir-5682 también se asocid con el riesgo de OS. Esta situado en la
region pre-madura del miRNA, lo que a priori podria alterar los niveles de expresion del miRNA
maduro. Sin embargo, no se conocen los genes que regula. Mir-5682 estd localizado en el
cuarto intrén del gen syntaxin binding protein 5-like (STXBP5L), también llamado tomosina 2

que codifica para proteinas transmembrana que participan en la exocitosis (217). Es sabido
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qgue los miRNAs se transportan a través de vesiculas o exosomas al exterior de la célula (218,
219), por lo que es de esperar que alteraciones en la familia de las tomosinas afecten al
transporte de los miRNAs via vesiculas. Apoyando esta idea, se han observado alteraciones en
la expresién de genes de la familia de las tomosinas en OS metastdsico, lo que potencialmente
podria desestabilizar la membrana plasmatica de las células de OS (220) y alterar la exocitosis
de los miRNAs. Por ello pensamos que rs9877402 podria alterar la expresion del gen STXBP5L

modificando la regulacién de la exocitosis.

Otros resultados significativos fueron los encontrados en los SNPs rs4674470 en mir-
4268, rs6726779 en mir-4431 y rs243080 en mir-4432. Sin embargo, su asociacidon con OS no

pudo ser explicada.

Otro resultado interesante de la poblacidn eslovena fue la asociacidon encontrada entre
el SNP rs3746444 en el pre-mir-499 y el riesgo a desarrollar OS. El alelo G de este SNP se asocié
con una aumento del riesgo (OR=6,71). Rs3746444 es uno de los polimorfismos mas
estudiados en miRNAs. Ha sido asociado con el riesgo a desarrollar diversos tipos de cancer
(221-225). Ademas, en linea con nuestros resultados, dos meta-andlisis han sugerido que el
alelo G reduce el riesgo a desarrollar cancer en poblacién caucésica (226, 227). Sin embargo,
ésta es la primera vez que se asocia este SNP con el riesgo de OS. Rs3746444 esta situado en la
region premadura del mir-499-5p y en la regidn seed de mir-499-3p. Las posibles dianas de
estos miRNAs son RECQL y RB1, respectivamente (186). Ambos genes estan implicados en la
reparacion y estabilizacién del genoma. Tal y como se ha comentado anteriormente, el gen
RB1 esta alterado en aproximadamente el 35% de los OS espordadicos, mientras que RECQL
estd alterado en tres de los sindromes de predisposicion hereditaria al cancer con mayor
riesgo de OS (Sindromes RTS, Werner y Bloom). Especificamente en poblacién eslovena, el
alelo de proteccion G podria provocar la sobre-expresion de mir-499, quien a su vez
disminuiria la expresiéon de estos genes, que inactivados, parecen estar implicados en Ia

susceptibilidad del OS.

Al sumar los datos de las dos poblaciones, encontramos tres nuevos SNPs

significativamente asociados con el riesgo a desarrollar OS (rs2910164, rs4112253 vy
rs67042258). En estos 3 SNPs las dos poblaciones presentaban la misma tendencia, por lo que
al aumentar el tamafio muestral aumenté el poder estadistico, encontrando resultados

significativos.
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De los tres SNPs el resultado mas interesante fue la asociacién encontrada en
rs2910164 del mir-146a donde el CG+CC conferia proteccion (OR=0,58), por lo que, el genotipo
GG conferia riesgo. Este polimorfismo ha sido ampliamente estudiado y ya se han realizado
varios MA en los que se ha encontrado asociacidén con carcinoma hepatocelular (228) y cancer
gastrico (229, 230). En OS, este polimorfismo fue analizado por LV Hy cols, no encontrando
asociaciéon (p=0,1) (110), pero si tendencias de riesgo en GG, lo que apoya nuestro resultado.
Esta diferencia de resultados podria deberse a diferencias poblacionales (este estudio se
realizd en poblacién china). Rs2910164 esta localizado en la hebra 3p de miR-146. El alelo C
conlleva a la disminucién de la produccidn de mir-146 maduro (231). Uno de los posibles genes
diana de este miRNA es el gen TNF receptor associated factor 6 (TRAF6), que se ha visto regula
la capacidad de proliferacion, apoptosis e invasién de las células de OS en lineas celulares

(232).

Otro resultado interesante fue el detectado en el SNP rs4112253 de mir-4752. Mir-
4752 no tiene genes diana conocidos. El SNP se localiza también en el primer intrén del gen
leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A member 6 (LILRAG6), situado en 19q13.4.
Este gen forma parte de un cluster de receptores de leucocitos sujeto a multiples CNVs y CNAs
(233). Especificamente en OS, ya se han descrito CNAs (amplificaciones) en esta regién (234-

236).

Finalmente, el tercer nuevo SNP significativo en la poblacidn conjunta fue rs67042258,
localizado en mir-6128 y cuyas dianas aun no estan descritas. Mir-6128 se sitla en la region
5’del gen olfactory receptor, family 9, subfamily G, member 4 (OR9G4) localizado en la region
11912.2. Por el momento, el papel de este gen en la susceptibilidad a OS es desconocido. En
otro tipo de tumores, si se ha observado la sobreexpresién de genes de la familia de OR9G4
(237, 238), provocando la inhibicién in vitro de la proliferacién celular en cancer de préstata

(239, 240).

En resumen, esta es la primera vez que se realiza un estudio tan extensivo de SNPs en
pre-miRNAs en relacién con la susceptibilidad a desarrollar OS. En este estudio se detectaron
un total de 26 SNPs en 25 miRNAs que podrian estar implicados en la susceptibilidad del OS. El
resultado mds destacable se encontrd en la poblacion espaiiola, en la que 4 polimorfismos en
4 miRNAs del cluster de la regién 14q32 se asociaron con el riesgo de OS, cluster que regula
MYC y cuya desregulacién ya ha sido asociada al OS. Estos resultados indican un posible

hotspot de susceptibilidad del OS. Con respecto a la poblacién eslovena, encontramos una
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delecion en la regidn 16q24 asociada con un incremento del riesgo a desarrollar OS. En este
estudio se encontraron también variantes significativas en mir-499 y mir-146a que ya habian
sido asociadas con otros cdnceres. Otro resultado interesante fue que al analizar las dos
poblaciones conjuntamente, aumentamos el poder estadistico, y por ello, encontramos nuevos
marcadores de riesgo en mir-146a, mir-4752 y mir-6128. Estos resultados nos llevan a pensar
gue estos 3 polimorfismos en miRNAs funcionan como posibles marcadores de susceptibilidad

de OS a nivel poblacional.
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CONCLUSIONES

1. Tras el estudio de asociacién en nuestras poblaciones y posterior MA de las variantes
genéticas en el gen MDM?2, rs1690916 y rs2279744, no confirmamos la asociacion con
el riesgo a desarrollar OS. Por tanto, estas variantes no deberian de considerarse como

marcadores de susceptibilidad en OS.

2. En el caso del SNP rs231775 en el gen CTLA4, confirmamos los resultados de los
estudios previos. Por lo tanto, el SNP rs231775 en el gen CTLA4 podria ser considerado

marcador de susceptibilidad en OS.

3. Nuestros resultados refuerzan la importancia de la funcién del complejo RISC en la
susceptibilidad del cdncer ya que, hemos encontrado variantes genéticas en tres genes
de este complejo (rs11866002 en CNOT1, rs3812265 en CNOT4 y rs3823994 en SND1)

asociadas con la susceptibilidad a desarrollar OS.

4. Nuestro resultados apoyan la idea de que la regién 14932 es un hotspot de la
susceptibilidad a desarrollar OS. Esto puede ser debido, en parte, a variantes genéticas

en miRNAs de este cluster cuya funcidn es regular el oncogen MYC en OS.

Los resultados encontrados destacan el interés de los ncRNAs en la susceptibilidad a
desarrollar OS juvenil. Se abre un interesante campo de estudio que ayudard a entender mejor

la biologia de esta patologia y por tanto, su prevencién y/o tratamiento.
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Osteosarkoma pediatrikoaren suszeptibilitatean inplikatuta

dauden aldaera genetikoak
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OSTEOSARKOMA

1.1 GAIXOTASUNAREN EZAUGARRI NAGUSIAK

Osteosarkoma (0OS) edo sarkoma osteogenikoa lehen mailako hezur-minbizirik
arruntena da, %20ko maiztasuna baitu lehen mailako minbizien artean (1, 2). Hezur-muinean
sortzen den tumorea da eta berau osatzen duten zelula neoplasikoek hezur-ehuna suntsitzen

dute eta osteoidea deitzen den heldubako hezurra ekoizten dute (3).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

OS lehen mailako hezur-minbizirik ohikoena da, 4-5 kasu/milioi biztanlerik behin
gertatzen da. Adin-talde guztietan eman daiteken arren, gaztetan gertatzen da batez ere. Izan
ere, kasuen %70a 40 urte baino gazteagoak dira. Azken hamarkadetan gaixotasunaren

intzidentzia areagotu da emakume gazteagoen artean.

Orohar, OS gizonezkotan maiztasun handiagoa du emakumezkotan baino, 1,35:1
proportziotan (3). Parkinek eta kolaboratzaileak argitaratutakoaren arabera Europa
hegoaldean OS pediatrikoek intzidentzia handiagoa dute (4). Haurren tumoreen erregistro
nazionalaren arabera, 0 eta 15 urtetan Espainian 32 eta 36 kasu diagnostikatzen dira urtean

(http://www.uv.es/rnti/cancerinfantil.html).
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Gaixotasuna gaztaroan gertatzen denean pubertaroko aldaketekin eta hezurren
hazkundeak zerikusia dutela uste dute (5, 6). Gaixotasun hau hirugarren adinean gaixotasun
sarritan gertatzen da, alabaina, bere jatorria beste hezur gaitzek, Paget gaixotasuna esaterako

(OS kasuen %1) eta irradiazioak (OS kasuen %4) zerikusia dutela uste dute.

1.3 FAKTORE PRONOSTIKOAK ETA TRATAMENDUA

OS gaixotasun agresiboa da eta maiz heriotza dakar garaiz tratatzen baldin ez bada.
Tratamedu estandarra, farmako antineoplasikoak (doxorubizina, karboplatinoa, ifosfamida eta
metotrexatoa) eta kirugia konbinatzean datza, tumorea eta metastasiak txikitu eta mozteko
(7). Estrategia terapeutiko hauek bost urteko biziraupen-tasa %50 eta %70 artean izatea lortu
dute OS lokalizatuetan. Alabaina, OS metastasikoen kasuan (pronostiko larria) biziraupena %20

da.

Tumorearen tamainua, bolumena, kokapena (mutur proximalean edo hezurdura
axialean kokatuta dagoenean) eta kirugia aurreko kimioterapiaren erantzun eza larria

pronostikoa okerragotu dezakete (3).

1.4 TUMOREAREN EZAUGARRIAK

OSren jatorria hezur-hazkunde arina eta hezur luzetako muturretan gertatzen da batez
ere, femurraren alde distalean, tibia eta humeroaren alde proximalean (1.a Irudia). Nahiz eta
hezur luzetan OS garapena maizagoa izan hezur laburretan ere gertatzen da (adib. pelbis,

bizkarrezur eta garezurrean) batez ere, adineko kasuetan (3).
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1. irudia. A) Femurraren OS erradiografia (3). B)
Nukleoaren itxura atipikoa eta osteoidea ekoizten
duten zelula fusiforme anitzen populazioa-tindaketa
eosinofiloan (8).

1.4.1 Ezaugarri histopatologikoak

Maila histologikoan zelula osteoblasiko fusiforme gaiztoak bereizten dira. Zelula hauen
ezaugarririk nabarmenena osteoidea ekoizteko ahalmena da. Osteoidea, hezur-zelula eta
hezur-matrize (ekoiztuberria, kaltzifikatugabekoa eta osteoblasto aktiboen alboan dagoena) ez
mineralizatua duen ehuna da. Bestalde, OS azpimota histologikoak daude tumorearen
ezaugarri (itxura, hazkundea eta hedatze-ahalmena), zelula hauen gaiztotasun maila (gradu
altua eta baxua) eta kokapenaren arabera. Azkenik, Osasunaren Mundu Erakundeak (OME)
tumorearen kokapenean oinarrituz 12 tumore osteogeniko bereizten ditu. Hauen artean
ugariena, (%80) OS konbentzionala da eta tumorea muineko barrunbetan kokatzen delako
bereizten da (9). Gainera, OS mota azpimota honetan osteoidea ehun mota ezberdinekin
nahasita egon daiteke: ehun zuntzuarekin eta ehun kartilaginosoarekin. Hori dela eta, OME-k
hiru OS konbentzional azpimota definitu zituen bere matrizea osatzen duten materialen
arabera: OS osteoblastikoa (osteoidea soilik)(76-80%), OS kondroblastikoa (osteoidea ehun
kartilaginotsuarekin) (10-13 %) eta OS fibroblastikoa (osteoidea ehun zuntzuarekin) (10 %) (3).
Ezaugarri histologiko ezberdinak aurkeztu arren, portaera klinikoa eta tratamendua beretsua

da azpitalde hauetan.

1.4.2 Ezaugarri genetikoak

Genetikaren ikuspuntutik, OS konbentzionalak aberrazio kromosomiko anitz
(zenbakizkoak eta egiturazkoak) duen kariotipo konplexua aurkezten du. Hala ere, oraindik ez
da aberrazio kromosomiko zehatzik aurkitu tumore honetan. Hala ere, azido

desoxierribonukleotido (DNA) tumoralean, zenbait gunetan anplifikazio eta kopia kopuru
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aldaeren (copy number variation, CNV) irabaziak (1p36, 1q21-22, 6p12-21, 8q21-24, 12q11-14,
17p11-13 eta 19q12-13) eta galerak (3913, 8p21, 9p13 eta 13g14) sarritan topatu dira
hibridazio genomiko konparatuko (comparative genomic hybridization, CGH) array-en bidezko
ikerketa ezberdinetan (3). Gune hauetan osteosarkomagenesian parte-hartze biologiko zuzena
azaldu dezaketen gene ugari kokatzen dira. Adibidez, 3ql13 zonaldean delezio edo
heterozigositate-galerak (loss of heterocygosity, LOH) gertatzen dira eta bertan, limbic system-
associated membrane protein (LSAMP) genea kokatuta dago. Gene honen adierazpena OS-ren
progresio eta biziraupen okerraren adierazlea dela ikusi dute (10). Bestalde, 6p12-21 eremu
kromosomikoan anplifikazioa topatu ohi da tumoreen %40-50 kasuetan. Eremu honetan, runt-
related transcription factor 2 (RUNX2) genea (diferentziazio osteoblastikoaren arduradunetako
bat (11) eta vascular endotelial growth factor A (VEGFA) genea (angiogenesian parte hartzen
du) (12) kokatzen dira. Azkenik, tumore hauen %45-55etan anplifikazioak eta irabaziak behatu
dira 8qg21-24 eremu kromosomikoan non v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene

homolog onkogenea (MYC) kokatuta dagoen (13-15).

Gene mailan, DNAren konponketarekin erlazioa duten geneek eta ziklo zelularreko
geneek ere aldaera genetikoak dituzte OS esporadikoetan. Genomaren egonkortze eta
konponketa prozesuan diharduten geneen artean erretinoblastomaren genea (RB1) 13ql4
eremu kromosomikoan eta p53 gene-tumore ezabatzailea (TP53) 17p13.1 eremu
kromosomikoan azpimarragarrienak dira hurrenez hurren (16-18). Gene hauetan LOH eta
delezio fenomenoak maiz topatzen dira, eta hori dela eta, geneak inaktibatzen dira OS
esporadikoen %35 eta %40an, hurrenez hurren. Maiztasun txikiagoan, tumoreen %10an alegia,
MDM?2 protoonkogenean (TP53 genearen antagonista) anplifikazioak behatzen dira eta RecQ
protein-like 4 genea (RECQL4) %5etan mutazioak (18, 19). Ziklo zelularreko genei dagokiela,
CDK4 genea 12g13-14 eremuan eta CCNE1 genea 19q12 eremuan, biak ziklinak, anplifikazioak

behatu zaizkie tumoreen %10an (20, 21).

Duela gutxi, gainera, Next Generation Sequencing (NGS) edo sekuentziazio masibo
bidezko ikerketetan OS tumore-ehunen genoman chromotripsis (kromosomen errauspena)
deitzen den mekanismo genetiko berria behatu da, OSren garapenarekin erlazionatua.
Fenomeno hau kromosoma osoan zein beso baten CNV eta LOH-ak txandakatzen dituelako
ezagutzen da (22). Hori dela eta, mekanismo hau OS esporadikoen garapenean inplikatuta

dagoela ematen du (23).
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1.5 ETIOLOGIA

Zenbait arrisku faktore deskribatu dira OS jatorrian: ingurune-faktoreak (aurretiko
trauma, bai erradioterapia bai kimioterapia jaso izana eta hezur-lesio onberak) eta faktore

genetikoak (heredatutako mutazioak eta somatikoak).

OS azkar berriztatzen diren hezur-ehunetan maiz agertzen da. Gune hauetan, hezur-
eta kartilago-zelulak zelula ama mesenkimaletatik (ZAM) azkar ezberdintzatzen dira eta hori
dela eta, mutazioak gertatzeko joera dagoenez, zelula ama tumoraleetara (ZAT)

ezberdintzatuko dira (24).

Egun, bi teoria daude OSren sorrera azaltzeko. Lehengo teoriaren arabera, osteoblasto
aitzindaritik heldurako ezberdintzapen-prozesuko urrats ezberdinetan mutazioak gertatzen
direla aldarrikatzen du (25). Prozesu honetan, mutazioak gertatzen diren urrats ezberdinetan
azpimota histologikoak (kondroblasto, fibroblasto eta osteoblastikoa) eratorriko litzateke.
Bigarren teoriak dioen moduan, mutazioak osteoblasto aitzindari bakarrean gertatuko
litzateke eta ondorioz, azpimota histologiko guztiak aitzindari honetatik eratorriko litzateke

(26) (2.irudia).
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Genatic Mutation Model of Osteosarcoma
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2. irudia. OSren sorrera azaltzeko teoriak (27).

1.6 OSTEOSARKOMAREN SUSZEPTIBILITATEAREN GENETIKA

OSren sorrera horren kasu gehienetan gaztaroan izatean gaixotasun honen jatorrian
aldagai genetiko garrantzitsua egotea adierazten du. Gainera, OSren arriskua handiagoa da
minbizi heredagarria duten zenbait sindrometan: Li-Fraumeni sindromean, Erretinoblastoma
heredagarrian, Rothmund-Thomson sindromean, Bloom eta Werner-ren sindromean eta
Diamond Blackfan-en sindromean (1. taula). Sindrome hauek DNAren konponketan eta

mantentzean diharduten genetan penetrantzia osoa duten mutazioak eragiten dituzte (28).
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1. taula OS-ren sorrerarekin erlazionatutako minbizi heredagarria
duten sindromeak ((28) moldatuta).

Sindromea Genea

Li-Fraumeni TP53

Retinoblastoma RB1

Rothmund Thomson REQL4

Werner WRN

Bloom BLM

Diamond Blackfan Proteina erribosomikoak

Sindrome hauek nahiko arraroak eta OS kasu guztien %5a bakarrik osatzen dute (1).

Izan ere, kasu gehienak OS esporadikoak dira.

Oro har, OSa gaztaroan gertatzen den gaixotasuna da, beraz, aldagai genetiko
indartsuagoa izan dezakela uste da. Halere, oraindik ez da topatu gaixotasuna eragin dezaken
predisposizio generik. Hainbat ikerketek proposatu dute modu ahulean jokatzen duten eta
penetrantzia ez-osoa duten aldaera genetikoak OSren jatorrian eragiten dutela (28), hortaz,

efektu txikien batuketa behar da gaixotasunaren suszeptibilitatean eragiteko.

agttc . aagcccatatatgtactgaageccaaageccattatgtactagttcaageccatatatgt

agttc . aagcccatatatgtactgaageccaaageccattatgtactagttcaageccatatatgt

3. irudia. SNP baten adibidea. Bi kromosoma adierazi dira eta SNPa dagoen gunean aleloak adierazi dira
kromosoma bakoitzean.

Nukleotido bakarreko aldaketak edo, single nucleotide polymorphisms (SNPs) aldaera
genetikorik arruntenetarikoa da (3. Irudia). Genoman alelo txikienaren maiztasuna %1a baino
handiagoa duen 10 milioi SNP daudela estimatzen da eta giza genomaren %90ren
aldakortasun genetikoa azaltzen du (28). SNPak bere kokapenaren arabera, proteinaren
sekuentzian eragin (exoian edo moztitsasketa lekuan) edo genearen erregulazioan

(promotorea, RNA ez kodetzailean (ncRNA) eta UTR eskualdea) (4.irudia).
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4. irudia A) Exoien aminoazidoen sekuentzian dauden SNPen efektu funtzionala. B) Bestelako efektua izan

dezaketen SNPak.

Aldaera genetiko arruntak minbiziaren suszeptibilitatean eragin dezaketela frogatu
dute ikerketa lan askok. Zehazki, minbizi pediatrikoetan, esaterako leukemia linfoblastiko

akutuan, aldakortasun genetikoaren %25a ARID5B, IKZF1, PIP4K2 eta CEBPE genetan dauden

aldaera genetiko arruntei dagokiela uste da (29).
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OSren kasuan, SNPen inplikazioa ikertzeko estrategia bi erabili dira: gene kandidatoen

bilaketa bidezkoa eta genoma osoaren ikerketa bidezkoa.

1.6.1 Gene kandidatoen bidezko azterketa

Gene kandidatuen estrategia a priori OSren biologiarekin inplikatuta egon daitezken
geneen hautespenean oinarritzen da. Hori dela eta, mota hauetako azterketen emaitzek

azalpen nahiko erraza izaten dute, aldez aurreko hipotesi batean oinarritzen baitira.

Orain arte, OSri dagokiola, 37 gene kandidatuen azterketa gauzatu dira 283 gene eta
5250 SNP analizatuz (1. Taula osagarria). Gene gehienak ikerketa lan bakarrean aztertu ziren
(n=250). Bakarrik 10 gene bi ikerketa lan baino gehiagotan aztertu ziren. Hamar gene hauetatik
bost genetan (IGF2R, TGFBR1, COL1A1, RECQL4 eta NBN), aztertutako SNP guztiak (n=42)
ezberdinak ziren (2 Taula). Hamar genetatik hiru genetan (TP53, GH1 eta IGF1), 4 SNPetan
emaitza kontraesankorrak aurkitu daitezke ondorioetara heldu ezinik. Gainontzeko bi genetan,
MDM?2 eta CTLA4, bi ikerketa lan baino gehiagotan 3 SNP OSren arriskuarekin asoziaturik

aurkitu genituen (3. Taula).

MDM?2 genea faktore garrantzitsua da zelularen homeostasian eta hazkunde
zelularrean, apoptosian eta seneszentzian p53, pRB eta E2F1 proteinak kontrolatzen ditu (30,
31). Gene honek nukleoko E3 ubikitin ligasa kodetzen du eta p53 proteina tumore-
ezabatzailearen degradazioa erregulatzen du (32). MDM2 geneko polimorfismoek proteinaren
funtzioa aldatu dezakete. Hori dela eta, ikerketa lan askok polimorfismo hauen asoziazioa
aztertu dute OSren arriskuarekin. Gene honetan gehien aztertu diren polimorfismoak
rs1690916 eta rs2279744 dira eta MDM2ren eskualde erregulatzailetan kokaturik daude.
Hortaz, proteinaren adierazpena aldatu dezakete (5. Irudia). Bi polimorfismo hauek gaixotasun

honen arriskuarekin asoziatuta daudela behatu dute (33-36).
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q14.3-q15
M——— 37.26 kb ————
Forward strand

! l

rs2279744 rs1690916

5. irudia. MDM_2 genean rs1690916 eta rs2279744 polimorfismoen kokapenaren adierazpena.

Bestalde, CTLA4 genea inmunoglobulinen familiaren parte da eta T linfozitoen seinale
inhibitzailea transmititzen duen antigenoa kodetzen du. CTLA4 proteinak T zelulen aktibazio
atalazea igo dezake, erantzun antitumorala motelduz eta minbizia garatzeko suszeptibilitatea

areagotuz (37, 38) (6. lrudia).

s P Tieia | os

6. irudia CTLA4 generaren funtzioa. Zelula antigeno aurkezle (ZAA), T zelula eta OS zelula tumoralen arteko

elkarrekintza hipotetikoaren adierazpena ((39)tik moldatua).

Orain arte, gene honetan 6 SNPen asoziazioa aztertu dira OSren arriskuarekin. Haien
artean, rs231775 (+49G>A) aztertuena, missense aldaera honek aminoazidoen sekuentzia
aldatzen du (treonina alaninagatik), eta horrek, CTLA4 ekoizpena handitzen du (40). Horrez
gain, SNP hau minbizi mota ezberdinei asoziatuta agertu da, esate baterako, bularreko
minbizia, birikietako minbizia eta kolon eta ondesteko minbizia (41-43). Hori dela eta,

polimorfismo honek ere OSren jatorrian parte har dezake.
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2. taula. OS arriskua bi artikulu baino gehiagotan aztertutako 5 geneen zerrenda (jarraitzen du).

Genea Polimorfismoa Kasuak Kontrolak  Asoziaziorik Bibliografia
IGF2R rs1003737 290 NA BAI (44)
rs12202350 9% 1426 BAI (35)
rs2282141 9% 1426 BAI
rs2297372 9% 1426 BAI
rs384167 9% 1426 BAI
rs600324 96 1426 BAI
rs9456484 96 1426 BAI
rs1570070 104 74 EZ (45)
rs1803989 104 74 BAI
rs2065396 104 74 EZ
rs2282140 104 74 EZ
rs3777411 104 74 EZ
rs3798180 104 74 EZ
rs416572 104 74 EZ
~ rs435612 104 74 EZ
% rs4709390 104 74 EZ
:’:” rs4709392 104 74 EZ
< rs4709393 104 74 EZ
% rs629849 104 74 EZ
% rs648253 104 74 EZ
3 rs687088 104 74 74
t
9 rs7746102 104 74 EZ
E rs894817 104 74 EZ
= rs9456497 104 74 EZ
% rs998074 104 74 BAI
E rs998075 104 74 BAI
3 TGFBR1 rs1800469 202 216 EE (46)
g rs1800470 202 216 BAI
E rs334354 168 168 BAI (47)
rs10819639 96 1426 EZ (35)
rs11466445 168 168 BAI (47)
COL1A1 rs1061970 189 195 BAI (48)
rs2075559 189 195 BAI
rs17639446 96 1426 BAI (35)
rs1800012 72 143 EZ (49)
Polimorfismo
RECQL4 ezezagunak 96 1426 EE (35)
rs4251689 98 69 EZ (50)
rs2721191 71 82 EZ (51)
rs372372052 71 82 EZ
NBN rs1805794 120 120 BAI (52)
rs709816 120 120 EZ
rs1063054 120 120 EZ
rs13312970 96 1426 BAI (35)
Polimorfismoak 98 69 EE (50)

Laburdurak: EE: ez eskuragarria. Berdean rs1690169 aztertutako artikuluak, gorriz rs2279744 aztertutako artikuluak, rs231775
aztertutako artikuluak.
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3. taula. OS arriskua bi artikulu baino gehiagotan aztertutako bost geneen zerrenda.

Genea Polimorfismoa Kasua Kontrolak  Asoziazioa Bibliografia
x rs2909430 96 1426 NO (35)
o rs1042522 201 250 BAI (33)
A rs8079544 74 104 NO
c rs1642785 74 104 NO
a rs1042522 74 104 NO
& rs9895829 74 104 NO
S P53 rs2909430 74 104 NO -
i~ rs1800372 74 104 NO
2 rs1625895 74 104 NO
g rs12947788 74 104 NO
© rs1614984 74 104 NO
E rs9894946 74 104 NO
c rs56275308 17 37 ND
a (34)
@ rs17878362 17 37 ND
© rs7921 24 96 NO (36)
€ rs7921 96 1426 BAI
S GH1 rs11079515 96 1426 BAI (35)
:NS rs6771 104 74 NO s)
'© rs6173 104 74 NO
QE) rs7956547 24 96 NO (36)
c rs10860864 9% 1426 BAI
g rs10860869 96 1426 BAI
oo rs17796225 96 1426 BAI
= rs2195240 9 1426 NO
8 rs2288378 96 1426 BAI (35)
_g 1GF1 rs5742692 96 1426 BAI
& rs5742714 96 1426 BAI
5 rs7956547 9% 1426 BAI
E rs9651925 96 1426 BAI
e rs1019731 104 74 NO
o rs2162679 104 74 NO
o rs2288378 104 74 NO (43)
rs6220 104 74 NO
g rs2279744 96 1426 NO
\U‘)
E rs1196334 96 1426 BAI (35)
g rs1695147 96 1426 BAI
» rs1846402 96 1426 BAI
.g MbM2 rs201821879 415 431 BAI
‘5 § rs199812774 415 431 BAI (54)
E T (36)
% g rs2279744 201 250 BAI (33)
g o rs2279744 17 37 BAI* (34)
w O ¢.75G>C 415 316 BAI
g o (55)
> €.326G>A 415 316 BAI
"c’ rs231775 267 282 BAI
S CTLA4 rs4553808 267 282 NO (56)
2 rs5742909 267 282 NO
g CT60A/G 267 282 NO
o rs231775 205 216 BAI (57)

Laburdurak: EE; ez eskuragarria. Berdean rs1690169 aztertutako artikuluak, gorriz rs2279744 aztertutako artikuluak,
rs231775 aztertutako artikuluak.

Laburbilduz, gene kandidatuen estrategiaren aldetik, rs2279744 eta rs1690916 MDM?2

genean eta rs231775 CTLA4 genean OSren arriskuarekin asoziatutako eta erreplikatutako
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SNPak bakarrak dira. Beraz, hiru SNP hauek, orain arte ezagutzen diren OSren arriskuaren
“markatzaile genetiko” bakarrak dira. Ondorioz, haien aefektua beste kohortetan aztertzea

interegarria litzateke.

1.6.2 Genoma osoko asoziazio azterketak

Aldaera genetiko arrunten azterketarako bigarren estrategia genoma osoko aldaera
genetikoen bilaketa da. Azterketa mota hauei Genome wide association study (GWAS) edo
GWA azterketa bezala ezagutzen dira. Orain arte, OSan GWA azterketa bakarra gauzatu zen
941 OS kasu eta 3.291 kontrol ikertuz. Egileek OSren arriskuarekin bi lokus berri topatu
zituzten (Savage et al., 2013). GWA azterketa honen emaitzarik esangarriena GRM4 genetik
inguru kokatuta zegoen. Gene hau hartzaile glutamategikoen familiaren parte da eta
osteoblasto (hezurra ekoizten dute) eta osteoklastoetan (hezurra birxurgatzen dute)
adierazten direla behatu zen (59), hori dela eta, GRM4 genea hezurraren osaketan parte hartu
eta prozesu hau erregulatu dezakela uste dute (58). Bigarren emaitzik esangarriena generik
gabeko zonalde intergenikoan zegoen. Hala ere, transkripzio faktore edo/eta motif
erregulatzaileak lotzen ziren SNPekin lotuta zeuden (r*>0,6). Horrez gain, GWA azterketako 30

emaitzik esangarrienen artean zortzi zonalde intergenikotan kokatuta zeuden (58).

Laburbilduz, OSren gainean egindako ikerketa-lan gehienak gune kodetzailetan dauden
aldaera genetikoak aztertu dituzte batik bat. Alabaina, GWA azterketak agerian jarri zuen
bezala, azalpen biologikorik ez duten gune ez-kodetzailetan ere OSrekin asoziatutako aldaera
genetikoak topatu ziren. Beste minbizien GWA azterketetan ere aurkikuntza bera gauzatu zen,
hau da, gune ez-kodetzailetan 300 SNP inguru esangarri aurkitu ziren, haietatik %3,3ak
proteinetan aldaketak sortzen zituzten, %40ek gune intronikoetan zeuden eta %44a gune
intergenikoetan. Ezusteko emaitza hauek gune ez-kodetzaileak minbiziaren garapenean gakoak

izan daitezkela iradokitzen dute (60).
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GUNE EZ KODETZAILEAK

2.001. urtean Giza Genoma Proiektuak genomaren behin-behineko mapa plazaratu
zuten. Proiektu honetan giza genoman 20.000-25.000 gene zeudela aditzera eman zuten, soilik
genomaren %1,5 izanik (61). Printzipioz, gainontzeko genoma zabor-DNA edo ez-funtzionala

zela pentsatuz.

Ondoren, ENCODE (ENcyclopedia Of DNA Elements) proiektuan giza genomaren analisi
sakonagoa egin zuten. Proiektu honen helburua elementu funtzional guztiak ezagutzea zen eta
honi esker transkribatu primario eta helduen irudi zehatzagoa izatea ahalbidetu zuen (62).
Proiektu honi esker, genomaren %80a baino gehiago proteinarik kodetzen ez duten

elementuak dira. Aldi berean, elementu hauen %60 inguruk ARN ez kodetzaileak (ncRNA) dira.

Orokorrean, ncRNAk bi taldetan sailkatzen dira bere tamainaren arabera: ncRNA
txikiak edo mikroRNAk (18-200 bp) eta ncRNA luzeak (>200 bp) (63). Minbiziaren alorrean
gehien aztertutako ncRNAk mikroRNAk (miRNAKk) dira (7. Irudia).

.-I- i IR L
Giza Genoma Proiektua, 2001

ENCODE, 2007

1,5 o/a Tandemean errepikatutako sekuentziak Sakabanatutake sekuentzia errepikakorrak
s s e ==

L Lt [‘T‘MT trr
M—\-\\ “m-'-'*[[-”*.tu-'--'-* WL

o= | GURE GENOMAREN GEHIENGOA TRANSKRIBATZEN DA ‘

™ Laburrak

mﬁ‘ﬁwﬂ Luzeak

7. irudia. Genomaren transkribapena.

ARN ez kodetzaileak
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2.1. miRNAKk

MiRNAk 18-20 nukleotidotako luzera duten ncRNA txikiak dira eta genomaren
kokaleku ezberdinetatik transkribatu daitezke 1l RNA polimerasaren bidez transkribatu
primario luzea edo pri-miRNA (300-5.000 bpko kate bikoitzeko RNA) sortuz. Pri-miRNAk, 30-40
nukleotidotako RNA harizpi bikoitzeko (double-stranded RNA, dsRNA) xingola itxura duen
erdiguneko eskualde bereizgarria dute eta kate bakuneko (single-stranded RNA, ssRNA) bi
eskualde erdigunetik kontrako muturretan. Pri-miRNAk nukleoan prozesatzen dira (DROSHA
RNAsa eta DGCR8 proteinaren bitartez) dsRNAri lotzeko domeinua dute eta bere sekuentziak

bere egitura zehazten du.

Pri-miRNAren prozesamenduaren ostean dsRNA eta muturreko xingola eskualdeak
dituen molekula berria eratortzen da: pre-miRNA (70 nukleotido inguru). Molekula hauek
nukleotik zitoplasmara Exportina5 (Xpo-5) (64, 65) eta RAN GTPasaren bitartez esportatzen
dira. Zitoplasman, Dicer entzimak (66-68) eta TARBP2-rekin batera pre-miRNAri xingola moztu
egiten diote dsRNA molekula, hau da, miRNA duplexa lortuz (69). MIiRNA duplex hau
banatzean kate bakuneko miRNA heldua lortzen da. MiRNA honen kateetako bat RISC (RNA-
inducing Sllencing konplexua) proteina konplexuan kargatzen edo eransten da. Konplexu hau
osatzen EIF2C1, EIF2C2, SND1, GEMIN3, GEMIN4 geneak eta CCR-NOT konplexua (70) daude.
MiIRNA heldua RISC konplexuak garraiatzen du RNA mezulariaren (mRNA) erregulazioa

gauzatzen du sekuentzia osagarritasunagatik (71) (8. irudia).
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8. irudia. miRNAen sintesiaren eskema orokorra (72)tik moldatua

MiRNAen bidezko erregulazioa, itu mezulariaren 3'UTR sekuentzien arteko
osagarritasun bidez gertatzen da. Lotura hauek miRNAren egitura berezi baten bidez gertatzen
dira, seed sekuentziaren bidez alegia. Seed sekuentzia honek 7 nukleotido ditu. MiRNAk lotura
honen osagarritasunaren arabera dihardu. Lotura hauek guztiz osagarriak itzulpena ixilarazten
da. Bestalde, osagarritasuna partziala denean mRNA degradatzen da (73). MRNA eta miRNA
artean lotura gertatzeko miRNAn bi elementuen arteko ezagutzarako sekuentzia espezifikoa

dago: seed edo hazi-sekuentzia.

MiRNAk prozesu biologiko anitzetan inplikatuta dauden geneak erregulatzen dituzte
hala nola, zelularen garapenean, desberdintzapen-prozesu eta proliferazioan, hemotopoiesian,
angiogenesia eta apoptosian dihardutenak (74). MiRNAk seed sekuentzia hauekin
osagarrizkoak diren mRNA itu asko izan ditzateke sekuentzia honen tamainuagataik. Hori dela
eta, miRNA batek gene anitz erregulatu ditzake dezakete eta aldi berean, gene batek miRNA
anitzek (9. Irudia). Gaur egun, itu hauen iragarpenak in silico ematen dituzten datubase asko

daude (miRNA eta TargetScan, kasu), baina gutxi balidaturik.
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9. irudia. miRNA bidezko mRNA-loturaren adierazpena. A) miRNA batek zenbait itu-gene izan ditzake, B) miRNA
desberdin askok gene berdina erregulatu ditzakete.

Horrez gain, miRNAk familietan taldekatzen dira seed sekuentzia honetan homologia
aurkezteagatik edo genoman gertu egoteagatik (miRNA klusterra). Azken hauek, RNA kate luze
batetik eratortzen dira (75). Bestalde, antzeko seed sekuentzia duten miRNAk, miRNA familia

bateko kide guztiak alegia, potentzialki mRNA talde berdina erregulatzea espero da (76, 77).

miRNA bidezko erregulazioa alda daiteke bai miRNA mailetan zein itu mRNAen
sekuentzietan alterazioak gertatzen direnean. Alde batetik, miRNA prozesamendu geneen
alterazioak miRNA maila edo kontzentrazioak erregulatzen dituzte eta beraz, haien itu geneen
erregulazioa alda ditzake. Polimorfismoak miRNA prozesamendu geneen funtzioa alda

dezakete eta hortaz, miRNA mailak aldatu ditzakete (78) (10. Irudia).
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10. irudia. miRNA prozesamendu genetako aldaera genetikoak (DROSHA genean adibidez) miRNA mailak
alda ditzakete.

Horrez gain, miRNAen sekuentziak haien egitura eta itu genekiko loturaren
osagarritasuna definitzen dute. Hortaz, miRNA sekuentzian gerta daitezken aldaketak, SNPak
kasu, haien egituran, prozesamenduan eta hortaz, miRNA mailetan aldatzen dituzte. Bestalde,
seed sekuentzian gertatzen diren aldaketak itu geneen loturan eragiten dute (11. lrudia a eta

b)
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11. irudia miRNAtako SNPak. A) miRNA egitura alda dezakete haien adierazpenean eraginez, edo B) miRNA-mRNA
lotura sekuentzian eragin bere itu-genearen loturan eraginez.

2.2 miRNAen prozesamendu geneak eta minbizia

Duela gutxi, miRNA prozesamendu geneak zelulen transformazio eta tumorigenesian
inplikatuta daudela frogatu dute (80). Adibidez, bidezidor honetako geneen adierazpena
aldatuta dago minbizian, esate baterako, EIF2C2 genea (AGO konplexuan) eta TARBP2 genea
(DICER konplexuan) gain-adierazita daude prostata minbizian eta DROSHA eta DICER geneak
ostera, azpi-adierazita bularreko minbizia (81). Gainera, zenbait ikerketa-lanek gene hauetan
adierazpen aldaketak gertatzen direnean miRNA ekoizpenean eragiten dutela behatu dute (82-
85), eta honek, minbizian eragiten duten geneen adierazpena alda dezakete. Ondorioz,
miRNAen prozesamendu genetan dauden SNPak miRNAen funtzioa aldatu ditzakete. Izan ere,
DROSHA genean rs640831 SNPak 56 miRNAen adierazpena aldarazten du birikietako minbizian
(86).

Ildo honetan, arestian esan bezala, miRNAen prozesamendu geneen SNPak miRNAen
funtzioan aldaketak eragin ditzakete. lzan ere, jadanik prozesamendu geneetako 7

polimorfismo minbizi mota ezberdinekin asoziatu dituzte (4. Taula).

261



4. taula miRNAen prozesamendu genetan minbiziarekin asoziatu dituzten SNPak.

Genea SNP Gaixotasuna Erreferentzia

TNRC6B rs139919 Leukemia linfoblastiko akutua (87)

XPO5 rs11077 Kartzinoma hepatozelularra (88)
RAN rs14035 Ahoko minbizia (89)
AGO rs636832 Birikietako minbizia (90)
DGCR8 rs417309 Bularreko minbizia (92)
rs197412 Ahoko minbizia (89)

GEMIN3 rs197414 Gernu-maskuriko minbizia (93)

rs197412 Giltzurrunetako minbizia (94)
rs2740348  Prostata minbizia (95)
rs7813
rs2740351  Obarioetako minbizia (96)
GEMIN4
rs7813
rs2740351  Giltzurrunetako minbizia (94)
rs7813

Nahiz eta jadanik polimorfismoak beste minbiziekin asoziatu diren SNPen inplikazioa
frogatu den oraindik gene hauen polimorfismoen papera ez da aztertu OSan. Hortaz, aldaera

genetiko hauen papera OS jatorrian determinatzea interes handikoa litzateke.

2.3. miRNAk eta minbizia

Gaur egun, ncRNAen papera tumorigenesian guztiz frogatuta dago. Esan bezala, orain
arte ncRNAen artean minbizian gehien aztertutakoak miRNAk dira. miRNAen adierazpena
tumore-ehun eta ehun osasuntsuen artean ezberdina dela frogatu (97-99), orokorrean, azpi-
adierazita egonik tumore-ehunean (100). Azterketa hauek miRNAak bi taldetan sailkatzea

ahalbidetu dute minbizian joka dezaketen funtzioaren arabera: onkomir (minbizian gain-
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adierazita dauden miRNAk) eta miRNA tumore-ezabatzaileak (minbizian azpi-adierazita dauden

miRNAK).

Espezifikoki OSan, miRNA adierazpen-sinadurak behatu dira OS patogenesia eta
progresioarekin asoziatu direnak (101-103). Hala ere, miRNAen papera osteosarkomagenesian
oraindik ezezaguna da. Seirehun miRNA baino gehiagok osteogenesiaren erregulazioan parte
hartzen dute, eta hori dela eta, edozein miRNA hauen adierazpen-aldaketak hezur-
gaixotasunak eragin ditzaketela uste da (104). Estate baterako, mir-34c miRNAen gain-
adierazpena osteoblastoen ezberdintzapena eta osteoklastogenesia areagotzen du Notch
seinalizazio bidezidorraren ezabaketa dela eta. Notch bidezidorrak zelulen ezberdintzapen eta
proliferazio orekaren mantenuaz arduratzen da (105). Beste adibide bat, 1432 gune

kromosomikoan dagoen miRNA kluster OS progresio eta pronostikoarekin asoziatu da (106).

Pre-miRNA/miRNAtan dauden SNPen (mir-SNPen) papera minbizi mota ezberdinetan
andana aztertu da, mir-SNPen bilaketa bibliografiko eta asoziazio meta-analisiak gauzatu dira,
esate baterako, mir-146a rs2910164, mir-196a2 rs11614913, mir-149 rs2292832 eta mir-499
rs3746444 minbizi mota askorekin asoziatuz (107, 108).

Orain arte, OSn mir-SNPen gainean, 2 azterketa egin dira 4SNP 4 miRNA (mir-34b/c,
mir-34a, mir-146 eta mir-21) eta hauetatik, 2 SNP mir-34 familiako bi kidetan, mir-34b/c eta
mir-34a miRNAtan hain zuzen ere, OSren arriskuarekin asoziaturik topatu zituzten (109, 110).
Hala ere, nahiz eta mir-SNPen garrantzia frogatu den minbizian, OSn jatorriarekin ez dira asko

aztertu.
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HIPOTESIA ETA HELBURUAK
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HIPOTESIA

OS lehen mailako hezur-minbizirik ohikoena da gazteen artean. Gaztaroan agertzeak
bere jatorrian aldagai genetiko garrantzitsua duela iradokitzen du. Zenbait ikerketa lanek
OSren suszeptibilitatearen atzean sartutasun txikiko aldaera genetikoak, hau da,
gaixotasunean modu ahul eta gehigarrian eragiten duten aldaera genetikoak dira. Hala ere,

oraindik ez da aldaera genetiko arrunta erantzulerik zehaztu.

Orain arte, ikerketa lan gehienak gune kodetzaileen aldaera genetikoak aztertu dituzte.
Azterketa hauen artean, rs2279744 eta rs1690916 SNPak MDM?2 genean eta rs231775 CTLA4

geneak bakarrik erakutsi dituzte emaitza sendoak OSren suszeptibilitatearekin.

Duela gutxi gune ez kodetzaileak minbizien jatorri eta bilakaeran inplikatuta daudela
egiaztatu dute. Gune ez kodetzaileen artean miRNAk aztertuenak dira eta OSan erregulazio
aldaketak behatu dira. Horrez gain, miRNAen adierazpenean aldaketak sortzen dituzten

aldaera genetikoak minbizi askoren jatorri eta bilakaerarekin asoziatu dituzte.

Ondorioz, alde batetik, MDM2 eta CTLA4 genetako eta miRNAen funtzioan eragin

dezaketen aldaera genetikoak OSren suszeptibilitatean eragin dezakete.
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HELBURUAK

Tesi proiektu honen helburu nagusia OS pediatrikoaren suszeptibilitatearen

markatzaile genetiko berrien bilaketa izan zen.

Horretarako, honako helburu espezifikoak ezarri genituen:

1. Literaturan OSren suszeptibilitatearekin asoziaturiko markatzaileen
balidazioa.

1. MDM2 genean dauden rs1690916 eta rs2279744 polimorfismoen
asoziazioa OSren suszeptibilitatearekin egaztatzea kasu-kontrol
azterketa bi populazio berritan, bilaketa sistematikoa eta MAren bidez.

2. CTLA4 genean dagoen rs231775 polimorfismoaren asoziazioa OSren
suszeptibilitatearekin egaztatzea kasu-kontrol azterketa, bilaketa

sistematikoa eta MAren bidez.

2. OSren suszeptibilitateari asoziaturiko adierazpen aldaketa erakusten duten
miRNAen identifikazioa.
1. Literaturaren azterketaren bidez adierazpen aldaketa duten miRNAen

hautaketa.

3. OSren suszeptibilitatearekin asoziatutako miRNAekin erlazionatutako geneen
aldaera genetikoak zehaztea.

1. MiRNA prozesamendu geneen aldakortasun genetikoa OSren
suszeptibilitatearekin asoziatuta dagoen egiaztatzea eta haien efektu
funtzionala aztertzea.

2. Pre-miRNAen aldakortasun genetikoa OSren suszeptibilitatearekin

asoziatuta dagoen egiaztatzea eta haien efektu funtzionala aztertzea.
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1. PAZIENTEAK

Tesi proiektu honetan 1076 indibiduok parte hartu zuten: 176 gaixo eta 900 kontrol.
Pazienteen laginak 4 ospitaletatik lortu ziren: Nafarroako Unibertsitatea Klinikatik, Madrilgo La
Paz Ospitaletik, Donostia Unibertsitate Ospitaletik eta Esloveniako “University Children’s
Hospital”eko Onkologia Pediatrikotik. OS kasu guztiak patologo eta onkologo adituek
diagnostikatu zituzten 1985tik 2013ra bitartean. Kontrolak emaile bolondresak ziren eta ez

zuten erlaziorik gaixoekin.

Proiektu honetan partehartzaile guztiek borondatez onartu zuten parte hartzea behin
azterketaren helburuaren berri emanda. Partehartzaile guztiek baimen informatua sinatu
zuten. Adin-gabeko partehartzaile kasuan baimen informatua gurasoek sinatu zuten. Lagin
guztiak kodifikatu ziren eta Helsinki-ko Hitzarmenaren xehetasunekin bat etorri ziren. Proiektu
hau Etika Batzordeak onartu zuten (105/2009 eta 67/02/12). Partehartzaile guztien adina eta

sexu datuak batu ziren. Tesi-proiektu honetan partehartzaileen datuak 5. taulan adierazi dira.
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5 taula. Tesi-proiektuko populazioen adin, sexu eta jatorriaren datuak.

Totalak Kontrolak Kasuak
Partehartzaile kopurua 1076 900 176
Adina (batazbestekoa, de) 46,63(18,48) 51,83(14,29) 18,94(12,59)
Adin tartea 3-93 18-93 3-69
Sexua n % n % n %
Gizonezkoak 540 50,18 447 49,66 93 52,84
Emakumezkoak 435 40,43 365 40,55 70 39,77
Ezezagunak 101 9,38 88 9,77 13 7,39
Indibiduo kopurua/ Zentrua n % n % n %
Euskal Herriko 712 66,17 712 79,11
Unibertsitatea (UPV/EHU)
Nafarroako Unibertsitatea 104 9,66 104 59,42
Klinika
Madrilgo La Paz Ospitalea 9 0,84 9 45,71
Donostia Unibertsitate 4 0,37 4 22,85
Ospitalea
Liublianako University 247 22,95 188 20,88 59 33,71
Children’s Hospital
Indibiduo kopurua/lkerketa
MDM2 genearen 432 259 173
polimorfismoen  asoziazio
analisia
CTLA4 genearen 233 125 108
polimorfismoaren asoziazio
analisia
miRNA prozesamendu 514 411 103
geneen polimorfismoen
asoziazio analisia
miRNA geneen 352 256 96

polimorfismoen  asoziazio
analisia

de= desbiderapen estandarra
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2. OSREN SUSZEPTIBILITATEARI ASOZIATURIKO SNPAK

2.1 OSTEOSARKOMAREN SUSZEPTIBILITATEAREKIN ASOZIATUTAKO GENEEN
HAUTAKETA

Lehenik eta behin, OSren suszeptibilitatean eragiten duten aldaera genetikoekin
erlazioa zuten lanak bilatu genituen Pubmed datubasean (polymorphisms OR “genetic variant”
AND osteosarcoma OR “bone tumor”) terminoekin 2013. urteko azaroaren 21erarte. Bilaketa
honen ostean, MDM2 geneko rs1690916 eta rs2279744 SNPak eta CTLA4 geneko rs231775
SNPak balidaziorako hautatu genituen, 3 SNP hauek literaturan asoziaturik topatu genituelako

birritan gutxienez.

2.2 MDM2 GENEAREN rs1690916 SNPAREN GENOTIPAZIOA ARMS-PCR BIDEZ

“Amplification Refractory Mutation System- Polymerase chain reaction” (ARMS-PCR)
teknika base bateko edo delezio txikiko aldaera genetikoak bilatzeko erabili ohi da. Funtsean,
SNP edo delezioaren aleloak detektatzeko hasle bikote bi diseinatzean datza. Hasle pare
bakoitza alelo bakoitzak sortzen duen sekuentzian oinarrituz diseinatzen denez, alelo hori
detektatzen du. Beraz, hasle pare bakoitza aleloarekiko espezifikoa da. Honako teknika honen

azalpena 12. irudian adierazten da.
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Haslea5'- 3 ‘ A aleloa ez duena
—

G aleloa 0 - i
3' C g
e s
Hasle alelo espezifikoa
Hasle alelo esperzifikoa
— — A
5" A 3
A aleloa
T 5
s—
C aleloa ez duena Haslea3'-5°
PCR produktuak: PCR l
Ez alelo espezifikoa
G
G alelo-espezifikoa c
A alelo-espezifikoa A
T

Electroforesia

G/G G/A AfA
Homeozigotoa Heterozigotoa Homozigotoa

Ez alelo espezifikoa 366 bp
247 bp

G alelo-espezifikoa

A alelo-espezifikoa — — 169 bp

12. irudia. rs1690916 SNParen aleloen determinazioa ARMS-PCRa bidez.

Hasle bikoteak rs1690916 SNPa dagoen kokalekuan gainezartzeko diseinatzen dira
hasle bikote bakoitzak espezifikoki bere aleloarekin elkartuz. Hasle bikote bakoitzak 5°- 3°
zentzuan duen hasle bat (Forward (F) eta 3°- 5" zentzuan duen beste hasle bat (Reverse o R) du.
Gainera, hasle bikote bakoitzaren PCR anplifikatuek tamaina ezberdintasun nabaria izateko
diseinatzen dira. Beraz, anplifikatutako produktua aleloarekiko espezifikoa ez den banda bat
eta aleloarekiko espezifikoa den, eta beraz, aleloa determinatuko duen, beste banda batez

osatuta dago. Hasleen sekuentzia 6. Taulan adierazten dira.
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Taula 6. MDM?2 genean kokatuta dagoen rs1690916 SNPa genotipatzeko hasle sekuentziak.

Izena Sekuentzia (5°-3°) Hibridazio Tamaina
tenperatura

(bp)
MDM2_rs16_F1 CCCCTAAGTTGAAAAACAACTCTAAG 602C

247
MDM2_rs16_R1 TGCTGACCCTGTCATTCTTG 602C
MDM2_rs16_F2 CCACCATTTACCCGTAAGACA 602C 169
MDM2_rs16_R2 GGCCAAGAAGGTACTTTAAAGTGTT 60°C

G alelorako homozigotoek 2 banda sortzen zituzten: 247 bp eta 366 bp (13. irudian 2.

Kalea); A alelorako homozigotoek bi banda sortzen zituzten: 169 eta 366 bp (13. irudian 2.

kalea) eta heterozigotoek 3 banda sortzen zituzten: 169, 247 y 366 bp (13. irudian 3. kalea).

Banden adierazpena 13. irudian adierazten dira.

Agarosazko gelen (%2) elektroforesia TBE 1X tanpoiarekin egin genituen, SYBR Safe-

ekin tindatuz eta 90V boltai konstantearekin 30 minutuz migratuz. Lagin bakoitzarekiko 6 pl

anplifikatu eta 4 pl karga soluzioarekin nahastu genuen Hyperladder IV (100-1000 pb)

martkatzaile molekularra erreferentziatzat hartuz. Gelen behaketa ultramore izpien bidez egin

genituen BioRad etxeko ChemiDoc XRS dokumentazio gailuarekin.

400
300

200

100

13. irudia. rs1690916 genotipazioaren emaitzak agarosazko gelan.
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2.3 MDM2 GENEAN rs2279744 SNPAREN GENOTIPAZIOA PCR-RFLP BIDEZ

“Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism” (PCR-RFLP)
teknikak PCR bidezko DNA anplifikazioa eta errestrikzio entzimen erabilpena konbinatzen du.
PCR-ak SNPa dagoen DNA fragmentua anplifikatzen du eta errestrikzio entzimek SNPa dagoen
kokapena mozten dute aleloaren arabera. Horrela, luzera ezberdineko fragmentuak ikusten
dira, eta luzera ezberdinak genotipoa determinatzea ahalbidetzen du. Honako teknika honen

azalpena 14. irudian adierazten da.

5°- 3 haslea
el 5 G ¥
G aleloa .
g b
3 C .
5 T 3
T aleloa 3 A 5
l 3-5 haslea
PCR produktua: PCR
¥ o
™ L
5 aleloa = C
T
T aleloa A
Digestioa l 5...CMCCKG. ¥
MspA1l 3. GKCGMC.. . 5
G aleloa
—G
— . ——
T
T aleloa A
Electroforesia
G/G G/T T
Homocigoto  Homocigoto Homaocigoto
T alelo espezifikoa — m— 233 pb
G alelo espezifikoa 187 pb

14. irudia. PCR-RFLP-a rs2279744 SNP-aren aleloen determinaziorako. T aleloa determinatzen duen
bandak 233 bpko luzera du eta G aleloak 187 bp-koa. Irudian ez dira 100 bptako baino banda
txikiagoak adierazi.

PCR anplifikazio egokia konprobatu genuen agarosazko %2ko gelan. Ondoren, PCR
anplifikatua MspA1l errestrikzio entzimarekin gau oso batez 372C-tan moztu genuen (7. Taula).

Errestrikzio entzima honek 5°-C(A/C)G'C(G/T)G-3" sekuentzia ezagutzen du espezifikoki eta

278



bertan rs2279744 bostgarren posizioan dago. G alelorako homozigotoak zirenak 3 fragmentu
sortzen zituzten: 31 bp, 46 bp eta 187 bp; heterozigotoak 4 fragmentu sortzen zituzten: 31 bp,

46 bp, 187 bp eta 233 bp eta T alelorako homozigotoak 2 fragmentu sortzen zituzten: 31 bp

eta 233 bp.

7. taula. MDM2 genean kokatuta dagoen rs2279744 SNPa genotipatzeko PCR hasle sekuentziak.

Izena Sekuentzia (5°-3°) Hibridazio Tamaina
tenperatura
(bp)
MDM2_rs22_ F CGGGAGTTCAGGGTAAAGG 602C
233
MDM2_rs22_R CTGGGAAAATGCATGGTTTAA 602C
Errestrikzio entzima NEBcutter v2.0 softwarea

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/)(New England Biolabs) erabiliz aukeratu zen. Bai PCRaren

produktua eta digestio osteko produktuen elektroforesia %2ko agarosazko gelen bitartez egin

zen. 15. lrudian agarosazko gelaren genotipoak adierazi dira.

400
300

200

100

15. irudia. rs2279744 genotipazioaren emaitzak agarosazko gelan.
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2.4. MDM2 GENEAREN rs1690916 ETA rs2279744 SNPEN META-ANALISIA

Bilaketa estrategia

MDM?2 genearen bi polimorfismoen, rs1690916 eta rs2279744, eta osteosarkomaren
asoziazioa aztertzen zituzten artikuluak topatzeko bilaketa sistematikoa egin genuen.

Horretatako, Pubmed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) eta Scopus (www.scopus.com)

datubase bibliografikoak erabili genituen honako termino hauek erabiliz:

1. ("bone tumor" or osteosarcoma) and (polymorphism or SNP)
2. rs1690916 or rs2279744 or T309G

3. (MDM2 or "murine double minute 2") and ("bone tumor" or osteosarcoma)

Gure bilaketak 2014ko otsailaren 24arte argitaratuta zeuden erregistro guztiak kontuan hartu

zituen.

Inklusio eta esklusio irizpideak

Bi datubasetan aurkitu genituen argitaratutako erregistro guztietatik jarraian

deskribatzen diren inklusio irizpideak betetzen zituztenak eduki genituen kontuan:

a) Asoziazio azterketa independienteak
b) rs1690916 eta/edo rs2279744 polimorfismoak osteosarkomaren suszeptibilitatearekin
aztertutako lanak

c) Datu genotipiko edo alelikoak adierazten zituzten artikuluak

Jarraian, bilaketen artean errepikatuta zeuden artikuluak kendu genituen. Gero, lehenengo
hautaketa fasea egin genuen. Fase hau ez gainditzeko arrazoiak edo esklusio irizpideak hauek

dira:

a) Beste argitalpen mota bat izatea: berrikuspenak, editoreari igorritako gutunak, meta-

analisiak etab.
b) Beste gaixotasun bat aztergai izatea.
c) Gizakia ez den beste organismo edo lerro zelularretan egindako lanak.

d) Ingelesez argitaratu ez izatea.
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e) Beste kokapen genomiko bat aztertzea: Beste gene, genoma mota (mitokondriala ADN)

edo beste gune kromosomiko aztertzen dutenak.

f) Genotipatzeko ez den beste teknika bat erabiltzea: gene adierazpen teknikak, metilazio
teknikak, karakterizazio biokimikoa edo morfologikorako teknikak, entsegu funtzionalak

egiteko teknikak, klonazio esperimentuak, elkarrekintza genikorako teknikak etab.

g) Beste aldaera genetiko mota aztertzea: Beste polimorfismo batzuk aztertu, beste

mutazioak, CNV, LOH, mikrosateliteak edo DNAn alterazioak aztertu dituzten artikuluak.

h) Ez dute suszeptibilitatea aztertzen: Azterketa farmakogenetikoak, farmakoei erantzuna,

pronostiko, biziraupena eta toxizitate azterketak kategoria honetan kokatu genituen.
i) 1990. urtea baino lehenagoko azterketak.

Hautaketa prozesu honen lehenengo fasea artikuluen laburpenean oinarritu zen.
Laburpenik ez zuten artikuluak zuzenean bigarren fasera pasatu genituen. Bigarren fasean
artikulu osoaren edukian oinarritu ziren. Kasu honetan, esklusio irizpide berdinak erabili ziren,
bi gehituz: (1) 10 lagin baino gutxiago erabiltzen zituzten azterketak eta (2) Testu osoa ez zuten
artikuluak. Horrela, gure meta-analisian parte hartu zuten artikulu kopurua ezagutuz. Horrez
gain, artikulu hauen erreferentziak aztertu genituen, guk erabilitako datubasetan indexatuta ez

zeuden eta gure inklusio irizpideak bete zitzakeen artikuluak bilatzeko.

Bilaketa bibliografikoa eta artikulu hautaketa bi ikertzailek egin zuten modu
independentean eta ezadostasunak bi ikertzaileek bat etorri arte argitu ziren. Prozesu guztia
bilaketa sistematikoan grafikoki adierazi zen fluxu-diagrama edo flow-chart, ingelesez bidez
(emaitza atalean). Adierazpen honetan meta-analisian parte hartzen duten artikuluak zehazten

da eta irizpide bakoitzagatik baztertutako artikulu kopurua adierazten da.

Datu erauzketa

Artikulu bakoitzetik argitalpen urtea, egileen izenak, etnia, paziente eta kontrol
kopurua eta rs1690916 eta/edo rs2279744 polimorfismoen frekuentzia genotipikoak bildu
genituen. Artikuluan frekuentzia genotipikoen berri ematen ez zenean egileei informazioa

eskatu genien.

Bai rs1690916 bai rs2279744 MDM?2 genean OSaren arriskuan eragiten zuten jakiteko

bilaketa bibliografikoa eta meta-analisia egin genuen. Gure meta-analisian hautatutako
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artikuluen datuak eta tesi honen aurreko atalean lortutako bi polimorfismoen datuak hartu
genituen kontuan. MArako erabili genituen artikulu guztien kalitatea aztertu genuen datuen

berranalisia eginez.

Artikuluen kalitate analisia

Artikuluen kalitatea bi ikertzailek aztertu zuten modu independentean. Artikulu
bakoitza “metodologiaren kalitatea aztertzeko eskala” (8. taula), aurretik argitaratutako meta-
analisietan erabilitakoa moldatu genuen (132, 133). Eskala honetan bost atal zeuden: kasuen
adierazgarritasuna, kontrol laginaren jatorria, genotipazio teknikaren kontrol kalitatea eta
Hardy-Weinberg oreka (HWQO), kontu handiz aztertu genituen. Kalifikazioa 0 eta 10 artean

zeuden eta 5 puntu baino gehiago lortzen ziren kasuetan kalifikazio onargarritzat hartzen zen.

8. taula: Artikuluen metodologiaren kalitatea aztertzeko eskala.

Irizpidea Puntuazioa
1. Kasuen adierazgarritasuna

OS diganotikatzeko irizpide ezaguna 2

OS diagnostikatzeko irizpidea aipatu da baina ez da zehazki deskribatu 1

Ez da deskribatu 0
2. Kontrol laginaren jatorria

Populazio orokorra 3

OS gabe eta ospitaletik jasotakoa 2

Zehaztugabeko bolondres osasuntsuak 1

OS-rekin erlazionautako gaixotasunak eta OS ez dituzten kontrolak 0,5

Zehatugabea 0
3. Lagin tamaina

>100 2

25-100 1

<25 0
4. Genotipazio teknikaren kontrol kalitatea

Metodo ezberinarekin lagin guztiak/parte bat berranalizatu ziren 2

Metodo berdinarekin lagin guztiak/parte bat berranalizatu ziren 1

Ez da deskribatzen 0
5. Hardy-Weinberg oreka (HWO)

Kontrol populazioa Hardy-Weinberg orekan 1

Kontrol populazioa Hardy-Weinberg desorekan 0

Meta-analisia

rs1690916 eta rs2279744 polimorfismoak eta OS-aren arriskuan duen eragina
herentzia genetiko eredu alelikoa, kodominantea, dominantea eta errezesiboaren bitartez
aztertu genuen. Artikulu guztien genotipoen datuak konbinatu genituen Mantel-Haenszel
estatistikoaren zorizko efektuen ereduaren bitartez OR estimatzaile globala eta %95

konfidantza tartea (%95ko KT) kalkulatuz suszeptibilitatearen asoziazio analisia egiteko (134).
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Zorizko efektuen ereduaren ustez, meta-analisia egiteko erabiltzen diren artikuluen arteko
aldakortasuna zoriari eta artikulu bakoitzaren ekarpenari atxikitzen zaio. Datu hauek R
softwarearen meta liburutegia erabiliz kalkulatu genituen (R softwarea 3.0.3 bertsioa, the R
Foundation for Statistical Computing). Meta-analisiaren emaitzak forest plot deitzen den
irudiaren bitartez adierazi ziren. Adierazpen honetan artikulu bakoitzaren OR bere %95

KTrekin, lagin tamaina eta meta-analisiaren estimazio globala adierazten da.

Heterogeneotasun analisia

Meta-analisiaren heterogeneotasuna |° estatistikoaren bitartez kalkulatu zen.
Heterogeneotasuna ez da meta-analisia egiteko erabiltzen diren artikulu kopuruen menpekoa
baizik eta artikuluen arteko aldakortasunarena. Estatistiko hau O eta %100 bitartekoa da eta
artikulu  bakoitzak duen heterogeneotasuna adierazten du. I° %0-25 balioak
heterogeneotasunik ez dagoela adierazten du, %25-50 neurrizko heterogeneotasuna
adierazten du, %50-75 heterogeneotasun altua eta %75-100 heterogeneotasun oso altua.
Heterogeneotasun altua dagoen kasuetan influentzia analisia egiten da jakiteko ze artikulu den
heterogenotasunaren iturria. Analisi hau meta-analisian parte hartu duten artikulu bana
kenduz meta-analisiaren berrestimazioak egitean datza. Beraz, heterogeneotasunaren iturria

zein artikulu den ikusi ahal dugu.

Publikazioaren alborapenaren analisia

Argitaltzeari begira, emaitza positiboak edo adierazgarriak dituzten artikuluak
argitaltzea probableagoa da ondoriogabeko emaitzak edota emaitza negatiboak dituzten
artikuluak baino beraz, bilaketa sistematikoan emaitza alboratuak eragin ditzake (135, 136).
Fenomeno honi publikazio alborapena deitzen zaio. Bilaketa sistematikoan argitaratugabeko
artikuluak baztertzen dira beraz, emaitza positiboak (gure kasuan, asoziazio positiboak)
esposizio (gure kasuan, SNP arrisku aleloa izatea) eta gertaera (gure kasuan, osteosarkoma

izatea) benetako erlazioan gainestimazioak dakartza (137).
Literaturaren publikazioaren alborapenaren analisia Egger-ren test-aren bitartez

analizatu zen (138) eta Begg-en funnel plot irudiaren bitartez adierazten da. Irudi honetan,

alborapenik gabeko egoera (hipotesi nulua) gure emaitzekin kontrastatzen da.
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2.5 CTLA4 GENEAREN rs231775 SNPAREN GENOTIPAZIOA

CTLA4 genean kokatuta dagoen rs231775 SNPa OSren suszeptibilitatearen
“markatzaile” potentzialetako bat dela ikusi genuen. Hori dela eta, SNP honen asoziazioa
balidatzea erabaki genuen. Horretarako, PCR-RFLP genotipazio teknika erabili genuen, BstEll

errestrikzio entzimaren bitartez. Hasleen sekuentzia 9. Taulan adierazi dira.

9. taula. CTLA4 genean kokatuta dagoen rs231775 SNPa genotipatzeko hasleen sekuentzia.

Izena Sekuentzia (5°-3°) Hibridazio Tamaina
tenperatura
(bp)
CTLA4 rs23 F  AAGGCTCAGCTGAACCTGGC 64.2°C
153
CTLA4 rs23 R CTGCTGAAACAAATGAAACCC 59.62C

2.6. CTLA4 GENEAREN rs231775 SNPAREN META-ANALISIA

CTLA4 genearen rs231775 SNP eta OSren asoziazioa aztertzen zituzten artikuluak
topatzeko bilaketa sistematikoa eta meta-analisia egin genuen MDMZ2 genearen SNPen

azterketako metodoa jarraituz (2.4 atalean).
Kasu honetan, bilaketa estrategia hurrengo hauek izan ziren:

1. ("bone tumor" or osteosarcoma) and (polymorphism or SNP)
2. rs231775 OR +49G>A
3. (CTLA4 or "cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4") and ("bone tumor" or

osteosarcoma)

Gure bilaketa 2014ko martxoaren 25arte argitaratuta zeuden erregistro guztiak kontuan

hartu zituen.

Ondoren, gure azterketako datuak eta bilaketa sistematikoan topatutako artikuluak meta-
analisian erabili genituen. rs231775 SNPren asoziazioa OSrekin AA vs GG+GA eta modelo

alelikoarekin (A vs G) egin genuen.
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3. MIRNA GENEKIN ERLAZIONATUTAKO SNPAK

Gure helburua OSren suszeptibilitatearekin erlazionatutako adierazpen aldaketa

azaltzen dituzten miRNAk topatzea zen.

3.1 OSREN SUSZEPTIBILITATEAN ADIERAZPEN ALDAKETA AGERTZEN DUTEN
MIRNA BILAKETA

Bilaketa estrategia

miRNA adierazpen aldaketak eta osteosarkomaren suszeptibilitatearekin aztertzen
zituzten artikuluak topatzeko bilaketa sistematikoa egin genuen. Horretatako, Pubmed

(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) datubase bibliografikoa erabili genuen honako (“mir” OR

“miRNA”) AND osteosarcoma terminoak erabiliz. Gure bilaketa 2014ko uztailaren 22arte

argitaratuta zeuden erregistro guztiak kontuan hartu genituen.

Inklusio eta esklusio irizpideak

Bilaketa honen helburua miRNA adierazpen ezberdintasunak aztertzen zituzten
artikuluak topatzea zen. Zehazki, adierazpen ezberdintasunak OS pediatrikoa gaixoen hezur
osasuntsua indibiduo osasuntsuen hezur osasuntsuarekin konparatzen zituzten artikuluak

topatzea zuen helburu.

Lehengo fasean artikuluen laburpenaren irakurketan oinarritu zen. Fase hau ez gainditzeko

arrazoiak edo esklusio irizpideak hauek dira:
a) Datubasearen artikulua.
b) Beste gaixotasun bat aztergai izatea.
c) Gizakia ez den beste organismo edo lerro zelularretan egindako lanak.
d) miRNAen itu geneen bilaketa ikertzen zituzten artikuluak.

e) Beste argitalpen mota bat izatea: berrikuspenak, editoreari igorritako gutunak, meta-

analisiak etab.
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f) Beste kokapen genomiko bat aztertzea: Beste gene edo beste ncRNA geneak aztertzen

dutenak.

g) miRNAen jokamoldea farmakoen aurrean aztertzen zutenak.

h) Ez dute suszeptibilitatea aztertzen: Azterketa farmakogenetikoak, farmakoei erantzuna,

pronostiko, biziraupena eta toxizitate azterketak kategoria honetan kokatu genituen.

Laburpenik ez zuten artikuluak zuzenean bigarren fasera pasatu genituen. Bigarren
fasean artikulu osoaren edukian oinarritu ziren. Kasu honetan, esklusio irizpide berdinak erabili
ziren, bi gehituz: (1) OS pediatrikoa (<34 urte) aztertzen zituztenak eta (2) Testu osoa ez zuten
artikuluak. Horrez gain, artikulu hauen erreferentziak aztertu genituen, guk erabilitako
datubasetan indexatuta ez zeuden eta gure inklusio irizpideak bete zitzakeen artikuluak

bilatzeko.

Bilaketa bibliografikoa eta artikulu hautaketa bi ikertzailek egin zuten modu
independentean eta ezadostasunak bi ikertzaileek bat etorri arte argitu ziren. Prozesu guztia
bilaketa sistematikoan grafikoki adierazi zen fluxu-diagrama edo flow-chart, ingelesez bidez

(emaitza atalean).

Datu erauzketa

Artikulu bakoitzetik argitalpen urtea, egileen izenak, etnia, paziente eta kontrol
kopurua, miRNA adierazpen tendentzia eta adiergazgarritasun balioa bildu genituen aztertu

ziren miRNA guztietan.

3.2 MIRNA PROZESAMENDU GENEEN SNPEN AZTERKETA

3.2.1 MIRNAEN PROZESAMENDU-GENEEN ETA SNPEN HAUTAKETA

MiRNAren prozesamenduan parte hartzen duten gene guztiak, 21 gene guztira,
aukeratu ziren. Bibliografiaren azterketa sakona egin zen (“microRNA-machinery genes” OR
“microRNA Biosynthesis Pathways”) terminoekin, zenbait errebisio artikuluetatik bildu

genituen (72, 139) (10. taula).
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10 taula. miRNA prozesamenduan parte hartzen dituzten geneak.

MIRNA PROZESAMENDU-GENEAK

RISC KONPLEXUA GENIM KONPLEXUA GENIM3
GENIMA4
GENIM5
AGO EIF2C1
EIF2C2
HIwI
CCR-NOT KONPLEXUA CNOT1
CNOT2
CNOT3
CNOT4
CNOT5
CNOT6
GW182 TNRC6A
TNRC6B
SND1 SND1
DROSHA/DGR8 DGCR8 DGCRS8
DROSHA DROSHA
DICER KONPLEXUA XPO5 XPO5
RAN RAN
DICER DICER
TRBP TRBP

Hogeitabat gene hauetan 72 SNP hautatu ziren hurrengo irizpide hauek jarraituz (a)
r’>0.8 duten tagSNPak, hautatutako gene guztien aldakortasun genetikoa kontuan izateko.
TagSNPen aukeraketarako nazioarteko HapMap proiektuaren datubasea (24. bertsioa;
http://www.hapmap.org) eta Haploview softwarea (4.2 bertsioa;
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) (Broad Institute, Cambridge, USA) erabili ziren;

(b) Efektu funtzional potentziala zuten SNPak aukeratu genituen: aa aldaketa, moztitsasketa
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alternatiboa, geneen promotorean dauden transkripzio-faktoreen lotura unean kokatuta
zeuden SNPak eta miRNAen itua sortu/ezabatzen dituzten SNPak. SNPen efektu funtzionala, F-
SNP (http://compbio.cs.queensu.ca/F-SNP/) (Queen’sUniversity, Kingston, Canada), FastSNP
(http://fastsnp.ibms.sinica.edu.tw) (Academia Sinica, Taipei, Taiwan) eta Patrocles

(http://www.patrocles.org/) (University of Liége, Belgium). (c) Gainera, bibliografian

minbiziarekin asoziatutako SNPak ere hautatu genituen.

Aukeratutako SNPen alelo minimoaren maiztasuna (AMM) populazio europearra eta

kaukasikoan %5a baino handiagoa (AMM=0,05) zuten (11. Taula eta 10 taula osagarria).

11. taula. MiRNA prozesamendu-geneen SNP hautaketa.

Genea SNPak

CNOT1 rs11644694, rs11866002, rs37060

CNOT2 rs10506586

CNOT3 rs42318

CNOT4 rs1003226, rs3763425, rs3812265

CNOT6 rs11738060, rs6877400

DGCR8 rs1640299, rs35987994, rs3757, rs417309, rs9606248

DICER1 rs1057035, rs1209904, rs13078, rs3742330"

DROSHA rs10035440, rs10719, rs17408716, rs2287584, rs3792830, rs3805500, rs4867329,
rs493760, rs55656741, rs639174, rs6877842, rs6884823, rs7735863

ElIF2C1 rs595961, rs636832

EIF2C2 rs2292778, rs2293939, rs4961280

GEMIN3 rs197388, rs197412, rs197414, rs563002

GEMIN4 rs1062923, rs2740348, rs34610323, rs3744741, rs7813, rs910924

GEMIN5 rs1974777, rs6865950, rs816736

PIWIL1 rs1106042

RAN rs11061209, rs14035

SMAD5 rs3764941, rs3764942

SND1 rs17151639, rs17676986, rs322825, rs3823994

TNRC6A rs6497759

TNRC6B rs139919, rs2413621, rs470113, rs4821943, rs9611280

TARBP2P rs784567

XPO5 rs1106841, rs2227301, rs2257082, rs34324334, rs7755135
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3.2.2 MIRNA PROZESAMENDU GENEEN SNPEN GENOTIPAZIOA

miRNA prozesamendu-geneen genotipazioa Euskal Herriko Unibertsitateko (UPV/EHU)
Zerbitzu Orokorretan (SGIKER) egin genuen Tagman Open Array teknologiaren bitartez Applied

Biosystems (Foster City, CA) etxeak ematen dituen argibideak jarraituz.

Tagman Open Array genotipazio plataformak 3072 nanoporodun array-etan SNP-en
genotipaziorako Tagman entseguak zituen. Nanoporo bakoitzean SNP bakoitzaren zundak
(erreakzioa bakoitza independentea da) kokatzen dira eta horregatik, teknologia honek bai

SNP eta lagin kopurua aldetik diseinu aukera anitza aurkezten dizkigu.

Tagman zundak diseinua PCR produktuen ekoizpena neurtzeko gaitasuna dute
fluorokromo bi bidez markatuta dauden zunda sistema erabilizz fluoroforotako bat
5’muturrean (ingelesez, reporter) eta 3’'muturrean fluoreszentzia igorpena blokeatzen duen
beste molekula (ingelesez, quencher). Markatutako zunda hau espezifikoki hibridatzen da PCR
produktuaren erdiko partean. Beraz, PCR-a egiten denean (hasle bikotea eta zundarekin
batera), zunda anplikoiarekin hibridatzean da, baina fluorofoa eta quencher molekula hurbil
egoteagatik ez da fluoreszentziarik igortzen. Beraz, fluoreszentzia anplikoi kantitatearekin

erlazionatuta dago (16. irudia).

Floureszentzia “Real Time ABI PRISM 7900 sequence detector” tresnarekin detektatu
genuen. Beraz, SNP bakoitzarentzat genotipo bakoitzak floureszentzia espezifikoa du: berdea,
1 aleloarentzat homozigotoa (5'muturrean VIC flouroforoa), urdina, 2 aleloaretzat

homozigotoa (5"'muturrean FAM fluoroforoa) eta horia, heterozigotoen kasuan (16. irudia).

Allele
Legend
W@ | fﬂ .”""'mn
Il \I | M1 @ vicedye
Match Mismatch ® FAM™ dye
i . @ Quencher
Allele \Q %
ﬁ@' | 0 () IO (e,
WIS T o IR Foymese
Match Mlsmatch GRI5EE

16 irudia. Tagman zunda bidezko polimorfismoen genotipazioaren adierazpena (140).

Genotipazioaren emaitzak “Tagman Genotyper” softwarearen bitartez cluster eta
calling analisiak egin genituen (17. irudia). Clustering-a fluoreszentzia seinalean oinarrituz

laginen taldekatzea da. Calling-a lagin bakoitzari genotipoa ezartzea da.
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17 irudia. Tagman Genotyper softwarearen bitartez cluster eta calling analisien adierazpena. AA
indibiduoak gorriz, AG berdez eta GG urdinez adierazten ziren. Genotipazioa akatsak izan zitutzen
indibiduoak horiz eta zuriak urdin argiz.

Genotipazioan zehar errepikatutako 10 lagin kontrol sartu ziren kontrol moduan. Fase
honetan. zenbait SNP analisitik baztertu ziren: transmisio aleliko mendelianoan akatsak eta

genotipo diskordanteak zituztenak baztertu ziren.

3.3 MIRNA GENEEN SNPEN AZTERKETA

3.3.1 MIRNA GENEN ETA SNP-HAUTAKETA

OS pediatrikoaren suszeptibilitatean miRNAen adierazpen aldaketak aztertu zituen
ikerketa lanik ez zen aurkitu. Beraz, pre-miRNA guztien aldakortasun genetikoa aztertu zen,

honakoa kontuan izanda:

1. Pre-miRNAen seed gunean dauden SNPak miRNA-mRNA elkarrekintza desorekatu

dezake edota miRNA-en itu geneak aldatu.

2. Pre-miRNAen dauden SNPak bere prozesamenduan edota mMiRNA-mRNA

elkarrekintza desorekatu ere (141).
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3. miRNAk gene kopuru handia erregulatu ditzakete, eta ondorioz, osteosarcoma
pediatrikoaren arriskuan parte hartzen duten geneen erregulazioan inplikatuta egon daiteke

miRNAK.

4. pre-miRNA guztietan dauden SNP (AMM %1 baino handiagoa) kopurua.

Deskribatutako pre-miRNA guztiak miRBase datubasetik (http://www.mirbase.org/)

(bilaketaren amaiera-data: 2013 Martxoa) lortu genituen eta miRNASNIPER datubasearen

(http://www.integratomics-time.com/miRNAs-SNIPER/)  bitartez, pre-miRNA guztietatik

polimorfikoak zirenak adierazten zigun. Ondoren, SNP guztiak dbSNP datubasean

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) bilatu genituen AMM-a topatzeko. Populazio kaukasikoan

AMMa %1 (AMM> 0,01) zuten SNPak aukeratu genituen.

3.3.2 PRE-MIRNA GENEEN SNP GENOTIPAZIOA

Pre-miRNAtan dauden SNPen genotipaziorako Illumina etxeko VeraCode-ko
GoldenGate teknologia erabili zen Centro Nacional de Genotipado-n (CeGen-ISCIII) burutua.
Plataforma honek PCR multiplex entseguak egitea ahalbidetzen du. PCR multiplex bidez SNP
kopuru handia prozesatu daiteke aldi berean (1536 baino gehiago) hori dela eta denbora,

erreaktibo kopurua eta prozesurako beharrezko material kopurua murrizten da.

GoldenGate entseguak zenbait pausu dauzka. Lehenik eta behin, DNA biotina edo
Estreptavidinarekin (250ng DNA 50 ng/ulL-tan) markatzen da. Marka hau hurrengo pausuan
SNP bakoitzerako hasle espezifikoak DNAri lotzeko beharrezkoa da. Zehazki, 3 hasle
diseinatzen dira: haietako bi espezifikoak dira SNParen aleloentzat (ASO, alelle-specific
oligonucleotide) eta gainontzeko haslea SNParen locusetik zenbait base ur-behera lotzen da
(LSO, locus-specific oligonucleotide). LSO hasleak SNP bakoitza identifikatzen duen kodea du.
Hurrengo pausua ASO hasletatik LSO haslera luzatzea da hasle unibertsalekin egindako PCR
bidez. Hasle hauek koloratzaile ezberdinekin tindatuta daude ASO bakoitzerako (Cy-3 eta Cy-5).
Horrela, SNPen alelo bakoitza identifikatu daiteke. Produktu hauek matrize edo euskarri batera

lotuz SNP bakoitza seinale fluoreszentearen bitartez analizatu daiteke (18. irudia).
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18. irudia. GoldenGate entseguaren eskema.

3.3.3 MIRNAEN BIGARREN MAILAKO EGITURAREN IRAGARPENAREN ANALISIA IN
SiLicO

SNPek miRNA egituran sor ditzaketen aldaketak iragartzeko in silico analisia egin

genuen miRNASNP tresna bioinformatikoa (versién 2) (http://www.bioguo.org/miRNASNP/)

erabiliz.

4. ANALISI ESTATISTIKOAK

Lehenik eta behin, genotipazio arrakasta kalkulatu zen SNP bakoitzerako Haploview

software-a erabiliz (4.2 bertsioa).

Asoziazio analisia egin baino lehen SNPek HWO betetzen zuten kalkulatu genuen. HWO
kontrol populazioan kalkulatzen da populazio orokorraren aleloen frekuentziak dituzten ala ez
zehazteko. HWOren printzipioak populazio orokorrean topatu behar genituzken genotipoen
frekuentziak zehazten dizkigu. Hala ere, badaude populazio orokorrean gerta daitezken zenbait
fenomeno genotipoen frekuentzien desbidapena gertatzeko: genotipazioan akatsak,
odolkidetasuna indibiduoen artean edo aleloen hautespen fenomenoren bat. HWO ¥’ testaren

edo Fisher test zehatzaren bitartez kalkulatu zen. Adierazgarritasun maila 0,05 izan zen.
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Asoziazio analisiaren magnitudea odds ratio (OR) eta %95ko konfidantza tartearen
(%95KT) bitartez estimatu genuen. Frekuentzia genotipikoen konparaketa kasu eta kontrolen
artean erregresio logistikoaren bitartez kalkulatu genuen 5 herentzia eredu genetiko erabiliz:
alelikoa, kodominantea, dominantea, errezesiboa eta aditiboa. Eredu alelikoak aleloetako
batek arriskua sortzen duela postulatzen du; eredu kodominanteak genotipo bakoitzak
gaixotasunarekiko arrisku ezberdina (baina ez gehigarria) ematen diola postulatzen du; eredu
dominanteak arrisku aleloaren kopia bakarra edukitzea nahikoa da arriskua aldatzeko; eredu
errezesiboan arrisku aleloaren bi kopiak beharrezkoak dira arriskua aldatzeko; eredu aditiboak
aleloek efektu gehigarria dutela postulatzen dute (142). Frekuentzia alelikoen konparaketa
kasu eta kontrolen artean x2 testaren bitartez kalkulatu genuen. Bai frekuentzia genotipiko bai
alelikoetan adierazgarritasun maila 0.05 finkatu zen. Aztertzen zen honetan zen SNP kopurua
altua zenez eta beraz, konparazio kopuru handia egiten zenez positibo faltsuak agertzea
probableagoa da. Hori dela eta, adierazgarritasun balioak bi metodo bidez zuzendu ziren: False
discovery rate (FDR) metodoa, SNP adierazgarrien kopurua kontuan hartzen dituena eta
Bonferroni metodoa, aztertutako SNP guztiak kontuan hartzen dituena. Azken metodo hau
zorrotzagoa da (143). Analisi hauek R (“the R Foundation for Statistical Computing” 3.0.3

bertsioa) software estatistikoarekin egin ziren SNPAssoc liburutegi erabiliz.
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1. LITERATURAN OSREN SUSZEPTIBLITATEAREKIN
ASOZIATUTAKO SNPEN BALIDAZIOA

OSren arriskua aztertu zuten gene kandidatu artikuluen bilaketa egin ondoren,
rs2279744 eta rs1690916 SNPak MDMZ2 genean eta rs231775 SNPa CTLA4 genean OSren
suszeptibilitatearekin bi artikulu baino gehiagotan asoziatutako SNP bakarrak dira. Hiru SNP
hauek OSren arriskuaren markatzaile potentzial bakarrak dira, hori dela eta, SNP hauen

balidatzea erabaki genuen.

1.1 MDM2 GENEAREN rs1690916 ETA rs2279744 SNPAK OS
ARRISKUAREN ASOZIAZIO-ANALISIA

MDM_?2 genearen rs1690916 eta rs2279744 SNPak OSren arriskuarekin asoziatuta
zeuden ala ez egiaztazteko Europako OS populazioetan (Espainia eta Eslovenia) kasu-kontrol

azterketa.

1.1.1 LAGINA

0S 139 kasu (n= 99 espainiar eta n=40 esloveniar) eta haien kontrolak (n=167 eta n=92,
hurrenez hurren) aztertu ziren. Pazienteen batazbesteko adina 14,69 urte (3-69 urteko heina).

OS kasuetan gizonezko gehiago zeuden 1,16:1 proportzioan (12. taula).
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12. taula. MDM?2 genearen azterketan parte hartu duten OS pazienteen eta kontrolen

adin eta sexu banaketa.

Totalak Kontrolak Kasuak
Parte-hartzaileak (n) 398 259 139
Jatorria (n;%)
Espainia 266 (66,83) 167 (64,48) 99 (71,22)
Eslovenia 132(33,17) 92 (35,52) 40 (28,78)
Adina (bte; de)*
Espainia - 42,29 (9,97) 14,69 (5,13)
Eslovenia - 46,52 (9,24) 23 (15,89)
Sexua (e/g/de)*
Espainia 100/145/21 61/91/15 39/54/6
Eslovenia 52/79/1 31/61 21/18/1

Laburdurak: n, norbanako kopurua; de, desbiderapen estandarra; e, emakumeak; g, gizonezkoak; de, daturik ez; bte,

batazbeste. * Partehartzaile batzuren adin eta sexu datuak falta ziren.

1.1.2 GENOTIPAZIO ARRAKASTA

Genotipazio arrakasta %96,5koa zen rs1690916 polimorfismoarentzat (126 kasu y 258

kontrol) eta %94,5koa rs2279744 polimorfismoarentzat (120 kasu eta 256 kontrol). Frekuentzia

genotipikoak control taldean HW orekan zeuden (p>0,05).

1.1.3rs1690916 SNPA ETA OS ARRISKUAREN ASOZIAZIO-ANALISIA

MDM?2 genearen rs1690916 SNParen asoziazioa ez zen esangarria ez populazio

espainiarrean ezta esloveniarrean ere frekuentzia alelikoen bitartez kalkulatu zenean.

Populazio biak gehitzean ere ez zen asoziazio esangarririk topatu (13. Taula).
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13. taula MDM_2 genearen rs1690916 polimorfismoaren eta OS arriskuaren maiztasun
alelikoen bidezko asoziazio analisiaren emaitzak.

Populazioa AM MAF Aleloak N (%) kontrolak N (%) kasuak OR (%95KT) P
G 220 (65,9) 125 (63,1)
Espafia A 0,34 A 114 (34,1) 73 (36,9) 1,13 (0,78-1,63) 0,57
Totalak 334 (100) 198 (100)
G 103 (56,6) 23 (42,6)
Eslovenia A 0,43 A 79 (43,4) 31(57,4) 1,76 (0,95-3,25) 0,09
Totalak 182 (100) 54 (100)
G 323 (62,4) 148 (58,73)
Todas A 0,37 A 193 (37,26) 104 (4,13) 1,18 (0,86-1,62) 0,30
Totalak 516 (100) 252 (100)

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; MAF, alelo txikienaren maiztasuna; OR,
Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea.

Bestalde, frekuentzia genotipikoen bidezko asoziazio-analisiek ere ez zuten asoziaziorik
topatu ez populazio espainiarrean ezta esloveniarrean (p>0,05, eredu genetiko guztietan).

Populazio biak gehitzean ere ez zen asoziazio esangarririk topatu (14. Taula).
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Tabla 14. MDM?2 genearen rs1690916 polimorfismoaren eta OS arriskuaren maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio analisiaren emaitzak.

Populazioa AM Genotipoa N(%)kontrolak N (%) kasuak  OR (IC 95%) kod P kod OR(IC 95%) errez P errez OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log P log
GG 73 (43,7) 38 (38,4) 1
- GA 74 (44,3) 49 (49,5) GG/GA GG
Espainia A AR 20(12,0) 12 (12,1) i,i; Eg,;i;ég 0,68 AA 1,01 (0,47-2,17) 0,97 GA/AA 1,25 (0,75-2,07) 0,39 1,13 (0,78-1,63) 0,52
Totalak 167 (100) 99 (100) ! ! !
GG 26 (28,6) 3(11,1) 1
) GA 51 (56,0) 17 (63,0) GG/GA GG
Eslovenia A AA 14 (15.4) 7(25.9) i,gg Eg;?jg;g; 0,11 AA 1,92 (0,69-5,40) 0,22 GA/AA 3,20 (0,89-11,55) 0,05 1,98 (0,99-3,96) 0,05
Totalak 91 (100) 27 (100) ! ! !
GG 99 (38,4) 41 (32,5) 1
. GA 125 (48,4) 66 (52,4) GG/GA GG
CIER A A 34 (13,2) 19 (15,1) ig; :g'gg_i'gg; 053 pa117 (0,64-2,15) 061 Ga/an1,29 (0,82-2,02) L s
Totalak 258 (100) 126 (100) ! ! !

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea; dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-aditiboa.

299



1.1.4 rs2279744 SNPA ETA OS ARRISKUAREN ASOZIAZIO-ANALISIA

MDM?2 genearen rs2279744 SNParen asoziazioa ez zen esangarria ez populazio

espainiarrean ezta esloveniarrean ere frekuentzia alelikoen bitartez kalkulatu zenean.

Populazio biak gehitzean ere ez zen asoziazio esangarririk topatu (p>0,05) (15. Taula).

15.taula MDM2 genearen rs2279744 polimorfismoaren eta OS arriskuaren maiztasun alelikoen

bidezko asoziazio analisiaren emaitzak.

Populazioa AM MAF Aleloak N (%) kontrolak N (%) kasuak OR (%95KT) P
T 202 (61,6) 125 (66,5)
Espainia G 0,38 G 126 (38,4) 63 (33,5) 0,81 (0,55-1,18) 0,30
Totalak 328 (100) 188 (100)
T 118 (64,1) 36 (69,2)
Eslovenia G 0,36 G 66 (35,9) 16 (30,8) 0,79 (0,38-1,60) 0,62
Totalak 184 (100) 52 (100)
T 320 (62,5) 161 (67,1)
Biak G 0,38 G 192 (37,5) 79 (32,9) 0,81(0,58-1,14) 0,25
Totalak 512 (100) 240 (100)

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; MAF, alelo txikienaren maiztasuna; OR,

0Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea.

Bestalde, frekuentzia genotipikoen bidezko asoziazio-analisiek ere ez zuten asoziaziorik

topatu ez populazio espainiarrean ezta esloveniarrean

Populazio biak gehitzean ere ez zen asoziazio esangarririk topatu (16. Taula).

(p>0,05, eredu genetiko guztietan).
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16.taula MDM?2 genearen rs2279744 polimorfismoaren eta OS arriskuaren maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio analisiaren emaitzak.

Populazioa AM Genotipoa N (%) kontrolak N (%) kasuak OR (IC95%) kod P kod OR(IC 95%) errez P errez OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log P log
T 65 (39,6) 44 (46,8) 1
L GT 72 (43,9) 37(39,4) TT/GT uu
SpEe GG 27 (16,5) 13 (13,8) g';f :gggiig 053 Geosi(040167) 7  G6T/66075(0451,0) 26 0B2(057L18) 029
Total 164 (100) 94 (100) et
™ 40 (43,5) 11(42,3) )
. GT 38 (41,3) 14 (53,8) TT/GT ™
Eslovenia G GG 14 (15,2) 1(3,8) o Eg'ggj'ié; 019 60220003178 % 61/ee1,05(043253 092 0E0(0AzL4) 050
Total 92 (100) 26 (100) o5 BES
™ 105 (41) 55 (45,8) L
: GT 110 (43) 51 (42,5) TT/GT ™
Biak e GG 41 (16) 14 (11,7) e Eg'zg_i':g 046 GGo69(036133) ¥ Ger/ee0sa053127) 38 083(061113) 023
Total 256 (100) 120 (100) s

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea; dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-aditiboa.
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Laburbilduz, ez zen asoziazio esangarririk topatu MDM2 geneen rs1690916 eta
rs2279744 SNPen eta OS arriskuaren artean. Emaitza hauek literaturan topatutakoekin

kontraesanean zeuden (33, 35), baita duela gutxi bi SNP hauek aztertzen zituen MArekin (151).

Hori dela eta, MDM2 genearen polimorfismo hauek OSren arriskuarekin aztertutako
artikuluen irakurketa kritikoa egitea erabaki genuen. Horrez gain, azterketa hauekin eta

genotipatutako populazioekin meta-analisi berria egitea erabaki genuen.
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1.2 MDM2 GENEAREN rs1690916 ETA rs2279744 SNPEN BILAKETA
BIBLIOGRAFIKOA ETA META-ANALISIA

1.2.1 rs1690916 ETA rs2279744 SNPEN ETA OS SUSZEPTIBILITATEAREN AZTERKETEN

BILAKETA BIBLIOGRAFIKOA

Bilaketa bibliografikoa Pubmed eta Scopus datubaseen bitartez egin genuenean 1371

artikulu identifikatu genituen. Duplikazioak kendu ostean 838 artikulu geratu ziren. Artikuluen

laburpenak irakurri ostean 785 artikulu baztertu ziren inklusio irizpideak betetezen ez

zituztelako, 53 artikulu oso irakurriz. Hauetatik, lau artikuluk rs1690916 edo/eta rs2279744

OSren arriskuaren asoziazioa aztertu zuten (19. lrudia).

Inzpldeak batstzan difusn
artlkuluak
[k=4)

19.irudia. Hautatutako artikuluen fluxu-diagrama.

(“bane tumor” OR re 1690916 (MDM2 OR “murine
osteosarcoma) AND double minute 27) —
AND rs2279744 AND .
{polymorphism® AND ["bone tumor” OR =)
OR SHP*) T3095 ostecsarcoma) ;-T;h
w
. - ™
Pubmed (k=280) Pubmed (k=82) Pubmed (k=201} E
Scopus (k=428) Scopus (k=32) Scopus (k=288)
h v
T
! Baztertutako arilkuluak
{k=TES)
Identifikatutako artikuleak - Bestelalo argtapana (k=155)
Pupmed (k=563] R
SC00Us (k=80E) - Beste galwotasunak amaru (k=203)
- Gizaklak ez o3 amerzen (k=25 I
- Ez dago Ingeieses Idamia (k=21) g
# | - B=st= kokapen geromikoa (k= 165) o
v - Btz fekrika (1-23) a
. 241 [i7]
Blkolztutako sta Beste aktaera genelikioa (k-24) >
baztertu esteko artikulu - Bz suezepiilitatenk azemy (k=54) &
Kopurua -1.380. urtea balno lehanekoa (k=33)
k=838)
S
L ] —
Irakurtzeko artlkuly caoak Bazieriutako artlkuwlu osoak
(k=53] (k=48]
- Besteiako argiapena (k=35 E
- Beste kokapen genomikoak=3) =
- Gerotpoak &2 eskuragar (k= 4) E
— % | - AMTKUU 22 esluragaTiai=1) m
=1
' S
c
=
w
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1.2.2 META-ANALISIA

rs1690916 eta rs2279744 SNPen meta-analisirako sei populazio erabili ziren: haietatik
lau bilaketa bibliografikotik lortu ziren (errusiarra, amerikarra, australiarra eta italiarra) eta

aurreko asoziazio-analisiko emaitzak (populazio espainiarra eta esloveniarra).

1.2.2.1 rs1690916 SNParen meta-analisia

rs1690916 SNParentzat jatorri errusiarra, amerikarra, espainiarra eta esloveniarra
zuten populazioak erabili ziren. Genotipoen banaketa kontroletan HW orekan zeuden (p>0,05).
SNP hau aztertzen zuten artikuluak kalitate eskala gainditu zuten (> 5 balioa) (1. Taula

osagarria).

Maiztasun alelikoen bitartez egindako asoziazio-analisian emaitza esangarria izan zuen
populazio bakarra, amerikarra izan zen (p=0,002)(17. Taula). Populazio honetan, A aleloak OS

arriskua txikitzen zuen (OR=0,61; %95KT: 0,45-0,84).

17. taula MDM2 genearen rs1690916 SNParen maiztasun alelikoen bidezko asoziazio-analisia
meta-analisiko artikuluetan.

Populazioa  Niontrolak  Nkasuak AM  Friontrolak  FFkasuak OR (%95KT) P Erref Urtea
Espafa 167 99 A 0,34 0,37 1,13(0,78-1,63) 0,57 2015 (PE)
Eslovenia 91 27 A 0,43 0,57 1,76 (0,95-3,25) 0,08 2015 (PE)
Rusia 86 24 A 0,47 0,31 0,51(0,26-1,01) 0,06 (36) 2012
EEUU 1416 96 A 0,42 0,31 0,61(0,45-0,84) 0,002* (35) 2011

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; MAF, alelo txikienaren maiztasuna; OR, Odds
Ratio; KT, Konfidantza-tartea; N, kopurua; Fr., maiztasun alelikoa; PE: Gure azterketa; Erref: Erreferentzia; *
Esangarria.

Maiztasun genotipikoen analisian, bi populaziok (amerikarra eta errusiera) emaitza
esangarriak izan zituen (18. Taula). Populazio amerikarraren kasuan, rs1690916 esangarria
izan zen eredu genetiko guztietan. Emaitzarik esangarriena eredu log-aditiboan lortu zen (AA
vs AG vs GG). AA genotipoak OS arriskua murrizten zuen OR=0,61 (%95KT: 0,45-0,84; p=
0,002). Populazio errusiarrean GA/AA genotipoak OS arriskua murrizten zuen eredu

dominantean (OR=0,37; %95KT: 0,14-0,93; p= 0,04).
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18 taula. MDM2 genearen rs1690916 polimorfismoaren eta OS arriskuaren maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio analisiaren emaitzak meta-

analisien artikuluetan.

N(%)

N(%)

1 1 0, 0, 0, 0,
Populazioa AM Genotipoa Kontrolak kasuak OR (IC 95%) kod P kod OR(IC 95%) errez P errez OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log Plog Eref Urtea
GG 73 (43,7) 38 (38,4) X
i GA 74 (44,3) 49 (49,5) GG/GA GG 2015
Rl AA 20 (12,0) 12 (12,1) ﬁ; zggiiéi; 067 aa101(047217) % Gama1as(ors20n 03 LI3(078LE) 052 (PE)
Totalak  167(100) 99 (100) i
GG 26 (28,6) 3(11,1) .
. GA 51(56,0) 17 (63,0) GG/GA GG 2015
Eslovenia AA 14 (15,4) 7(259) st Eg'ggjg'g 011 an192(069540) %2 Gama320 (0891155 005 198(0993.96) 005 (PE)
Totalak 91 (100) 27 (100) ! ! !
GG 23(26,7) 12 (50,0) L
: GA 45 (52,3) 9(37,5) GG/GA GG
Errusia AA 18 (20,9) 3(12,5) g':g Eg';g_i'gi; 010 rn054(0,14201) >33 Ga/AA037(014-093) 04 051(025101) 005 (36) 2012
Totalak 86 (100) 24 (100) S
GG 468(33,1)  44(458) .
GA 691488) 44 (458) GG/GA G/G
AEB AA 257(18,1) 8 (83) g’gg Eg’ig_é’gi’; 0006 anoa1(020086) %%  Gammoss(03s0ss 001 061045084 0002 (33) 2011
Totalak 1416 (100) 96 (100) =2

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea; dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-aditiboa, Eref, Erreferentzia, PE: Gure

azterketa;
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Hortaz, populazio amerikarra OSren arriskuarekin asoziaturik agertu zen eredu

genetiko guztietan (18.taula).

Maiztasun alelikoen bidezko meta-analisian, A aleloak OS arriskua populazioaren
arabera areagotu edo murrizten zela behatu genuen; Espainiako eta Esloveniako
populazioetan A aleloak arriskua ematen zuen bitartean (OR>1), Errusia eta Ameriketako
populazioetan A aleloa babesekoa zen (OR<1). Pisuari (W balioa eta karratu batekin
adierazita forest plot-ean) dagokiola eredu alelikoan, populazio amerikarrak (%29,4) eta

espainiarrak (%28,2) pisurik handiena zuten meta-analisian (20. Irudia).

Modelo alélico

A G Odds Ratio

Study Events Total Events Total OR 95%-Cl W({random)
Espafia 73 187 125 345 L 1.13 [0.78:1.63] 28.2%
Eslovenia 31 110 23 126 T 1.76 [0.95;3.25] 22.0%
Rusia 15 96 33 124 —— 0.51 [0.26;1.01] 20.5%
Estados Unidos 60 1265 132 1759 i 0.61 [0.45;0.84] 29.4%
Random effects model 1658 2354 @> 0.89 [0.54: 1.45] 100%
Heterogeneity: [squared=78.1% :

Modelo codominante AA GG
Study Events Total Events Total . OR 95%-Cl W(random)
Espafia 12 32 38 111 —.,— 115 [0.51; 2.61] 28.8%
Eslovenia 7 21 329 i 433 [0.97:19.43] 20.4%
Rusia 3 21 12 35 —— 032 [0.08: 1.31] 21.5%
Estados Unidos 8 265 44 512 —.— 033 [0.15; 0.71] 29.3%
Random effects model 339 687 GS:‘ 0.80 [0.28: 2.29] 100%
Heterogeneity: I-squared=75%

Modelo recesivo i GGiGA
Study Events Total Events Total X OR 95%-Cl W{random)
Espaiia 12 32 87 234 + 1.01 [047:2.17] 29.6%
Eslovenia 7 21 20 97 - 1.92 [0.69;540] 22.8%
Rusia 321 21 89 4F7 0.54 [0.14:2.01] 17.3%
Estados Unidos 8 265 88 1247 + 0.41 [0.20:0.86] 30.3%
Random effects model 339 1667 ¢> 0.80 [0.40: 1.60] 100%
Heterogeneity: I-squared=55.6% ’

Modelo dominante

AA+GA GG
Study Events Total Events Total . OR 95%-Cl W{random)
Espaiia 61 155 38 111 - 125 [0.75; 2.07] 30.2%
Eslovenia 24 89 329 f4.—> 3.20 [0.89:11.55] 16.1%
Rusia ) 12 75 12 35 —-— 037 [0.14: 093] 21.8%
Estados Unidos 52 1000 44 512 - 058 [0.38; 0.88] 31.9%
Random effects model 1319 687 B el 0.87 [0.44: 1.74] 100%
Heterogeneity: I-squared=75.8% :
| — T -

0102 05 1 2 5 10

20.irudia rs1690916 polimorfismoaren meta-analisia.

Polimorfismo honen meta-analisian heterogeneitatea altua zen (%>75) eredu
alelikoan, kodominantean eta dominantean (20. Irudia). Heterogeneitatearen jatorria zein zen
jakiteko influentzia-analisia egin genuen. Analisi honen arabera, ez zegoen OR balio globalean
eraginik zuen populaziorik beraz, populazioak ez zuten modu indibidualean heterogeneitatean

eragiten (3. Taula osagarria).

306



Meta-analisiaren azken emaitzaren arabera, rs1690916 polimorfismoa eredu genetiko

guztietan OS arriskuarekin asoziatuta ez zegoela adierazten zuen (20. Irudia).

1.2.2.2 rs2279744 SNParen meta-analisia

rs2279744 SNParen meta-analisian jatorri amerikarra, australiarra, italiarra, espainiarra
eta esloveniarra zuten populazioak erabili ziren. Genotipoen banaketa kontroletan HW orekan
zeuden (p>0,05). Artikulu guztiek kalitate-analisia gainditu zuten populazio australiarrak izan
ezik. Kalitatearen ebaluazioaren (balioa=4) arabera artikulu honetan erabilitako control

taldearen kalitate baxua dela eta (2. Taula osagarria).

Maiztasun alelikoen bitartez egindako asoziazio-analisian emaitza esangarria izan zuen
populazio bakarra, italiarra izan zen (p=0,002)(19. Taula). Populazio honetan, G aleloak OS

arriskua handitzen zuen (OR=1,53; %95KT: 1,16-2,02).

19. taula MDM?2 genearen rs2279744 SNParen maiztasun alelikoen bidezko asoziazio-analisia
meta-analisiko artikuluetan.

Populazioa Niontrolak  Nkasuak  AM  Friontrolak  FFkasuak OR (%95KT) P Erref Urtea
Espafia 164 94 G 0,38 0,33 0,81(0,55-1,19) 0,29 2015 (PE)
Eslovenia 92 26 G 0,36 0,31 0,80(0,38-1,60) 0,62 2015 (PE)
AEB 1416 95 G 0,36 0,42 1,31(0,96-1,78) 0,09 (35) 2011
Australia 37 17 G 0,3 0,38 1,46 (0,56-3,71) 0,39 (34) 2011
Italia 250 201 G 0,34 0,44 1,53(1,16-2,02) 0,002* (33) 2011

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; MAF, alelo txikienaren maiztasuna; OR, Odds
Ratio; KT, Konfidantza-tartea; N, kopurua; Fr., maiztasun alelikoa; PE: Gure azterketa; Erref: Erreferentzia; 1:
Esangarria.

Era berean, maiztasun genotipikoen bidezko analisian, populazio italiarrak emaitza
esangarriak erakutsi zituen eredu genetiko guztietan (OR>1; p<0,05) (20. taula). Eredu
genetikorik esangarriena log-aditiboa izan zen aditivo (TT vs TG vs GG), non GG genotipoak OS
arriskua areagotu zuen de OR=1,48 %95KT: 1,14-1,92; p=0,003). Gainontzeko populazioak
(espainiarra, esloveniarra, amerikarra eta australiarra) ez zuten emaitza esangarririk izan

(p>0,05 eredu genetiko guztietan).
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20. taula. MDM2 genearen rs2279744 polimorfismoaren eta OS arriskuaren frekuentzia genotipikoen bidezko asoziazio analisiaren emaitzak meta-analisien artikuluetan.

N(%) N(%)
kontrolak kasuak

Populazioa AM Genotipoa OR (%95KT) kod P kod OR(%95KT) errez P errez OR(%95KT) dom P dom OR(%95KT) log P log Eref Urtea

™ 40435  11(423) )
. GT 38(41,3)  14(53,8) ) TT/GT ™ ) 2015
Eslovenia G GG 14(15,2) 1(3,9) é’ggzg'gg_g’%; 019 Geo22(003178) %  Gr/66105(043253 092 080042154050 (PE)
Totalak  92(100)  26(100) 00

21(56,8) 7(41,2) X
) GT 10 (27,0) 7(41,2) TT/GT i
Australia G e 6(16,2) 3(176) i,;gzg,gg_;,g;; 052 oi11(024508 O 6T/6G 188 (050-601) 020  L35(063287) 044 (34 2011
Totalak 37 (100) 17 (100) P20 e

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea; dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-aditiboa, Eref, Erreferentzia, PE:
Gure azterketa;.,
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Maiztasun alelikoen bidezko meta-analisian, G aleloa arrisku aleloa izan zen OR>1,
populazio espainiarrean eta esloveniarrean izan ezik non G alelo babesekoa izan zen (OR<1).
MA pisu gehiena izan zuten populazioak, italiarra (%28,6), amerikarra (%27,1) eta espainiarra

(%23,1) izan ziren. Heterogeneitatea %57,1-koa izan zen (21. Irudia).

Modelo alélico G T

Odds Ratio

Study Events Total Events Total . OR 95%-Cl W{random)
Espafia 63 189 125 327 0.81 [0.55;1.18] 23.1%
Eslovenia 16 82 36 154 0.79 [041;154] 12.5%
Estados Unidos 80 1090 110 1932 1.31 [097:1.77] 27.1%
Australia 13 35 21 73 146 [0.62;343] 8.7%
Italia 178 349 224 553 1.53 [1.17;2.00] 28.6%
Random effects model 1745 3039 1.16 [0.87: 1.54] 100%
Heterogeneity: I-squared=57.1%

Modelo codominante GG RS
Study Events Total Events Total ; OR 95%-Cl W{random)
Espafia 13 40 44 109 —I——~ 0.71 [0.33:153] 24.4%
Eslovenia 1 15 1§ Ble—=——— 1 — 0.26 [0.03;2.20] 6.5%
Estados Unidos 17 191 32 612 —i— 1.77 [0.96;3.27] 28.5%
Australia 39 7 28 ——®—— 150 [0.29;7.65] 10.1%
Italia 46 78 69 180 —— 2.31 [1.34;3.98] 30.5%
Random effects model 333 930 ~=p— 1.33 [0.74: 2.42] 100%
Heterogeneity: I-squared=55.6% :

Modelo recesivo GG TT+GT
Study Events Total Events Total OR 95%-Cl W{random)
Espaiia 13 40 81 218 . 0.81 [040;1.67] 23.9%
Eslovenia 1 15 25 103 «——&—————— 0.22 [0.03;1.78] 5.1%
Estados Unidos 17 191 78 1320 +—— 1.56 [0.90;2.69] 30.1%
Australia 39 14 45 e 1.11 [0.24;5.08] 8.7%
Italia 46 78 155 373 —— 2,02 [1.23;3.32] 32.2%
Random effects model 333 2059 ~ = 1.27 [0.77: 2.10] 100%
Heterogeneity: I-ssquared=47.2%

Modelo dominante GG+GT T
Study Events Total Events Total . OR 95%-Cl W{random)
Espaiia 50 149 44 109 —l~ 0.75 [045;1.24] 23.1%
Eslovenia 15 67 1 51 — 1.05 [043;253] 10.1%
Estados Unidos 63 899 32 612 - 1.37 [0.88;2.12] 28.1%
Australia 10 26 7 28 —r—=——  1.88 [059;6.01] 6.2%
Italia 132 271 69 180 -~ 153 [1.04;2.24] 32.6%
Random effects model 1412 930 <> 1.22 [0.90: 1.66] 100%
Heterogeneizy: l-squared= 30.2% :

[ T T T T 1

0102 05 1 2 5 10

21.irudia rs2279744 polimorfismoaren meta-analisia.

MAren azken emaitzaren arabera, rs2279744 polimorfismoa eredu genetiko guztietan

OS arriskuarekin asoziatuta ez zegoela adierazten zuen (21. Irudia).
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1.2.3 PUBLIKAZIOAREN ALBORAPENA

Publikazioaren alborapena Egger-ren testaren bitartez aztertu zen. Test honen bitartez,
emaitza positibo (asoziazioa topatu dutenen artean) eta emaitza negatiboen (asoziazioa topatu
ez dutenen artean) arteko simetria neurtzen du. Kasu honetan, ez genuen asimetriarik topatu
funnel plot-etan (22. Irudia), Egger-ren test-ak ez zirelako esangarriak izan (p>0,05), (1. Eta 2.
Irudi osagarriak). Emaitza hauen arabera, meta-analisietan ez zegoen publikazioaren

alborapenik.
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22.irudia Egger-ren test-en Funnel plots-ak maiztasun alelikoen konparaketetarako. a) rs1690916 SNPrako
konparaketa Avs G. b) rs2279744 SNPerako konparaketa Gvs T.
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1.3 CTLA4  GENEAREN rs231775  SNPAREN ETA OS
SUSZEPTIBILITATEAREN ASOZIAZIO-ANALISIA

CTLA4 genearen rs231775 SNPak OS arriskuan duen papera aztertzeko OS populazio

batean kasu-kontrol asoziazio-analisia egin genuen.

1.3.1 LAGINA

Populazio honetan 99 OS paziente eta 125 kontrol zeuden. Populazio honen ezaugarri

demografikoak 21.taulan adierazi dira.

21. taula CTLA4 genearen azterketan parte hartu duten OS pazienteen eta
kontrolen adin eta sexu banaketa.

Kontrolak Kasuak
Pazienteak (n;%) 125 99
Adina* (bte, de) 57,2+12,64 13,96 + 5,06
Sexua* (n; %)
Gizonezkoak 68 (57,1) 60 (60,60)
Emakumezkoak 51 (42,9) 38 (38,38)

Laburdurak: n, norbanako kopurua; de, desbiderapen estandarra; e, emakumeak; g,
gizonezkoak; de, daturik ez; bte, batazbeste. * Partehartzaile batzuren adin eta sexu
datuak falta ziren (6 kontrol eta kasu bat).

1.3.2 GENOTIPAZIO ARRAKASTA

Genotipazio arrakasta %85,26koa izan zen (66 paziente eta 125 kontrol). Maiztasun

genotipikoak control populazioan HW orekan zeunden (p>0,05).

1.3.3 rs231775 SNPAREN ASOZIAZIO-ANALISIA

CTLA4 genearen rs231775 SNParen asoziazioa ez zen esangarria populazio

espainiarrean frekuentzia alelikoen bitartez kalkulatu zenean (p>0,05) (22. Taula).
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22.taula. CTLA4 genearen rs231775 polimorfismoaren eta OS arriskuaren frekuentzia
alelikoen bidezko asoziazio analisiaren emaitzak.

AM MAF Aleloak N (%) kontrolak N (%) kasuak OR (%95KT) P
G 93(37,2) 40(30,3)
G 0,38 A 157(62,8) 9370,5) A 1,36 (0,87-2,02) 0,21
Total 250 (100) 132 (100)

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; MAF, alelo txikienaren maiztasuna; OR,
Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea.

Maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio-analisiak emaitza estatistikoki esangarriak
azaldu zituen bai eredu kodominante bai dominantean (p>0,05) (23.taula). Emaitzik
esangarriena eredu kodominantean azaltzen zen (AA vs AG y AA vs GG) (OR= 0,39, IC 95%:
0,21-0,74; p=0,005). Emaitza hauekin bat, eredu dominantean AG+GG genotipoak babesa
ematen zuen (OR= 0,45, 1C95%: 0,24-0,83).
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23.taula. CTLA4 genearen rs231775 polimorfismoaren eta OS arriskuaren maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio analisiaren emaitzak.

AM  Genotipoa N (%) kontrolak N (%) kasuak OR (IC95%) kod P kod OR(IC 95%) errez P errez OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log Plog
AA 37 (29,6) 32 (48,5) 1
AG 83 (66,4) 28 (42,4) AA/AG AA
G GG 5 (4,0) 6 (9,1) 0.39 (0,21-0,74) 0,005 GG 2.40 (0,70-8,18) 0,16 AG/GG 0,45 (0,24-0,83) 0,010 0,65 (0,38-1,11) 0,11

Total 125 (100) 66 (100) TRt

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea; dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-aditiboa.
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Ondoren, bilaketa bibliografikoa eta fase horretan lortutako argitalpen guztiekin meta-

analisia egin genuen.

1.4 CTLA4 GENEAREN rs231775_SNPEN BILAKETA BIBLIOGRAFIKOA ETA

META-ANALISIA

1.4.1 rs231775 SNPAREN ETA OS SUSZEPTIBILITATEAREN AZTERKETEN BILAKETA

BIBLIOGRAFIKOA

Bilaketa honetan 378 argitalpen identifikatu genituen. Argitalpen bikoiztuak baztertu

ostean 378 artikulu genituen. Artikulu hauen laburpenak berrikusi ostean 357 baztertu ziren

inklusio irizpideak betetzen ez zituztelako (23.irudia), 8 artikulu oso lortuz. Hauetatik, bi

artikuluk rs231775 polimorfismoa eta OS arriskua aztertzen zuten.
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23. irudia Hautatutako artikuluen fluxu-diagrama.
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1.4.2 rs231775 SNPAREN META-ANALISIA

rs231775 SNParen meta-analisian Txinako bi populazio eta guk genotpatutako
Espainiako populazioa erabili genituen. Genotipoen banaketa kontroletan HW oreka jarraitzen

zuten (p>0,05). Artikulu guztiek kalitate eskala gainditu zuten (>5 balioa).

Maiztasun alelikoen bidezko asoziazio-analisian rs231775 OS arriskuarekin asoziatuta

zegoen meta-analisiko 3 populazioetan (24.taula).

24. taula. CTLA4 genearen rs231775 SNParen maiztasun alelikoen bidezko asoziazio-analisia meta-
analisiko artikuluetan.

Populazioa Niontrolak Nkasuak ~AM Friontrolak  FFkasuak OR (%95KT) P Erref Urtea
o 2015
Espafia 123 66 A 0,63 0,37 1,36 (0,87-2,02) 0,21 (PE)
Txina 282 267 A 0,46 0,54 1,32(1,03-1,69) 0,03 (56) 2011
Txina 216 205 A 0,47 0,53 1,41 (1,07-1,87) 0,02 (57) 2011

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; MAF, alelo txikienaren maiztasuna; OR, Odds
Ratio; KT, Konfidantza-tartea; N, kopurua; Fr., maiztasun alelikoa; PE: Gure azterketa; Erref: Erreferentzia; *
Esangarria.

rs231775 SNParen alelo txikienaren maiztasuna ezberdina zenez populazio asiatikoan
(populazio espainiarrarekin konparatuta), eta hori dela eta, maiztasun genotipikoen bidezko
analisirako populazio asiatikoko alelo txikiena hartu genuen erreferentziatzat. Beraz, maiztasun
genotipikoen bidezko MAn AA+AG vs GG eta AA vs GG+AG konparaketak egin genituen hiru
populazioetan (25.taula). AA vs GG+AG konparaketak hiru populazioetan OS arriskuarekin
asoziatuta topatu genuen non AA genotipoak OS arriskua areagotzen zuen (OR= 2,24, OR: 1,91
eta OR: 2,08) (25.taula).

25. taula CTLA4 genearen rs231775 polimorfismoaren eta OS arriskuaren maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio
analisiaren emaitzak meta-analisien artikuluetan.

Populazioa AM Genotipoa N(%) N(%) OR, (%95KT) P OR (%95KT) P Erref  Urtea
kontro Ia k kasua k AA+AGVSGG AAvVsGG+AG
AA 37(29,6) 32 (48,5)
) AG 83(664) 28 (42,4) GG GG+AG 2015
Espafia A GG 5 (4,0) 6 (9,1) AA+AG 0,42 (0,12-1,42) 0,19 AA 2,24 (1,21-4,15) 001 (PE)
Total  125(100) 66 (100)
AA 22(7,8)  40(15,0)
_ AG 140 (49,6) 128 (47,9) GG GG+AG
Txina A GG 120(42.6)  99(37,1) AA+AG 1,49 (0,99-222) %  AA191(1,07-341) 203 (56 2011
Total 282(100) 267 (100)
AA 21(9,7)  35(17,1)
. AG 108 (50) 106 (51,7) GG GG+AG
Txina A GG 87(403) 64(312) AA+AG126(089-1,77) '° Aa208(1,20361 *0F 7 2011
Total ~ 216(100) 205 (100)

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea; dom, dominantea;

errez, errezesiboa; log, log-aditiboa, Eref, Erreferentzia, PE: Gure azterketa.
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Maiztasun genotipikoen bidezko MAn, artikulu guztiek antzeko pisua izan zuten

(%30koa gutxi gora behera); hala ere, maiztasun alelikoen bidezko analisian Liu eta

kolaboratzaileak lanak, %47,8ko pisua zuen eta populazio espainiarrean %14,4. Ez zen

heterogeneitaterik topatu artikuluen artean (24. Irudia).
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24. irudia rs231775 polimorfismoaren MA.

14.4%
37.8%
47.8%

100%

MAren emaitzak AA genotipoak OS arriskua areagotzen zuela OS (OR= 2,07, 1C95%:

1,48-2,89). Era berean, A aleloak arriskua areagotzen zuen (OR= 1,36, IC95%: 1,15-1,61).
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2. MIRNAEKIN ERLAZIONATUTAKO GENEEN SNPEN AZTERKETA

OS suszeptibilitatean inplikatuta dauden miRNAk determinatzeko OSan adierazpena

aldatuta daukaten miRNAk topatzeko bilaketa bibliografiko sakona egin genuen.

2.1 OSREN SUSZEPTIBILITATEAN ADIERAZPEN ALDAKORREKO MIRNAEN BILAKETA
BIBLIOGRAFIKOA

Bilaketa bibliografikoan 172 argitalpen identifikatu genituen (25.irudia). Artikuluen
laburpenak berrikusi ostean, 85 argitalpen baztertu genituen inklusio irizpideak ez zituztelako
betetzen. Hortaz, 87 artikulu osorik irakurri genituen. Hauetatik, 17 artikulu baztertu genituen
miRNA ituen bilatzen zituztelako, miRNAen papera tumorigenesian, pronotiko, metastasia,
biziraupena edo tratamenduaren erantzuna aztertzen zutelako edo artikulua eskuratu ezin izan
genuelako baztertu genituen. Horrez gain, zazpi lan baztertu genituen lerro zelularrekin
ikertzeagatik; 33 pazienteen adina ez zehazteagatik eta 22 OS paziente nagusiak zirelako
baztertu genituen. Azkenik, 8 artikuluk OS gazteen tumorigenesian miRNA adierazpen
aldaketak aztertu zituen baina ez genuen topatu OS suszeptibilitatean eragiten zuten miRNA

adierazpen aldaketa aztertzen zituen artikulurik.
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25. irudia Bilaketa bibliografikoaren fluxu-diagrama.

OS suszeptibilitatearen arriskuaren adierazle ziren miRNAerik ez genuenez topatu,
miRNAekin erlazionatutako gene guztien aldakortasun genetikoa aztertzea erabaki genuen,

hau da, miRNA prozesamenduan diharduten geneak eta miRNA geneak.
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2.2 MIRNAEN PROZESAMENDU GENEEN SNPEN AZTERKETA

miRNA prozesamendu geneen polimorfismoak haien funtzioan eragin dezakete eta
ondorioz, OSren garapenean diharduten miRNA mailak aldatu. MIRNA prozesamendu
genetako polimorfismoek OS suszeptibilitatearen arriskuan eragiten zuten ala ez zehazteko

helburuarekin 72 polimorfismo aztertu genituen 21 miRNA prozesamendu genetan.

2.2.1 LAGINAK

miRNA prozesamendu geneen azterketarako 99 OS gaztek (<34 urte) eta 387 kontrolek
parte hartu zuten. Kasu hauek Nafarroako Klinika Unibertsitateko Pediatriako departamentuko
Onkologia sailean diagnostikatu ziren. Kontrol taldea Instituto de Salud Carlos Il (ISCII)
C.0001171 bildumaren parte eta jatorri europearra (minbizi historiarik bakoak) zuten (26.
Taula).

26. taula miRNA prozesamendu geneen asoziazio-analisiko populazioaren adin
eta sexu banaketa.

Kontrolak Kasuak
Partehartzaileak (n) 387 99
Adina* (bte, de) 51,2+7,7 14,60 £ 5,23
Sexua* (n; %)
Gizonezkoak 199 (51,4) 55 (55,6)
Emakumezkoak 187 (48,3) 44 (44,4)

Laburdurak: n, norbanako kopurua; de, desbiderapen estandarra; de, daturik ez; bte,
batazbeste. * Partehartzaile batzuren adin eta sexu datuak falta ziren.

2.2.2 GENOTIPAZIO ARRAKASTA

Laginen %87,86k (427/486) eta SNPen %93,05 SNPs (67/72) genotipatu ziren modu
arrakastatsuan. %20tik gorako genotipo galduak dituzten SNPak (n=59), anplifikatu ez duten
SNPak eta klusterrak banatzeko intentsitate nahikoa izan ez duten SNPak (n=5) analisitik
baztertu ziren. Horrez gain, genotipatutako 67 SNPetatik 10k ez zuten HW oreka bete kontrol
taldean eta ondorioz, analisitik baztertu ziren. Guztira, 15 SNP baztertu ziren (4. taula

osagarria) 57 SNP analizatuz.
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2.2.3 ASOZIAZIO-ANALISIA

MiRNA prozesamendu geneen aldakortasun genetikoak OS arriskuan eragiten zuten
aztertzeko bai maiztasun aleliko zein maiztasun genotipikoak 57 polimorfismo 21 genetan
analizatu genituen. Hiru polimorfismo hiru prozesamendu genetan (CNOT1, CNOT4 eta SND1)

OS arriskuarekin asoziaturik zeuden (p < 0,05) (5. Taula osagarria).

rs11866002 SNPa asoziaziorik adierazgarriena izan zen. Eredu dominantean, CT+TT
genotipoak OS suszeptibilitatean arriskuaren murrizpenarekin (OR=0,44; 95% IC: 0,27-0,73; p =
0,001) asoziatu zen. Bonferroni zuzenketaren ostean ere adierazgarria mantendu zen (p =
0,08). rs3812265 SNPa CNOT4 genean (p=0,025; eredu dominantean) eta rs3823994 SNPa
SND1 genean (p=0,041, eredu aditiboan) ere OS arriskuarekin asoziatuta zeuden (Bonferroni

zuzenketaren aurretik)(27.taula).
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27.taula MiRNA prozesamendu geneen polimorfismoen eta OS arriskuaren asoziazio analisiaren emaitzak maiztasun genotipikoen bidez.

N (%)

N (%)

Genea SNP Genotipoa kontrolak kasuak OR (IC 95%) kod P kod OR(IC 95%) errez P errez OR(IC 95%) dom P dom OR(IC 95%) log Plog
G wepon s e cc/cT 1,00 cc 1,00

CNOTL 511866002 ™ 38 (11,0) 6 (7,7) 8:22 ((06'21‘:_2:1:; 0005 11 o6g 028 1,66 373 ci/TT 044(027-073) 0001 055 (036:083) 0,003
S men e o < 10

cnoTé  ressiaes T 15 (4,5) 3 33) 11',?)59((%)';'_:,’8;) 0059 17 08a(020-299) %7 /T 75 (107287 0026 145097218 0076
AA 163 (46,8) 47 (59,5) 1,00

sor e A B0 B ow oy oar  MNIR L os MM oo assos oo

0,50 (0,17-1,48)

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea; dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-aditiboa. *Adierazgarria Bonferroniren

zuzenketaren ostean.
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2.3 MIRNA GENEEN ALDAKORTASUN GENETIKOAREN AZTERKETA

miRNA geneetan dauden polimorfismoak haien funtzioan eragin dezakete eta ondorioz, OS
suszeptibilitatean eragin dezaketen miRNA mailak aldatu daitezke. miRNA polimorfismoak OS
arriskuan eragiten zuten ala ez zehazteko 213 polimorfismo aztertu genituen 206 miRNA

genetan.

2.3.1 LAGINA

miRNA geneen aldakortasun genetikoa aztertzeko 100 OS (<34 urte) pazientek parte
hartu zuten: 74 kasu Espainiako 3 ospitaletik eta 26 kasu Liublianako University Children’s
Ospitaletan diagnostikatuak. Kontrol taldea 256 indibiduok osatzen zuten (n=160 eta n=96,

hurrenez hurren). Kasu eta kontrolen ezaugarri demografikoak 28. Taula adierazi dira.

28.taula miRNA geneen asoziazio-analisiko populazioaren adin eta sexu banaketa.

Totalak Kontrolak Kasuak
Partehartzaileak* (n) 356 256 100

Populazioa (n;%)

Espainia 234 160 (68,37) 74 (31,62)

Eslovenia 122 96 (78,68) 26(21,31)
Adina* (bte; ds)

Espainia - 69,01 (17,5) 14,5 (4,7)

Eslovenia - 46,0 (9,3) 19,5 (8,6)
Sexua* (e/g)

Espainia 111/120 81/79 30/41
Eslovenia 51/71 38/58 13/13

Laburdurak: n, norbanako kopurua; de, desbiderapen estandarra; e, emakumeak; g, gizonezkoak; de, daturik
ez; bte, batazbeste.* Partehartzaile batzuren adin eta sexu datuak falta ziren (3 kasu Espainiako
populazioan).

2.3.2 GENOTIPAZIO ARRAKASTA

miRNA geneen azterketan 356 DNA laginetatik 353 modu arrakastatsuan genotipatu
ziren (99,16%). %20tik gorako genotipo galduak zituzten laginak ezabatu ziren. Guztira, 213
SNP hautatu ziren 206 pre-miRNAtan (9 eta 10 taula osagarriak). Hautatutako 213 SNPetatik

151 SNP modu arrakastatsuan genotipatu ziren (%70,9). Anplifikatu ez zuten SNPak PCRren
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anplifikazio eza eta clusterrak banatzeko intentsitate nahikoa ez izanagatik baztertu ziren. Era
berean, populazio espainiarrean 7 SNPek eta populazio esloveniarrean 3 SNPek ez zeuden HW
orekan, hortaz, ez ziren ondorengo analisietarako kontuan hartu. Genotipazio arrakastaren

zehaztasunak 6.taula osagarrian adierazi dira.

2.3.3 ESPAINIAKO POPULAZIOAREN ASOZIAZIO-ANALISIA

Maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio-analisian 14 polimorfismok 14 miRNA OS
arriskuarekin asoziaturik zeuden (p < 0,05). Azpimarragarria da, 4 SNP 14932 gune
kromosomikoan kokatuta zeuden, 3 SNP 19. Kromosoman, 2 SNP 4g24-25 eta 2 SNP 5q gune
kromosomikoan. Adierazgarriak ziren polimorfismo guztiak pre-miRNAn kokatuta zeuden,
rs35770269 mir-449c miRNAren seed gunean kokatuta zeuden. FDR bidezko zuzenketaren

ostean ez zen SNP adierazgarririk azaldu (29.taula, 7. Taula osagarria).
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29. taula MiRNA geneen polimorfismoen eta OS arriskuaren asoziazio analisiaren emaitzak maiztasun genotipikoen
bidez Espainiako populazioan.

. . N(%) N(%) o
miRNA SNP Kokapena GK Genotipoa Kontrolak kasuak OR (%95KT) P
CcC 74 (46,2) 19 (27,5)
) cT 71(44,4) 34 (49,3) 0,00099
1 - 12894467 PM 14932 2,01 (1,32-
mir-300 rs1289446 a3 T 15(9,4) 16 (23.2) ,01 (1,32-3,06) (log)
Totalak 160 (100) 69 (100)
GG 140 (87,5) 68 (98,6) 1
2 mir-2278 rs356125 PM 9q22 AG 20(12,5) L (14) 0,1 (0,01-0,78) 0,00224
AA 0(0) 0(0) 0,00 (0,00) (cod)
Totalak 160 (100) 69 (100) et
AA 156 (97,5) 60 (87,0) 1
3 mir-576  rs77639117 PM 4q25 ol 4 (25) SAFERY) 5,85 (1,74-19,71) Q02
T 0(0) 0(0) 0,00 (0,00) (cod)
Totalak 160 (100) 69 (100) i
cc 72 (45,3) 23 (34,3)
) cT 77 (48,4) 31(46,3) 1 0,00449
4 mir-3188  rs7247237 PM 19p13 - 10(6,3) 13(19.4) 3,59 (1,45-8,66) (re0)
Totalak 159 (100) 67 (100)
cc 130 (81,2) 60 (87,0)
. CG 30(18,8) 6(8,7) 1 0,02652
5 mir-492 rs2289030 PM 12q22 P 0(0.0) 3(43) . (req)
Totalak 160 (100) 69 (100)
AA 78 (49,1) 25 (36,2) 1
6 mir-2053 rs10505168 PM 8qg23,3 22 ig :ig'?; ;2((26339) 2,02 (1,11-3,65) O'((z(;iig
Totalak 159 (100) go(100) 39 (0.08-181)
GG 35 (22,0) 27 (39,1)
. AG 83(52,2) 23(33,3) 1 0,00880
Z ST SRR o o2zt AA 41 (25,8) 19(27,5) 0,44 (0,24-0,81) (dom)
Totalak 159 (100) 69 (100)
GG 57 (35,6) 13 (20,0)
) AG 66 (41,2) 35 (53,8) 1 0,0185
8 mir-412 rs61992671 M/PM 14932 A 37(231) 17 (262) 2,21 (L11-441) (dom)
Totalak 160 (100) 65 (100)
GG 110 (69,6) 43 (62,3) 1
9 mir-5196 rs10406069 PM 19q13 be =2 7) 23 B3 1,71 (0,93-3,13) eIy
AA 9(5,7) 0 (0,0) 0,00 (0,00) (codom)
Totalak 158 (100) 69 (100) ! !
cc 157 (98,1) 63 (91,3)
. CT 3 (1,9) 6 (8,7) 1 0,02102
10 mir-656 rs58834075 PM 14932 p 0(0) 0(0) 498(1,21-2055)  (codom)
Totalak 160 (100) 69 (100)
GG 111 (69,8) 39 (56,5) 1
11 mir-4309 rs12879262 PM 14932 Ge B (Ef, D (B, 1,99 (1,10-3,59) QforpE
cc 5 (3,1) 0 (0,0) 0,00 (0,00) (codom)
Totalak 159 (100) 69 (100) ! !
AA 117 (73,1) 58 (86,6)
. AG 41 (25,6) 8(11,9) 1 0,0224
12 mir-378h rs702742 PM 5q33 GG 2(1,2) 1(1,5) 0,42 (0,19-0,93) (dom)
Totalak 160 (100) 67 (100)
CcC 138 (87,3) 51 (75,0)
. cT 19 (12,0) 17 (25,0) 1 0,0255
1 - 10422 19p1
3 mir-4745 rs10422347 M/PM 9p13 T 1(0,6) 0 (0,0) 2,30 (1,12-4,73) (dom)
Totalak 158 (100) 68 (100)
AA 61(38,4) 35(50,7)
. AT 71 (44,7) 28 (40,6) 0,0382
14 mir-449c  rs35770269 PM/seed 5q11 T 27(17.0) 6 67) 0,64 (0,42-0,98) (log)
Totalak 159 (100) 69 (100)

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea;
dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-aditiboa; PM: miRNA pre-heldua, M:miRNA heldua; GK: Gune kromosomikoa
*Adierazgarria Bonferroniren zuzenketaren ostean.

Bestalde, maiztasun alelikoen bidezko asoziazio-analisian 10 polimorfismok 10 miRNA OS
arriskuarekin asoziaturik zeuden (p < 0,05) (30. Taula). Hiru SNP hiru miRNA (mir-4752, mir-
4268 eta mir-1283-2) berri OSren arriskuarekin asoziaturik topatu genituen maiztasun
genotipikoekin konparatuz. mir-449¢c miRNAn kokatuta dagoen SNPa seed gunean kokatuta

zegoela datu interesgarria izan zen.
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30. taula MiRNA geneen polimorfismoen eta OS arriskuaren asoziazio analisiaren emaitzak maiztasun alelikoen

bidez Espainiako populazioan.

Genea SNP Kokapena GK Aleloa Maiztasuna Maiztasuna OR (%95KT) P
kontroletan kasuetan
1 mir-300 rs12894467 PM 14932 T 0,316 0,493 2,11 (1,42-3,15) 0,0002
2 mir-576 rs77639117 PM 4925 T 0,012 0,061 5,16 (1,55-16,89) 0,0031
3 mir-3188 rs7247237 PM 19p13 T 0,305 0,438 1,77 (1,18-2,67) 0,0056
4 mir-2278 rs356125 PM 9922 G 0,938 0,993 9,8 (1,30-73,73) 0,0068
5 mir-656 rs58834075 PM 14q32 T 0,009 0,047 5,24 (1,34-20,58) 0,0083
6 mir-4752 rs4112253 PM 19q13 C 0,619 0,730 1,66 (1,09-2,55) 0,0189
7 mir-4745 rs10422347 M/PM 19p13 T 0,066 0,130 2,10 (1,09-4,04) 0,0236
8 mir-4268 rs4674470 PM 2935 T 0,865 0,783 1,77 (1,03-3,05) 0,0364
9 mir-1283-2 rs71363366 PM 19q13 G 0,019 0,054 2,99 (1,02-8,78) 0,0371
10 mir-449c rs35770269 PM/seed 5q11 A 0,607 0,703 1,53 (1,01-2,33) 0,0453

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; PM: miRNA pre-heldua,

M:miRNA heldua; GK: Gune kromosomikoa *Adierazgarria Bonferroniren zuzenketaren ostean.

2.3.4 ESPAINIAKO POPULAZIOAREN MIRNA IN SILICO ANALISIA

Mir-SNPak miRNA egitura sekundarioan aldaketarik sortzen zuten jakiteko egitura

honetan gertatzen den miRNA loturen arteko energia askea behatu genuen tresna

bioinformatikoen bitartez. Populazio espainiarrean

rs2289030 SNPa mir-492 miRNAn,

rs35770269 SNPa mir-449c miRNAn, rs10422347 SNPa mir-4745 miRNAn, rs60871950 SNPa

mir-4467 miRNAn eta rs10406069 SNPa mir-5196 miRNAn miRNAen egitura sekundarioan

aldaketak sortzen zituzten (27. Irudia).

mir-492 mir-449c¢ mir-4745
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27. irudia miRNAren bigarren mailako egitura aldatzen zuten OSren
arriskuarekin asoziatuta zeuden mir-SNPak, miRNASNP datubasearen
iragarpena.
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2.3.5 ESLOVENIAKO POPULAZIOAREN ASOZIAZIO-ANALISIA

Maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio-analisian 9 polimorfismok 8 miRNA OS
arriskuarekin asoziaturik zeuden (p < 0,05) Esloveniako populazioan. Azpimarragarria da, 3 SNP
miRNAren seed gunean (mir-3620, mir-4707 y mir-499a), bi SNP (rs35613341 y rs56292801)
mir-5189 miRNAn kokatuta zeuden eta 2 SNP (rs6726779 y rs243080) 2pl6 gune
kromosomikoan kokatuta zeuden. rs35613341 SNPa mir-5189 miRNAn Bonferroniren

zuzenketaren ostean adierazgarria izan zen (31. Taula, 8 taula osagarria).

31.taula MiRNA geneen polimorfismoen eta OS arriskuaren asoziazio analisiaren emaitzak maiztasun genotipikoen
bidez Esloveniako populazioan.

N(%) N(%)

miRNA SNP Kokapena GK Genotipoa kontrolak Kasuak OR (%95KT) P
cc 49 (51,0) 16 (69,6) 1
41 (42,7 1 (4 11*
1 mir-5189 rs35613341 PM 16424 6 (42,7) (43) 0,07 (0,01-0,59) 0,000
GG 6 (6,2) 6(26,1) 3,06 (0,86-10,85) (codom)
Totalak 96 (100) 23(100) ’ ’ ’
™ 50 (52,1) 17 (85,0) )
2 mir-4268 rs4674470 PM 2935 3 2'0((64;;7) ; ((15603) 0,07 (0,01-0,58) &ggz(:ns)
Totalak 96 (100) 20 (100) 0,98(0,18-5,33)
cc 75 (78,9) 21 (87,5) L
) cT 20 (21,1) 1 (4,2) 0,00783
3 mir-3620 rs2070960 PM/seed 1942 T o1 (0.0} 2 (55) 0,18 (g,g; 1,41) (codom)
Totalak 95 (100) 24 (100) !
GG 51(53,1) 18 (81,8)
) AG 41(42,7) 3(13,6) 1 0,01017
a4 -5189 6292801 PM 16024
mir-5189  rs5629280 a AA 4 (4,2) 1(4,5) 0,25 (0,08-0,80) (dom)
Totalak 96 (100) 22 (100)
AA 31(32,3) 2(8,7)
) AC 45 (46,9) 15 (65,2) 1 0,0132
5 mir-4707 rs2273626 PM/seed 14911 cc 20(20,8) 6(26,1) 5,01 (1,10-22,72) (dom)
Totalak 96 (100) 23(100)
i 34(35,8) 12 (63,2) )
6 mir-4431 rs6726779 PM 2p16 cr 51(53,7) 4(21,1) 0,22 (0,07-0,75) 0,0272
cc 10 (10,5) 3(15,8) 0.85 (0.203.62) (codom)
Totalak 95 (100) 19 (100) ’ it
AA 88 (93,6) 17 (85,0)
) AG 6 (6,4) 1 (5,0) 1 0,0296
7 mir-5682 rs9877402 PM 822 e o (0] 2 {10/0) 800 (req)
Totalak 94 (100) 20 (100)
cc 30(31,6) 12 (57,1)
) cT 49 (51,6) 5(23,8) 1 0,0303
8 mir-4432 rs243080 PM 2p16 i 16 (16,8) 4(19,0) 0,35 (0,13-0,91) (dom)
Totalak 95 (100) 21 (100)
i 64 (66,7) 18 (75,0)
: cT 30(31,2) 3(12,5) 1 0,0444
. 20q11
9 mir-499a rs3746444 PM/seed 0q cc 2 (2,1) 3(12,5) 6,71 (1,06-42,73) i)
Totalak 96 (100) 24 (100)

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea;
dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-aditiboa; PM: miRNA pre-heldua, M: miRNA heldua; GK: Gune kromosomikoa
*Adierazgarria Bonferroniren zuzenketaren ostean.

Bestalde, maiztasun alelikoen bidezko asoziazio-analisian 3 polimorfismok 3 miRNA OS

arriskuarekin asoziaturik zeuden (p < 0,05) (32. Taula). Emaitza interesgarrien artean,
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rs2273626 SNPa mir-4707 miRNAren seed gunean kokatuta dago. Emaitza hauek maiztasun

genotipikoekin alderatuz, SNP berria topatu genuen OSren arriskuarekin asoziatuta: rs2042253
SNPa mir-5197 miRNAn.

32.taula MiRNA geneen polimorfismoen eta OS arriskuaren asoziazio analisiaren emaitzak maiztasun alelikoen

bidez Esloveniako populazioan.
Genea SNP Kokapena GK Alelog ~ Maiztasuna  Maiztasuna OR (%95KT) P
kontroletan kasuetan
2 mir-4707 152273626 PM/seed 14911 3 0,443 0,667 2,52 (1,12-5,66) 0,0223
3 mir-5197 rs2042253 PM 5g31 A 0,753 0,933 4,60 (1,06-20,05) 0,0271
5 mir-5189 rs56292801 PM 16G24 G 0,745 0,929 4,45 (1,02-19,46) 0,0313

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; PM: miRNA pre-heldua,

M: miRNA heldua; GK: Gune kromosomikoa *Adierazgarria Bonferroniren zuzenketaren ostean.

2.3.6 ESLOVENIAKO POPULAZIOAREN MIRNA /N SILICO ANALISIA

Populazio esloveniarrean rs56292801 eta rs35613342 SNPak mir-5189 miRNAn eta

rs2273626 mir-4707 miRNAn miRNAen egitura sekundarioan aldaketak sortzen zituzten (28.

Irudia).
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28. irudia miRNAren bigarren mailako egitura aldatzen zuten OSren arriskuarekin
asoziatuta zeuden mir-SNPak, miRNASNP datubasearen iragarpena.

2.3.7 ESPAINIAKO ETA ESLOVENIAKO POPULAZIOEN MIRNA IN SILICO ANALISIA

Maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio-analisian 12 polimorfismok 12 miRNA OS
arriskuarekin asoziaturik zeuden (p < 0,05) Espainiako eta Esloveniako populazioetan. Emaitza
hauek populazio bakoitzekin konparatuz gero, 12 SNPtatik 9 SNPek jadanik OS arriskuarekin

asoziazioa erakutsi zuten. FDR bidezko zuzenketaren ostean ez zen SNP adierazgarririk azaldu

(32. Taula, 9 . taula osagarria).
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32. taula MiRNA geneen polimorfismoen eta OS arriskuaren asoziazio analisiaren emaitzak maiztasun genotipikoen bidez
populazio guztietan.

Populazioak batera

Populazio espainiarra

Populazio esloveniarra

miRNA SNP Genotipoa Kontrolak Kasuak P Kontrolak Kasuak P Kontrolak Kasuak P
AA 249 (97,3) 81(88,0) 156 (97,5 60(87,0) 93(96,9)  21(913)
) AT 7 (27)  10(10,9) 4 (2,5) 9(13,0) 3 (3,1) 1 (43)
1 mir-576  rs77639117 it 0 (0,0) 1(1,1) 0,002 0 (0,0) 0 (0,0) 0,003 0 (0,0 1(43) 01
Totalak  256(100) 92 (100) 160(100) 69 (100) 96(100) 24 (100)
AA 233 (92,5) 32(84,2) 145 (91,8)  15(83,3) 88(93,6)  17(85,0)
: AG 19 (75 3 (7,9) 13 (82)  2(11,1) 6 (64) 1 (5,0)
,  mir5682 9877402 @ 0 (00  3(79 0002 0 (0,0) 1(5,6) 007 0 (0,0) 2(10,0) 0,03
Totalak 252 (100) 38 (100) 158(100)  18(100) 94(100)  20(100)
cc 45(254)  30(333) 25(30,9)  24(358) 20(208)  6(26,1)
] AC 79(a46) 47 (52,2) 34(42,0)  32(47,8) 45(46,9)  15(652)
3 Mmird707 2273626 AA 53(29,9)  13(14,4) 0,008  22(272) 11 (16,4) 01  31(323) 2 (87) 0,01
Totalak 177 (100) 90 (100) 81 (100) 67 (100) 96(100) 23 (100)
T 151(59,2) 67 (75,3) 101(63,5)  50(72,5) 50(52,1)  17(85,0)
: cr 87(341)  19(213) 47(296)  18(26,1) 40(41,7) 1 (50)
p (OEHD el cc 17(67) 3 (34) 0,006  11(69) 1(1,8) 006 6 (62) 2(10,0) 0,002
Totalak  255(100) 89 (100) 159(100) 69 (100) 96(100)  20(100)
cc 99(387)  26(28,0) 74(462)  19(27,5) 25(260)  7(29,2)
300 re12894467 cr 124 (48,4) 45 (48,4) 71(44,4)  34(49,3) 53(55,2)  11(45,8)
5 TT 33(12,9) 22(23,7) 0,01 15(9,4) 16 (23,2) 0,001 18 (18,8) 6(25,0) 0,5
Totalak  256(100) 93 (100) 160(100) 69 (100) 96(100) 24 (100)
cc 218(85,8) 68 (74,7) 138(87,3) 51 (75,0) 80(833)  17(73,9)
: cr 34(13,4) 23 (253) 19(120) 17 (25,0) 15(156) 6 (26,1)
g  Mird745  rs10422347 T 2 08) 0 (0,09 002  1(06) 0 (0,0) 003 110 0 (0,0) 03
Totalak 254 (100)  91(100) 158(100) 68 (100) 96(100) 23 (100)
cc 216 (85,0) 74(82,2) 141 (88,7)  53(80,3) 75 (78,9)  21(87,5)
3620 12070960 cr 38 (150) 13 (14,4) 18 (11,3)  12(182) 20 (211) 1 (42)
10 T 000 333 002 0 (0,0 1(1,5) 009 0 (0,0) 2 (8,3) 0,008
Totalak 254 (100) 90 (100) 159(100) 66 (100) 95(100) 24 (100)
o 137 (54,6) 13 (39,4) 86(555)  2(154) 51(53,1)  11(55,0)
: cr 102 (40,6) 15 (45,5) 62(40,0)  8(61,5) 40(41,7)  7(350)
g ~ Mmir125%5a  rs28664200 I 12 (48)  5(152) 003 7 (45) 3(23,1) 0001 5 (52 2(10,0) 04
Totalak  251(100) 33 (100) 155(100)  13(100) 96(100)  20(100)
cc 115(45,3)  37(40,2) 72 (45,3) 23(34,3) 43(453)  14(56,0)
3188 re72a7037 cr 121(47,6) 41 (44,6) 77(484)  31(463) 44(463)  10(40,0)
8 TT 18 (7,1) 14 (15,2) 0,03 10 86,3) 13 (19,4) 0,004 8 (8,4) 1 (4,0) 0,3
Totalak 254 (100) 92 (100) 159(100) 67 (100) 95(100) 25 (100)
GG 144 (56,2) 64 (68,8) 84(52,5  46(66,7) 60(62,5)  18(750)
iridea reo10168 @ 96(37,5)  23(24,7) 66(412)  18(26,1) 30(31,2)  5(208)
9 cc 16(62) 6 (65) 003  10(62) 5(7,2) 005* 6 (62) 1 (42) 02
Totalak  256(100) 93 (100) 160(100) 69 (100) 96(100) 24 (100)
cc 103(40,2) 46 (52,3) 60(37,5)  34(49,3) 43(44,8)  12(632)
irazsy | 194112253 G 119(46,5) 35 (39,8) 78(48,8)  30(43,5) 41(427)  5(26,3)
1 GG 34(133) 7 (80) 003  22(138) 5 (72) 005  12(125)  2(105) 01
Totalak  256(100) 88 (100) 160(100) 69 (100) 96(100) 19 (100)
GG 143 (56,1) 59 (65,6) 89 (56) 47 (69,1) 54(562) 12 (54,5)
mire1ag | 67042258 AG 97(380) 22 (24,4) 62 (39) 16/(23,5) 35(365)  6(27,3)
12 AA 15 (59)  9(10,0) 004 8(5 5 (7,4) 006 7 (7.3) 4(18,2) 01
Totalak  255(100) 90 (100) 159(100) 68 (100) 96(100) 22 (100)

Hiru analisietan (populazio espainiarrean, esloveniarrean eta batera) izandako

emaitzak batera kontuan hartuz gero, 26 SNP 25 miRNAtan estatistikoki adierazgarri izan ziren:

14 SNP populazio espainiarrean, 9 SNP populazio esloveniarrean eta 3 SNP bi populazioak

bateratzerakoan

(mir-146a,

mir-4752 eta mir-6128).

Kasu honetan,

SNPak ez dira

adierazgarriak populazio bakoitzean modu indibidualean baina arrisku genotipoek tendentzia

bera erakutsi zuten (33.taula).
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33. taula Maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio-analisien emaitzen laburpena 3 populazioetan (jarraipena).

Populazioak batera

Populazio espainiarra

Populazio esloveniarra

. N Kontrolak Kasuak Kontrolak Kasuak Kontrolak Kasuak
miRNA SNP Genotipoa (N=256) (N=100) Protatak (N=160) (N=74) Pespainiarrak (N=96) (N=26) Pesioveniarrak
cC 99 (38,7) 26 (28,0) 74 (46,2) 19(27,5) 25 (26,0) 7(29.2)
1 mir-300 1512894467 T 124 (48,4) 45 (48,4) 0,0103 71 (44,4) 34(49,3) 0,0010 53 (55,2) 11 (45,8) 05025
(PM) ™ 33(12,9) 22(237) 1T 1,57(1,11-2,22)(log) 15 (9,4) 16(23,2) TT 2,01 (1,32-3,06)(log) 18(18,8) 6(25,0) :
Totalak 256 (100) 93 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100) 24(100)
GG 225 (87,9) 90 (94,7) 140 (87,5) 68 (98,6) 85 (88,5) 22(84,6)
, w27 15356125 AG 30(11,7) 5 (53) 0,0460 20(12,5) 1(1,) 0,0022 10 (10,4) 4(15,) 06043
(PM) AA 1(0,4) 0 (0,0) AG/AA 0,40 (0,15-1,07)(dom) 0 (0,0) 0 (0,0) AG 0,1 (0,01-0,78)(cod) 1(1,0) 0 (0,0) g
Totalak 256 (100) 95 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100) 26 (100)
A 249 (97,3) 81(38,0) 156 (97,5) 60 (87,0) 93(96,9) 21(91,3)
5 mir-576 1577639117 AT 7(2,7) 10 (10,9) 0,0015 4 (25) 9(13,0) 0,0027 3 (31) 1(43) 0182
(PM) ™ 0(0,0) 1(1) AT/TT 4,83 (1,81-12,87)(rec) 0 (0,0) 0 (0,0) AT 5,85 (1,74-19,71)(cod) 0 (00) 1(43) .
Totalak 256 (100) 92 (100) 160 (100) 69(100) 96 (100) 23(100)
cc 115 (45,3) 37(40,2) 72 (45,3) 23(343) 43 (45,3) 14 (56,0)
B mir-3188 157247237 T 121 (47,6) 41 (44,6) 0,0275 77 (48,4) 31(46,3) 0,0045 44 (46,3) 10 (40,0) 02726
(PM) ™ 18 (7,1) 14(15,2) 72,35 (1,12-4,95)(rec) 10(6,3) 13(19,4) T 3,59 (1,49-8,66)(rec) 8(84) 1(4,0) -
Totalak 254 (100) 92 (100) 159 (100) 67 (100) 95 (100) 25 (100)
cc 211 (82,4) 79 (85,9) 130 (81,2) 60 (87,0) 81(84,4) 19 (82,6)
s mir-492 152289030 G 44.17,2) 10 (10,9) 0,0415 30(18,8) 6(8,7) 0,0265 14 (14,6) 4 (17,0) 07689
(PM) 66 1(04) 3 (33) GG 8,60 (0,88-83,70)(rec) 0(0,0) 3(43) GG 0 (rec) 1 (1,0 0(0,0) 5
Totalak 256 (100) 92 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100) 23(100)
AA 123 £48,2; 36 E40,4; 78 EAQ,l; 25 Eas,z; 0.0087 45 246,9: 11((55,(;;
mir-2053 1510505168 AG 107 (42,0 48 (53,9 65 (40,9 42(60,9 ‘ 42 (438 6(30,0
6 (PM) GG 25 (9,8) 5 (5,6) 01128 16 (10,1) 2 (2,9) AG zégél('cl;?'es’ 9(9,4) 3(15,0) 04723
Totalak 255 (100) 89 (100) 159 (100) 69 (100) 96 (100) 20 (100)
GG 78 ((30,5) 36 239,1) 35(22,0) 27(39,1) 0.0088 43 (44,8) 9(39,1)
mir-4467 1560871950 AG 121(47,5) 32 (348) 83(52,2) 23(333) ! 38 (39,6) 9(39,1)
7 ™) AA 56 (22,0) 24(26,1) .02 41(258) 19 (27,5) PRI oé‘(‘)r“?)'“'o'm’ 15 (15,6) 5(21.7) )
Totalak 255 (100) 92 (100) 159 (100) 69 (100) 96 (100) 23(100)
GG 76 (29,7) 18(20,7) 57(35,6) 13(20,0) 19(19,8) 5(22,7)
. mir-412 1561992671 AG 119 (46,5) 47 (54,0) 00973 66 (41,2) 35(53,8) 0,0185 53(55.2) 12(54,5) 07415
(M/PM) AA 61(23,8) 22(253) / 37(231) 17(26,2) AG/AA 2,21 (1,11-4,41)(dom) 24(25,0) 5(22,7) g
Totalak 256 (100) 87 (100) 160 (100) 65 (100) 96 (100) 22 (100)
GG 171((57,3)) 57 252,5; 110((69,6)) a3 ((62,3)) 00207 61 :ss,s; 14((63,6))
mir-5196 1510406069 AG 72283 33 (36,3 39 (24,7 26 (37,7 ) 33 (344 7(318
2 (PM) AA 11(4,3) 111) Qo 9(57) 0 (00) AG 1&3‘;3‘?‘13’ 2 (21) 1(45) 05394
Totalak 254 (100) 91 (100) 158 (100) 69 (100) 96 (100) 22 (100)
cc 245 ((95,;) 89 ((93,;) 157((98,)1) 63 EQl,T) 002102 88 ((91,? 2% (1(00,?;
mir-656 1558834075 o 11 (43 6 (63 3(19 6(87 g 8 (83 0 (00
10 o) o o 0] o 00} 0,4457 a oo} 0 00} CT4,91§“()1(,CZSE-|TO,SS) 0 001 0 0] 0,2002
Totalak 256 (100) 95 (100) 160 (100) 69 (100) 96 (100) 26 (100)
& 188 (73,7) 55 (60,4) 0,009 111 (69,8) 39 (56,5) 00223 77(80,2) 16 (72,7)
mir-4309 1512879262 G 61(239) 36 (39,6) b 37,0 30 (43,5) . 18 (18,8) 6 (27,3)
L ) cc 6(24) 0 (0,0) cc Zé’czél(ildf“’ 5 (3,) 0 (0,0) ce 1'6969&'610%)3'59) 1(1,0) 0 (0,0) e
Totalak 255 (100) 91 (100) 159 (100) 69(100) 96 (100) 22 (100)
A 204(79,7) 77 (84,6) 117(73,1) 58 (86,6) 87(90,6) 19(79,2)
L, mir37Eh 15702742 AG 49(19,1) 13(143) 02951 41(25,6) 8(11,9) 0,0224 8 (83) 5(20,8) 01421
(PM) GG 3(1,2) 1(1,1) g 2(1,2) 1(1,5) AG/GG 0,42 (0,19-0,93)(dom) 1 (1,0) 0(0,0) g
Totalak 76 (100) 91 (100) 160 (100) 67 (100) 96 (100) 24(100)
cc 218 (85,8) 68 (74,7) 138 (87,3) 51(75,0) 80/(83,3) 17(73,9)
;5 mirazs 1510422347 o 34 (13,4) 23 (25,3) 0,019 19(12,0) 17 (25,0) 0,0255 15 (15,6) 6 (26,1) 03122
(M/PM) ™ 2 (08) 0 (00) CT/TT 2,05 (1,14-3,69)(dom) 1(06) 0 (0,0) CT/TT 2,30 (1,12-4,73)(dom) 1(1,0) 0 (00) !
Totalak 254 (100) 91 (100) 158 (100) 68 (100) 96 (100) 23 (100)
A 103 (40,4) 42 (46,7) 61(38,4) 35(50,7) 42 (43,8) 7(333)
1 mir-449¢ 1535770269 AT 116 (45,5) 40 (44,4) 03387 71 (44,7) 28 (40,6) 0,0382 45 (46,9) 12 (57,1) 03761
(PM/seed) ™ 36 (14,1) 8 (89) - 27 (17,0) 6 (87) TT 0,64 (0,42-0,98)(log) 9(9,4) 2(9,5) -
Totalak 255 (100) 90 (100) 159 (100) 69 (100) 96 (100) 21 (100)

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea; dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-

aditiboa; PM: miRNA pre-heldua, M: miRNA heldua; GK: Gune kromosomikoa *Adierazgarria Bonferroniren zuzenketaren ostean.
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Tabla 33. Maiztasun genotipikoen bidezko asoziazio-analisien emaitzen laburpena 3 populazioetan.

Populazioak batera Populazio espainiarra
Kontrolak Kasuak Kontrolak Kasuak
miRNA SNP Genotipoa (N=256) (N=100) Protalak miRNA SNP Genotipoa (N=256) (N=100) Protalak
15 mir-5189 rs35613341 cc 72 (45,0) 38 (56,7) 0,1069 49 (51,0) 16 (69,6) 0,0001* 121(47,3) 54 (60) 0,0048
(PM) CG 57 (35,6) 17 (25,4) 41 (42,7) 1 (4,3) CG 0,07 (0,01-0,59) 98 (38,3) 18 (20) CG 0,41 (0,23-0,75)
GG 31(19,4) 12(17,9) 6 (6.2) 6(26,1) GG 3,06(0,86-0,85)(cod) 37(14,5) 18 (20) GG 1,09 (0,57-2,08)(cod)

Totalak 160 (100) 67 (100) 96 (100) 23 (100) 256 (100) 90 (100)

mir-3620 152070960 cc 141 (88,7) 53(80,3) 75 (78,9)
(PM/seed) cr 18 (11,3) 12 (18,2) 20 (21,1) 1(42)
™ 0 (0,0) 1(15) 0 (0,0) 2 (83)
Totalak 159 (100) 66 (100) 95 (100) 24 (100)

21(87,5) 0,0078 216 (85,0) 74(82,2) 0,0175
CT 0,18 (0,02-1,41) 38 (15,0) 13 (14,4) TT 0 (rec)
TT 0 (cod) 0 (00 333

254 (100) 90 (100)

mir-4707 152273626 AA 22(27,2) 11 (16,4) 31(323) 0,0132 53(29,9) 13 (14,4) 0,0041
(PM/seed) AC 34 (42,0) 32 (47,8) 45 (46,9) AC/CC 5,01 (1,10-22,72)(dom) 79 (44,6) 47(52,2) AA 0,40 (0,20-0,77) (rec)
cc 25(30,9) 24(35,8) 20(20,8) 45 (25,4) 30(333)
Totalak 81 (100) 67 (100) 96 (100) 177 (100) 90 (100)

mir-5682 159877402 AA 145 (91,8) 15 (83,3) 88(93,6) 17 (85,0) 0,0295 233 (92,5) 32(84,2) 0,0021
(PM) AG 13 (82) 2(11,1) 6 (64) 1 (5,0) GG 0 (rec) 19 (7,5) 3(7,9) GG 0 (rec)

GG 0 (00) 1 (5,6) 0 (00 2(10,0) 0 (0,0) 3(7,9)

Totalak 158 (100) 18 (100) 94 (100) 20 (100) 252 (100) 41 (100)

mir-499a 153746444 ™ 106 (66,2) 47 (68,1) 64 (66,7) 18 (75,0) 0,0444 170 (66,4) 65 (69,9)
(PM/seed) cr 48 (30,0) 20 (29,0) 30(31,2) 3(12,5) CC 6,71 (1,06-42,73)(rec) 78 (30,5) 23(24,7)

cc 6 (3,8) 2 (2,9) 2 (2,1) 3(12,5) 8 (3,1) 5 (5,4)
Totalak 160 (100) 69 (100) 96 (100) 24 (100) 256 (100) 93 (100)

mir-4752 154112253 cc 60 (37,5) 34 (49,3) 0,05378 43 (44,8) 12 (63,2) 0,1419 103 (40,2) 46 (52,3) 0,03452
(PM) [e] 78 (48,8) 30 (43,5) GG 0,65 (0,42-1,01)(log) 41(42,7) 5(26,3) GG 0,82 (0,17-4,02)(rec) 119 (46,5) 35(39,8) GG 0,67 (0,46-0,98)rec
GG 22 (13,8) 5(7,2) 12 (12,5) 2(105) 34 (13,3) 7 (8,0)

Totalak 160 (100) 69 (100) 96 (100) 19 (100) 256 (100) 88 (100)

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; kod, kodominantea; dom, dominantea; errez, errezesiboa; log, log-
aditiboa; PM: miRNA pre-heldua, M: miRNA heldua; GK: Gune kromosomikoa *Adierazgarria Bonferroniren zuzenketaren ostean.
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Bestalde, maiztasun alelikoen bidezko asoziazio-analisian 3 polimorfismok 3 miRNA OS
arriskuarekin asoziaturik zeuden (p < 0,05) (33. Taula). Emaitza interesgarrien artean,
rs2273626 SNPa mir-4707 miRNAren seed gunean kokatuta dago. Emaitza hauek maiztasun
genotipikoekin alderatuz, SNP berria topatu genuen OSren arriskuarekin asoziatuta: rs2042253

SNPa mir-5197 miRNAnN.

Tabla 34. Maiztasun alelikoen bidezko asoziazio-analisien emaitzen laburpena bi populazioak batera analizatuz.
Maiztasuna  Maiztasuna

Genea SNP Kokapena GK Aleloa OR (%95KT) P
kontroletan kasuetan
1 mir-576 rs77639117 PM 4q25 T 0,014 0,062 4,75 (1,81-12,46) 0,0005
2 mir-4707 rs2273626 PM/seed 14911 C 0,477 0,609 1,71(1,18-2,47) 0,0044
3 mir-300 rs12894467 PM 14932 T 0,371 0,489 1,62 (1,148-2,86) 0,0058
4 mir-4268 rs4674470 PM 2qg35 T 0,763 0,858 4,99 (3,19-7,83) 0,0078
5 mir-3188 rs7247237 PM 19p13 T 0,309 0,414 1,57 (1,106-2,52) 0,0116
6 mir-4745 rs10422347 M/PM 19p13 T 0,075 0,138 1,98 (1,15-3,41) 0,0124
7 mir-5682 rs9877402 PM 8qg22 G 0,038 0,100 2,84 (1,15-7,01) 0,0188
8 mir-4752 rs4112253 PM 19p13 C 0,635 0,727 1,53 (1,05-2,24) 0,0256
9 mir-146a rs2910164 PM/seed 5q34 G 0,750 0,824 1,56 (1,008-2,41) 0,0449

Laburdurak: AM, kontrolen maiztasun txikikoena duen aleloa; OR, Odds Ratio; KT, Konfidantza-tartea; PM: miRNA pre-heldua,
M: miRNA heldua; GK: Gune kromosomikoa *Adierazgarria Bonferroniren zuzenketaren ostean.

Bestalde, maiztasun alelikoen bidezko asoziazio-analisian 9 polimorfismok 9 miRNA OS
arriskuarekin asoziaturik zeuden (p < 0,05) bi populazioak batera. Bai rs2273626 mir-4707 eta
rs2910164 mir-146a miRNAtan seed gunean kokatuta zeuden. Bederatzi SNP hauek ere OS

arriskuarekin asoziaturik topatu genituen maiztasun genotipikoen bidezko analisian (34. Taula).

2.3.6 ESPAINIAKO ETA ESLOVENIAKO POPULAZIOAREN MIRNA IN SILICO ANALISIA

Populazioak batera analizatu genuenean rs2910164 SNPa mir-146ak miRNAk eta
rs4112253 SNPak mir-4752 miRNAnN bigarren mailako miRNA egitura aldatu zuten (29. Irudia).
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mir-146a mir-4752

vosoe

29. irudia miRNAren bigarren mailako egitura
aldatzen zuten OSren arriskuarekin asoziatuta
zeuden mir-SNPak, mIiRNASNP datubasearen
iragarpena.
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Tesi proiektu honen helburu nagusia OS pediatrikoen arriskuaren markatzaile genetiko
berrien bilaketa zen. Horretarako, lehendabizi, literaturan OSren suszeptibilitatearekin
asoziazioaturik zeuden markatzaile genetikoak ezartzeko bilaketa bibliografikoa egin genuen.
Bilaketa honetan, aztertutako aldaera genetiko guztietatik (n=5250 SNP), soilik hiru SNP bi OS
arriskuarekin asoziazio sendoa erakusten zutenak (hau da, asoziatu eta balidatutako SNP
bakarrak): rs1690916 y rs2279744 MDM?2 genean eta rs231775 CTLA4 genean. Hori dela eta,
emaitza hauek balidatzeko helburua genuen. MDM2 genearen polimorfismoei dagokiola, ez
genuen OS arriskuarekin asoziazio adierazgarririk aurkitu ez asoziazio-analisian, ezta populazio
guztiekin egindako meta-analisian ere. Horrez gain, gure meta-analisian jasotako emaitzak
gure helburu bera zuen beste meta-analisi batekin kontraesanean zegoen. Argitaratutako
meta-analisi horren berrikuspena egin ondoren, Liu et al-en taldeak (Liu et al., 2014) eta gure
taldeak zenbait akats topatu genituen. Bestalde, CTLA4 genean dagoen rs231775 OS
arriskuarekin asoziatuta dago Espainiako populazioan. Beraz, emaitza hauek, rs231775 SNPa
CTLA4 genean OSren suszeptibilitatearen markatzaile genetikoen bakarra izan daitekela
adierazten dute. Gene kodetzailen aldaera genetikoen gainean behatutako emaitza eskasak
direla eta gene ez kodetzaileen, miRNAak zehazki, aldakortasun genetikoa aztertzea erabaki
genuen. Horretarako, alde batetik, miRNA prozesamendu geneak eta bestalde, miRNAetan
polimorfismoak aztertu genituen. MiRNA prozesamenduei dagokiela hiru SNP OS arriskuarekin
asoziaturik topatu genituen RISC konplexuan konkretuki CNOT1, CNOT4 eta SND1 genetan.
miRNAen aldakortasun genetikoaren azterketa estentsiboan 26 SNP 25 miRNAtan OS
arriskuarekin asoziazio adierazgarri izan genituen. Hauen artean, 4 polimorfismo 1432 miRNA
klusterreko 4 miRNAtan kokatuta. Kluster honetako zenbait miRNA MYC genea erregulatzen
dutela behatu da OSn. Hortaz, 14932 klusterreko miRNAa OSren suszeptibilitatearen hotspot-a
izan daiteke. Bi populazioak batera aztertu genituenean hiru miRNA berri (mir-146a, mir-4752
eta mir-6128) OSren arriskuarekin asoziaturik topatu genituen. Hortaz, hiru polimorfismo

hauek miRNAen populazio orokorraren OSren markatzaile potentzialak izan daitezke.
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1. MDM2 GENEAREN AZTERKETA

OSren suszeptibilitatearekin asoziaturik zeuden markatzaile genetikoen bilaketa
bibliografiko sakona egin ostean, aztertutako aldaera genetiko guztietatik (n=5250 SNP), hiru
SNP izan ziren emaitzarik garrantzitsuenak (gutxienez bi artikulu baino gehiagotan asoziaturik

topatu genituelako). Haietako bi (rs1690916 eta rs2279744) MDM_2 genean.

MDM?2 genea 12g14.3 gune kromosomikoan kokatuta dago eta 37.373 bpko luzera du.
MDM?2 geneak E3 ubikitin ligasa nuklearra (MDM2) kodetu eta p53 proteina tumore-
ezabatzailearen degradazioa erregulatzen du (32). Era berean, TP53 genea induzitutakoan
MDM?2 genearen promotorea trans-aktibatzen du. Sistema horren bitartez, MDM2 eta TP53
geneak elkar erregulatzen dira ziklo zelularra edota apoptosia aktibatuz (152). OSren %10
kasuetan MDM_2 anplifikatuta dago (3). lldo honetatik, zenbait ikerketa lanek gene hau OS
arriskuarekin asoziatu dute. Orain arte, 7 polimorfismo deskribatu dira OS arriskuarekin
asoziaturik (33-36, 54), hauetatik, bik (rs1690916 y rs2279744) asoziatu eta balidatu diren
bakarrak dira. rs1690916 SNPa 3'UTR gunean kokatuta dago eta hori dela eta, mRNA egitura
eta egonkortasunean aldaketak sor ditzake, mRNA batez besteko bizitza aldatuz (153).
Bestalde, rs2279744 Spl-ak transkribapen faktorearen loturaren afinitatea hobetzen du
MDM2ren kontzentrazio basala emendatuz (30). Kontzentrazio emendio honek p53ren
erantzun apoptotikoa murrizten du eta horrek, tumoreak sortzea dakartza (154). Arrazoi hauek
direla eta, bi SNP hauek OSren jatorrian parte hartzea logikoa da. Alabaina, gure ikasketan ez

genuen OSren arriskuarekin asoziaziorik topatu.

Gure azterketan rs1690916 eta rs2279744 SNPek ez zuten OSren arriskuarekin asoziaziorik
erakutsi, GWA azterketarekin bat (58). Ostera, Toffoli et al., 2009 eta Mirabello et al., 2011-ek
rs1690916 eta rs2279744-ren asoziazio hauek baieztatu zituzten (33, 35). Emaitzen akordio
ezak Maren bitartez argitzea erabaki genuen lagin tamaina eta botere estatistikoa emendatuz.
Gure MAnN, PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses)
gidaren argibideak jarraitu genituen kalitatezko azterketa izan zedin: bilaketa bibliografikoaren
estrategia aurretik zehaztuz; artikulu hautaketa eta haien datu-erauzketa bi ikertzailek modu
independentean eginez; artikulu guztien kalitatea ebaluatuz; datu genotipikoen balio absolutu

guztiak edo asoziazio-analisian lortutakoak lan honetan azalduz.

rs1690916 SNPren MAn 4 populazioen 464 OS kasu eta 2048 kontrol erabiliz ez genuen
asoziaziorik topatu (OR: 0,89; IC 95%: 0,54-1,45, eredu alelikoa; OR: 0,80; IC 95%: 0,28-2,29,
eredu kodominantea; OR: 0,80; IC 95%: 0,40-1,60, eredu errezesiboa; OR: 0,87; IC 95%: 0,44-

1,74, eredu dominantea). Alde batetik, maiztasun txikiena zuen aleloa (A) OSren arriskua

336



areagotzen zuen populazio espainiarrean eta esloveniarrean eta bestalde, alelo bera arriskua
murrizten zuen populazio errusieran eta amerikarrean. Emaitza hauek OR kontraesankorra
erakusten dute populazioen artean beraz, ezin izan genuen arrisku-tendentzia zehaztu

populazio orokorrean.

rs2279744 SNPren MAn 5 populazioen 433 OS kasu eta 1959 kontrol erabiliz, berriro ere,
ez genuen asoziaziorik topatu (OR: 1,16; IC 95%: 0,87-1,54, eredu alelikoa; OR: 1,33; IC 95%:
0,74-2,42, eredu kodominantea; OR: 1,27; IC 95%: 0,77-2,10, eredu errezesiboa; OR: 1,22; IC
95%: 0,90-1,66, eredu dominantea). Kasu honetan, maiztasun txikiena duen aleloa (G) OS
arriskua areagotzen zuen populazio amerikarrean, australiarrean eta italiarrean eta murrizten
zuen populazio espainiarrean eta esloveniarrean, aurreko kasuan bezala ezin izan genuen

ondorio argirik lortu.

Tesi-proiektua hasita zegoela, rs1690916 y rs2279744 eta OS arriskua aztertu zuen MA
plazaratu zen (151). MA honetan bi polimorfismo hauek OSren arriskuarekin asoziatuta

zeudela adierazi zuten, gure emaitzekin kontraesanean.

MA honen emaitzak zalantzan jartzen zituen gutuna argitaratu zuten (155). Artikulu kopuru
murritza eta kalitate eskasa, metodoei buruzko informazio falta eta kontrol populazioaren HW

orekaren analisi falta adierazi zuten. Hau da, ez zituzten PRISMA gidaren argibideak jarraitu.

lldo honetan, gure taldeak ere beste akats batzuk topatu zituen Wang et al. MAn.
rs1690916 polimorfismoaren kasuan Naumov eta kolaboratzaileen artikulutik kontuan
hartutako OS pazienteen populazioan beste hezur-tumoredun pazientzeak zeudela egiaztatu
genuen (36). Horrela, hezur tumoreen (OS laginak bakarrik erabili beharrean) laginak erabilita
OR balio adierazgarriak lortu zituzten (OR: 0,60; %95KT: 0,46-0,77). rs2279744 SNParen
kasuan, maiztasun genotipiko edo/eta alelikoen berririk ez zen ematen, hori dela eta, artikulu
orijinaletik datu genotipikoak erauzi behar izan genituen. Artikulu haietatik Ito eta
kolaboratzaileen kontrol taldea zehaztea zaila zen. A priori kontrol talde gisa erabili zitekeen
bakarra tumore onbeeren taldea zen (34). Oro har, suszeptibilitate azterketetan kontrol
taldeak ezin dute beste gaixotasunik eduki, ezaugarri amankomun hori duten taldeek
populazio orokorrarekiko ezaugarri genetiko ezberdinak izan ditzaketelako, hau da, talde
horretan gaixotasunari asoziaturiko genotipo aldeko hautespena gerta daiteke (142). Talde
honekin asoziazio-analisia egin genuenean ez genuen asoziazio adierazgarririk topatu (OR:
1,16; %95KT: 0,87-1,54, eredu alelikoa), haien MAn jasotako emaitzen kontrara (OR: 1,60;
%95KT: 1,23-2,07).
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Gure MAnN kalitatea hobetu eta lagin kopurua emendatu arren OS populazio berriak
beharrezkoak dira oraindik lagin tamaina mugatua delako OSren intzidentzia maiztasun txikia

dela eta.

Laburbilduz, bilaketa bibliografikoa egin ondoren, MDM2 polimorfismoen asoziazio-
analisia eta ondorengo MAnN arabera, rs1690916 eta rs2279744 ez zuten OSren arriskuan parte

hartzen.
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2. CTLA4 GENEAREN AZTERKETA

OSren arriskuarekin gehien asoziaturiko hirugarren aldaera genetikoa rs231775 CTLA4

genean izan zen.

Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 genearen (CTLA4 edo CD152), 2q33.2
gune kromosomikoan kokatuta dago eta inmunoglobulinen superfamiliaren parte da eta T
zelulen gainazalean adierazten da erantzun inmunologikoen aurrean. CTLA4-k T zelulen
proliferazio eta aktibazioaren erregulazio negatiboa dakar eta seinalea igortzean T zelulen ziklo
zelularra gelditu eta zitokinen ekoizpena murrizten du (156). Ondorioz, T zelulen azpi-
erantzuna hauen erantzun antitumorala murrizten du eta hori dela eta, minbizien
suszeptibilitatea areagotzen du (37, 38). Zenbait ikerketa lanek CTLA4 genearen
polimorfismoak gakoak izan daitezke zenbait minbizien sorrerarako, hala nola, kolon eta
ondesteko minbizia (157), birikietako minbizia (158), umetoki-lepoko minbizia (159) eta
urdaileko eta bularreko minbizia (160). Contardi et al. CTLA4 OS zelula tumoraletan adierazten
dela eta zelula hauen apoptosian parte hartzen du beraz, OSren garapenean inplikatuta egon
daiteke (161). Izan ere, 3 polimorfismo deskribatu dira OSren arriskuarekin asoziaturik (55, 56,
116, 162, 163) eta haietatik bakarra (rs231775) OSren suszeptibilitatearekin asoziatuta topatu
dute bi aldi baino gehiagotan (116, 162). rs231775 SNPa, +49 A/G ere moduan ezagutzen da,
genearen lehenengo exoian kokatuta dago. Aldaera hau irakurtarauaren zentzua aldatzen du
(ACC>GCC), eta beraz, proteinaren sekuentzia aldatzen du (Thr>Ala), eta hortaz, bere funtzioa

alda dezake.

Gure azterketan, AG+GG genotipoak (versus AA) babeseko genotipoa aurkitu genuen
populazio espainiarrean (OR: 0,45, %95KT: 0,24-0,83). Hortaz, AA genotipoa OSren
arriskuarekin asoziaturik zegoen. Emaitza hauek, aurretik argitaratutakoekin bat zeuden non
AA genotipoak (OR: 2,20, %95KT: 1,23-3,95 eta OR: 2,27, %95KT: 1,21-4,25) OSren arriskua

areagotzen zuten.

Hiru populazioak kontuan hartuta emaitza hauek MA bidez baieztatu genuen non bai
AA genotipoak (OR: 2,07, %95KT: 1,48- 2,89) OSren arriskua areagotzen zuten. Gure
emaitzekin bat, SNP hau jadanik asoziatu dute birikietako minbiziarekin (158), umetoki-lepoko
minbiziarekin (159), Ewing-en sarkomarekin (164), urdaileko eta bularreko minbiziarekin (165)
eta kartzinoma hepatozelularrarekin (166). Aldaera honen asoziazioak azalpen funtzioanala du

jadanik. SNP honen +49A aleloak aminoazido aldaketa dakar (Thr>Ala), eta aldaketa honek
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CTLA4 immunoglobulinaren ekoizpena eta eraginortasunaren emendioa eragiten du (40, 167).

Hortaz, erantzun antitumorala murriztu daiteke eta OSren suszeptibilitatea areagotu.
Gure emaitzen arabera, rs231775 SNPa OS arriskuarekin asoziatu genuen. Hortaz,

CTLA4 genean gerta daitezken aldaketak garrantzitsuak izan daitezke OS patogenesian eta

beraz, CTLA4 genea OS suszeptibilitatearen markatzailea izan daiteke.
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3. MIRNAEKIN ERLAZIONATUTAKO GENEEN AZTERKETA

Gene kandidatuen estrategia erabiliz eta OSren suszeptibilitatea aldaera genetikoen
bitartez aztertu dituzten artikulu guztiak kontuan hartuta, CTLA4 genearen rs231775 OSren
arriskuaren markatzaile bakarra izan daitekela behatu genuen. Beraz, gene kodetzailetan
dauden emaitzen eskasia kontuan hartuta eta azken hamarkadetan, gene ez kodetzaileak
hartu duten garrantzia dela eta, OSren arriskuaren markatzaile genetikoak gene hauetan
bilatzea erabaki genuen. Hauen artean, miRNAk gehien aztertutakoak dira eta minbizien jatorri
eta bilakaeran paper garrantzitsua jokatzen dute. OSn adierazpen aberrantea erakutsi duten
miRNAk hezurraren sorreran eta zelulen proliferazioan, migrazioan eta inbasioan parte hartzen
duten geneak erregulatzen dituzte. Ondorioz, miRNAen adierazpen mailen aldaketak bai OSren
bilakaeran zein jatorrian inplikatuta egon daitezke. miRNA adierazpen maila hauek, miRNAk
prozesatzen laguntzen duten genetan (miRNA prozesamendu-geneak, hain zuzen ere)
aldaketak gertatzeagatik gauzatu daiteke. Izan ere, gene hauetako zenbait aldaera genetiko
jadanik zenbait minbiziekin asoziatu dituzte. Hori dela eta, gene hauen aldakortasun genetiko

guztia aztertzea erabaki genuen.

3.1 MIRNAEN PROZESAMENDU GENEEN SNPEN AZTERKETA

Hogeitabat miRNA prozesamendu genetan 72 SNP aztertu eta gero, hiru SNP
rs11866002, rs3812265 y rs3823994) RISC konplexuko 3 genetan (CNOT1, CNOT4 eta SND1)
OSren arriskuarekin asoziaturik topatu genituen. Hauetatik, CNOT1 eta CNOT4 geneak CCR4-
NOT konplexua osatzen duten RISC konplexu barruan (168, 169). Horrez gain, Bonferroniren
zuzenketaren ostean, CNOT1 genean rs11866002 SNPa asoziazio balioa ia adierazgarritasun

mailetara heldu zen (P=0,08).

Gure azterketan, rs11866002 polimorfismoaren CC genotipoa OSren arriskuaren
murrizketarekin asoziaturik topatu genuen. SNP hau, 22. exoian kokatuta dago eta aldaketa
sinonimoa dakar (CAG >CAA, reverse harizpia), hau da, ez du aminoazido sekuentzia aldatzen
(GIn>GIn), baina bere kokapenagatik moztitsazketaren erregulazioan eragin dezake (F-SNP)
(170) eta adierazpen aldaketak sortzen ditu (171). Izan ere, CNOT1 genearen adierazpena

genotipoaren arabera aldatzen dela behatu da HapMap populazio ezberdinetan (172).

341



rs11866002 polimorfismoaren CC genotipoa haurren leukemia linfoblastiko akutuaren
arriskuarekin ere asoziaturik topatu zen (87). Baliteke, rs11866002 SNPa minbiziarekin
orokorrean asoziatuta egotea. Bestalde, CNOT4 genearen rs3812265 SNParen CT+TT
genotipoak OSren arriskua areagotzen zuen (p=0,025). Hamargarren exoian kokatuta dagoen
SNP hau missense aldaera da, hau da, nukleotido aldaketa sortzen du (GTA>ATA, reverse
harizpia) eta proteinaren sekuentzia aldatzen du (Val>lle) (170), eta ondorioz, bere funztioan
eragin dezake. RISC konplexuaren barnean, CCR4-NOT konplexuak mRNA ituen poli(A) isatsa
mozten du (173). Hortaz, CNOT1 eta CNOT4 geneak mRNAen deadenilazio prozesu hau alda

dezakete, OSren jatorri eta bilakaeran parte hartzen duten geneen adierazpena aldatuz.

Azkenik, SND1 genearen rs3823994 SNPa TT genotipoaren OS arrisku-murrizketarekin
asoziatu genuen. Polimorfismo hau 16. exoian kokatuta dago eta potentzialki mostitzasketaren
erregulazioa aldatzen du (F-SNP). RISC konplexuaren barruan, SND1 geneak nukleasa funtzioa
du (174), miRNA editatuen degradazioa erregulatuz (175). Zenbait autoreek gene honetan
adierazpen aldaketak somatu dituzte kartzinoma hepatozelularrean (176) eta lehen mailako
azaleko melanoma gaiztoan (177). OSren kasuan SND1 genearen adierazpen aldaketa OSren
garapenean inplikatuta dauden miRNA mailak aldatu ditzake. 1zan ere, SND1 gene-isiltzeak
miR-17-92 klusterreko miRNA helduen gain-adierazpena eragiten duela behatu da (178).
Kluster hau OSn gain-adierazita dago eta OS zelulen proliferazio, inbazio eta migrazioarekin

asoziatu da (179).

miRNA prozesamendu-geneen aldakortasun guztia aztertu ostean, RISC konplexuko
CNOT1, CNOT4 eta SND1 geneetako hiru SNPak OSren suszeptibilitatearekin asoziaturik topatu
genituen. Konplexu hau 15 genek osatzen dute eta miRNAekin batera (miRISC) mRNA ituak
degradatuz zein haien itzulpena inhibitzen dute (180). Zenbait lanek, RISC konplexuko geneen
adierazpen aldaketak miRNA ituen isilarazpenean eragiten duela aitortu dute. Esate baterako,
TNRC6A genearen deplezioak mRNA askoren gain-adierazpena dakar (181). Era berean,
konplexu honen geneen adierazpen aldaketak ere miRNAen mailak aldatzen dituzte. Esate
baterako, EIF2C2 genearen adierazpen aldaketak miRNA gain-adierazpenarekin korrelazionatu
da mieloma anizkoitzean (182). Hori dela eta, RISC konplexuko zenbait partaideen SNPak haien

funtzioan eragin dezakete eta miRNA bidezko mRNA erregulazioa aldatu.

Gerora, mMIiRNA prozesamendu geneen aldakortasun genetikoa Weng Y eta
kolaboratzaileen taldeak aztertu zuten GEMIN4 (complejo RISC), DROSHA (complejo
DROSHA/DGCRS8) eta DICER1 (complejo DICER) (183). Emaitzen ezberdintasuna alde batetik,
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populazioen jatorrian egon daiteke (asiatikoa vs europearra, gure kasuan). Horrez gain,
azterketa honetan miRNA prozesu geneen hautaketa egin zen (AGO1, DDX17, DDX5, DICER1,
DROSHA, GEMIN4, RAN, SNIP1 eta XPO5 geneak) eta ez ziren CCR-NOT partaideen generik
aztertu. Hala eta guztiz ere, ikerketa-lan honek miRNA prozesamendu geneen inplikazioa

sendotzen du OS suszeptibilitatean.

Ondorioz, lehenengo aldiz, RISC konplexuaren genetan SNPak (rs11866002 CNOT1
genean, rs3812265 en CNOT4 genean eta rs3823994 SND1 genean), OS suszeptibilitatearekin

asoaziaturik topatu genituen bilatu genituen.
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3.3 MIRNA GENEEN SNPEN AZTERKETA

miRNAen adierazpen aberrantea miRNAetan dauden aldaera genetikoei egotzi
dakioke. Aldaketa hauek miRNA mailei zein mRNA ituen loturek eragin ditzakete. miRNA
polimorfismoak (mir-SNPak) jadanik minbizien sorrerarekin asoziatu dira. lzan ere,
argitaratutako lan guzti hauek bilaketa sistematiko eta meta-analisiak plazaratu dira hala nola,
mir-146a miRNAnN rs2910164, mir-149 miRNAnN rs2292832 eta mir-196a2 miRNAn rs11614913
(107, 108). Hala ere, mir-SNPak minbiziaren garapenean garrantzizkoak izan arren OSn oraindik

ez dira sakonki aztertu.

Azterketa honetan, 213 polimorfismo 206 pre-miRNA genetan modu arrakastatsuan
analizatu genituen 100 OS kasuan (<34 urte) (74 kasu populazio espainiarrean eta 26 populazio
esloveniarrean) eta 256 kontrol. Guztira, 14 SNP 14 pre-miRNAtan OSren arriskuarekin
asoziaturik topatu genuen populazio espainiarrean eta 9 SNP 8 pre-miRNAtan populazio
esloveniarrean (p < 0,05). Bi populazioak batera analizatzerakoan 12 SNP 12 pre-miRNAtan

OSren arriskuarekin asoziaturik topatu genituen.

Populazio espainiarrean rs12894467 SNParen TT genotipoa miR-300 miRNAn emaitzik

adierazgarriena izan zen (OR=2,01). Horrez gain, populazio biak kontuan hartuta ere emaitza
adierazgarriak erakutsi zituen (OR=1,62). Mir-300 miRNA 14g32 gune kromosomikoan dagoen
miRNA klusterrean kokatuta dago. Zehazki OSn, kluster honetako zenbait miRNA (miR-382,
miR-134, miR-544 eta miR-369-3p) azpi-adierazita daude, eta hauek modu kooperatiboan v-
myc myelocytomatosis viral oncogene homologue (avian) (MYC) genea gain-adierazten dute
(184). MYC genearen aktibazioak OSren patogenesian paper garrantzitsua jokatzen du hezur-
muineko estroman kokatuta dauden zelulen transformazio prozesuan (OS zeluletara)
inplikatuta dagoelako (185). Horrez gain, miRNA hauen inplikazioa tumorigenesian Thayanithy
eta kolaboratzaileak erakutsi zuten. lzan ere, miRNA hauek blokeatzean osteoblastoen

ahalmen proliferatiboa, migratzailea eta inbasiboa areagotzen du.

Gure emaitzak azaldu daitezke T aleloak rs12894467 SNPan mir-300 miRNAren azpi-
adierazpena ekar dezakelako eta honek MYC genearen gain-adierazpena eragin. Horrez gain,
gure analisian kluster honetan dauden beste 3 miRNA polimorfiko (mir-4309, mir-656 eta mir-
412) ere OSren arriskuarekin asoziaturik topatu genituela. Hortaz, gure emaitzak kontuan
hartuta eta miRNAen adierazpen aldaketa OSn behatu direla berrantolaketa genomikoengatik

(101) 14932 guneko miRNA klusterra OSren jatorriaren hotspot-a izan daitekela uste dugu.

344



rs356125 mir-2278 miRNAn 9922 gune kromosomikoan kokatuta dago. Polimorfismo
honen G aleloak OSren arriskua areagotzen zuen populazio espainiarrean (OR=9,8). Hala ere,
asoziazio hau ezin izan zen balidatu populazio esloveniarrean ezta populazio biekin batera eta
hori dela eta, populazio espainiarraren ezaugarria izan daiteke. Mir-2278 C9orf3ren gune
intronikoan kokatua dago eta M1 zink menpenko aminopeptidasen familiakoa. Gene hau
zutitzearen disfuntzioarekin eta obario polikistikoen sindromearekin asoziatuta ikusi da;
gaixotasun hauek sexu-hormonen kopuru ezegokia edukitzeagatik gertatzen dira (187, 188).
OSren etiologiaren kausetako bat hormonen aldaketak izan daiteke zenbait autorek aitortu

duten moduan (28), hortaz, polimorfismo honen asoziazioa azal dezake.

mir-576-an kokaturik dagoen rs77639117 SNParen T aleloak OS arriskua areagotzen
zuen (OR=5,85). Emaitza hauen ildotik, AT/TT genotipoak OSren arriskua emendatzen zuen
populazio biak elkartutako analisian (OR=4,83). miRNA honen adierazpena OSn aztertu da
emaitza kontraesankorrekin: Won KY et al eta Maire G et al., ez zuten adierazpen aldaketarik
somatu (8 kasu baino gutxiago analizatuz) (101, 189), eta Sarver et al-ek aldiz gain-adierazpena
topatu zuten 15 OS laginetan (190). Mir-576 miRNAren itu genetako bat RBI gene tumore-
ezabatzailea da (Mirwalk-en in silico analisia). Gene hau sarrera atalean komentatu dugun
moduan OSn garrantzi handikoa da, izan ere, OS esporadikoen %35en kasuan inaktibatuta
dago mutazio eta heterozigositatearen galerengatik (3). Guzti hau kontuan hartuta,
rs77639117-T aleloak mir-576 miRNAren gain-adierazpena ekar dezake eta hori RB1 genea
azpi-adierazi eta bere inaktibazioa ekar dezake. Beraz, mir-576 miRNA, RB1 genearen

inaktibazioarentzat mekanismo alternatiboa izan daiteke.

Mir-3188 miRNAn dagoen rs7247237 SNPa ere OSren arriskuarekin asoziaturik topatu
genuen, 19p13 kokatua. Kasu honetan, TT genotipoak populazio espainiarraren arriskua
areagotzen zuen (OR= 3,59). Bi populazioak batera aztertzen ere adierazgarria izan zen
(OR=2,35), baina ez populazio esloveniarrean. miRNA honen gene ituak ez dira zehazki
ezagutzen, baina interesgarria da jun D proto-oncogene (JUND) proto-onkogenearen urgora
kokatuta dagoela. Gene honek JUND proteina kodetzen du eta activator protein 1 (AP1)
transkribapen faktorearen osagaietako bat da. AP1 jarduera transkripzionala inhibitzean OS

zelulen ahalmen migratzaile, inbasibo eta metastikoa blokeatzen da saguetan (191).

rs2289030 polimorfismoa mir-492 miRNAn bostgarren polimorfismorik adierazgarriena
da eta GG gaixotasunaren babeseko genotipoa izan zen. MiRNA honen gain-adierazpena PTEN
gene tumore-ezabatzailearen azpi-adierazpena sortzen du gibeleko minbizian (192). Bestalde,

OSn egindako bi azterketetan ez zuten adierazpen aldaketarik somatu (101, 189); hala ere,
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emaitza hauek kontu handiz hartu behar dira aztertutako lagin kopurua oso baxua zelako (<7
OS lagin). PTEN geneak PTEN proteina kodetzen du, PI3K bidezidorraren aktibazioan parte
hartzen duen fosfatasa da eta ziklo zelularraren jarraipenean modulatzen du eta ondorioz,
zelulen biziraupenean eraginez (193). Zenbait ikerketa lanek PTEN azpi-adierazita dago OS
pazientetan eta OS lerro zelularretan, mir-128 eta mir-17 miRNAen gain-adierazpena dela eta
(149, 194, 195). Horrez gain, OS lerro zelularretan PTEN gain-erregulazioa gertatzen da eta
honek zelula tumoralen atxikipenean, migrazioan eta inbasioaren ahalmena murrizten du
(196). Emaitza hauek kontuan hartuta, rs2289030 SNParen GG genotipoak mir-492ren gain-
adierazpena ekar dezake eta miRNA kopuru emendioagatik PTEN genearen adierazpena
murriztu daiteke. Ildo honetatik, in silico analisiak diotenaren arabera, rs2289030-C aleloak
mir-492ren bigarren mailako egitura aldatzen zuen, bere prozesamendua eta azken batean,

miRNA mailak aldatuz.

rs10505168  polimorfismoa  mir-2053  miRNAn  seigarren  polimorfismorik
adierazgarriena izan zen populazio espainiarrean, non AG genotipoak OSren arriskua
emendatzen zuen (OR=2,02). Hala ere, emaitza hau ez zen populazio esloveniarrean eta biak
batera adierazgarria izan. MiRNA honeri ez zaizkio itu generik ezagutzen. Hala ere, gen CUB
and Sushi multiple domains 3 (CSMD3) gune intronikoan kokatuta dago 8923 zonaldean. Gene
honetako SNPak 8q24 gune kromosomikoan, MYC onkogenea dagoen tokian, dauden SNPekin

lotuta daude populazio kaukasikoan (197).

Analisi honen zazpigarren emaitzik adierazgarriena rs60871950 polimorfismoa izan zen
mir-4467 miRNAn kokatua. Polimorfismo honen AA genotipoak babesa ematen zuen OSn (OR=
0,39). Hala ere, asoziazio hau ez zen populazio esloveniarrean ezta batera analizatzerakoan.
MiRNA hau glioman gain-adierazita topatu da eta SF1 genearen erregulazioan parte har dezake
(198) eta DNAren konponketa prozesuetan inplikatuta dago (199). DNAren konponketaren
prozesuan akatsak gertatzen direnenan OSren jatorrian gakoak dira (28), beraz, rs6087195

SNPak mir-4467 miRNAren adierazpen aldaketak ekar ditzake eta beraz SF1 genea aldatu.

Mir-5196 miRNAn rs10406069 SNPa OSren arriskuarekin ere asoziaturik topatu
genuen. miRNA hau CD22 genearen 12. exoiarekin gainezartzen da genoman. Gene hau
gizakien B linfozitoen gainazalean kokatzen den antigenoa kodetzen du (200). Nahiz eta

sistema immunologikoak OSn duen papera guztiz argi ez egon (201), sistema honetan parte
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hartzen duten beste antigenoetan ere (CTLA4 genea, kasu) aldakortasun genetikoa OSren

suseptibilitatearekin asoziatu dute (55-57).

Beste emaitza interesgarri bat rs702742 mir-378h miRNAn topatutakoa da (p=0,022).
Mir-378 a/b/c/d/e/f/h/i-ak ebolutiboki oso kontserbatutako miRNA familia da eta OSren ehun
tumoralean gain-adierazita dagoela behatu da (101, 190, 202-204). Horrez gain, miR-378 zelula
mesenkimaletatik osteoblastoen ezberdintzapenean parte hartzen du prozesu honetako
zenbait gene erregulatzen dituelako (205-207). Alde batetik, You L eta kolaboratzaileen taldeak
miR-378 miRNA modu ektopikoan gain-adieraziz osteoblastoen mineralizazioa suspertzen
duela behatu da CASP3 genea erregulatuz (mir-378ren itua) (205). Bestalde, Kahai et al-en
taldeak miR-378 gain-adierazpena osteoblastoen ezberdintzapen goiztiarra erreprimitzen
duela nefronectin genea (NPNT) gene-isilaratzeagatik, osteogenesiaren induktorea (207).
Azkenik, mir-378 ezberdintzapen osteogenikoaren erregulazioan parte hartzen du bone
morphogenetic protein 2 genearen (BMP2) bidez. Gene hau hezu eta kartilagoaren eraldaketa
sustatzen duen transkripzio-faktorea da (206). BMP2ren maila anormalek anomalia
kongenitoak eta hezur, kartilago, muskulu eta gantzera eratortzen diren zelula mesenkimalak
inplikatuta dauden gaixotasunak sortzen dituzte (208). Gure azterketan, GG genotipoak
rs702742 mir-378h miRNAren gain-adierazpena ekar dezake eta aurretik komentatutako
bidezidorraren bitartez osteoblastoen jardueran eragin. Ondorioz, rs702742 SNPa mir-378h

miRNAnN garrantzizkoa izan daiteke osteosarkomagenesian.

mir-4745 dagoen rs10422347 SNPn TT+CT genotipoak miRNAn OSren arriskua
emendatu zuen (OR=2,30) ere. Literaturan ez da deskribatu miRNA honetarako itu generik.
Hala ere, miRNA hau polypyrimidine tract binding protein 1 (PTBP1) genearen zazpigarren
intronetik transkribatzen da eta mostitzazketa prozesuan inplikatuta dago (209). Gene hau
glioblastoma bezalako minbiziekin erlazionatu da (210), non PTBP1 geneak pirubato kinasa
entzimak moztitsasketa aldatzen duen eta honek glukosaren metabolismoa aldatzen du
minbizi zeluletan behatzen den Warburg efektua aktibatuz (glikolisi anaerobioa) (211, 212). In
silico analisien bitartez, polimorfismo honen T aleloak GATA-1 eta GATA-2 transkribapen
faktoreen lotura gune berria sortzen du, eta horrela, OSn glukosaren metabolismoan eragin

dezake pirubato kinasaren moztitsasketa aldatuz.

Azkenik, rs35770269 SNParekin asoziazio adierazgarria topatu genuen non T aleloak
babeseko (OR= 0,64) tendentzia erakutsi zuen. rs35770269 SNPa mir-449c miRNAren seed

gunean kokatuta dago eta SNPa hor egotean bere itu geneen lotura alda dezake. Izan ere, in
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silico analisiek rs35770269-T aleloak (arriskua aregotzen zuena) mir-449c bigarren mailako

egitura aldatzen du (http://bicinfo.life.hust.edu.cn/miRNASNP2/), haien itu geneen

osagarritasuna aldatuz. Mir-449c miRNA kluster kontserbakorrean kokatuta dago eta bere seed
sekuentziarekin duen homologia dela eta mir-34 miRNA familiakidea (213). Mir-34 familia
osteosarkomagenesi prozesuetan parte hartzen duela jakina da, bere kide guztiek
osteoblastoen ezberdintzapena sustatzen dutelako hezurraren osaketa prozesuan (105, 214).
Orain arte, mir-34ren familiaren mir-SNPen eta OSren arriskuaren artean asoziazio
adierazgarriak topatu dituzte. Zehazki, rs4938723- T, pri-mir-34b/c gune promotorean
kokatuta dago eta rs72631823-A, pre-mir-34a miRNAn kokatua dagoena, OS arriskua
emendatzen zuten populazio asiatikoan (109, 110). Azken artikulu honetan, rs72631823-A
aleloak mir-34a-ren adierazpenaren murrizten du OS lerro zelularretan c-MET itu genearen
lotura aldatuz eta zelulen proliferazio zelularra sustatuz. Gaur egun jakina da familia bereko
miRNAs itu gene berak erregulatzen dituztela beraz, mir-34 eta mir-499 familiakideak gene
berak erregulatzea espero da. Zentzu honetan, rs35770269-T aleloa mir-449 miRNAn mir-34

miRNAren modu berean joka dezake c-MET genearekin lotura aldatuz.

Populazio esloveniarrean behatu genuen emaitzik interesgarriena mir-5189 miRNAn

kokatuta dauden 2 SNP (rs35613341 eta rs56292801) OSren arriskuarekin asoziaturik topatu
genuen. rs35613341 SNPak gainera, Bonferroniren zuzenketa gainditu zuen (p=0,0001). Bi
SNPetan OS kasuen heterozigotoen jaitsiera nabarmena antzeman genuen.
Heterozigositatearen galerak miRNA kokatuta zegoen gunean delezioa egon zitekela
adierazten zuen. DGV (Database of Genomic Variation) datubasea erabiliz benetan populazio
orokorrean maiztasun handian delezioak agertzen diren gunea zela baieztatu genuen.
Lehenengo aldiz, mir-5189 miRNAko polimorfismoak OSren arriskuarekin asoziaturik aurkitu
genuen. Asoziazio hau populazio esloveniarrean bakarrik gertatzen zen eta hori dela eta,

populazio horren berezko ezaugarria izan daitekela uste dugu.

mir-3620 miRNAn kokatuta dagoen rs2070960 SNPa ere OSren suszeptibilitatearekin
asoziaturik topatu genuen, kasu honetan TT babeseko genotipoa izanik. Orain arte, ez dira
miRNA honen itu geneak zehaztu. Hala eta guztiz ere, miRNA hau ADP-ribosylation factor 1
(ARF1) genearen 2. Introian kokatuta dago. Gene hau proliferazio zelularrean paper
garrantzitsua jokatzen duen GTPasa kodetzen du (215). ARF1 GTPasak proliferazio honen
erregulazio pRB/E2F1 jardueraren bidez kontrolatzen du bularreko minbiziaren lerro
zelularrean (216). Beraz, rs2070960 ARF1 genearean adierazpena modulatu dezake eta OSn

proliferazio zelularraren prozesuan alterazioak sortuz. lzan ere, in silico analisien bitartez T
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aleloak CP2 eta P (F-SNP datubasetik) lotura gune berriak sortzen dituela eta horrek genearen

adierazpenean eragin dezake.

Populazio esloveniarrean adierazgarria izan zen hurrengo polimorfismoa rs2273626
izan zen, mir-4707 miRNAn kokatuta. Polimorfismo honen AC+CC genotipoak OS arriskua
emendatzen zuen (OR=5,01). Orain arte, ez dakizkigu ze gene erregulatzen ditu mir-4707
miRNAk. Hala eta guztiz ere, miRNA hau HAUS augmin-like complex, subunit 4 (HAUS4)
genearen 5°UTR gunean kokatuta dago. Gene hau zentrosomaren augmina deitzen den
konplexuaren azpiunitatea kodetzen du, zentrosomaren multzokatzea gertatzeko beharrezkoa
dena. Zehazki, azpiunitate hau ardatz mitotikoan kokatzen da eta hori dela eta, mihiztadura
mitotikoan eta zentrosomaren egongortasunean parte hartzen du zatiketa zelularrean (217).
0OSn, AC+CC genotipoak SNP honetan HAUS4 genearen adierazpen maila alda dezake OSn

zatiketa zelularra aldatuz.

rs9877402 SNPa ere OSren arriskuarekin asoziatu zen. Polimorfismo hau mir-5682 pre-
miRNAn kokatuta dago, eta a priori miRNA helduaren adierazpena alda dezake. Hala ere,
momentuz ez dira bere itu geneak ezagutzen. Mir-5682 syntaxin binding protein 5-like
(STXBP5L) genearen 4. Introian kokatuta dago eta Il. tomosina kodetzen du exozitosian parte
hartzen duen mintzarteko proteina kodetzen du (217). MiRNAk besikula edo exosometan
zelulatik at garraiatzen direla jakina da (218, 219), beraz, tomosinen familian gertatzen diren
alterazioak exosomen bidezko miRNA garraioan eragin dezakete. Ideia hau bultzatuz, OS
metastasikoan tomosinen familiako genetan adierazpen aldaketak behatu dira (220) eta honek
miRNAen exozitosian eragin dezake. Hori dela eta, rs9877402 SNPa STXBP5L generean

adierazpena alda dezake exozitosiaren erregulazioa modifikatuz.

rs4674470 SNPa mir-4268 miRNAn, rs6726779 SNPa mir-4431 miRNAn eta rs243080
SNPa mir-4432 miRNAn ere asoziazio adierazgarriak erakutsi zituzten populazio

esloveniarrean. Hala ere, ezin izan genuen asoziazio hau OSrekin duen erlazioa azaldu.

Azkenik, rs3746444 SNPa pre-mir-499an ere OSren arriskuarekin asoziaturik topatu
genuen (soilik populazio esloveniarrean). Kasu honetan SNP honen G aleloa arriskuaren
murrizpenarekin asoziatu zen (OR=6,71). Rs3746444 literaturan gehien aztertutako
polimorfismoa da. Izan ere, minbizi anitzen sorrerarekin asoziatu dute (221-225). Horrez gain,

gure emaitzekin bat, bi meta-analisik G aleloa zenbait minbizien sorreraren arriskua murrizten
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dute populazio kaukasikoan (226, 227). Hala ere, lehenengo aldia da SNP hau OS arriskuarekin
asoziatzen dela. Rs3746444 mir-499-5p-ren pre-miRNAn kokatuta eta mir-499-3p-ren seed
gunean. MIiRNA hauen itu gene potentzialak RECQL eta RB1 geneak dira, hurrenez hurren
(186). Gene hauek genomaren DNA konponketan eta egonkortasunean inplikatuta daude.
Lehen komentatu dugun moduan, RB1 geneak alterazioak erakusten ditu OS esporadikoen
%35ean eta RECQL genea ostera, OS izateko arriskua areagotuta duten hiru sindromeren
(Sindromes RTS, Werner eta Bloom) jatorriaren erantzulea da. Zehazki populazio
esloveniarrean, G aleloaren babesa mir-499 miRNAren gain-adierazpena sor dezake, eta honek
erregulatzen dituen geneen adierazpena murriztu dezake. Esan bezala, gene hauen
inaktibazioa, hain adierazpena murrizketa dela eta, OSren arriskuan inplikatuta daudela

ematen du.

Populazio biak batera aztertzerakoan 12 SNP adierazgarri topatu genituen, haietatik

bostek espainiako populazioan ere asoziaturik ikusi genituen, lau SNP populazio esloveniarrean

ere asoziaturik eta hiru SNP aurkikuntza berria izan ziren.

Hiru SNP horietan arreta jarriz (rs2910164, rs4112253 eta rs67042258), bi
populazioetan arrisku tendentzia gehigarria behatu genuen, hau da, nahiz eta asoziazio balio
ez adierazgarriak izan populazioak indibidualki analizatuz, biak arrisku genotipo berak zituzten,
beraz, lagin tamainua handituz botere estatistikoa handitu genuen asozio adierazgarriak
topatuz. Emaitza hauen arabera hiru polimorfismo hauek populazio mailan OSren

suszeptibilitate-markatzaileak izan daitezke.

Hiru SNP hauetatik, emaitzik interesgarriena rs2910164 SNPa mir-146a miRNAn topatu
genuen non CG+CC genotipoan OR=0,58, babeseko joera behatu genuen, eta hortaz GG
genotipoa arriskua adierazten zuen. Polimorfismo hau sarritan aztertu dute eta baita minbizi
askorekin asoziatu eta hori dela eta, zenbait meta-analisi plazaratu dira kartzinoma
hepatozelularrean (228), eta minbizi gastrikoan (229, 230), asoziazioak topatuz. Polimorfismo
hau OSan LV H-en taldeak aztertu zuten asoziaziorik topatu ezinik (p=0,1) (110). Emaitza hauek
izan arren, haien emaitzak gure emaitzekin bat zetozten (OR=0,69; 1C95%= 0,43-1,12; p=0,13
versus OR=0,68; 1C95%= 0,42-1,11; p=0,11; eredu alelikoa). Rs2910164 SNPa miR-146
miRNAren 3p harizpian kokatuta dago eta Ctik Grako aldaketa sortzen du; miRNAren
prozesamenduan alterazioak gauzatuz. Kasu honetan, C aleloa mir-146 ekoizpenaren
murrizketa dakar (231), eta horrek itu genekin lotzeko probabilitatea murrizten du. miRNA
honen itu genetako bat TNF receptor associated factor 6 (TRAF6) genea da, OS lerro zelularren

proliferazioa, apoptosia eta inbazio ahalmen erregulatzailea murrizten duela behatu (232).

350



Ondorioz, rs2910164 polimorfismoa mir-146 miRNAn OS ren patogenesian paper garrantzitsua

jokatzen duela postulatzea logikoa da.

Rs4112253 SNPa mir-4752 miRNAn ere emaitza interesgarria topatu genuen. Nahiz eta
itu gene ezagunik ez izan, leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A member 6
(LILRA6) genearen 1. Introian kokatuta dago 19q13.4 gunean. Gene hau leukozitoen
hartzaileen gene-klusterreko kidea izanik CNV eta CNA (copy number alteration edo alterazioak
kopia kopuruan) anitz aurkezten dituen zonaldea da (233). Zehazki OSn, CNAk (anplifikazioak)
deskribatu dira gune honetan (234-236).

Azkenik, hirugarren polimorfismo berria mir-6128 miRNAn dagoen rs67042258 SNPa
izan zen. Oraindik ez zaio itu generik ezagutzen. Halere, miRNA hau olfactory receptor, family
9, subfamily G, member 4 (OR9G4) genearen 5'UTR eskualdetik transkribatzen da. Orain arte,
gene honen papera ezjakina da OSn. Alabaina, beste tumoretan OR9G4 genearen familiaren
gain-adierazpena behatu da OR9G4 (237, 238), prostata minbiziaren proliferazio zelularraren in

vitro inhibizioa eraginez (239, 240).

OSren suszeptibilitatean pre-miRNA SNPen azterketa hain sakona egiten den
lehenengo aldia da. Azterketa honetan, 26 SNP 25 miRNA genetan OSren suszeptibilitatearekin
asoziaturik topatu genituen. Gure emaitzik interesgarriena 14932 miRNA-klusterrean
topatutako asoziazioa izan zen. Bertan, 4 SNP 4 miRNAek asoziazio adierazten zuten populazio
espainiarrean. miRNA kluster honetako miRNAk MYC genea erregulatzen dute OSn. Hori dela
eta, OSren suszeptibilitatearen hotspot-a izan daiteke. Esloveniako populazioan, 16g24 gune
kromosomikoan, lehengo aldiz OSren suszpeptibilitatearekin asoziaturik, delezioa topatu
genuen. Horrez gain, literaturan beste minbiziekin asoziaturiko bi miRNA (mir-499 eta mir-
146a) aurkitu genituen. Bi populazioak batera aztertu genituenean botere estatistikoa
emendatu genuen eta hiru arrisku-markatzaile berri topatu genituen: mir-146a, mir-4752 eta
mir-6128. Emaitza hauen arabera, miRNAk 3 polimorfismo hauek OSren suszeptibilitatearen

markatzaile moduan joka dezakete populazio orokorrean.
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AZKEN HAUSNARKETAK
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AZKEN HAUSNARKETAK

1. MDM2 genearen rs1690916 eta rs2279744 polimorfismoak eta OSren
suszeptibilitatean duten erlazioa aztertu eta gero, ez genuen haien arteko asoziaziorik
aurkitu. Hortaz, bariante hauek ez litzateke OSren suszeptibilitatearen markatzaileak

kotsideratu behar.

2. CTLA4 genearen rs231775 polimorfismoaren kasuan literaturan behatutako emaitzeak
baieztatu genituen. Hortaz, CTLA4 genearen rs231775 polimorfismoa OSren

suszeptibilitatearen markatzailea izan daiteke.

3. Gure emaitzek RISC konplexuak minbizian duen garrantzia azpimarratzen dute. lzan
ere, hiru aldaera genetiko konplexu honen hiru genetan (rs11866002 genes CNOTI,
rs3812265 en el gen CNOT4 y rs3823994 en el gen SND1) OSren suszeptibilitatearekin

asoziaturik topatu genituen.

4. 14932 gune kromosomikoa OSren suszeptibilitatearen hostspot-a izan daiteke. Gune
honetan MYC onkogenea erregulatzen duten miRNA klusterrean dauden aldaera

genetikoek bere funtzioa alda baitezakete.

Ondorioz, gure emaitzek gune ez kodetzailetako aldaera genetikoak OS pediatrikoaren

suszeptibilitatean duten garrantzia azpimarratzen dute.
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