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ABSTRACT

ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is a frequently lethal disease with heterogeneous outcomes
and drug responses. These differences reside in the intrinsic molecular features of the
tumors. The current standard of care for locally advanced rectal cancer (RC) is
neoadjuvant radio-chemotherapy (NRC) with 5-Fluorouracil (5Fu) as the main drug,
followed by surgery and adjuvant chemotherapy. While a group of patients will achieve
a pathological complete response, a significant percentage will not respond to the
treatment. The Unfolding Protein Response (UPR) pathway is generally activated in
tumors and results in resistance to radio-chemotherapy. Previous data from our group
showed that RHBDD?2 gene is overexpressed in the advanced stages of CRC and that it
could modulate the UPR pathway. Moreover, RHBDDZ2 expression is induced by 5Fu.
We thus hypothesized that the overexpression of RHBDD?Z2 in the advanced stages of
CRC could impact the regulation of the UPR pathway providing tumor cells with a stress-
resistant phenotype. In the present study, we demonstrate that the overexpression of
RHBDDZ2 in CACO2 cell line confers resistance to 5Fu, favors cell migration, adhesion
and proliferation and has a profound impact on the expression of both, the UPR genes
BiP, PERK and CHOP, and the cell adhesion genes FAK and PXN. We also determined
that RHBDD2 binds to BiP protein, the master UPR regulator. Finally, we confirmed that
a high expression of RHBDDZ2 in RC tumors after NRC treatment is associated with the
development of local or distant metastases. The collected evidence positions RHBDD2

as a promising prognostic biomarker to predict the response to NRC in patients with RC.
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RESUMEN

RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad frecuentemente letal con prondstico
y respuesta al tratamiento heterogéneos. Estas diferencias residen en las caracteristicas
moleculares intrinsecas de los tumores. Los pacientes con cancer de recto (CR)
avanzado reciben radio-quimioterapia (RQT) neoadyuvante con 5-Fluorouracilo (5Fu)
como principal droga utilizada, seguida de cirugia y quimioterapia adyuvante. Un grupo
de pacientes presenta una respuesta patologica completa al tratamiento neoadyuvante,
mientras que un significativo grupo no obtiene una respuesta favorable. La via del UPR
se encuentra activa en tumores colorrectales y se ha demostrado que su activacion
confiere quimiorresistencia a células tumorales. En estudios previos de nuestro grupo,
se demostré que RHBDD?2 se sobrexpresa en estadios avanzados del CCR, se induce
frente al tratamiento con 5Fu y se asocia a la via del UPR. Por lo tanto, se plante¢ la
hipétesis de que la sobreexpresion de RHBDD2 en los estadios avanzados del CCR
podria afectar la regulacion de la via del UPR dando lugar a un fenotipo celular
quimiorresistente. En la presente tesis, demostramos que la sobreexpresion de
RHBDD?2 en la linea celular CACO2 confiere resistencia al tratamiento con 5Fu, favorece
la migracién, la adhesion y la proliferacion celular. Ademas, tiene un profundo impacto
en la expresion de los genes del UPR: BiP, PERK y CHOP, y en los genes de adhesion
FAK 'y PXN. Mediante inmunoprecipitacion, observamos que RHBDD2 se une a BiP, la
chaperona principal del UPR. En tumores de recto, se determindé que aquellos que
mantienen alta expresion de RHBDD2 luego del tratamiento neoadyuvante se asocian
al desarrollo de metastasis local o a distancia. Estos resultados en conjunto posicionan
a RHBDD2 como un biomarcador prondstico prometedor para predecir la respuesta a la

RQT en pacientes con CR.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

@ El tracto gastrointestinal

“Toda enfermedad comienza en el intestino”
Hipdcrates (460-370 a.C.)

Hace aproximadamente 2500 afos, Hipdcrates, quién ha sido considerado “el padre
de la medicina” le atribuia al intestino un rol central en la salud humana. En la actualidad,
se ha demostrado que la integridad de la pared intestinal es fundamental para la correcta
nutricion y funcion de todos los sistemas de 6érganos que componen el cuerpo humano.
En la presente introduccion abordaremos las principales funciones del intestino y nos

centraremos en el intestino grueso, puntualmente en el carcinoma colorrectal (CCR).

1.1 Estructura, histologia y funcion del tracto gastrointestinal.

El sistema digestivo consiste en el tracto digestivo —cavidad oral, eséfago, estémago,
intestino delgado y grueso, y ano- y sus glandulas asociadas —glandulas salivales,
higado y pancreas-. También denominado tracto gastrointestinal (Gl) o canal
alimentario, su funcion es obtener, del alimento ingerido, la materia y la energia

necesaria para el crecimiento, funcionamiento y mantenimiento del cuerpo’.

Todas las regiones del tracto Gl poseen caracteristicas estructurales en comun. El
tracto Gl es un tubo hueco con un lumen de diametro variable y una pared constituida

por cuatro capas principales: mucosa, submucosa, muscularis y serosa’ (Figura 1).

La mucosa consiste en un epitelio de revestimiento, una capa subyacente de tejido
conectivo laxo, rico en vasos sanguineos y linfaticos, linfocitos y células de musculo liso,
denominada lamina propia, y una delgada capa de musculo liso denominada muscularis
mucosae, que separa la mucosa de la submucosa. La mucosa intestinal se caracteriza
por la presencia de microvellosidades que le permiten aumentar la superficie de
absorcion (Figura 1).
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INTRODUCCION

La submucosa contiene tejido conectivo denso, con vasos mas grandes y un plexo

submucoso (Meissner) de nervios auténomos (Figura 1).

La capa muscularis estd compuesta por células de musculo liso organizadas en dos
0 mas subcapas; la interna generalmente circular y la externa longitudinal. El tejido
conectivo entre ambas subcapas contiene vasos sanguineos, linfaticos y un plexo
mientérico (Auerbach) de nervios autonomos, este y el de Meissner comprenden el

sistema nervioso entérico (Figura 1).

La serosa es una delgada capa de tejido conectivo laxo, rico en vasos sanguineos,
linfaticos y tejido adiposo, recubierta por un epitelio simple escamoso, denominado

mesotelio (Figura 1).

Figura 1. Estructura
del tracto digestivo.
Se esquematiza la

Mucoss estructura general del
Epitelio
Lamina propia tracto Gl 'y se
Muscularis especifican sus cuatro
mucosae U . .

‘ Mesenterio  capas principales:

| mucosa, submucosa,
L muscularis 'y serosa.
WS s Vena Tomado y adaptado de:

Submucosa Vasos Junqueira’s, Basic
Glandula submucosa linfaticos Histology, Text and
Vasos sanguineos Lumen ]

Plexo del nervio Atlas, 13th edition.

submocoso

Muscularis
Capa circular
interna

Plexo del nervio
mienterico
Capas longitudinales

Serosa

1.2 El intestino

El intestino, precedido por la cavidad oral, el esofago y el estbmago, se encarga de
la absorcion de nutrientes, agua y electrolitos. La absorcion de nutrientes se lleva a cabo
en el intestino delgado, mientras que la absorcion agua, electrolitos y la transformacion
del material indigerible en heces se realiza en el intestino grueso'.

La pared intestinal se encuentra vinculada al sistema nervioso central (SNC) a través
del sistema nervioso entérico (SNE) que permite regular las secreciones glandulares y
el peristaltismo, entre otros procesos’.

El intestino, ademas, es el érgano con mayor asociacion al sistema inmune. Se
estima que aloja el 50% de los linfocitos humanos. Alli, el sistema inmune interactua con

una gran diversidad de antigenos presentes en el alimento y en la microbiota?. La
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INTRODUCCION

microbiota intestinal se compone de un conjunto de mas de diez billones de
microorganismos comensales, simbidticos y patdégenos que viven en el intestino. Posee
funciones nutricionales, regula el ph y la peristaltis intestinal y contribuye a la
maduracién y modulacion del sistema inmune®. EI 80% de la microbiota intestinal se
aloja en el intestino grueso. Actualmente desbalances en la microbiota se han asociado
a diversas patologias, entre ellas, desordenes metabdlicos, como diabetes u obesidad,
enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas y de salud mental*¢. Ademas, estudios
recientes indican que el microbioma (el genoma de la totalidad de los microoganismos
presentes en el tejido) se encuentra implicado en el desarrollo de neoplasias y en la

respuesta de los tumores al tratamiento”:8.

1.3 El intestino grueso.

El intestino grueso, presenta las siguientes regiones: un corto ciego, con una valvula
ileocecal y un apéndice; un colon ascendente (derecho), transverso, descendente
(izquierdo) y sigmoideo; y un recto, donde se almacenan las heces hasta su evacuacion’
(Figura 2).

Colon Tranaverss J y Figura 2. Regiones del intestino grueso. El
+ , Temiee Collintestino grueso consiste en el ciego; el colon, con
cuatro regiones: ascendente, transverso,
descendente y sigmoide; y el recto. Tomado y
adaptado de: Junqueira’s, Basic Histology, Text

and Atlas, 13th edition.

Colon

Ascendente h ’ Colon

Descendente

Valvula * %
lleocecal
Ciego —

Colon

fpendice Sigmoide

Vermiforme

La mucosa del intestino grueso esta penetrada en toda su longitud por glandulas
intestinales tubulares. Estas y el lumen intestinal estan revestidas por una capa epitelial
de células absortivas y caliciformes y un pequefio nimero de células enteroenddcrinas
(Figura 3). Las células columnares absortivas presentan microvilli. Las células
caliciformes producen el moco y se van haciendo numerosas hacia el recto. Las células

madre epiteliales (progenitoras) se ubican en el tercio inferior de cada glandula’.

La lamina propia es rica en células y nodulos linfoides que se extienden dentro de la

submucosa.
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La muscularis del colon posee una capa circular y una longitudinal caracteristica que
se organiza en tres bandas longitudinales separadas, denominada teniae coli' (Figura
3).

Apertura de la glandula intestinal

Células caliciformes Células caliciformes

Lumen

Epileiliu columnar . l:’ " .

simpie o { Epitelio

LA ¥ Yesl columnar
i simple

propia — Mucosa —

Glandula

instestinal

Nadulo 3 Glandula

linfatico . ' intestinal

Muscularis

mucosae
Muscularis
Capa circular Muscularis
apa mucosae
longitudinal
Serosa

Nervio Vénulas
Arteriolas’ "

Figura 3. Diagrama de la pared del intestino grueso. Se muestra la pared del intestino grueso compuesta
de las cuatro capas tipicas. a) La submucosa esta bien vascularizada. La muscularis presenta una capa
circular interna tipica, pero la externa longitudinal esta solo presente en tres bandas igualmente espaciadas,
la teniae coli. b) La mucosa esta ocupada principalmente por las glandulas intestinales que se extienden en
profundidad hasta la muscularis (HyE, 10X).Tomado y adaptado de: Junqueira’s, Basic Histology, Text and
Atlas, 13th edition.

@ El cancer colorrectal

2.1 Cancer

El cancer es una enfermedad heterogénea caracterizada por la acumulacion de
mutaciones en una célula que la conducen a un estado neoplasico que culmina en la
formaciéon de un tumor®. Los tumores malignos son capaces de invadir estructuras
adyacentes y diseminarse a otros tejidos u érganos. La diseminacion del tumor a otros
tejidos u organos, se denomina metastasis. Eventualmente las metastasis producen
dario sistémico, y dan lugar a la muerte del individuo?. Los tumores malignos presentan
caracteristicas distintivas: sefales permanentes de promocion del crecimiento celular,
evasioén de la supresion del crecimiento, inmortalidad replicativa, invasion y metastasis,
inestabilidad gendmica y mutacion, induccién de angiogénesis, resistencia a la
apoptosis, desregulacion del metabolismo energético, evasion de la respuesta inmune
y promocion de la inflamacién'® (Figura 4).

La inestabilidad gendmica y la promocién de la inflamacion son caracteristicas
cruciales para la adquisicién de los otros rasgos tumorales, ya que promueven la
transformacion celular y la consecuente progresion tumoral. Ademas, en la adquisicion

de muchas de estas caracteristicas participan las células normales del estroma que
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rodean al tumor, las cuales contribuyen al desarrollo de las capacidades tumorales y

conjuntamente dan lugar al microambiente tumoral'®.

SENALES PERMANENTES Jll  EVASION DE LA Figura 4
DE CRECIMIENTO SUPRESION DEL __ Caracteristicas
CELULAR CRECIMIENTO distintivas de las

células tumorales.
Se esquematizan las
diez  caracteristicas

DESREGULACION DEL EVASION DE LA

METABOLISMO RESPUESTA o

ENERGETICO INMUNE distintivas . Que
adquieren las células
somaticas al
transformarse en

RESISTENCIA A INMORTALIDAD células tumorales.

LAAPOPTOSIS REPLICATIVA Tomado y adaptado

de: Hanahan &
Weinberg, 2011.

PROMOGION DE

(LA INFLAMACION

2.2 Cancer colorrectal

Cualquier masa de lesion neoplasica del tracto Gl puede generar una protrusion de
la mucosa denominada podlipo. La neoplasia poliposa mas comun y con mayor
relevancia clinica es el adenoma de colon: pdlipos benignos que originan a la mayoria
de los adenocarcinomas colorrectales. Un gran niumero de adenomas, sin embargo, no
progresa a carcinoma. Los adenomas colorrectales se caracterizan por la presencia de

displasia epitelial?.

2.3 Epidemiologia

El adenocarcinoma colorrectal o CCR constituye la mayor causa de mortalidad y
morbilidad por neoplasias del tracto digestivo en todo el mundo'. En el 2018 se
detectaron aproximadamente un millén de casos nuevos y alrededor de 550.000

personas murieron por CCR'2.

La incidencia del CCR en Argentina es equiparable a la de otros paises del continente
americano como Estados Unidos, Brasil y Chile (Figura 5). Sin embargo, la tasa de
mortalidad en Argentina es significativamente mayor a la de estos paises (Figura 5),
evidenciando la necesidad de mejorar la atencion y el tratamiento de los pacientes con
CCR a fin de reducir la tasa de mortalidad. La prevalencia a 5 afios del CCR en la
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Argentina es equivalente a la de sus paises limitrofes Chile y Brasil, siendo todas

menores a la de Estados Unidos (Figura 5).

a ASR por 100 000 Figura 5. Estadistica
= fszgiszss epidemiolégica del CCR en
BB 10.7-16.8 2018._ Incidencia _ (a),
6.2-10.7 mortalidad (b) y prevalencia (c)
< 6.2 del CCR a nivel mundial en
2018 para ambos sexos y
todas las edades. Las
variables se esquematizan en
escala de colores creciente.
Tomado y modificado de:
b “‘5_“ hoE 111[’? 000 Globocan 2018, Cancer Today
. 8.6-11.1 Organizacion Mundial de la
N 6.4-8.6 salud (http//gco.iarc.fr/today/)
4.5-6.4
< 4.5
C Proporcion por 100 000
. > 753
e 41.1-75.3
mm 22.2-41.1
10.7-22.2
< 10.7
B No aplica

Sin datos

En la Argentina, constituye el segundo tipo de neoplasia mas frecuente, luego del
cancer de mama. Segun estimaciones de la IARC (Agencia Internacional de
Investigacion del cancer de la Organizacién Mundial de la Salud), en nuestro pais se
produjeron 15.692 nuevos casos en 2018 de los cuales 8.527 fueron hombres afectados
y 7165 mujeres (Tabla 1).

El CCR caus6 en 2018 en Argentina 8.721 muertes, ubicandose en el segundo lugar
luego del cancer de pulmoén con 10.662 muertes y precediendo al cadncer de mama que
produjo 6.380 defunciones. La tasa de mortalidad ajustada en ambos sexos para el 2017
fue de 12 x 100.000 habitantes’s.

2.4 Carcinogénesis colorrectal.

La combinacién de eventos moleculares que conducen al CCR es heterogénea e
involucra alteraciones genéticas y epigenéticas’. En términos generales existen al

menos dos vias moleculares de carcinogénesis bien caracterizadas.
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Tabla 1. Incidencia y mortalidad del cancer en Argentina, 2018

LOCALIZACION INCIDENC ' \coce HOMBRE  MORTALID
1A S AD
Mama 21558 21558 - 6.380
Colorrectal 15.692 7.165 8.527 8.721
Préstata 11.600 - 11.600 3.974
Pulmén 11.595 4484 7.1 10.662
Rifién 4.889 1724 3.165 2.314
Pancreas 4.878 2.576 2.302 4.683
Cervix 4484 4484 - 2.231
Estomago 3.980 1444 2.536 3.202
Vejiga 3.631 842 2.789 1599
Tiroides 3.482 3.015 467 265
SO O 3.405 1467 1938 1620
Hodgkin
Eaccefam yotros 5 o 1.414 1.587 1.616
Leucemias 2.934 1.365 1569 2.098
Cuerpo de Gtero 2.412 2.412 - 895
Higado 2.343 979 1.364 2.113
Ovario 2.330 2.330 - 1321
Eséfago 2.299 794 1505 1.891
Otros 12.224 4121 8.103 13.193
Total 125.014 66131 58.883  68.778

Tomado y modificado de: https.//www.argentina.qgob.ar/salud/instituto-nacional-del-
cancer/estadisticas/incidencia

La secuencia clasica adenoma-carcinoma es la que siguen los tumores con
inestabilidad cromosémica (CIN, del inglés Chromosome Instability), los cuales
constituyen el 80% de los tumores de colon esporadicos (Figura 6). El proceso
neoplasico comienza con la inactivacién del gen supresor de tumores APC, ya sea por
delecion del brazo largo del cromosoma 5 (5q) o mutacion inactivante. APC es un
regulador negativo clave en la via de sefalizacién Wnt y uno de los responsables de
retener a B-catenina en el citoplasma e inducir su degradacion en el proteosoma,
evitando que esta se transloque al nucleo y active la transcripcion génica'+'%. Dentro de
los genes activados por B-catenina se encuentra MYC, un importante promotor de la
progresion del ciclo celular (Figura 7). El 94% de los tumores de colon poseen alterada
la via Wnt demostrando el rol relevante que cumple esta via en el control de la

proliferacion y en el comienzo del proceso carcinogénico®.

Posteriormente a la alteracion de la via Wnt, se acumulan mutaciones adicionales,
como la mutacién en KRAS, que se encuentra en el 35% de los tumores colorrectales y

que promueve el crecimiento y previene la apoptosis (Figuras 6y 7).
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La progresion neoplasica esta también asociada a la pérdida de otros genes
supresores de tumores como SMAD2 y SMAD4, causada por la delecién del cromosoma
18q'+"7. Las proteinas SMAD son efectores de la via TGF-B (del inglés: Transforming

growth factor beta) e inhiben la progresion del ciclo celular (Figura 7).

La secuencia continda con la inactivaciéon del gen supresor de tumores TP53, el cual
se encuentra mutado en el 70-80% de los tumores de colon''6. Su inactivacion
raramente se presenta en adenomas, sugiriendo que la mutacion en TP53 es un evento
tardio dentro de la carcinogénesis colorrectal (Figura 6). La pérdida de funcion de TP53

es a menudo causada por la delecion del brazo corto del cromosoma 17 (17p).

MUCOSA MUCOSA
NORMAL EN RIESGO

ADENOMAS CARCINOMA

Mucosa Rl A
Submucosa —=  ° '
Muscularis =20

propia

Mutaciones en genes Inactivacion de genes Mulaciones en Pérdida de homocigosis Acumulacién de mutaciones
supresores de tumores por metilacion anormal proto-oncogenes en genes supresores de y alteraciones cromosomicas

en células germinales tumores
(heredadas) o somaticas
(adquiridas)
APC APC KRAS poatipts) Telomerasa y
5q2.1 (-Catenina 12p12 LOH (18q21) varios genes
: SMAD 2y 4

Figura 6. Cambios morfolégicos y moleculares en la secuencia adenoma-carcinoma. La pérdida de
una copia normal del gen supresor de tumores APC ocurre tempranamente. Las personas pueden nacer
con un alelo mutado, haciéndolas extremadamente susceptibles al desarrollo del cancer de colon, o bien la
inactivacion de APC puede ocurrir a edad avanzada. A la pérdida de APC le siguen alteraciones en la
metilacion normal de secuencias promotoras (modificacion epigenética) inactivando genes relevantes en el
control del ciclo celular. Otras mutaciones y deleciones suceden en genes como KRAS, p53, SMAD2 y
SMAD4, conducentes a la apariciéon del carcinoma, en el cual ocurren otras mutaciones. Si bien existe una
sucesion temporal en estos cambios, es el efecto agregado de las mutaciones, mas que su orden de
ocurrencia, lo que pareciera ser determinante. Tomado y modificado de: Robbins, Basic Pathology, 9th
Edithion.

La otra via, es la que atraviesan los tumores con mutaciones en las enzimas de
reparacion del ADN. En ellos el tejido acumula mutaciones en secuencias microsatélites
(secuencias cortas repetitivas) dando lugar al fenotipo con inestabilidad de
microsatélites (MSI, por sus siglas en inglés: Microsatellite Instability)'®. Algunas
secuencias microsatélites se encuentran localizadas en regiones promotoras de genes

involucrados en la regulacién del ciclo celular, como por ejemplo el promotor de
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TGFBR2, receptor del TGF-B y activador de las proteinas SMAD'%2, La inactivacion de

TGFBR2 impide que se traduzca una sefal inhibitoria de la proliferacion (Figura 7).
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Figura 7. Vias moleculares alteradas en el CCR. Se esquematizan las vias moleculares mayormente
alteradas durante la carcinogénesis colorrectal: Wnt, VEGF, PI3K, TP53, EGFR, TGF-B, TNF-a. La via Wnt,
las vias de receptores tirosina kinasa (RTKs) que regulan a las proteinas JAK-STAT vy la via de las MAPs
Kinasas promueven la progresién del ciclo celular. La via de PI3K inhibe la apoptosis celular, promoviendo
indirectamente la supervivencia celular. Los intermediaros del conjunto de vias de sefalizacion que
favorecen la supervivencia y la progresion del ciclo celular, sufren mutaciones activantes, amplificaciones,
sobreexpresion y/o up-regulacion de sus moléculas activadoras. Ademas, presentan mutaciones
inactivantes, delecion y/o down-regulacién sobre los inhibidores de la via. La via de TGF-B, a través de la
activacion de las proteinas SMAD, inhibe la progresion del ciclo celular. En CCR, son frecuentes las
deleciones en SMAD2/3/4.

La secuencia del gen pro-apoptotico BAX también se ha detectado alterada en
tumores de colon con MSI?". La reduccion en la expresion de BAX permite aumentar la

supervivencia de clones con anormalidades genéticas.

La inestabilidad de microsatélites y la deficiencia en la reparacién del ADN han sido
asociadas a los adenomas serrados sésiles, asi como también a los carcinomas que se

generan a partir de ellos.

Un tercer grupo, que algunos autores consideran dentro y otros fuera de los MSI,
incluye a tumores con fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, del inglés CpG Island
Methylator Phenotype)??. Algunos de estos tumores poseen MSI debido a que se

22



INTRODUCCION

encuentran metilados aquellos genes encargados de la reparacion del ADN, lo cual
genera dicha inestabilidad. Por ejemplo, la hipermetilacién del promotor de la enzima
MLH1, reduce la expresion de la misma y por lo tanto su funcién reparadora. Ademas,
estos tumores generalmente portan mutaciones activantes en el oncogén BRAF, pero
no en KRAS ni en TP53 (Figura 7). La combinacion de MSI con metilaciéon del promotor
de MLH1 y mutacion en BRAF, es una caracteristica distintiva de esta secuencia
carcinogénicaZ.

Un pequefio grupo de tumores de colon tiene un aumento en la metilacion de las islas
CpG en ausencia de MSI. Muchos de estos tumores tienen mutaciones en KRAS, pero
no en BRAF y TP53. Las mutaciones en TP53 no son frecuentes en tumores de colon

con fenotipo metilador’s.

2.5 Factores de Riesgo.

Factores genéticos y ambientales impactan en el desarrollo del CCR. Dentro de los
factores genéticos, la incidencia familiar contribuye al riesgo de padecer CCR. Los
pacientes que heredan una copia mutada del gen APC, desarrollan poliposis
adenomatosa familiar; un desorden autosémico dominante por el que se desarrollan

numerosos adenomas colorrectales durante la adolescencia?.

El CCR Hereditario No Polipdsico (HNPCC por sus siglas en inglés Hereditary Non-
Polyposis Colorectal Cancer) es causado por mutaciones heredadas en genes que

codifican enzimas responsables de la deteccion y reparacién del ADN2324,

La inflamacion crénica es una de las patologias previas con mayor riesgo de
desencadenar CCR. Los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, incluyendo
colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn poseen un riego muy alto de desarrollar colitis

asociada al CCR25%6,

Los factores ambientales que impactan en el desarrollo del CCR se encuentran
fuertemente asociados a la dieta. EI consumo de granos enteros, frutas y fibra vegetal
reducen el riesgo de desarrollar CCR mientras que el alto consumo de carbohidratos
refinados, grasas, carnes rojas y alimentos ultra procesados confieren un mayor riesgo
de desarrollar la enfermedad?”28. El consumo de alcohol y tabaco también aumentan el
riesgo de desarrollar CCR de una manera dosis dependiente??%,

La microbiota intestinal ha demostrado tener un fuerte impacto en el desarrollo del
CCR. Algunos microorganismos tienen propiedades pro-carcinogénicas como la
liberacion de compuestos que danan el ADN, la induccion de la proliferacién celular, la

permeabilizacién de la pared intestinal y la induccion de inflamacién crénica®'. Los
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pacientes con CCR poseen una microbiota menos abundante, con una reduccion
significativa de los microorganismos benéficos®. Los alimentos incluidos en la dieta
afectan la composicién de la microbiota intestinal sustentando el impacto que la

conducta alimentaria posee sobre el riego de desarrollar la enfermedad?:.

El nivel socioecondmico también guarda relevancia en el desarrollo de estos tumores,
siendo las personas de mayor vulnerabilidad econdémica las mayormente afectadas por
CCR34,

2.6 Clasificacion y estadificacién tumoral.

La clasificacién tumoral es una herramienta que permite codificar la extension y la
diseminacion del tumor en el paciente. El grado tumoral refiere al estado de
diferenciacion de las células tumorales. Mientras que, el estadio indica el tamafio de la
lesion primaria, la presencia o ausencia de ganglios linfaticos afectados y el desarrollo

de metastasis?.

Dukes y Kirklin construyeron un sistema de clasificacion, llamado TNM (tumor-
nodulo-metastasis), que refleja el estadio tumoral (Tabla 2), y que senté la bases para
la construccion del sistema de estadificacién del American Joint Commite of Cancer
(AJCC)? (Tabla 3).

En CCR, las caracteristicas de pobremente diferenciado y/o mucinoso estan
asociadas con mal pronéstico. Sin embargo, los dos factores prondsticos mas
importantes son la profundidad de invasion y la presencia o ausencia de metastasis en
nddulos linfaticos, también llamada metastasis ganglionar?. La invasion por parte del
tumor de la muscularis propia significa una reduccion en la supervivencia que decrece

aun mas en presencia de metastasis ganglionar.

El sitio metastasico mas frecuente en cancer de colon es el higado, debido a la
presencia del drenaje portal. No obstante, también puede aparecer metastasis en
nédulos linfaticos regionales, pulmones y huesos?. El recto no posee drenaje portal y
por ello, el pulmén es el sitio metastasico primario mas frecuente en los pacientes con

cancer de recto (CR)%.

2.7 Clasificacion molecular.

La clasificacion molecular basada en perfiles de expresion génica estd ampliamente
aceptada como un recurso relevante para la estratificacion o sub-tipificacion del CCR36.
La variabilidad de las plataformas de expresion génica, de los métodos de preparacion

de las muestras, de los métodos de procesamiento de los datos y la aplicacion de
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diferentes algoritmos a diversas cohortes de pacientes han dado lugar a un conjunto de
clasificaciones6:37.38,39.4041.4243 Con el objetivo de unificar la clasificacién molecular del
CCR y para facilitar la traslacién clinica, se formdé recientemente un consorcio
internacional entre los distintos grupos de expertos, dedicado al intercambio de datos y
analisis a gran escala**. El Consorcio de Sub-tipificacion del Cancer Colorrectal
(CRCSC, Colorectal Cancer Subtyping Consortium) fue formado entonces para
determinar la presencia o ausencia de subtipos moleculares bien definidos entre las
distintas clasificaciones del CCR*¢. De este modo, el CRCSC definioé cuatro subtipos
moleculares con caracteristicas distinguibles (CMS 1-4), siendo hasta el momento la
clasificacion mas robusta del CCR (Tabla 4).

Tabla 2. Clasificacion TNM. *

TUMOR Tis Displasia in situ
T Tumor que invade la submucosa
T2 Tumor que invade muscularis propia
T3 Tumor invade a través de muscularis propia
T4 Tumor invade drganos adyacentes
Tha Penetra en el peritoneo
Thb Invade otros drganos o estructuras
GANQLIOS NO Ausencia de afectacion ganglionar
LINFATICO Presencia tumoral en 1a 3 ganglios linfaticos
S N1 perirectales.
N1a Presencia tumoral en 1 ganglio regional
N1b Presencia tumoral en 2 a 3 ganglios regionales
Invade tejidos perirectales sin afectar ganglios
Nic regionales
N2 Afectacion de 4 o mas ganglios linfaticos
N2a Afectacion de 4 a 6 ganglios linfaticos
i N2b Afectacion de mas de 7 ganglios linfaticos
METASTAS
IS MO Ausencia de metastasis
M1 Presencia de metastasis a distancia
Mla Metastasis en un érgano
M1b Metastasis en mas de un 6rgano o partes distantes
del peritoneo

1 T indica el grado del tumor incluyendo desde la displasia de alto grado (in situ) hasta el
tumor metastasico. N hace referencia a la invasion de los ganglios por las células tumorales,
que puede se nula (NO) o bien llegar a afectar mas de 7 ganglios (N2b). M hace referencia
a la presencia o ausencia de metastasis, MO indica que el tumor no invadido otros érganos
y M1 indica que las células tumorales se encuentran afectando otros érganos.
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Tabla 3. Estadios tumorales segun la clasificacion TNM.'
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ESTADI
0 TNM
I T NO MO
T2 NO MO
A T3 NO MO
IIB Tha NO MO
lic Thb NO MO
A T1-T2 N1/N1c MO
T N2a MO
B T3, Tha N1 MO
T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
lic Tha N2a MO
T3, Tha N2b MO
Th4b N1, N2 MO
IVA Todos los T Todos los N Mla
IVB Todos los T Todos los N M1b
1 Los estadios tumorales |, II, lll y IV se homologaron segun sus

caracteristicas con las clasificaciones Dukes y TNM. Tomado y
adaptado de Robbins and Cotran, Pathologic Basis of Disease, 9th
Edition, 2015.

El grupo CMS1 comprende a la mayoria de los tumores con MSI, con expresion
alterada de las proteinas involucradas en la reparacion de dano en el ADN, con
hipermetilacion extendida, mutaciones en el gen BRAF, sobreexpresion de genes
asociados a infiltracion inmune y fuerte activacion de las vias de evasion del sistema
inmunoldgico. Este grupo recibe el nombre de CMS7-MSI immune** (Tabla 4). Los
grupos CMS2-CMS4 son los que presentan mayor inestabilidad cromosémica. CMS2
con el mayor nimero de ganancias en oncogenes y pérdidas en genes supresores de
tumores, con diferenciacion epitelial y una fuerte activacion de intermediarios de las vias
WNT y MYC, ambas vinculadas a la carcinogénesis CR. Este grupo fue denominado en
consecuencia CMS2-Canonical** (Tabla 4). ElI grupo CMS3 incluye tumores
enriquecidos en genes estrechamente asociados a multiples vias metabdlicas, en linea
con una alta tasa de mutacion del gen KRAS, descrito como un inductor potente de la
adaptacion metabolica*®. Por estas razones el grupo recibe el nombre de CMS3-

Metabolic. Finalmente, los tumores CMS4-Mesenchymal muestran una clara sobre-
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regulacion de genes implicados en la transicion de epitelial a mesenquimal y vinculados
con: la activacion de la via de senalizacién del TGF-B, la angiogénesis, la remodelacion
de matriz extracelular y el complemento de la respuesta inflamatoria. A su vez, este

grupo presenta el peor prondstico*4.

Esta nueva taxonomia ha sido propuesta para una estratificacion molecular mas
apropiada del CCR con una mejor perspectiva para las futuras investigaciones en esta
enfermedad, que traslacionalmente permitan el desarrollo de terapias cada vez mas

eficientes*4.

Tabla 4. Taxonomia propuesta para el CCR."

CMsI CMS2 CMS3 CMS4
MSI Immune Canonical Metabholic Mesenchymal
14% 37% 13% 23%
MSly MSS
M1, CIMP alta, SCNA alto mezclados, SCNA SCNA alto

Hipermutacion bajo, CIMP bajo

Mutaciones KRAS

Mutaciones en
BRAF

Infiltracion

Infiltracion y
activacion inmune

Activacion WNT y
MYC

Desregulacion
metabdlica

estromal,
activacion TGF-B,
angiogénesis

Peor supervivencia
después de una

Peor tiempo libre
de recaida y de

recaida

supervivencia

' Se reflejan las diferencias mas significativas entre los subtipos moleculares basados en perfiles de
expresion génica. CIMP, fenotipo metilador de islas CpG; MSI, inestabilidad de microsatélites; SCNA,
alteracion en el numero de copias somaticas.

2.8 Tratamiento
2.8.1 Generalidades del tratamiento del CCR

El tratamiento contra el CCR se basa fundamentalmente en cirugia y terapia
adyuvante (después de la cirugia), que puede consistir en quimioterapia, radioterapia y
terapia dirigida. En pacientes con CR, se administra terapia neoadyuvante, como primer
paso para reducir el tamario del tumor antes del tratamiento principal que generalmente
consiste en cirugia. El tratamiento neoadyuvante consta principalmente de radio-
quimioterapia (RQT).

Los tumores que se encuentran en el primer estadio son removidos mediante cirugia.
Los pacientes que poseen tumores de colon en estadios Il o lll son tratados mediante la
remocién quirdrgica del tumor y terapia adyuvante (Figura 8). En los pacientes que
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Figura 8. Progreso tumoral del CCR y su tratamiento. a) Esquema que representa el progreso del
desarrollo de un tumor colorrectal. El grado de profundidad que alcanza la masa tumoral y su capacidad de
invadir los nédulos linfaticos de la submucosa u érganos mas distantes a través del proceso de metastasis,
determinan el estadio tumoral, importante para establecer el tratamiento de la enfermedad. b) Tratamiento
del CCR. En los estadios mas tempranos de la enfermedad, cuando el tumor no se extiende mas alla de la
mucosa el mismo se extirpa mediante cirugia. A partir del Estadio Il, el paciente recibe quimioterapia luego
de la cirugia (adyuvante). Por su ubicacion anatdmica, los tumores en el recto pueden ser expuestos a
radiacién y a quimioterapia antes de la cirugia (neoadyuvancia), lo que favorece una reduccién en su
tamafo y en su capacidad proliferativa.

En los pacientes con CR que se encuentran en los estadios I, lll o IV se puede
administrar tratamiento neoadyuvante como primer paso para reducir el tamafo del
tumor (Figura 8). Se han reportado subgrupos de pacientes con CR que mostraron
respuesta clinica y patolégica completa al tratamiento neoadyuvante*’. Para estos
pacientes, la estrategia denominada watch and wait que consiste en el control clinico
estricto sin operacion, salvo en el caso de que el tumor recidive, se propone con el

potencial de evitar la cirugia mayor y en consecuencia preservar el 6rgano*® (Recuadro

1),

2.8.2 Tipos de tratamientos en CCR

Entre las terapias que pueden ser dispensadas a los pacientes con CCR podemos
diferenciar dos grandes grupos: la quimioterapia sistémica y las terapias dirigidas (Tabla
5).

Dentro de la quimioterapia sistémica se encuentra el tratamiento con 5-Fluoruouracilo
(5Fu), una molécula que inhibe la sintesis de nucledétidos, por inhibicion de la Timidilato
Sintasa (TS). La TS es la enzima que provee el Unico recurso de novo de timidina,
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necesario para la sintesis y reparaciéon de ADN®°, Ademas, el 5Fu, se incorpora en el

ADN y el ARN interrumpiendo su procesamiento y normal funcionamiento®®.

Recuadro 1: Protocolo Watch and wait.

La estrategia clinica denominada wafch and wait aparecio luego de que se reportaran subgrupos de
pacientes con CR que mostraron respuesta clinica y patoldgica completa al tratamiento de RQT
neoadyuvante*’. El método se basa en control clinico estricto sin operar a los pacientes, salvo en el
caso de que el tumor recidive, y se propuso como una alternativa que permita evitar la cirugia mayor
y, en consecuencia, preservar el drgano*’. Habr-Gama y colegas, han reportado estudios pioneros con
un 26% y hasta un 38% de pacientes con respuesta clinica completa; de los cuales un 6% mostré
recurrencia local en el lumen del recto“®®%%52 Estudios posteriores, mostraron respuesta completa

aproximadamente en el 15% de los pacientes, con subsiguiente reaparicion local de entre el 5 y el
60%53,54,55,56.

Se han postulado diversas hipdtesis que podrian explicar las diferencias entre los distintos estudios
respecto a la respuesta neoadyuvante de los tumores, que van desde variaciones en el tiempo
transcurrido desde el inicio de la RQT hasta la toma de decision multidisciplinaria del seguimiento
watch and wait, la dosis de radioterapia y/o causas moleculares intrinsecas del tumor que definen
subtipos moleculares con grados de respuesta diferencial®’’. Hasta el momento contindan siendo
hipotesis, por lo que es necesario profundizar a fin de que la estrategia watch and wait pueda ser
incorporada de manera segura y confiable en la practica clinica estdndar, como alternativa a la cirugia
mayor en pacientes con CR.

El 5Fu es el principal carcinostatico utilizado en el CCR®'. Ademas, se ha utilizado
con buenos resultados en diversas localizaciones tumorales, entre ellas, cancer de
mama, pulmon, cabeza y cuello, eséfago, estdbmago, pancreas, higado, colon, recto y
ano*, La tasa de respuesta al 5Fu en CCR avanzado se restringe, sin embargo, al 10-
15% de los pacientes®'%2, Por esta razén, se han desarrollado otras drogas como la
capecitabina, una fluoropirimidina oral que se absorbe a través del tracto Gl, se
metaboliza en el higado y se convierte en 5Fu en las células tumorales. Su conversion
en 5Fu la realizan las enzimas encargadas del metabolismo de nucleétidos, las cuales
se encuentran altamente expresadas en las células tumorales debido a la elevada tasa
replicativa®®. Por su efecto selectivo sobre el tumor se ha reportado un menor nivel de
toxicidad que el 5Fu, con menores efectos adversos asociados al tratamiento y un menor
numero de pacientes hospitalizados®*.

Otros compuestos quimioterapicos son también ampliamente utilizados, como el
oxaliplatino, un analogo del platino que se une covalentemente al ADN“, o el irinotecan
que inhibe la accion de las topoisomerasas®.

El 5Fu se comenzo a administrar junto a la leucovorina, un analogo del acido fdlico,
debido a que requiere del acido folico para ejercer su accion inhibitoria sobre la TS®4.

Por ello, su dispensacion junto con leucovorina mejora su efectividad. Posteriormente
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se disefiaron y probaron un conjunto de regimenes que combinan a las drogas
quimioterapicas antes mencionadas: FOLFOX, se compone de 5Fu, leucovorina y
oxaliplatino; FOLFIRI, compuesto por 5Fu, leucovorina e irinotecan; y FOLFOXIRI

compuesto por 5Fu, leucovorina, oxaliplatino e irinotecan (Tabla 5).

Tabla 5. Tipos de terapias aprobadas en CCR.

Tipos de terapias

Anticuerpos

Droga Regimenes (Antigenos)

Bevacizumab
(VEGF)

Cetuximab
(EGFR)

Panitumumab
(EGFR)

5Fu FOLFOX

Capecitabina FOLFIRI

Irinotecan FOLFOXIRI

Oxaliplatino | 5Fu+Leucovorina

Leucovorina

La heterogeneidad a nivel molecular de los tumores colorrectales y la resistencia que
suelen presentar a la quimioterapia sistémica, condujo al desarrollo de terapias dirigidas.
Las terapias dirigidas se basan en drogas que inhiben la accién de una molécula en
especifico y en consecuencia una via de sefalizacion en particular. Asi, se desarrollaron
y aprobaron para su utilizacién en el CCR los anticuerpos Bevacizumab, Cetuximab y
Panitumumab (terapia mediada por anticuerpos). Bevacizumab actda inhibiendo la
accion del VEGF, mientras que Cetuximab y Panitumumab se unen y bloquean la

sefalizacion del EGFR (del inglés: Epidermal Growth Factor Receptor) (Tabla 5).

A pesar de la combinacion de terapias sistémicas y dirigidas, sigue existiendo un alto
porcentaje de pacientes que muestran resistencia a la terapia. Por ejemplo, se ha
demostrado que pacientes que presentan mutaciones en el gen KRAS son resistentes
a anticuerpos dirigidos contra el EGFR®. Este tipo de hallazgos, en conjunto con el
avance en la clasificacion de los subtipos moleculares, dio lugar al inicio de un nuevo
enfoque en el tratamiento contra el CCR: la terapia personalizada. Esta consiste en la
correcta estratificacion de pacientes segun alteraciones genéticas especificas en genes
relevantes para la carcinogénesis colorrectal, o cual permite una mejor seleccion de las
drogas y los protocolos de tratamiento. Con objetivo de evitar el sobretratamiento y la

exposicion innecesaria de los pacientes a los efectos adversos de la terapia, la
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determinacion molecular de las mutaciones presentes en el tumor y en los sitios
metastasicos ha tomado un rol clinico preponderante. Aun queda mucho por investigar

sobre qué drogas especificas pueden favorecer a pacientes de un tipo molecular u otro.

@ Microambiente tumoraly estrés celular

3.1 Estrés de Reticulo Endoplasmatico.

Una vez iniciada la malignizacion tumoral, el rapido crecimiento del tumor con la
consecuente acumulacion de células y una inadecuada vascularizacion conducen a un
ambiente estresante para las células tumorales, en el que predomina la hipoxia, una
limitada disponibilidad de nutrientes y la presencia hostil del sistema inmune a través de
procesos inflamatorios®”68, Este escenario activa o desencadena una serie de
respuestas de estrés celular en las que el reticulo endoplasmatico (RE) cumple un rol

central®®.

El RE consiste de una red membranosa que rodea al nucleo y se extiende hacia el
citosol; aqui las proteinas que formaran parte del sistema de endomembranas o aquellas
que se exportaran al exterior celular son sintetizadas, modificadas post-

transcripcionalmente y plegadas en su conformacion correcta.

El RE contiene sistemas de control de calidad rigurosos que selectivamente exportan
proteinas correctamente plegadas y envian las mal plegadas a degradacion proteolitica
dependiente de ubiquitina, en un proceso denominado degradacion de proteinas

asociada al RE (ERAD, de su acrénimo en inglés)7°.

Diversos factores de estrés afectan la funcién del RE promoviendo la acumulacion
de proteinas no plegadas o mal-plegadas, condicidn denominada estrés de RE. Las
células se adaptan al estrés del RE mediante la activacion de una via de transduccién
de sefiales llamada UPR (del inglés: Unfolded Protein Response). El UPR representa
una respuesta de supervivencia a fin de restaurar la funcion del RE y conservar la
homeostasis celular. Si el estrés en el RE persiste las células activan mecanismos que

resultan en su muerte programada’.

3.2 La via del UPR.

Multiples perturbaciones pueden causar la acumulacion de proteinas mal plegadas
en el RE y activar la via del UPR. Estas condiciones incluyen la hipoxia, la privacién de
glucosa, el estrés oxidativo, la infeccion viral, elevados niveles de grasa o colesterol,

inflamacion y mutaciones en proteinas especificas’?’3. La via del UPR regula la
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transcripcion y traduccion de genes en un intento de restablecer la homeostasis y
restaurar las funciones del RE. Estos genes estan involucrados en la carga de proteinas
al RE, en los controles de calidad del RE, en la autofagia, en la biogénesis de lipidos y
en el trafico vesicular’!. De este modo, el UPR alivia el estrés del RE induciendo genes,
como las chaperonas, para aumentar la capacidad de plegamiento de proteinas,
sobreexpresando componentes del ERAD para incrementar la degradacion de proteinas
mal plegadas e inhibiendo la traduccion general de proteinas, especificamente la de

aquellas que se sintetizan en el RE2.

La via del UPR se conforma de 3 ejes de sefializacion que parten del RE. Cada eje
comienza con la activacion de un sensor ubicado en la membrana del RE. Los sensores
son tres proteinas integrales de membrana del RE: ATF6 (activador del factor de
transcripcion 6), PERK (PKR-quinasa como ER) e IRE-1 (proteina que requiere inositol-
1) (Figura 9).

La activacion de los sensores se produce cuando la chaperona BiP se disocia de
ellos. En ausencia de estrés, BiP, se encuentra unida a los sensores inhibiendo la
dimerizacion de los mismos y su activacion. Cuando se acumulan proteinas mal
plegadas en el lumen del RE, estas se unen a BiP, lo que hace que ésta se disocie de
los sensores, los cuales se oligomerizan activando la sefal de respuesta™ (Figura 9).
La activacion del sensor ATF6, activa el transporte del receptor al aparato de Golgi,
donde sufre protedlisis para liberar su dominio extracelular. El dominio extracelular, se
transloca al nucleo para activar la transcripcion de genes asociados a estrés de RE.
(Figura 9). IRE1 y PERK se activan por homodimerizacion y fosforilacion. La
oligomerizacion de IRE1 conduce a la activacion de su dominio RNAsa que
selectivamente procesa el ARNm de Xbp1. La variante generada de Xbp1 modula la
expresion de genes asociados al plegamiento, la secrecion y la degradacion de
proteinas (Figura 9). La activacién de PERK conduce a la fosforilacion del factor iniciador
de la traduccion elF2a, reduciendo la sintesis global de proteinas, y promoviendo la
traduccioén diferencial de ATF4. La acumulacion de ATF4 conduce a la activacion de
CHORP (Figura 9). Ambos factores de transcripcion regulan la expresién de un conjunto
complejo de genes que determinaran el destino celular. El resultado de la activacion del
UPR tiene dos efectos bien definidos: supervivencia celular o muerte. Sin embargo, el
mecanismo que determina cual es el destino celular durante el estrés de RE aun no ha

sido del todo determinado’*.72.73.74,
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Figura 9. Principales vias del UPR. Ante la presencia de proteinas mal plegadas dentro del RE, BIP se
libera de su unién a PERK, IRE1a y ATF6 e induce una serie de eventos que culminan en la activacion de
la transcripcion de diversos genes diana del UPR.

3.3 UPRy cancer

Las células tumorales estan expuestas a condiciones intrinsecas y ambientales, que
desencadenan una variedad de mecanismos adaptativos para favorecer la
transformacién celular y promover la adquisicion de caracteristicas tumorales

necesarias para la progresién del cancer’.

Los factores intrinsecos a los que estan expuestos los tumores sélidos, como la
activacion oncogénica, la alteracion del niumero de cromosomas y la capacidad
secretora exacerbada, generan una gran demanda en la produccién de proteinas
provocando estrés de RE". Ademas, factores extrinsecos como la hipoxia, la privacion
de nutrientes y la acidosis alteran la funcion normal del RE, activando también la via del
UPRYS,

En los tumores, se observa un aumento en la expresion de las moléculas del UPR,
que permiten a las células tumorales adquirir un fenotipo resistente al estrés’. La
sobreexpresion de BiP promueve proliferacién, supervivencia, y metastasis’’. En CCR,
de mama, pulmén, vejiga y estbmago, su sobreexpresion se asocia a un peor pronéstico
y confiere resistencia a un amplio conjunto de agentes terapéuticos’®. Ademas, se ha
demostrado que la reduccién de su expresion sensibiliza a las células tumorales al

tratamiento quimioterapico’®.
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3.3.1 Ejes del UPR y cancer
¢ Eje ATF6

ATF6 se ha asociado a la condiciéon de dormancia celular, proceso por el cual las
células detienen el ciclo celular en fase G0/G1 hasta que el microambiente sea 6ptimo
para reactivar su metabolismo y reanudar el ciclo®8'. En un modelo de carcinoma
escamoso humano se observé que ATF6 se encuentra constitutivamente activo en
células en estado de dormancia y que su silenciamiento reduce la supervivencia celular
y el crecimiento tumoral™82,

+ Eje IRE1-Xbp1

El eje IRE1-Xbp1 es fundamental para que las células tumorales puedan atravesar
condiciones de hipoxia y de privacion de glucosa®®. En gliobastoma, se ha demostrado
que IRE1 promueve el crecimiento, la angiogénesis y la invasion tumoral®. En este
sentido, conduce la formacién de nuevos vasos sanguineos a través de vias
dependientes e independientes del VEGF?® (del inglés: Vascular Endothelial Growth
Factor). La expresion elevada de Xbp1 en gliomas, tumores de mama triple negativos y

leucemia linfoblastica aguda correlaciona con mal pronéstico86-87.
¢ Eje PERK-ATF4-CHOP

El sensor PERK, al activarse, puede desencadenar tanto supervivencia como
apoptosis celular’. Esta complejidad, da lugar a que su rol en la tumorogénesis sea
dependiente de su expresion, el tipo de célula tumoral, el estado de proliferacion celular,

el microambiente tumoral y el modelo de estudio®.

El factor de transcripcion ATF4, se encuentra frecuentemente aumentado en células
tumorales®. En CCR, se ha asociado con la resistencia al tratamiento con 5Fu en
condiciones de privacion de glucosa®. Se demostrd que la reduccion de la expresion de
ATF4 en células de CCR, produjo la resensibilizacién a la droga®. Ademas, en tumores
de prostata se establecido como un factor esencial para el crecimiento y la supervivencia

celular®!.

CHOP es un factor de transcripcién que, en condiciones de estrés de RE, puede
desencadenar apoptosis celular®?. En células de CCR, CHOP induce apoptosis ante el
tratamiento quimioterapico con drogas analogas a la Rapamicina®. Por otra parte, en
cancer gastrico, la reduccion de la expresién de CHOP en el tumor correlaciona con un

peor prondstico®.
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<&> Elgen RHBDD2

4.1 Familia Romboide

Los genes de la familia romboide constituyen un grupo heterogéneo de proteasas de
membrana filogenéticamente conservadas®. Rhomboid 1 (Rho1), de Drosophila
melanogaster, fue el primer miembro descripto de la familia, caracterizado como una
proteina de membrana multipaso con actividad proteolitica que posee un rol regulador
clave en la via del EGFR®. Desde entonces, y a partir de analisis basados en similitud
de secuencias aminoacidicas, han sido identificados numerosos genes romboide®
(Figura 10). Muchos de ellos, carecen del dominio catalitico propio de los miembros con
actividad proteasa, definiéndose asi dos grupos: las proteasas que poseen actividad
catalitica, y las pseudoproteasas que carecen del sitio activo proteolitico®% (Figura
10a).

En humanos, hasta el momento han sido descriptos 14 miembros dentro de la familia
romboide: cinco proteasas (RHBDL1/2/3/4 y PARL) y nueve pseudoproteasas (iRhom
1/2, Derlin1/2/3, RHBDD2/3, UBAC2 and TMEM115), localizados en su mayoria en

membranas del RE, aparato de Golgi o membrana celular®® (Figura 10b).

a b [Miembros de Ia familia romboide con 7 d

Familia Rombolde PARL QEH03

Proteasas Pseudo-proteasas

RHBDLs iRhoms Derlinas TMEM115 | . a7t

T b gnnunun T

RHBDL2 OotXE2
IRhom Q4TT53
iRhom2 QSGCCE
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Derlin-1 Q9BUNE
24 Deriin-2 COCZPI

aon

Dertin-3 Q96080
RHBDDZ QENTFS

Miembros de la familia con 6

Figura 10. Genes de la familia romboide. a) Topologia general de los grupos de proteinas dentro de la
familia romboide. Las proteasas, nombradas como RHBDL's, poseen siete dominios transmembrana.
Dentro de las pseudoproteasas se encuentran las proteinas iRhoms con siete dominios transmembrana y
una cola citoplasmatica; las Derlinas, que poseen seis dominios transmembrana con un motivo
caracteristico de las proteasas entre el primer y el segundo dominio transmembrana y por ultimo, TMEM115
que posee Unicamente los seis dominios transmembrana. b) Filogenia de la familia de proteinas romboide
humanas. Se muestra la relacion filogenética entre las proteasas (rojo) y pseudoproteasas (negro). En el
recuadro superior se encuentran los miembros de la familia que poseen siete dominios transmembrana y
en el recuadro inferior quienes poseen seis dominios. Tomado y adaptado de: Adrain C & Freeman M, 2012
y Bergbold et al., 2013.

Ha sido demostrado que los genes de la familia romboide se encuentran involucrados

en numerosos procesos bioldgicos, que van desde sefializacion celular a través del
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EGFR o del TNF (del inglés: Tumor Necrosis Factor), hasta respuesta a estrés del RE y
apoptosis. También han sido asociados a enfermedades neurodegenerativas y
cancer?7.98.99,100.101.102 - GSin embargo, aun se desconoce el mecanismo funcional de

muchos de ellos, principalmente los pertenecientes a las pseudoproteasas.

No so6lo por su relevancia en la biologia celular sino también por su implicancia clinica,
en los ultimos afos se ha puesto énfasis en la busqueda y determinacion del rol
funcional de los genes romboide.

4.2 Los Romboide y el estrés de RE.

Como se mencionara, los genes romboide han sido asociados a numerosas y
diversas funciones moleculares, sin embargo, el hecho de ser proteinas multipaso de
membrana y estar principalmente localizadas en RE, el aparato de Golgi o la membrana
celular hace que las proteinas romboide compartan en cierto modo funciones asociadas
a la via biosintética secretora. En este sentido, RHBDL4, una romboide proteasa, que
se localiza en el RE, ha sido descripta como un componente esencial del ERAD, a través
del proceso de ubiquitinizacidén, como asi también se lo ha vinculado con la biosintesis
de exosomas y la regulacién de apoptosis. De las pseudoproteasas, grupo al que
pertenece RHBDD2, se ha demostrado que las iRhom juegan un papel central en la
regulacion del EGFR promoviendo su degradacion a través del ERAD, y alteraciones en

su expresion afectarian el desarrollo y crecimiento tumoral.

Las derlinas 1, 2y 3 han sido también asociadas con el ERAD, aunque el mecanismo
molecular aun no ha sido determinado. Por otro lado, se ha demostrado que UBAC2,
miembro reciente dentro de las romboide pseudoproteasas, se sobreexpresa bajo estrés

de RE, lo que le asigna un rol vital en la homeostasis de las proteinas del RE.

4.3 El gen RHBDD2.

En los ultimos anos se han desarrollado una serie de estudios que permitieron
caracterizar por primera vez la relevancia del gen RHBDDZ2 (Rhomboid domain
containing 2) en el cancer'03.104.105,106,107,108,109 Se determindé que RHBDD2 se haya
sobreexpresado en estadios avanzados del cancer de mama y en metastasis
ganglionares (Figura 11a). Mediante analisis in silico de perfiles de expresion génica se
demostrd que la sobreexpresion de RHBDD2 se correlaciona fuertemente con reduccion
en la supervivencia, en la supervivencia libre de enfermedad y en el tiempo libre de

metastasis en pacientes triple negativos (subtipo molecular con mal prondstico)'%4.
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En CCR, se demostré6 que RHBDDZ2 se encuentra sobreexpresado en tumores de
estadios avanzados, y que su expresion se ve incrementada al tratar células de cancer
de colon con 5Fu'® (Figura 11b, c). En el mismo estudio, mediante andlisis in silico de
microarreglos de otros estudios en lineas celulares de cancer de colon tratadas con
5Fu'%1 se determind que RHBDD2 se encuentra entre los genes significativamente
desregulados frente al tratamiento con la droga. Esto permitié proponer a RHBDD2

como un gen sensible al estrés celular causado por el 5Fu.
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Figura 11. Linea de tiempo de los hallazgos mas relevantes sobre el estudio de RHBDD2 asociado
al cancer. En 2007 se identificé por primera vez al gen RHBDD2 desregulado en el cancer de mama, en
un grupo de pacientes con metastasis (mtts) ganglionares. En 2009 se demostré que RHBDD2 se
sobrexpresa en estadios avanzados del cancer de mama (a, izq) y en células metastasicas ganglionares
(a, der). En el 2010 se obtuvieron los microarreglos del silenciamiento de RHBDD?2 en células de cancer de
mama. En el 2012 se demostré6 que RHBDD?2 también se sobreexpresa en estadios avanzados del CCR
(b) y que su expresion se induce in vitro frente al tratamiento con 5Fu (c). Posteriormente, se determiné que
RHBDD?2 estaria asociado a estrés de RE (d). Ademas se observd que el silenciamiento estable de
RHBDD?2 disminuye la migracion (e) y aumenta la expresion de genes del UPR, en este caso se muestra
CHORP (f). Rhbdd2 fue detectado en etapas tempranas del desarrollo de la rata en tejidos con importante
actividad secretora (g). Por ultimo, se estudiaron las variantes de empalme de RHBDD?2 y se observé que
su expresion responde al estrés de RE generado por privacion de glucosa (h).

Posteriormente, en un andlisis de genémica funcional sobre datos de microarreglos
en lineas celulares de cancer de mama silenciadas para la expresion de RHBDD?2, se
establecio que el gen se encuentra asociado a un conjunto de bioprocesos entre los que
se destaca la respuesta al estrés del RE y en particular la via del UPR'% (Figura 11d).
A las células de mama establemente silenciadas para la expresion de RHBDD?2, se la
sometio a estrés de RE con el agente reductor Dithiotreithol (DTT) y se observo que la
expresion de genes del UPR (BIP, ATF6, IRE1, PERK, ATF4, CHOP y CRT) fue

significativamente mayor en comparacién con las células control. De este modo, se
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demostrd, que la reduccion de la expresion de RHBDD2 en células de cancer de mama
tiene un efecto directo sobre la via del UPR'% (Figura 11e, f). CHOP, uno de los Ultimos
efectores en la via del UPR y quien determina el switch entre supervivencia y
apoptosis''?, fue el gen que mostro el mayor incremento en las células silenciadas. Esto
indicaria que bajo determinadas condiciones estresantes y en ausencia de RHBDD?2, la

induccién de CHOP tendria un efecto pro-apoptético.

Recientemente, se demostrd que Rhbdd2 se expresa en estadios tempranos del
desarrollo embrionario de la rata y que su expresion es alta en tejidos con fuerte

actividad secretora'® (Figura 119).

Por ultimo, se estudiaron las variantes de empalme de RHBDDZ2 y se demostré que
una de ellas (la variante 2 del gen) se asocia a un peor prondstico en tumores de mama.
Ademas, se observd que la expresion de las variantes de RHBDDZ2 responden a
estimulos de estrés de RE, como la privacién de glucosa, y se propuso que el balance
de los niveles de expresion de dichas variantes podria promover un fenotipo adaptativo

en un microambiente tumoral restrictivo'® (Figura 11h).
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HIPOTESIS Y
0BJETIVOS

Hipotesis

La sobreexpresion de RHBDD?2 en el CCR proporciona a las células tumorales un
fenotipo favorable para su supervivencia y proliferaciéon. En este sentido, su
sobreexpresion frente al tratamiento con 5Fu podria proveer a las células un mecanismo

de resistencia al tratamiento quimioterapico.

Objetivos
1. Objetivo General |
Establecer un modelo de expresion diferencial de RHBDDZ2 para evaluar las

consecuencias fenotipicas de la sobreexpresion y el silenciamiento del gen.

1.1 Objetivos especificos:

¢ Evaluar el efecto de la sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD?2 sobre los
procesos de migracion, crecimiento libre de anclaje y proliferacion en lineas celulares
de cancer de colon.

¢ Evaluar el efecto de la expresion diferencial de RHBDD?2 frente al tratamiento con
5Fu.

¢ Analizar la expresion de genes del UPR ante las variaciones de expresion de
RHBDD?2.

2. Objetivo General Il
Analizar las variaciones de la expresion de RHBDD2 en tumores de recto antes y

después del tratamiento neoadyuvante.
2.1 Objetivos especificos:

¢ Evaluar mediante inmunohistoquimica (IHQ) la expresion de RHBDD2 en muestras
de CR antes y después del tratamiento neoadyuvante.
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¢ Correlacionar los niveles de expresiéon de RHBDD2 con el tratamiento, la progresion
libre de enfermedad y otras variables clinico-patologicas (estadio, grado de
diferenciacion, etc.).
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MATERIALES
Y METODOS

@ Aproximacion /n silicoal rol de RHBDD2 en el CCR

1.1 Analisis de coexpresion e identificacion de bioprocesos asociados a RHBDD2

en el contexto del CCR.

Con el objetivo de identificar los procesos biolégicos asociados a RHBDD?2 en el
contexto del CCR se empled el principio de asociacién por culpabilidad''® (Recuadro 3).
Se empled la herramienta “Multiexperiment Matrix” (MEM) (https://biit.cs.ut.ee/mem/)

para obtener datos provenientes de 34 microarreglos asociados a CCR y se identificaron
los genes que poseen un patron de expresion similar al de RHBDD2 (R>0.5, p<0.001).
El analisis involucré un total de 3806 muestras que incluyen tumores colorrectales, tejido

normal adyacente al tumor y lineas celulares de CCR (Anexo 1a).

Del listado de genes que coexpresan con RHBDD2 en CCR, se seleccionaron los
primeros 200 genes y se realizé un analisis de enriquecimiento funcional (Figura 12;
Anexo 1b). Para ello, se utiliz6 la aplicacién ClueGo v2.5.7 del software Cytoscape
v3.8.0""4115 y se obtuvieron los procesos bioldgicos asociados a RHBDD2. Los términos
ontolégicos y las vias de sefalizacién provenientes de KEGG, Reactome y
Wikipathways producto del enriquecimiento se organizaron en una red grafica que

interconecta los procesos asociados.

Por otro lado, se determinaron los factores de trascripcion (FT) asociados a los 200
genes que coexpresan con RHBDD?2. Se empled la herramienta bioinformatica DAVID

(https://david.ncifcrf.gov/), que utiliza la base de datos TFBS de la UCSC, y arroja los

factores de transcripcion que regulan a los 200 genes incluidos. Se obtuvieron 82 FT,
los cuales fueron filtrados para seleccionar exclusivamente aquellos asociados a
RHBDD2, resultando en un conjunto final de 25 FT (Figura 12). A partir de los 25 FT
asociados a RHBDD?2 se realizé un enriquecimiento funcional utilizando, nuevamente,

la herramienta ClueGo del software Cytoscape’"S.
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Recuadro 3: Principio de asociacion por culpabilidad (guilt by association).

software

Cuando analizamos un conjunto de genes que interaccionan directa o indirectamente entre si,
asumimos que en sus conexiones hay informacion funcional codificada. Asimismo, entendemos que,
para comprender la funcion de un gen en su totalidad, debemos estudiarlo en el contexto de su red de
interaccion. EL “principio de asociacion por culpabilidad” establece que los genes que estan asociados
o que interactdan tienen mas probabilidades de compartir funciones™. Segin este principio, los genes
que poseen funciones relacionadas, tienden a interactuar con un mismo grupo de proteinas, o bien
comparten caracteristicas como su perfil de expresidon génica". Estudios gendmicos a nivel posicional
también indican que los genes que comparten patrones de expresion se encuentran asociados™.

Multiexperiment Matrix

34 Microarreglos
de CCR
(n muestral=2714)

200 genes

que coexpresan
con RHBDD2

Cytoscape

Enriguecimiento
Funcional

DAVID
82FT

}

Seleccion de
posibles dianas
de RHBDD2

25 T

Figura 12. Flujo de trabajo realizado para
el enriquecimiento funcional de genes y
FT que coexpresan con RHBDD2. A partir
de los datos provenientes de 34
microarreglos de CCR se seleccionaron 200
genes que coexpresan con RHBDD2 y se
realizd un enriquecimiento funcional. Por otra
parte, se obtuvieron los FT asociados a los
200 genes coexpresados y se seleccionaron
aquellos que podrian regular la expresion de
RHBDD?2. A partir de los FT se realizé un
enriquecimiento funcional.

1.2 Identificacion de sitios de union al promotor del gen RHBDD2.

En el analisis in silico previo, se detectd que los genes del UPR, ATF4 y CHORP,

podrian regular la expresion de RHBDDZ2. Con el objetivo de determinar si estos factores

poseen sitios de uniéon en la secuencia promotora del gen RHBDD2, se empled el

INSECT (https://bioinformatics.ibioba-mpsp-conicet.qov.ar/INSECT?2/). La

herramienta permite predecir la aparicion de modulos reguladores Cis y realiza un

analisis completo de los FT y los sitios de union a los FT.

1.3 Anadlisis de la topologia y la secuencia de la proteina RHBDD2.

Segun modelos de prediccion basados en la secuencia aminoacidica los miembros

de la familia romboide poseen entre 5y 7 dominios transmembrana®®.
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A fin de determinar la topologia de la proteina RHBDD2 se empled la herramienta

Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/start/). Asimismo, se analizd la secuencia de

aminoacidos para inferir su estructura, identificar motivos de unién, sitios potenciales de

fosforilacion, etc.

1.4 Perfil de expresion de RHBDD2 en lineas celulares de cancer de colon.

Los datos crudos de expresiéon de ARNseq de los estudios GSE36864 y GSE59857

fueron bajados del repositorio publico de datos GEO (www.ncbi.nim.nih.gov/gds). Se

preprocesaron, normalizaron y anotaron a través del empleo y ejecucion del script del
paquete edgeR''®, disponible en Bioconductor''®, empleando el lenguaje y entorno
estadistico R'2°. Obtenida la matriz de expresion, se identificé la sonda correspondiente
al gen RHBDD?2 y se establecié su perfil de expresién a lo largo de las 151 lineas
celulares. Segun los valores de expresion las lineas fueron ordenadas de menor a mayor
y la distribucién fue dividida en cuatro grupos mediante el empleo de cuartiles, los que
en términos estadisticos constituyen tres puntos que dividen a un set de datos
ranqueado en cuatro partes iguales, donde cada grupo constituye un cuarto de los datos.
De este modo, a fines comparativos y contrastantes, consideramos sélo las lineas del
grupo 1 (expresion Q3, n=37), es decir las lineas celulares de cancer de colon con menor
y mayor expresion de RHBDDZ2 a nivel de ARNm, quedando excluidas aquellas con

valores medios.

2.1 Cultivo celular.

El consorcio del TCGA (The Cancer Genome Atlas) ha demostrado que no existen
diferencias gendmicas significativas entre el CR y el cancer de colon de tumores no
hipermutados, que constituyen mas del 85% de los tumores de colon; a nivel de
expresion geénica, variaciones en el numero de copias, mutaciones y modificaciones
epigenéticas'®. Por tal razon, y por cuestiones de disponibilidad, empleamos como
modelo celular dos lineas de cancer de colon: HCT116 y CACO2. Sus principales
caracteristicas se detallan en la Tabla 6.

La linea celular HCT116 fue cultivada en medio DMEM (SIGMA, EEUU)
suplementado con 10% de SFB (Bioser, Argentina), 10 U/ml penicilina G, y 10 mg/ml de
estreptomicina. La linea celular CACO2 fue cultivada en medio DMEM (SIGMA, EEUU)
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suplementado con 20% de SFB (Bioser, Argentina), 10 U/ml penicilina G, y 10 mg/ml de
estreptomicina. Ambas lineas celulares fueron mantenidas en estufa de cultivo gaseada
a 37°C, en atmoésfera humeda y 5% CO..

Tabla 6. Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas.

Linea Celular

Caracteristicas-— HCT116 CACO2
Organismo Homo sapiens Homo sapiens

Tejido Colon Colon

Patologia Carcinoma Colorrectal Adenocarcinoma Colorrectal
Estadio (Dukes) D B

Cultivo Adherente Adherente
Mutaciones KRAS, PI3KCA -

MSI Si No

Expresion Alta Baia

RHBDD2 J

Informacién obtenida de American Type Culture Collection (ATCC): https://www.atcc.org.

2.2 Desarrollo de constructos para la sobrexpresion y el silenciamiento in vitro de
RHBDD?2 en lineas celulares de CCR.

La linea celular CACO2 fue utilizada para sobreexpresar RHBDD2 debido a que
posee baja expresion enddégena del gen (Figura 19, seccion Resultados). Para la
sobreexpresion se utilizd un vector pcDNA3.1-TOPO™ conteniendo el ADNc de
RHBDDZ2 (Figura 13a) (GeneArt, Thermo Fisher Scientific, USA). El vector vacio fue
utiizado como control. La transfeccion se realizd utilizando Lipofectamina 2000
(Invitrogen, USA) de acuerdo con las especificaciones del protocolo. Las células
transfectadas fueron seleccionadas con 800ug/ml de Geneticina (Thermo Fisher
Scientific, USA). A la linea celular CACO2 que sobreexpresa establemente RHBDDZ2 se
la denominé TOPO-RHBDD?2, y sera identificada con ese nombre en el resto de la tesis.

Para el silenciamiento de RHBDD2 se utiliz6 la linea celular HCT116, con alta
expresion enddégena del gen (Figura 19, seccion Resultados). Las células fueron
infectadas utilizando el vector lentiviral pLKO.1-TRC Cloning Vector (AddGene, USA)
que contiene un inserto de shRNA (small harping RNA) con la secuencia

complementaria al ARN mensajero de RHBDD?2 (Figura 13b). La expresion del vector
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produce un sh-RNA que dirige la degradacion del ARNm de RHBDD?2. Para el control
las células fueron infectadas con el vector conteniendo una secuencia scramble. El
vector lentiviral fue ensamblado en la linea celular HEK293T, las particulas lentivirales
fueron colectadas, tituladas y la dosis infectiva fue calculada. Las células infectadas
fueron seleccionadas con Puromicina 1ug/mL (Thermo Fisher Scientific, USA). Las
HCT116 silenciadas establemente para la expresiéon de RHBDD2 seran nombradas
como SH-RHBDD2.

a b
(i RHBDD?2 & ShRHBDD2
Ce \)" Figura 13. Esquema de los vectores
utilizados en la sobreexpresion y el
silenciamiento de RHBDD2. a) El vector
TOPO3.1 pLKO.1 TOPO3.1 con la secuencia del ADNc de
RHBDD?2 antecedida por el promotor del
citomegalovirus fue utlizado para la
Neo R Pura R sobreexpresion del gen. b) El plasmido
pLKO.1, ensamblado en particulas
lentivirales, fue utilizado para el
l l silenciamiento de RHBDD?2.
. Hebra sentido 'y
e ARAAAT o 2 2
Hebra anlisentido
ARNm shARN

2.3 Tratamiento con 5Fu.

Se empled la droga 5Fu (SIGMA, EEUU) utilizando una soluciéon de trabajo de
concentracion 100uM. Las concentraciones de tratamiento con SFu en los ensayos
realizados fueron 5, 10 y 20uM. Los tiempos de tratamiento se extendieron entre 6 y

96hs dependiendo de los distintos ensayos.

2.3.1 Efecto del tratamiento con 5Fu sobre la expresion de RHBDD2 y genes del

UPR en lineas celulares de CCR.

Para evaluar el efecto del tratamiento con 5Fu en las lineas celulares CACO2 y
HCT116, sobre la expresion de RHBDD?2 y genes del UPR, las células fueron cultivadas
en medio completo durante 24hs. Pasadas las 24hs se realizé un cambio de medio y se
agrego 5Fu. Las concentraciones utilizadas en los ensayos fueron 5, 10 y 20uM vy los
tiempos de exposicion fueron 6 y 12hs. Luego del tratamiento, las células fueron fijadas
en PBS/Formol 4% para analizar mediante inmunocitoquimica (ICQ) o fueron colectadas
con TRIZOL (Invitrogen, USA) para el aislamiento del ARN y las proteinas y el posterior
analisis mediante real time PCR (RT-qPCR) o Western blot (WB). Cada ensayo se

realizé por triplicado.
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2.3.2 Sensibilidad de las lineas celulares al 5Fu.

Se evaluo la proliferacion de las lineas celulares a las 24, 48 y 72hs posteriores al
tratamiento con 5Fu. El tratamiento consistié en la exposicién de las células durante 6hs
a concentraciones de 5uM y 10uM de la droga. Transcurridas las 6hs de tratamiento, las
células fueron lavadas y cultivadas en medio completo durante 24, 48 o 72hs. Para
analizar la proliferacion celular, se empleé6 MTT (Thermo Fisher Scientific, USA), un
método colorimétrico y metabdlico que determina el nimero de células viables en
proliferacion. Las células fueron incubadas durante 3hs con MTT en oscuridad. Luego
se retird el MTT y se colocd una solucién de Isopropanol-HCL 0.04M. Se midio la
absorbancia a 560-640nm. El ensayo se realiz6 por triplicado.

2.3.3 Efecto de las variaciones de la expresion de RHBDD2 sobre la sensibilidad

celular al tratamiento con 5Fu.

Para evaluar el impacto de la sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDDZ2 sobre
la sensibilidad celular al 5Fu las lineas TOPO-RHBDD2, SH-RHBDD?2 y sus respectivos
controles, fueron sembradas en placas de 48 wells y cultivadas hasta el 70% de
confluencia. Alcanzada la confluencia, las células fueron tratadas con 5uM o 10uM de
5Fu durante 24, 48, 72 y 96hs. Cumplido el tiempo de tratamiento correspondiente, las
células fueron lavadas, incubadas con Tripsina-EDTA (SIGMA, EEUU), centrifugadas y
resuspendidas en PBS. Las células viables fueron detectadas por coloracién con Azul
Tripan y cuantificadas mediante hemocitometria, utilizando la camara de Neubauer. El
ensayo se realizd por triplicado, se calculdé la media y el desvio estandar para cada

tratamiento.

2.4 Analisis de la expresion de RHBDD2, genes del UPR y moléculas de Adhesion
a nivel del ARNm mediante RT-qPCR

De cada ensayo celular se extrajo el ARN total y las proteinas mediante el uso de
TRIZOL (Invitrogen, USA). Se utilizé 1ug del ARN total en la reaccion de transcripcion
reversa. La sintesis de la cadena complementaria de ADNc se realizé mediante el
empleo del Kit MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA). Para la medicion de las
concentraciones de ARN y ADNc se empled un espectrofotémetro (Nanodrop, Thermo
Scientific, USA).

Mediante RT-qPCR se evalué la expresion de RHBDD?2, de los genes de la via del
UPR: BiP, PERK, ATF4, CHOP, ATF6 e IRE1 y de las moléculas de adhesion Talin-1

46



(TLN), Paxilina (PXN) y FAK. Los cebadores fueron disefados para unificar las
condiciones de ciclado en un rango de temperatura de annealing: 55-57 °C. La

secuencia de los cebadores utilizados se especifica en la Tabla 7.

Tabla 7. Secuencia de los cebadores utilizados

en RT-PCR.
Gen Secuencia del cebador
RHBDD?2 Directa GGTGTTTGGCATGGTTGTG

Reversa CGATGGAATAGCAGTAGGTGAG

Bip Directa CACAGTGGTGCCTACCAAGA
Reversa  TGTCTTTTGTCAGGGGTCTTT

PERK Directa TCATCCAGCCTTAGCAAACC
Reversa  ATGCTTTCACGGTCTTGGTC

ATE4 Directa GTCCCTCCAACAACAGCAAG
Reversa CTATACCCAACAGGGCATCC

CHOP Directa AGCCAAAATCAGAGCTGGAA
Reversa TGGATCAGTCTGGAAAAGCA

ATF6 Directa TTGACATTTTTGGTCTTGTGG
Reversa GCAGAAGGGGAGACACATTT

IRE1 Directa CTCTGTCCGTACCGCCC
Reversa GAAGCGTCACTGTGCTGGT

LN Directa AACTAGTGGCCCAAGGGAAG
Reversa GCCTTGTACAGCTGCATTGG

PXL Directa TGGCATCCTGAGTGCTTTGT
Reversa CTCCTTGAAGGTGCCCTTGT

FAK Directa AGTAAAATCCAGCCAGCCCC
Reversa GACATACTGCTGGGCCAGTT

185 Directa GTAACCCGTTGAACCCCATT
Reversa CCATCCAATCGGTAGTAGCG

Las reacciones de amplificacion se realizaron incluyendo 10ng/ul del ADNc, 12.5pmol
de los cebadores y PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo Scientific, USA) en un
volumen final de 20ul. Las condiciones para las reacciones de amplificacion fueron las
siguientes: 1 ciclo a 95°C durante 3’ y 40 ciclos de 40” a 95°C, 30” a 55°Cy 30” a 72°C.
Los datos fueron capturados y analizados utilizando el software AriaMx Real Time PCR
(Agilent). Los experimentos fueron realizados por triplicado y se empleé el gen 78S

como transcripto control y normalizador de la expresion enddgena.
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2.5 Analisis de la expresion proteica de RHBDD2 y genes del UPR en las lineas
celulares CACO2 y HCT116.

2.5.1 Western blot.

De cada ensayo celular, las proteinas fueron extraidas utilizando TRIZOL (Invitrogen,
USA) segun las especificaciones estandares del reactivo. Se resolvieron en geles de
poliacrilamida al 10% y se corrieron mediante electroforesis a 150 Voltios.
Posteriormente, fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa Protran®BA
(Whatman GmbH, Alemania). Para el bloqueo de los sitios inespecificos la membrana
se incubd con una solucion de leche descremada al 5% durante 2hs. Los lavados se
realizaron utilizando una solucion de PBS-Tween 0.1%. Para la deteccién de RHBDD2
se utilizd el anticuerpo primario policlonal anti-RHBDD2 (TA306891, Origene, USA,;
concentracion stock: 2ug/pl) en una dilucion 1:1000 en PBS 1%. Para la deteccion de
proteinas de la via del UPR se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-
BiP GRP78 (A-10, Santa Cruz Biotechnology, USA; concentracién stock: 4ug/ul) en
dilucion 1:200 en PBS 1%, anti-PERK (B-5, Santa Cruz Biotechnology, USA;
concentracion stock: 4ug/ul) en dilucion 1:100 en PBS 1% y anti-CHOP GAD153 (B-3,
Santa Cruz Biotechnology, USA; concentracion stock: 4ug/ul) en dilucion 1:1000 en PBS
1%. Como normalizador se empleé ACTINA (ab8227, Abcam, United Kingdom;
concentracion stock: 1ug/ul) dilucién 1:10000 en PBS 1%. Las incubaciones con
anticuerpos los primarios se realizaron durante toda la noche a 4°C. Para la deteccién
de RHBDD2 se utilizé un anticuerpo secundario anti-lgG conejo (DAKO, EEUU) diluido
1:2000 en PBS 1% y para la deteccion de BiP, PERK, CHOP y ACTINA se utilizd un
anticuerpo secundario anti-IgA, IgM, e IgG ratén (DAKO, EEUU) diluido 1:1000 en PBS
1%. La visualizacion de las bandas se realizé en placas radiograficas por revelado en
cuarto oscuro (a luz roja) mediante quimioluminiscencia utilizando los reactivos EasySee
Western Blot (Trans, USA).

2.5.2 Inmunocitoquimica.

Las células fueron sembradas sobre vidrios de 20mm x 20mm, cultivadas durante
24hs con medio completo y luego tratadas con 5Fu. Concluido el periodo de tratamiento
correspondiente fueron fijadas en PBS/Formol 4%. Los vidrios se montaron en

portaobjetos para realizar la ICQ.

La actividad de la peroxidasa enddgena fue inhibida incubando los cortes en una
solucion de metanol/H20; 3%. Los lavados se realizaron con una solucién de PBS-Tris
1% durante 5 minutos. Los sitios de unién inespecificos fueron bloqueados con suero

equino diluido 1/10 en PBS/albumina sérica bovina (BSA) 1%. Para la recuperacion
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antigénica se incubaron las muestras en buffer citrato de sodio 10mM a 100° C durante
5 minutos. Para la deteccién de RHBDD2 se incubaron las muestras con un anticuerpo
policlonal primario anti-RHBDD2 (Origene, USA; concentracion stock: 2ug/ul) en dilucion
1:200, durante toda la noche a 4°C. Se incubd con anticuerpo secundario unido a biotina
(DAKO, EEUU) durante 30 minutos. Posteriormente se adiciond la estreptavidina unida
a peroxidasa (DAKO, EEUU) y finalmente, para la visualizacion de la inmunotincién se
utilizé diaminobencidina como sustrato (DAKO, EEUU). Las células fueron tefiidas con
hematoxilina (BIOPUR, Argentina). Los controles negativos fueron incubados con PBS

en lugar del anticuerpo primario.

Dos observadores independientes evaluaron cada una de las muestras. Las
intensidades de tincion del anticuerpo fueron graduadas como ausente (-), leve (+),
moderada (++) y fuerte (+++). El porcentaje de expresién fue codificado en los siguientes
rangos <5% (0); 5-30% (1); 30-60% (2); 60-100% (3). El patrén de expresion a nivel
celular fue clasificado como membrana, citoplasmico, nuclear y mixto en caso de haber

combinacién entre algunas de las categorias.

2.6 Andlisis de Ila interaccion RHBDD2-BiP mediante ensayo de
inmunoprecipitacion.

La linea celular HCT116 fue utilizada para evaluar la interacciéon entre RHBDD2 y
BiP, debido a que posee elevada expresién endogena de RHBDD?2. Las células fueron
colectadas con buffer de lisis conteniendo 50nM Tris—HCI pH 7.4, 150mM NacCl, 2mM
PMSF y 1% NP-40. Para la inmunoprecipitacion de RHBDD2 se tomaron 500ul de lisado
celular y se incubo durante toda la noche con 5ul del anticuerpo primario policlonal anti-
RHBDD2 (TA306891, Origene, USA; concentracion stock: 2ug/ul) a 4°C. Para la
inmunoprecipitacion de BiP se utilizé 5ul del anticuerpo monoclonal GRP78 (A-10, Santa
Cruz Biotechnology, USA; concentracion stock: 4ug/ul), seguido de un anticuerpo
secundario anti IgM (SIGMA, EEUU) que fue incubado toda la noche a 4°C para
conjugarse a proteina A Sepharosa-CL-4B (DAKO, EEUU). El aislamiento de los
complejos inmunes se realizo utilizando proteina A Sepharosa-CL-4B (DAKO, EEUU).
Los 500ul de lisado celular, conteniendo ahora los complejos inmunes, fueron incubados
con 50yl de proteina A Sepharosa-CL-4B en agitacion durante 1 hora a 4°C. Luego, se
centrifugd a 10000g por 30 segundos a 4°C. El pellet resultante fue lavado 3 veces con
500ul de buffer de lisis. Para liberar los complejos inmunes el pellet fue resuspendido
en Buffer Laemmli 1X y calentado a 100°C durante 10 minutos. Posteriormente se
centrifugd a 10000g durante 5 minutos. Los sobrenadantes conteniendo el

inmunoprecipitado fueron analizados mediante SDS-PAGE seguido de WB.
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2.7 Efecto de las variaciones de la expresion de RHBDD2 sobre el fenotipo de las
lineas celulares CACO2 y HCT116.

2.7.1 Hemocitometria, analisis de viabilidad celular.

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD2 en las
lineas celulares CACO2 y HCT116, respectivamente, sobre el crecimiento celular, se
realizé un ensayo de viabilidad utilizando la cdmara de Neubauer y discriminando las
células viables mediante la coloracién con Azul Tripan. Se sembraron 50000 células por
well en placas de 24 wells y transcurridos los tiempos 24, 48, 72 y 96hs se realiz6 el
conteo celular utilizando la técnica estandar. El ensayo se realizé por triplicado. Se

calculé la media y el desvio estandar para cada tiempo.

2.7.2 Citometria de flujo, analisis de las fases del ciclo celular.

Con el objetivo de evaluar si la sobreexpresiéon y el silenciamiento de RHBDD2
afectan el ciclo celular, se analizd el porcentaje de células en cada fase del ciclo
mediante citometria de flujo. Las lineas celulares se cultivaron en los medios
correspondientes. Alcanzado el 70% de confluencia, las células fueron lavadas,
incubadas con Tripsina-EDTA (SIGMA, EEUU), centrifugadas y resuspendidas en
medio completo. Se realizé el conteo celular en camara de Neubauer y un millon de
células de cada linea se incubd con 2yl de Vibrant DyeCycle Green (Thermo Fisher
Scientific, USA), un colorante de ADN permeable en células vivas. La incubacion se
llevo a cabo a 37°C durante 30 minutos. El analisis fue realizado utilizando un citmetro
de flujo Becton and Dickinson FACSCalibur. Los resultados fueron analizados utilizando

el software FlowJo 10.0.

2.7.3 Ensayo de cierre de herida.

Como modo de evaluar los efectos de la expresién de RHBDD?2 sobre la migracién
celular y las interacciones célula-célula y célula-sustrato, se realizd un ensayo de
cicatrizacion de herida. EI mismo consiste en realizar una estria sobre la monocapa
confluente y monitorear la capacidad de las células para cubrir el area libre. Las lineas
celulares fueron sembradas en placas de 6 wells y cultivadas 24hs hasta alcanzar
confluencia. Se realizaron dos estrias por well utilizando un tip de 200ul. Se lavé con
PBS para remover las células desprendidas en el proceso y se incubé con el medio de

cultivo correspondiente. El area de la herida fue capturada tomando imagenes en los
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tiempos 0, 6, 24, 30 y 48hs utilizando un microscopio invertido (Olympus, IX71) equipado
con una camara fotografica (Olympus). Para cuantificar la tasa de migracion celular se
midi6 el ancho de la herida tomando los valores de diez puntos a lo largo de la misma.
El ensayo se realizé por triplicado. Para cada tiempo se calculd la media y el desvio

estandar.

2.7.4 Ensayo de formacion de colonias en agar.

Para evaluar la capacidad de crecimiento libre de anclaje de las células se realizé un
ensayo de formacién de colonias en agar. Sobre placas de 3.5cm se colocé una capa
base de 1.5ml de agarosa 0.5% con medio de cultivo. Una vez que la base solidifico,
15000 células fueron resuspendidas en 1.5ml de medio con 0.35% de agarosa y
agregadas a la base solida. Se adicion6 0.5ml del medio completo correspondiente. Las
células fueron cultivadas a 37°C en incubadora humeda durante 20 dias y el medio de
cultivo fue reemplazado en forma periddica. Las colonias formadas fueron tenidas con

Cristal Violeta 0.005% y contadas utilizando un microscopio invertido.

3.1 Muestras y pacientes.

Las muestras fueron obtenidas del Instituto de Oncologia “Dr. Angel Roffo” de la
Ciudad Autonoma de Buenos Aires y del Hospital Provincial Neuquén “Dr. Castro
Rendon” (Tabla 8). Los protocolos procedimentales y el consentimiento informado de
los pacientes fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina
(COBIMED) de la Universidad Nacional de La Plata, el Comité de Bioética del Instituto
Dr. Angel Roffo y el Comité de Bioética del Hospital Provincial de Neuquén Dr. Castro
Rendon. De cada paciente involucrado en el estudio se dispuso de una biopsia
pretratamiento y una muestra post-quirdrgica, obtenida a las 4 -8 semanas post-
tratamiento. Las muestras fueron fijadas en PBS/formol 1%, incluidas luego en parafina
para la obtencién de los tacos y eventual cortes histologicos.

El tratamiento neoadyuvante consistid en: radiacion (48-60 Gy) mas Capecitabina
(Xeloda, metabolizado a 5Fu en el tumor), radiacion mas 5Fu con Leucovorina, o bien

radiacion mas S5Fu con Leucovorina y Oxaliplatino, segun corresponda.
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De cada muestra se obtuvieron los datos del informe histopatolégico y de progresion
de la enfermedad (Tabla 9).

Tabla 8. Descripciéon del muestreo.

Poblacion de
estudio

Pacientes con CCR derivados al Instituto de Oncologia “Angel Roffo” o
al Hospital Provincial Neuquén “Dr. Castro Rendon”.

Condicion

Pacientes con CR con indicacidn de tratamiento neoadyuvante con RQT.

Intervencion

Biopsia/s prequirurigicas - Cirugia

rectutamients | AP 2017
Criterio de Criterios de inclusion
elegibilidad Personas mayores de 18 afios de edad.
Diagnédstico de adenocarcinomas de recto certificado con biopsia.
Disponibilidad del bloque de parafina de la biopsia del tumor primario.
Firma del consentimiento informado.
Apto para tratamiento de radioterapia.
Apto para indicacion de quimioterapia base de 5Fu o analogos.
Que reciba tratamiento neoadyuvante.
Criterios de exclusidn
Pacientes con evidencia de diseminacion metastasica.
Pacientes con contraindicaciones al tratamiento de RQT estandar para
CR.
Pacientes con contraindicaciones al tratamiento radiante estandar
para CR.
Embarazo
Incapacidad mental
Criterios de retirada
No cumplir el tratamiento en su totalidad.
Voluntad del paciente
fFi::'l‘;a":ién Diciembre 2019
Pacientes 19
reclutados
muesiras 38

3.2 Inmunohistoquimica.

Con el objetivo de evaluar la expresion de RHBDD2, BiP, PERK y CHOP frente al

tratamiento neoadyuvante en CR, los cortes de tejido fueron analizados mediante IHQ.

Las muestras fueron desparafinizadas con xilol, rehidratadas con etanol y lavadas con

PBS. La actividad de la peroxidasa enddégena fue eliminada incubando los cortes en una

solucion de metanol/H202 3%, luego los sitios de union inespecificos fueron bloqueados

con suero equino diluido 1/10 en PBS/albumina sérica bovina (BSA) 1%. Para la

recuperacion antigénica se incubaron las muestras en buffer citrato de sodio 10mM a
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100° C durante 5 minutos. Para la deteccion de RHBDD2 los cortes de tejido se
incubaron con un anticuerpo policlonal primario anti-RHBDD2 (Origene, USA;
concentracion stock: 2ug/ul) en dilucién 1:200, durante toda la noche a 4°C. Para la
deteccion de BiP se utilizo el anticuerpo monoclonal primario anti-GRP78 (A-10; Santa
Cruz Biotechnology, USA; concentracion stock: 4ug/ul) en dilucion 1:200, incubado
durante toda la noche a 4°C. Para la deteccién de PERK las muestras se incubaron con
un anticuerpo monoclonal primario anti-PERK (B-5; Santa Cruz Biotechnology, USA;
concentracion stock: 4ug/ul) en dilucion 1:200, incubado durante toda la noche a 4°C.
Para la deteccion de CHOP se utilizo el anticuerpo monoclonal primario anti-GAD153
(B-3, Santa Cruz Biotechnology, USA; concentracion stock: 4ug/ul) en dilucion 1:100,
incubado durante toda la noche a 4°C. Se incub6 con anticuerpo secundario unido a
biotina (DAKO, EEUU) durante 30 minutos. Posteriormente se adiciond la estreptavidina
unida a peroxidasa (DAKO, EEUU) y finalmente, para la visualizacién de la
inmunotincion se utilizé diaminobencidina como sustrato (DAKO, EEUU). Los cortes
histolégicos fueron tefidos con hematoxilina (BIOPUR, Argentina). Los controles
negativos fueron incubados con PBS en lugar del anticuerpo primario. Dos observadores
independientes evaluaron cada una de las muestras sin conocer a priori a qué tipo
corresponde cada espécimen. Las intensidades de tincion del anticuerpo fueron
graduadas como ausente (-), leve (+), moderada (++) y alta (+++) (Figura 14). El
porcentaje de expresion fue codificado en los siguientes rangos 0-10% (0); 10-40% (1);
40-70% (2); 70-100% (3). El patréon de expresion a nivel celular fue clasificado como
membrana, citoplasmico y nuclear, y mixto cuando hubo combinacién entre dos de las

categorias mencionadas.

Negativa Leve Moderada Alta

inmunomarcacion las muestras fueron codificadas como negativas, leves, moderadas o altas.
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Tabla 9. Datos clinico-patolégicos de

los pacientes.

n Media +/- DS

Edad 56.9+/-10.7
Género

F 4

M 15
Grado
histolégico

| 5

Il 12

1] 1
Estadio

T 1

T2 5

T3 9

T4 4

En los ensayos celulares, para la determinacion de asociacién entre las variables
cualitativas se emplearon Tablas de Contingencia y se analizaron con el test de Chi
cuadrado. La significancia estadistica (p<0.05) se estim6 mediante la prueba exacta de
Fisher. El grado de asociacién entre las variables se evalué mediante los coeficientes
de Pearson y Tau b de Kendall. Para la comparacion de variables cuantitativas se
empled el T Test para muestras independientes y el test de ANOVA. El nivel de
significancia se establecio para un p<0.05.

Para el analisis de muestras de tejido de tumores de recto, los datos de IHQ se
evaluaron empleando el test de McNemar para datos nominales pareados'?'. La
asociacion entre los valores de expresion proteica y los datos clinicos de progresion fue
estimada con el método de Kruskal-Wallis'?2.

La determinacion de la significancia estadistica se realizé utilizando el entorno

informatico R'2° con la utilizacién de paquetes obtenidos de Bioconductor'®,
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@ Aproximacion al rol funcional de RHBDD2 en el contexto del CCR

1.1 El analisis de enriquecimiento funcional de genes que coexpresan con
RHBDD2 en el CCR identifica procesos biolégicos relacionados al trafico de

membrana, las adhesiones focales y vias asociadas al estrés de RE.

En un estudio previo basado en el analisis de datos de microarreglos en lineas
celulares de cancer de mama demostramos que RHBDD?2 estaria vinculado a la via del
UPR y otros procesos asociados a estrés de RE. Con el objetivo de investigar si esta
asociacion se mantiene en el CCR se realizé un analisis de coexpresién. Para ello se
empled la herramienta MEM. El analisis involucré 34 estudios de microarreglos, que
comprenden un total de 2714 muestras, que incluyen tumores colorrectales, tejido
normal y lineas celulares de CCR (Anexo 1.1). Se establecié como criterio de inclusién,
los 200 genes mas fuertemente coexpresados con RHBDD2, a lo largo de todos los
estudios (R>0.5, p <0.001, Anexo 1.2). El analisis de enriquecimiento funcional del
listado de genes coexpresados, determind una red de 12 grupos funcionales (p<0.0001,
Figura 15), representados por términos provenientes de las bases de datos de ontologia
génica: The Gene Ontology Resource (GO), Uniprot-GOA-EBI, KEGG, Reactome y
Wikipathways. Los principales términos incluyeron Trafico de Membrana (p=1.9x10-"3),
Transporte Mediado por Vesiculas (p=1.3x107), Adhesién Focal (p=2.1x10%), Unién a
Cadherinas (p=2.2x10%*), Retencion de proteinas en lumen del RE (p=4.6x10%) y
Autofagia (p=4.5x10-%), entre otros (Figura 15).
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Figura 15: Enriquecimiento funcional de genes que coexpresan con RHBDD2 en CCR. Se
seleccionaron los top 200 genes que correlacionan con el perfil de expresion de RHBDD2 en 34
microarreglos de CCR y se analizaron para capturar los procesos bioldgicos asociados a
RHBDD?2. a) Los términos ontolégicos (GO) sobrerepresentados y las vias de sefializacion
provenientes de KEGG, Reactome y Wikipathways se muestran representados en un esquema
de red de nodos (circulos) y aristas (lineas o enlaces de asociacion entre nodos). Los términos
que denominan cada nodo se encuentran en idioma inglés. Los términos que asignan a cada
cluster o grupo (n=12) se hallan resaltados en el color correspondiente. b) Grafico de barras en
el que se indican los términos bioldégicos mas significativos segun el recurso ontolégico, indicado
en colores, al que pertenecen (p<0.001).

De un modo similar, se evaluaron los FT que estuvieran asociados a los 200 genes
seleccionados, segun TFBS-UCSC. Se identificod un total de 82 FT (p<0.05, Anexo 2.1),
de los cuales se seleccionaron aquellos para los que RHBDD?2 fuera un gen diana,
obteniéndose un total de 25 FT (Anexo 2.2). El enriquecimiento funcional de estos 25
genes mostrd 8 grupos funcionales (p<0.001), entre los que se destaca la via del UPR
(p=2.5x10%), Mitofagia (Autofagia; p=1.3x10-%) y Adipogénesis (p=4.2x10-'2), entre otros
(Figura 16).
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Figura 16: Enriquecimiento
. . . funcional de los factores de
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1.2 La estructura y topologia de RHBDD2 revela dominios asociados a la unién de

ligandos especificos.

Los miembros de la familia romboide constituyen proteinas de membrana multipaso,
con 5 a 7 dominios transmembrana. El analisis bioinformatico de la topologia y
secuencia de aminoacidos de RHBDD2 predijo 5 dominios transmembrana y un largo
dominio o cola citoplasmatica rica en prolinas en el extremo C-terminal (Figura 17). En
la misma se identificd la presencia de motivos de unién Src-homology 3 (SH3), no
canonicos de Clase | (PXXP) y Clase Il (PXXPXXXP), los cuales reconocen tramos
cortos de péptidos (denominados motivos lineales) con afinidad y especificidad
moderadas, y varios sitios putativos de fosforilacion, lo que sugiere que esta region
cumpliria un rol dindmico en la unién de ligandos especificos, ya sea para favorecer su

transporte o su retencién en el organulo.

En conjunto, estos resultados indican que RHBDD2 estaria asociado a la respuesta
a estrés de RE y segun sus caracteristicas estructurales podria actuar como un
clasificador de proteinas durante el transporte de las mismas, contribuyendo con la

configuracion del fenotipo final de respuesta al estrés.
@ Expresion de RHBDD2 en células de cancer de colon

2.1 Andlisis de la expresién de RHBDD2 en lineas celulares de cancer de colon.

Con el objetivo de determinar el nivel de expresién de RHBDDZ2 en las lineas

celulares de cancer de colon, se analizaron datos de ARNseq de dos estudios
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preexistentes (GSE36864 y GSE59857) que involucran un total de 151 lineas celulares
de cancer de colon. Los datos crudos fueron pre-procesados, normalizados y anotados.
Obtenida la matriz de expresion, se identifico la sonda correspondiente al gen RHBDD?2
y se establecid su perfil de expresion a lo largo de las 151 lineas celulares. Segun los
valores de expresion las lineas fueron ordenadas de menor a mayor y la distribucién fue
dividida en cuatro grupos mediante el empleo de cuartiles, los que en términos
estadisticos constituyen tres puntos que dividen a un set de datos ranqueado en cuatro
partes iguales, donde cada grupo constituye un cuarto de los datos. A fines
comparativos y contrastantes, consideramos solo las lineas del grupo 1 (expresion <Q1,
n=37) y las del grupo cuatro (expresion >Q3, n=37), es decir las lineas celulares de
cancer de colon con menor y mayor expresion de RHBDD?2 respectivamente, quedando

excluidas aquellas con valores medios (Figura 18).

De acuerdo a los resultados de este analisis se seleccionaron como modelo de
estudio las lineas celulares CACO2 y HCT116. Las CACO2 se ubican entre las lineas
con menor expresion de RHBDD2, mientras que las HCT116 se encuentran en el grupo

de las lineas con mayor expresion del gen (Figura 18).
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Figura 18: Expresion de RHBDD2 en 151 lineas celulares de cancer de colon. Se graficé el nivel de
expresion de RHBDD?2 en los cuartiles extremos de la distribucion de las 151 lineas celulares analizadas.
En verde se observan las lineas celulares con baja expresién de RHBDD2 y en rojo las que poseen mayor
expresion del gen. Las CACO2 y las HCT116 se indican con flechas en la parte inferior de la imagen.

Coincidente con el analisis in silico se determind que la expresion endégena del gen
varia significativamente (p<0.05) entre ambas lineas, mostrando mayor expresion en las
HCT116 respecto de las CACO2 (Figura 19).
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2.2 Expresion de RHBDD2 frente al 5Fu en las lineas celulares CACO2 y HCT116.

Resultados previos de nuestro grupo demostraron que RHBDD?2 se induce frente al
5Fu en las células COLO205'%¢. En la presente tesis se evalud su respuesta en las
lineas celulares CACO2 y HCT116, seleccionadas como modelos de estudio.

Los resultados a nivel transcripcional indicaron una induccién transitoria de RHBDD?2
en ambas lineas, con un pico de expresion a las 6hs-10uM y 12hs-5uM en las CACO2
y HCT116, respectivamente (Figura 20a). El aumento de RHBDD2 fue evidenciado
también a nivel de proteina en ambas lineas celulares, a una dosis de 5uM-12hs (Figura
20b).
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Al evaluar la sensibilidad de ambas lineas celulares al 5Fu, los resultados indicaron
una asociacion negativa con la tasa de proliferacion: las HCT116, mas proliferativas que

las CACO2, mostraron mayor sensibilidad al tratamiento con 5Fu (p<0.01; Figura 20c).
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Figura 20: Expresion de RHBDD2 frente al tratamiento con 5Fu en células de CCR. a) Resultados
obtenidos mediante RT-qPCR. Se observa un aumento significativo de RHBDD2 en ambas lineas celulares
frente al 5Fu. En las CACO2 se evidencia una induccion temprana que alcanza su maximo con 10uM-6hs
de 5Fu y decae a tiempos y dosis mayores. En las HCT116, se observa una respuesta mas tardia, con un
pico de expresion en 5uM-12hs de tratamiento. b) Resultados obtenidos mediante WB. Se observa un
aumento significativo de la proteina a las 6 y 12hs de tratamiento con 5Fu 5uM en ambas lineas celulares.
c) Las células fueron tratadas durante 6hs con 5Fu, transcurrido el tratamiento se evalué la viabilidad celular.

La linea celular HCT116 mostré una mayor sensibilidad al tratamiento con 5Fu que las CACO2. *p<0.05
**p<0.01.

Mediante ICQ se evalud el patrén de expresion de RHBDD2 (Figura 21). En ambas
lineas se evidencia el aumento de la proteina frente a dosis y tiempos crecientes de
5Fu. Este incremento se vio acompafnado de cambios notables en la forma y el tamafo
de las células, posiblemente como resultado de las condiciones estresantes generadas
por la droga (Figura 21). En las células control la expresién de RHBDD2 se restringio a

la periferia del nucleo, pero en las tratadas, su expresion se extendié centrifugamente
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hacia todo el citoplasma, alcanzando incluso las proyecciones citoplasmaticas emitidas
por estas células (Figura 21). El patron caracteristicamente granular y su distribucion

recuerdan a un transporte vesicular (Figura 21).
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Figura 21: Expresion de RHBDD2 frente al 5Fu en las CACO2 y HCT116 evaluada mediante ICQ. Las
lineas celulares CACO2 y HCT116 fueron tratadas con 5, 10 y 20uM de 5Fu durante 6 y 12hs. Se observa
un aumento de la expresion de RHBDD2 acompafiado de cambios morfoldgicos significativos en las células.
La distribucién de la proteina se extiende desde la periferia del nucleo hasta las proyecciones
citoplasmaticas de las células estresadas, con un patréon granular (flechas blancas).

En conjunto, estos resultados demuestran la asociacion de la expresion de RHBDD?2
y el tratamiento con 5Fu en lineas celulares de céncer de colon. Ademas, se pudo
observar que los cambios morfologicos de las células provocados por el agente
estresante estan acompanados por un aumento en la expresion de RHBDD2, lo que
sugiere que, junto con la induccion de su expresion, varios procesos se ven afectados,
impactando en la dinamica del citoesqueleto y en las propiedades de adhesién de las

células.
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@ La sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD2 poseen
efectos opuestos sobre la adhesion, la migracion, la

proliferacion y la resistencia al tratamiento con 5Fu

3.1 Desarrollo de constructos para la sobreexpresion y silenciamiento de RHBDD2

en lineas celulares de cancer de colon.

Con el objetivo de evaluar las consecuencias fenotipicas y moleculares de la
sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD?2, se desarrollaron dos modelos in vitro
contrastantes. Por un lado, se generd la linea celular CACO2 con sobreexpresion
estable de RHBDD?2 respecto a su control (Ct), y por otro, la linea HCT116 con
silenciamiento estable de la expresién de RHBDDZ2 respecto a su Ct. Los modelos
fueron validados mediante RT-qPCR, WB, e ICQ (Figura 22).

3.2 Efecto de las variaciones de la expresion de RHBDD2 sobre la migracion

celular.

Para evaluar los efectos de la sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD?2 sobre
la migracion celular en células de cancer de colon, se realiz6 un ensayo de cierre de
herida. Las células TOPO-RHBDD2 mostraron una mayor velocidad de cierre de la
herida que las Ct (p<0.01; Figura 23). El fendbmeno opuesto se observo en las SH-
RHBDD2 que mostraron una menor capacidad migratoria que sus respectivos Ct
(p<0.01; Figura 23). Las diferencias fueron significativas en todos los tiempos evaluados
(Figura 23). En consecuencia, la sobreexpresion de RHBDD2 provoco un aumento en
la capacidad migratoria de las células de cancer de colon, mientras que su

silenciamiento la redujo.

3.3 Efecto de las variaciones de la expresion de RHBDD2 sobre el crecimiento libre

de anclaje.

La capacidad de exhibir un crecimiento celular independiente del anclaje (capacidad
de formacién de colonias en medios semisdlidos), es considerada una caracteristica
fundamental en la carcinogénesis, debido a que se relaciona con la agresividad de las
células tumorales in vivo, y su potencial tumorogénico y metastasico, y a que se la utiliza
como un marcador para la transformacion in vitro. Para evaluar si las variaciones en la
expresion de RHBDD?2 afectan el crecimiento libre de anclaje se realiz6 un ensayo de

formacion de colonias en agar.
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La sobreexpresion de RHBDDZ2 dio como resultado un mayor crecimiento
independiente del anclaje (p<0.01; Figura 24). Se observé un aumento en el numero y
en el tamafio de las colonias formadas, incluso considerando la baja capacidad
clonogénica mostrada por las CACO2 en el periodo de tiempo evaluado. Por el contrario,
al silenciar RHBDD2 en las HCT116, que tienen una alta capacidad para formar
colonias, se observo una reduccién dramética en el crecimiento independiente del
anclaje (p<0.001; Figura 24).

CACO2 HCT116 b CACO2 HCT116
Ct TOPO Ct SH

g7 * g 12 RHBDD2 - -
S 6 T o
S T i
x 4 'S 2 |Oct
© e 06 * mSH
53 kS By
) o 04 =0
c c o= 1
21 2 02 32
Fo 5 o g I
Ct TOPO Ct SH 0

c Ct

o™~

@]

O

<

(%)

w

=

-

(3]

+

Figura 22: Validacion del modelo de sobreexpresion y silenciamiento de RHBDD2. a)
Expresion transcripcional de RHBDDZ2 luego de la sobreexpresion y el silenciamiento. En las
células TOPO-RHBDD2 se observé un aumento de mas de seis veces de cambio en la
expresion del gen y en las SH-RHBDD2 se detectd una reduccion al medio en la expresion de
RHBDD?2. b) Los resultados transcripcionales fueron validados mediante WB. c¢) Las imagenes
de ICQ muestran la distribucion de la proteina, con una mayor concentracion en la periferia del
nucleo, extendiéndose gradualmente por el citoplasma hacia la membrana plasmatica. *p<0.05.
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Figura 23: Efecto de la sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD2 sobre la migracion en células
de cancer de colon. Se evaluaron las consecuencias fenotipicas de las variaciones de la expresiéon de
RHBDD?2 en las lineas celulares CACO2 y HCT116 sobre la migracion celular, realizando un ensayo de
cierre de herida. Las células TOPO-RHBDD2 mostraron una mayor capacidad de cerrar la herida que las
células control (Ct). EI fenédmeno opuesto se observo en las SH-RHBDD2. *p<0.05 **p<0.01.
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Figura 24: Efecto de la sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD2 sobre el
crecimiento libre de anclaje. Las células TOPO-RHBDD2 mostraron una mayor capacidad
clonogénica respecto a las células Ct. En contraste, las SH-RHBDD2 presentaron una
menor clonogenicidad que el Ct. En ambos casos se observaron diferencias significativas.
*p<0.05 **p<0.01.
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3.4 Efecto de las variaciones de la expresion de RHBDD2 sobre la proliferacion y

el ciclo celular.

Adhesion, motilidad (migracion) y proliferacion son procesos directamente
relacionados con el crecimiento tumoral. Mediante un ensayo de conteo de células
viables, se determin6 una mayor proliferacion en las TOPO-RHBDD2 respecto a sus Ct
hacia las 96hs de cultivo (p<0.05, Figura 25). Por el contrario, las SH-RHBDD2
mostraron una disminuciéon en el numero de células viables respecto a las Ct, en el

mismo intervalo de tiempo (p<0.05, Figura 25).
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Figura 25: Efecto de la sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD2 sobre la tasa de proliferacion
celular en CCR. Las células TOPO-RHBDD2 mostraron una mayor tasa proliferativa que las células control.
En cambio, en las SH-RHBDD?2 se observé una menor capacidad de proliferacion celular. *p<0.05.

Por otro lado, mediante citometria de flujo se observé una mayor frecuencia de
células en fase S en las TOPO-RHBDD2 en comparacion con sus Ct y una disminucion
proporcional de células en fase G1 (p<0.01; Figura 26). Las células SH-RHBDD2
mostraron el efecto opuesto, con un aumento en las células G1 y una reduccién
significativa en células en fase S (p<0.01; Figura 26).
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Figura 26: Analisis de las fases del ciclo celular ante la sobreexpresion y el silenciamiento de
RHBDD?2 en lineas celulares de CCR. Se observa un aumento significativo en la proporcién de células en
fase S ante la sobreexpresion de RHBDDZ2 y una diminucién del porcentaje de células en dicha fase ante
el silenciamiento del gen. *p<0.05 **p<0.01.
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3.5 Efecto de la sobreexpresion y el silenciamiento de RHBDD2 sobre la respuesta

al tratamiento con 5Fu.

Para evaluar el rol de RHBDD?2 en la resistencia celular al tratamiento con 5Fu, las
células fueron expuestas a concentraciones de 5uM y 10uM del farmaco durante 24, 48
y 72hs. Luego, se evalué la viabilidad celular. En las CACO2 las células TOPO-RHBDD2
mostraron mayor resistencia al 5Fu respecto a sus Ct luego de 48hs de tratamiento, con
ambas dosis de la droga (Figura 27). En las HCT116, no se observaron diferencias

significativas (Figura 27).
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Figura 27: La sobreexpresion de RHBDD2 aumenté la resistencia al tratamiento con 5Fu en las
CACO2. Las células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2 fueron tratadas con 5 y 10uM de 5Fu y la viabilidad
celular fue evaluada. Las TOPO-RHBDD2 mostraron un mayor nimero de células viables respecto al
control, indicando una mayor resistencia al tratamiento. En las SH-RHBDD2 no se observaron diferencias
significativas. **p<0.01.

<l> RHBDD2 modula la expresion de genes del UPR

4.1 Andlisis de la expresion de genes del UPR ante las variaciones en la expresion
de RHBDD2.

Se evalué la expresion de los genes BiP, PERK, ATF4, CHOP, ATF6 e IRE1 ante la
sobreexpresion y el silenciamiento del RHBDD2.

En las células TOPO-RHBDD2, se observd un aumento significativo en la expresion
de BiP (p<0.05), mientras que en las SH-RHBDD2 se detectd una disminucién de la
expresion del gen (p<0.05; Figura 28). Respecto a CHOP, se observo el efecto opuesto,
con una marcada disminucion en las TOPO-RHBDD2 (p<0.05) y un significativo
aumento en las SH-RHBDD2 (p<0.05; Figura 28).

PERK mostro una reduccion en su expresion tanto en las TOPO-RHBDD2 como en
las SH-RHBDD2 en comparaciéon a sus Ct (p<0.01; Figura 28). IRE1, por su parte,
disminuyd ante la sobreexpresion de RHBDDZ2 (p<0.01), y mostré una tendencia a
aumentar en las SH-RHBDD2, aunque no significativa (Figura 28). Por ultimo, ATF4 y

ATF6 no mostraron diferencias frente a las variaciones de RHBDD?2 (Figura 28).
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En conjunto, las variaciones en la expresién de RHBDDZ2 provocaron cambios
significativos en la expresion de los genes del UPR: BiP, PERK, IRE1y CHOP.

6 CACO2 HCT116
: * *
i - &
318 318
E
b= £ T
% T
¥ g I ~ p
= 2 1.0
8 | . 5
.'E .5 *
g 05 - @05
o o
: ﬂ :
L T W=F 4 = o & §
© &8 g g K @ m EOE O @ E
g ="y B o< 5 = st
SH

Figura 28: Expresion de genes del UPR ante las variaciones de expresién de RHBDD2.
Se evalud la expresion de los genes del UPR: BIP, PERK, ATF4, CHOP, IRE1y ATF6 en las
células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2. La sobreexpresion de RHBDDZ2 indujo la expresion de
BIP y redujo la expresién de CHOP. El silenciamiento de RHBDD?2 redujo la expresion de BIP
y aumento la expresion de CHOP. *p<0.05 **p<0.01.

4.2 Estudio de la expresion de genes del UPR frente a las variaciones en la
expresion de RHBDD2 ante el tratamiento con 5Fu.

En las células TOPO-RHBDD2 se observé un aumento de PERK y ATF6 y una
reduccion en la expresion de ATF4, CHOP e IRE1 (p<0.05; Figura 29).
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Figura 29: Expresion de genes del UPR ante las variaciones de la expresion de RHBDD2
y el tratamiento con 5Fu. Se evalud la expresion de BIP, PERK, ATF4, CHOP, IRE1y ATF6
en las células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2, ante el tratamiento con 5Fu. En las células
TOPO-RHBDD?2 el tratamiento con la droga produjo un aumento significativo de PERK y
ATF6 y redujo la expresion de ATF4, CHOP e IRE1. *p<0.05 **p<0.01.
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En las SH-RHBDD2 el 5Fu no provocé cambios significativos en la expresion de
ninguno de los genes del UPR analizados, en comparacion con las células Ct (Figura
29).

4.3 Expresion de las proteinas BiP, PERK y CHOP frente a las variaciones en la

expresion de RHBDD2 en presencia y ausencia del tratamiento con 5Fu.

La expresion de las proteinas BiP, PERK y CHOP fue evaluada en ambos modelos

en ausencia y presencia de 5Fu (Figura 30).

CACO2 HCT116
Ct TOPQO Ct TOPO Ct SH Ct SH
5Fu-10pM - . + % i - 5 S
BiP -—-- " ..| |r |’.
PERK | — — .
v [ (R
ACTINA e W G S| e S o
4| 0OCt i 4 |Qct 4| 0ct 4 |OCt
o BTOPO BTOPO HWsH msH
CIO:I 3 3 *r" 3 3
= |
T 2 2 2 2
®
g 1 1 1 " \ |—] !
z, . Ll m T H
5Fu = = + o+ - - + o+

S

[N

[=]

4| OCt 4 | OCt oct 8 | OCt
WTOPO BTOPO WSH WSH
-

3 3 I 3 6

2 2 2 4

1 1 H 1 ;

0 |_'_| . 0 } ! 0 = —— I_Ll

+

[4)]
&' Nivel relativo CHOP &' Nivel relativo PERK

- - + + = - +
4| OCt 4 | DCt 4| OCt 4| OCt
WTOPO BTOPO mSH ESH
3 3 3 3
o
2 2 2 * 2
1 * 1 D * 1 1
0 M 0] 0 0
5 - - + + - = + +

Figura 30: Expresion de las proteinas BIP, PERK y CHOP, ante las variaciones
de expresion de RHBDD2 y el tratamiento con 5Fu. Se evalué la expresion de BiP,
PERK, y CHOP en las células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2, en presencia y
ausencia de 5Fu, mediante WB. La sobreexpresion de RHBDD2 aumentd la expresion
de BiP y redujo la expresion de CHOP. El silenciamiento, en cambio, produjo el efecto
contrario. En las TOPO-RHBDD2 expuestas al 5Fu se indujo la expresion de BiP y
PERK y se redujo la expresion de CHOP. En las SH-RHBDD?2, la droga provoco un
incremento en la expresion de PERK y CHOP. *p<0.05 **p<0.01.
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Los resultados demostraron lo observado a nivel del ARNm. Se evidencia el marcado
aumento de BiP en las TOPO-RHBDD2 y su reduccion en las SH-RHBDD2 respecto a
sus respectivos Ct, en presencia y en ausencia del 5Fu. Asimismo, se destacan
diferencias que no habian sido evidenciadas a nivel transcripcional luego del tratamiento
con 5Fu: el aumento de PERK en ambos modelos, y la disminucion de CHOP en las
TOPO-RHBDD?2 y su reduccién en las SH-RHBDD2 (Figura 30).

4.4 Asociacion entre RHBDD2 y BiP en células de CCR.
Debido al comportamiento de BiP frente a las variaciones de la expresién de
RHBDD?2 se ensayd la hipotesis de que ambas proteinas puedan interaccionar.

Mediante WB fue posible confirmar la inmunoprecipitacion de RHBDD2 y BiP a partir de
lisados de las células HCT116 (Figura 31).

Figura 31: Co-inmunoprecipitacion de RHBDD2 y

HCT116 BiP. Se utilizé la linea celular HCT116 para co-

) IP: inmunoprecipitar RHBDD2 y BIP. Se detecté a la

Lisado SN RHBDD2 proteina BiP en el inmunoprecipitado de RHBDD?2 y se
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4.5 Identificacion de sitios de union de CHOP/DDIT3 en la secuencia promotora de
RHBDD2.

También investigamos una posible funcién reguladora del FT CHOP/DDIT3 en la
expresion del gen RHBDDZ2. DDIT3 tiene un papel relevante como respondedor a una
amplia variedad de estresores celulares y es un efector final en el arresto del ciclo celular
e inductor de apoptosis frente al estrés de RE.

Se analizé in silico la secuencia promotora de RHBDD2 para la presencia de
secuencias reguladoras Cis de union a DDIT3. Notablemente, se identificaron varios
sitios potenciales, lo que sugiere una regulacion reciproca entre ambos genes (Figura

32). Seran necesarias validaciones experimentales para su confirmacion.
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Figura 32: Anadlisis in silico del promotor de RHBDD2. a) Se detecto la presencia de
varios sitios de union del FT CHOP en la secuencia promotora de RHBDD2 (6valos
amarillos). b) En barras azules se muestra la frecuencia y la posicion relativa de los sitios
de unién de CHOP desde el sitio de inicio de la transcripcién (TSS). En barras rosas se
observa la especificidad de los sitios de unién del FT.

<F> Variaciones de la expresion de RHBDD2 afectan a la via de
adhesion focal

En el analisis de enriquecimiento funcional de genes que coexpresan con RHBDD?2
en el contexto del CCR, se identifico entre los principales términos ontoldgicos a las
adhesiones focales. Por otra parte, las variaciones en la expresion de RHBDD2 en
células de cancer de colon afectaron la adhesion, la migracion celular y el crecimiento

libre de anclaje.

Para determinar si la expresion RHBDD?2 afecta a la via de adhesién focal, se
midieron los genes PXN, FAK'y TLN en ambos modelos celulares antes y después del
tratamiento con 5Fu. En las CACO2, antes del tratamiento no se evidenciaron
diferencias entre las TOPO-RHBDD?2 y sus Ct. Luego del tratamiento, sin embargo, hubo
una significativa induccion de FAK y PXN en las TOPO-RHBDD2 (Figura 33).

En las HCT116, el silenciamiento de RHBDDZ2 modificd la expresion de FAK en
comparacion con las células Ct (Figura 33). La expresion de PXN también se redujo,
pero no fue estadisticamente significativa. No se observaron diferencias en las SH-

RHBDD2 en ninguno de los genes analizados después del tratamiento con 5Fu (Figura
33).
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Figura 33: Expresion de genes de la via de adhesion focal ante las variaciones de RHBDD2 en
presencia y ausencia del tratamiento con 5Fu. Se evalud la expresion de los genes de adhesién focal:
TLN, PXN y FAK en las células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2 en presencia y ausencia del tratamiento

con 5Fu. En las HCT116 silenciamiento de RHBDD2 redujo la expresion de FAK. En las células TOPO-
RHBDD2 el tratamiento con 5Fu indujo significativamente la expresion de PXN y FAK. *p<0.05 **p<0.01.
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<:>Anélbis de muestras tumorales de recto frente al tratamiento

neoadyuvante

6.1 Una elevada expresion de RHBDD2 luego del tratamiento neoadyuvante en CR
se asocia a mal prondéstico.

La siguiente etapa en este estudio fue evaluar por IHQ la expresion de la proteina
RHBDD2 en 38 muestras de tumores de CR obtenidas de 19 pacientes antes y después
del tratamiento neoadyuvante. El patrén y la intensidad de expresion de RHBDD2 se
codificaron y analizaron siguiendo el procedimiento previamente establecido (Figura 14).
RHBDD2 mostré reaccion positiva en todas las muestras pre-tratadas (19 casos de 19)
con una prevalencia de moderada a alta intensidad de inmunomarcacion (7 y 9 casos
de 19, respectivamente), y solo 3 casos con baja intensidad de RHBDD2 (Tabla 10). La
distribucion tisular de RHBDD2 (denominada % de expresion) varido de 10 a 100% en
las biopsias analizadas (Tabla 10). La localizacién de la proteina fue

predominantemente citoplasmatica (Figura 14; Figura 34).
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Tabla 10. Resultados de IHQ para RHBDD2 en

tumores de recto antes y después del tratamiento

neoadyuvante.
RHBDD2

Tratamiento Pre-tto Post-tto

Intensidad casos/total (%)
Baja 3/19 (16) 5/19 (26,3)
Moderada 719 (37) 11/19 (58)
Intensa 9/19 (47) 3/19 (17,7)

Porcentaje casos/total (%)
10-40 5/19 (26) 8/19 (42)
50-70 2/19 (11) 9/19 (47)
70-100 12/19 (63) 2/19 (11)

a pre-tratamiento

post-tratamiento

% de casos

RESULTADOS

Intensidad
p<0.00001
pre-tto post-tto

Bajo =Medio mAlto

% Expresion
p<0.00001

pre-tto post-tto

10-40 m50-70 m80-100

Figura 34: Expresion de RHBDD2 ante el tratamiento neoadyuvante en tumores de recto. a)
Microfotografias de tumores pareados de recto incubados con anti-RHBDD?2. La expresion de RHBDD2 en
las biopsias pre-tratadas fue moderada/alta y disminuyd abruptamente en las muestras post-tratadas
(paneles superior y medio). Sin embargo, hubo un grupo de pacientes en los que no se observé reduccion
de la expresion de RHBDD2 post-tratamiento (panel inferior). b) Se observa una reduccion significativa de
la intensidad y el porcentaje de expresién de RHBDD2 luego del tratamiento neoadyuvante.
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En las muestras analizadas luego del tratamiento, se observé mayor variabilidad en
la expresion: la mayoria (12 casos de 19) mostré una reduccion significativa en la
expresion de RHBDD2 en comparacion con las pre-tratadas (Tabla 10; Figura 34); un
grupo menor (7 casos de 19), sin embargo, mostré una alta expresion de la proteina
(Tabla 10; Figura 34). Se definieron en consecuencia dos grupos, denominados LEAT
(del inglés Low Expression After Treatment) y HEAT (del inglés High Expression After
Treatment). Se realiz6 un analisis de asociacion entre ambos grupos y los datos clinico-
patologicos de los pacientes y se hallé una asociacion significativa entre el grupo HEAT

y la presencia de metastasis ganglionar y/o a distancia (p=0.018; Figura 35).

1 post-tratamiento Figura 35: Variacion de la expresion de RHBDD2
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Por otro lado, se analiz6 la expresion intratumoral de RHBDD2. De modo relevante,
se observd una mayor expresion de la proteina en la region invasora del tumor, en
comparacion con el tejido adyacente de apariencia normal (Figura 36). Este patrén fue
caracteristico en todas aquellas muestras en las que fue posible identificar y distinguir

una zona de apariencia normal y una de aspecto proliferativo/invasor.

6.2 Analisis de la expresion de BiP, PERK y CHOP en muestras de recto frente al

tratamiento neoadyuvante.

En las muestras pareadas de tumores de recto, se evalud la expresion de las
proteinas BiP, PERK y CHOP. La marcacion del anticuerpo de CHOP no fue detectable
por IHQ. La inmunotincion detectada para PERK fue muy leve, y se redujo aun mas
luego del tratamiento neoadyuvante, aunque no significativamente (Tabla 11; Figura 37).
Por su parte, la expresiéon de BiP mostr6 una reduccion significativa luego del
tratamiento (Tabla 11; Figura 38), a excepcion de ciertas areas a nivel intratumoral en

las que BiP se mantuvo con altos niveles de expresién, de modo similar a lo observado
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con RHBDD2 (Figura 38). Estas areas fueron usualmente coincidentes con el frente
invasor del tumor o incluso con células tumorales invadiendo las capas musculares
(Figura 38). A pesar de estas observaciones no se hallé asociacion entre la expresion

de BiP y el desarrollo de metastasis de los pacientes analizados.

a Malignidad / Expresién de RHBDD2

e e

Tumor invasivo

Mucosa normal
b adyacente al tumor

Mucosa normal
adyacente al tumor

Tumor invasivo

Figura 36: Expresion intratumoral de RHBDD2. Se detectaron variaciones en la expresién de
RHBDD?2 a nivel intratumoral. Se distinguié la mucosa normal adyacente al tumor, la submucosa y el
tumor invadiendo las capas musculares. a) Microfotografias (10X) tomadas de la misma seccion de
tejido de una biopsia de un paciente post-tratamiento. De izquierda a derecha se observa una secuencia
de malignidad tumoral, la expresion de RHBDD2 es muy baja en el tejido normal adyacente (izquierda),
queda restringida a las glandulas mas profundas en la mucosa mas alterada (centro, flechas rojas) y
alcanza su maxima expresion en el tumor invasivo (derecha). b) Seccién de tejido obtenida de una
biopsia de un paciente pre-tratado. En la fotografia (10X) se observa la mucosa aparentemente normal
adyacente al tumor, la submucosa y el tumor invadiendo las capas musculares. RHBDD2 mostro
expresion moderada en la mucosa normal adyacente, con un marcado aumento en las células tumorales
invasoras (flechas rojas). A la derecha, se muestra una ampliacién (40X) de ambas regiones.
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Tabla 11. Resultados de IHQ para PERK y BiP en tumores de recto antes y después

del tratamiento neoadyuvante.

PERK BiP
Tratamiento Pre-tto Post-tto Pre-tto Post-tto
Intensidad casos/total (%) casos/total (%)
Baja 7/14 (50) 10/14 (71) 1/19 (5,4) 10/19 (53)
Moderada 6/14 (43) 414 (29) 11/19 (57,8) 8/19 (42)
Intensa 114 (7) 0/14 (0) 7/19 (36,8) 1/19 (5,4)
Porcentaje casos/total (%) casos/total (%)
10-40 13/14 (93) 12/14 (86) 3/19 (15,7) 6/19 (31,5)
50-70 0/14 (0) 1/14 (7) 3/19 (15,7) 3/19 (15,8)
70-100 114 (7) 114 (7) 13/19 (68,6) 10/19 (52,7)

En conjunto, estos resultados indican que después del tratamiento neoadyuvante, la
expresion de RHBDD2 es heterogénea a nivel intertumoral e intratumoral, con una
mayor expresion asociada a tumores mas agresivos y regiones indiferenciadas e
invasivas. Asimismo, se observo un patron similar para BiP, lo que sugiere que estos
tumores o regiones podrian ser mas resistentes a las condiciones estresantes, producto

del microambiente tumoral o del tratamiento quimioterapéutico en si mismo.

a Intensidad % Expresion b
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Figura 37: Expresion de PERK ante el tratamiento neoadyuvante en tumores de recto. a) Se observa
una tendencia a la reduccion de la intensidad y el porcentaje de expresion de PERK luego del tratamiento
neoadyuvante. b) Microfotografias (40X) de la expresion de PERK en tumores de recto ante el tratamiento
neoadyuvante.
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Figura 38: Expresion de BiP ante el tratamiento neoadyuvante en tumores de recto. a) La intensidad
de expresion de BiP se redujo significativamente luego del tratamiento neoadyuvante. Se observa una
tendencia a la reduccion del porcentaje de expresion de la proteina BiP. b) La expresion intratumoral de
BiP presenta un patrén semejante al de RHBDD2. Se detecta una menor expresiéon de BiP en la mucosa
normal adyacente al tumor (medio-40X) y un aumento significativo de la intensidad de expresién en la
porcién invasiva del tumor (derecha-40X). ¢) Las diferencias en los niveles de expresion intratumoral de BiP
se evidencian claramente en las células que invaden las capas musculares. Arriba 10X, abajo 40X.
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El CCR es una enfermedad frecuentemente letal con pronéstico y respuesta al
tratamiento heterogéneos. Estas diferencias residen en las caracteristicas moleculares
intrinsecas de los tumores. Los estudios multidmicos han revelado la existencia de al
menos 4 subtipos moleculares consenso, que permitirian estratificar a los pacientes a
fin de que reciban una terapia personalizada*4. Sin embargo, esta clasificacion aun no
forma parte de la practica clinica estandar, siendo la RQT sistémica, con el uso del 5Fu
como principal droga, el protocolo mas empleado contra el CCR en sus estadios
avanzados. De este modo, habra un grupo de pacientes que tendra una respuesta
patologica completa al tratamiento, mientras que en otros grupos la enfermedad se

mantendra estable o incluso progresara.

El CR, a diferencia del de colon, debido fundamentalmente a su localizacion
anatémica, permite un tratamiento con RQT neoadyuvante con la finalidad de mermar
el crecimiento tumoral y evitar consecuencias postquirirgicas mayores. En algunos
casos se ha observado (protocolo watch and wait) respuesta completa al tratamiento,
evitando la cirugia. Al momento, no existen marcadores moleculares que permitan

predecir esta respuesta diferencial.

En base a resultados previos, el objetivo de esta tesis fue estudiar a través de
diferentes enfoques el rol del gen RHBDD2 como un potencial biomarcador

prondstico/predictivo de respuesta al tratamiento neoadyuvante en el CCR.

@ RHBDD2 se asocia a las vias bhiosintética secretora, de adhesion
y de estrés de RE en el CCR

El primer enfoque fue determinar las vias moleculares asociadas a RHBDD?Z2 en el
contexto del CCR a través de una aproximacion in silico. El andlisis funcional de los

genes que coexpresan con RHBDDZ2, obtenidos de diversos estudios con microarreglos
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en CCR, arroj6 términos significativamente asociados con la Via Biosintética Secretora,

la Via de Adhesidn, la Via de Sefalizacion EPH y la Via ATM, entre otros.

La via de adhesién, esta compuesta por un complejo de proteinas que regulan la
union entre las células y la matriz extracelular, cumpliendo un rol fundamental en la
adherencia y en la migracion'?3. La expresion elevada de los intermediarios de la via ha

sido asociada a carcinogénesis, invasion y metastasis en el CCR'?.

Las efrinas (EPHSs), han sido caracterizadas por influenciar el crecimiento celular, el
movimiento, la morfogénesis, la migracion y la adhesion durante el desarrollo
embrionario'®. Esta informacién seria coincidente con el hecho de que Rhbdd2 es un
gen de expresion temprana durante el desarrollo embrionario, como fuera demostrado

en un estudio previo de nuestro grupo en embriones de rata'e®,

La via ATM es una de las principales respondedoras al dafio causado en el ADN por

diferentes agentes estresantes, entre ellos el 5Fu’?.

Finalmente, la via biosintética secretora fue representada en el analisis por diversos
términos ontolégicos como Trafico de Membrana, Transporte Mediado por Vesiculas y
Retencién de Proteinas en el Lumen del RE.

El analisis funcional de los FT asociados a RHBDD2, por su parte, mostré un
enriquecimiento significativo de los términos ontoldgicos UPR, Adipogénesis y Mitofagia,
procesos que se asocian a estrés del RE'27128.129 Diversos miembros de la familia
romboide han sido previamente asociados a estrés de RE. Entre ellos, RHBDD1 y
Derlina-1 quienes forman parte de la degradacion de proteinas en el RE (ERAD, del
inglés Endoplasmatic Reticulum associated degradation) y de la regulacion de la

apoptosis inducida por estrés de RE'30.131,

@ Las variaciones de la expresion de RHBDD2 afectan la
proliferacion, la adhesion, la migracion y la resistencia al
tratamiento con 5Fu

A través de un enfoque in vitro se evalué como la expresién de RHBDD2 se ve
afectada frente al tratamiento con 5Fu en las lineas celulares CACO2 y HCT116 y se
realiz6 luego un analisis exhaustivo de las consecuencias fenotipicas de la
sobreexpresion y el silenciamiento estables de RHBDD2 en ambas lineas,

respectivamente.
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En coincidencia con un estudio previo que realizaramos sobre las COLO205"%, en
esta tesis fue posible confirmar que RHBDD2 también se induce frente al 5Fu en otras

dos lineas celulares de CCR.

De modo interesante, al evaluar el patron de expresion y de distribucion de RHBDD2,
luego de la exposicion al 5Fu, se evidencio que la proteina se extiende mas alla de la
region perinuclear, alcanzando incluso las proyecciones citoplasmaticas emitidas por las
células. La morfologia de dichas proyecciones se vio notablemente alterada producto
de la exposicion a la droga, lo que sugiere que ante condiciones de estrés RHBDD2 se
puede localizar en sitios distintos al RE o Golgi -como fuera demostrado en estudios
previos'9%1%- pudiendo ser estos las vesiculas de secrecion. Esta hipotesis se apoya en
dos de las predicciones in silico realizadas en la presente tesis: por un lado, el hecho de
que RHBDD2 se enmarca en la via biosintética secretora, y por otro, que su topologia
determina la presencia de un largo dominio citosdlico rico en prolinas que favorece las
interacciones con ligandos especificos'??. De este modo, RHBDD2 podria actuar como
un intermediario en el sorting de moléculas desde el RE, pasando por el Golgi, hacia las
vesiculas, ante las sefales de estrés generadas en la célula por un agente citotdxico

como el 5Fu.

Una de las acciones primarias del UPR es aliviar el estrés reduciendo el flujo de
proteinas dentro del RE a través de una supresion general de la sintesis de proteinas y
un aumento de la degradacion via ERAD'3. Se han reportado, sin embargo, otros
mecanismos del UPR para la reduccién de carga de proteinas en el RE, como ser una
rapida y dinamica liberacion y redistribucion de los ARNm con sefal en el RE, hacia el

citosol34,

En este contexto es factible proponer que RHBDD2 contribuye con agilizar el transito
de las proteinas fuera del RE hacia las vesiculas y su eventual secreciéon. Seran

necesarios estudios experimentales para validar dicha observacion.

Por otra parte, en los modelos in vitro generados, se demostré que la sobreexpresion
de RHBDDZ2 favorece la proliferacion, la adhesién, la migracién y el crecimiento libre de
anclaje. Estos resultados se asociarian a los hallados en tumores de CCR, en los que
una mayor expresion del gen se asocia con los estadios mas avanzados de la
enfermedad'%6. Asimismo, se determin6 que la sobrexpresiéon de RHBDD2 promueve
resistencia al tratamiento con 5Fu, retardando significativamente la muerte celular en

comparacion con las células control.

Por el contrario, el silenciamiento en las HCT116 mostré un comportamiento opuesto
a la sobreexpresion en las CACO2, con una disminucion significativa en los procesos

mencionados, a excepcion del tratamiento con 5Fu, en el que no se observaron
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diferencias significativas. La reduccion de la proliferacion celular en las células SH-
RHBDD2 podria contrarrestar el efecto sobre la sensibilidad al tratamiento con 5Fu,
considerando que la accion y efectividad del 5Fu depende de la dosis, pero también de

la detencion del ciclo celular?3s.

@ RHBDD2 actia como un intermediario en la via del UPR

El enriquecimiento funcional y los efectos de la expresion de RHBDDZ2 en las células
de CCR, sumado a estudios previos, sugieren un rol como intermediario en la via del
UPR. En consecuencia, se evaluo la expresion de genes del UPR ante las variaciones
en la expresion de RHBDD?2.

La activacion de la via del UPR comienza cuando la chaperona BiP se libera de y
activa a los sensores transmembrana PERK, IRE1 y ATF6. Corriente abajo de PERK, la
activacion de ATF4 y de CHOP permite, en respuesta al estrés, reducir la traduccion,
degradar las proteinas mal plegadas y en ultima instancia determinar la supervivencia o

muerte celular.

La sobreexpresion de RHBDDZ2 aumentd la expresion de la chaperona BiP pero
redujo la de PERK, IRE1y CHOP. Ante el silenciamiento se observé una reduccion de

la expresion de BiP y PERK y un aumento en la expresion de CHOP.

Cuando las células que sobreexpresan RHBDDZ2 fueron tratadas con 5Fu, que
ademas es un inductor de estrés de RE"3®, se produjo un aumento en la expresion de

los sensores PERK y ATF6, y una reduccion en la expresion de ATF4y CHOP.

Una de las funciones principales de la chaperona BiP es proteger a las células de la
apoptosis inducida por estrés, a través de la supresion de la expresion de CHORP, el
efector final de la via que puede desencadenar la muerte celular'3”-'%_ BjP es un factor
critico en la proliferacion celular, se reporté aumentado en tumores solidos de diversas
localizaciones y en células iniciadoras de tumores (CIC, del inglés cancer initiating cells),
identificadas como una de las principales causas de metastasis, resistencia al
tratamiento y recurrencia’®. Se ha demostrado asimismo que la elevada expresién de
BiP confiere resistencia a agentes quimiotéxicos, antihormonales, de dafo al ADN vy
antiapoptdticos'0. Por otra parte, la reduccion de su expresion sensibiliza a las células
al tratamiento quimioterapico’#"'#2, De modo interesante, los resultados obtenidos en
esta tesis demostraron que la sobreexpresion de RHBDD?2 produjo un marcado aumento
en la expresion de BiP, mientras que su silenciamiento causé una reduccién

significativa.
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Recientemente, se ha demostrado que, en situaciones de estrés, BiP puede
relocalizarse en la membrana plasmatica’3. La relocalizacion de chaperonas
citoplasmaticas o inducidas por estrés de RE a la superficie celular representa un
mecanismo adaptativo que diversifica la funcionalidad de las proteinas en respuesta al
estrés, cambiando el rumbo de las vias de sefializacion y permitiendo desencadenar
muerte celular o supervivencia'. La relocalizacién de BiP, estaria mediada por IRE1, a
través de sus motivos SH3 no canonicos presentes en el dominio citoplasmatico rico en
prolina. Este sitio de union favorece, ante situaciones de estrés, una cascada de eventos
que conducen a la relocalizacion de BiP en la membrana plasmatica'#3. La topologia de
la proteina RHBDD?2 y la presencia de dominios de unidon SH3 en su cola citoplasmatica
rica en prolinas, indicarian un rol similar al de IRE1, siendo BiP una de las proteinas a
las que acompafaria en su relocalizacion y redistribucion ante situaciones de estrés.
Esto podria explicar el aumento de BiP ante la sobreexpresion de RHBDDZ2 y su
reduccion ante el silenciamiento. Ademas, la co-inmunoprecipitacion de ambas
proteinas en las HCT116, refuerza esta idea y constituye la primera evidencia
experimental de que RHBDD2 y BiP interaccionan.

En cuanto a IRE1 se observd que en las células que sobreexpresan RHBDD?2 se
produce una disminucién en su expresion. Posiblemente exista un balance entre ambas

proteinas.

Es sabido que al activarse PERK se genera una cascada de reacciones que
conducen a una reduccion general de la sintesis de proteinas'5146.147 E| rol de PERK
en la progresion tumoral, sin embargo, es controversial. Algunas evidencias afirman que
la activacion de PERK es suficiente para inhibir la proliferacion tumoral, otros estudios
muestran que el silenciamiento de PERK bloquea la progresién del ciclo celular’48:149.150,
En linea con esta complejidad, tanto el silenciamiento como la sobreexpresion de
RHBDDZ2 causaron una significativa reduccion en la expresion de PERK. La cual, sin
embargo, aumenté significativamente al exponer las células al 5Fu. Estos resultados
sostienen el rol complejo de la proteina PERK y demuestran que su implicancia en la
tumorogénesis es dependiente de su expresion, el tipo de célula tumoral, el estado de

proliferacion celular, el microambiente tumoral y el modelo de estudio®®.

Aguas abajo de PERK, el factor de transcripcion CHOP es un efector final de la via
que puede favorecer la apoptosis en condiciones de estrés de RE®2. En células de CCR,
se ha demostrado que CHOP induce apoptosis ante el tratamiento quimioterapico con
drogas andlogas a la Rapamicina®. Por otra parte, en cancer gastrico, la reduccién de
la expresion de CHOP en el tumor correlaciona con un peor prondstico®. En las células
que sobreexpresan RHBDD2 se demostré una reduccién en la expresion de CHOP,
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mientras que en las silenciadas se evidencid una induccion significativa del gen. El
analisis de la secuencia promotora del gen RHBDDZ2 determiné la presencia de motivos
de union a CHOP, lo que sugiere un posible mecanismo regulatorio entre ambas

proteinas.

<4> Las variaciones en la expresion de RHBDD2 afectan la via de las
adhesiones focales

Uno de los efectos notorios en los modelos in vitro de expresion de RHBDD?2 fue la
reduccion y el aumento de los procesos de migracion y crecimiento libre de anclaje ante
el silenciamiento y la sobrexpresion, respectivamente. Dichos procesos se asocian a
mecanismos de adhesion celular, término ontoldgico enriquecido en el analisis in silico

de los genes que coexpresan con RHBDD?2.

La via de adhesiones focales se compone de un conjunto de proteinas que permiten
conectar el citoesqueleto de actina en el interior celular, con la membrana plasmatica y
la matriz extracelular'®'. Por esta razén, cumple un rol fundamental en la adherencia y
en la migracién celular. La reorganizacion de la placa de adhesion focal es necesaria
para permitir la movilidad de las células tumorales y dar lugar al fenébmeno de

metastasis’?4.

TLN, PXN y FAK son tres intermediarios fundamentales de la via de adhesion focal.
Se ha demostrado que PXN aumenta en tejidos tumorales y en células tumorales
metastasicas’?'%2, Por su parte, FAK, se sobreexpresa en varias localizaciones
tumorales, entre ellas el CCR'?, Se observd que protege a las células de carcinoma
escamoso de cabeza y cuello de la muerte celular inducida por radiaciéon y que su
silenciamiento o inhibicion aumentan la radiosensibilidad'®®. En el CCR, FAK puede
suprimir la formacién de tumores'?*1%4 y aumentar la sensibilidad al tratamiento con 5Fu
cuando se encuentra silenciado en lineas celulares'®. Ademas, ha sido propuesto como
un gen que vincula varias vias de sefializacion promoviendo el crecimiento tumoral, la

metastasis y la quimiorresistencia'?.

Al evaluar los perfiles de expresion de estos genes ante las variaciones de la
expresion de RHBDD2, se observd un aumento en la expresion de PXN y FAK en las
células que sobreexpresan RHBDD?2 tratadas con 5Fu y una reduccion de FAK en las

células silenciadas.

Se ha establecido una conexion entre la via del UPR vy la via de las adhesiones
focales'®®. La sobreexpresion de BiP se asocio al incremento en la expresion de FAK en

tumores invasivos'. Ademas, CD147, un biomarcador que se encuentra
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significativamente aumentado en hepatocarcinoma, incrementa la transcripcion de BiP
mediada por FAK en respuesta al estrés de RE. Este fendmeno, confiere a las células
tumorales quimiorresistencia y un aumento en su supervivencia'®. En CCR, BiP
interactua con B1-integrina y FAK provocando un aumento en la migracion celular y la

invasion a la matriz extracelular?s.

Estos resultados en conjunto demuestran que el aumento de RHBDD2, BiP, y FAK

ante el 5Fu favorecen un fenotipo de quimiorresistencia celular.

<F>La sobreexpresion de RHBDD2 promueve un fenotipo invasor y
quimiorresistente en tumores de cancer de recto

La heterogeneidad tumoral es una de las barreras que limitan el éxito de las terapias.
Esta heterogeneidad puede resultar en una distribucion no uniforme de subpoblaciones
de células tumorales genéticamente distintas entre y dentro de los sitios de la
enfermedad (heterogeneidad espacial, inter e intratumoral) o variaciones temporales en
la composicion molecular de las células cancerosas (heterogeneidad temporal). La
heterogeneidad proporciona el combustible para la resistencia; por lo tanto, una
evaluacién precisa de la heterogeneidad tumoral es esencial para el desarrollo de

terapias efectivas’®®.

El siguiente enfoque en la presente tesis fue evaluar la expresion de RHBDD2 y BiP
ex vivo en tumores de recto antes y después del tratamiento neoadyuvante. El analisis
antes del tratamiento mostré una elevada expresion de ambas proteinas en la mayoria
de las muestras, consistente con su asociacion al CCR. En las muestras post-tratadas,
si bien los resultados mostraron una reduccién significativa de BiP y RHBDD2,
posiblemente producto de la afectacion general de la quimioterapia sobre la maquinaria
transcripcional, hubo un grupo de tumores asociados a pacientes que desarrollaron
metéstasis local o a distancia, en los cuales la expresién de RHBDD2 se mantuvo alta.
Este resultado, seria coincidente con un estudio previo en cancer de mama en el que
demostramos que la sobreexpresion de RHBDD2 se asocia a pacientes que poseen
ganglios linfaticos positivos'®. De un modo similar, recientemente se demostré que
RHBDD1, una proteina filogenéticamente muy cercana a RHBDD2, promueve la
metastasis en CCR a través de la via de sefializacion Wnt%. Estos resultados indicarian
que existen al menos dos grupos de respuesta al tratamiento, basados en la expresién
de RHBDD2 luego del mismo, y en el prondstico de los pacientes.

Por otro lado, se evalud la expresion de RHBDDZ2 y BiP a nivel intratumoral. Es sabido

que luego de un tratamiento células tumorales residuales pueden permanecer con el
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potencial de restaurar el crecimiento celular. En este sentido, se observaron areas con
células invasoras y proliferativas que mantuvieron una alta expresion de RHBDD2 y BiP,
incluso en aquellos tumores donde la expresion general de ambas proteinas se habia
reducido dramaticamente luego del tratamiento. Este resultado demuestra la asociacion
de ambas proteinas con un fenotipo resistente e invasor, y resalta la importancia de la
heterogeneidad intratumoral como un aspecto a considerar en la evaluacion de un

biomarcador pronéstico/predictivo de respuesta a terapia.

Monitorear la expresion de RHBDD2 durante el tratamiento neoadyuvante podria
constituir una estrategia relevante en la medicina de precision durante el protocolo watch
and wait a fin de clasificar a los pacientes adecuadamente segun su prediccion de

respuesta.

Sera necesario profundizar el estudio sobre un mayor nimero de pacientes con CR
para obtener una estratificacion confiable basada en la expresiéon de RHBDD2 y su

asociacion con la respuesta al tratamiento neoadyuvante.
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La expresion de RHBDD?2 se induce frente al tratamiento con 5Fu en células de
CCR.

La sobreexpresion de RHBDD?Z2 incrementa la adhesion, la migracion, el crecimiento
libre de anclaje, la proliferacion y confiere resistencia al tratamiento con 5Fu en
células de CCR.

Las variaciones en la expresion de RHBDD?2 afectan la expresion de los genes del
UPR: BiP, PERK y CHOP. Se demostro la interaccion entre RHBDD2 y BiP en
células de CCR. RHBDD2 posee motivos SH3 no candnicos en su dominio
citoplasmatico que contribuirian con su union a ligandos especificos, entre ellos BiP.
La asociacion negativa entre RHBDD2 y CHOP y la presencia de sitios de unién a
CHOP/DDIT3 en la regién promotora de RHBDD?Z2 indicaria un mecanismo de

regulacion entre ambas proteinas.

La sobreexpresion de RHBDD2 causé un incremento de los genes de la via de
adhesion focal PXN y FAK ante el tratamiento con 5Fu. El silenciamiento, redujo la

expresion de FAK.

RHBDD2, muestra elevada expresion en tumores de CR.
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sobreexpresion de RHBDD2

CONCLUSIONES

Los tumores de recto con baja respuesta al tratamiento neoadyuvante mostraron
una mayor expresion de RHBDD2 luego del mismo, asociandose a pacientes que

presentaron progresion de la enfermedad.

A nivel intratumoral, se observé mayor expresion de RHBDD2 y BiP en regiones

asociadas a células tumorales invasivas.

RHBDD2 constituye una proteina de la via biosintética secretora que actuaria como
intermediario de las vias del UPR y de adhesion focal contribuyendo con un fenotipo

tumoral quimiorresistente en el CCR.

Monitorear la expresion de RHBDD2 durante el tratamiento neoadyuvante podria
ser una herramienta relevante para la estratificacion de pacientes con CCR a fin de

predecir su respuesta al tratamiento.

La Figura 39 representa un resumen de los principales resultados hallados en la

presente tesis.
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Figura 39: Resumen de los resultados mas relevantes de la expresién de RHBDD2 en el CCR y su
respuesta al tratamiento neoadyuvante. En las lineas celulares (derecha), la sobreexpresion de RHBDD?2
incremento la adhesion, la migracion, la proliferacion y la expresion de BiP y FAK y redujo la expresion de
CHOP. En cambio, el silenciamiento de RHBDD?2 redujo la adhesion, la migracion, la proliferacion celular y
la expresion de los genes BiP y FAK y aumenté la expresion de CHOP. En los tumores de recto (izquierda)
la elevada expresion de RHBDD2 luego del tratamiento neoadyuvante se asocia a mal prondstico.
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ANEXO

1. Andlisis de enriquecimiento funcional de genes que coexpresan con RHBDD2
en CCR.

1.1 Listado de los microarreglos asociados al CCR incluidos en el analisis.

N Dataset ID n Description
Transcription profiling of human colon cancer patients
1  E-GEOD-17538 | 232 metastasis gene expression profile predicts recurrence and
death in colon cancer patients [AE][EV][DE]
Transcription profiling of human colon cancer metastasis gene
2  E-GEOD-17536 ;| 177 expression profile predicts recurrence and death in colon
cancer patients (Moffitt Samples) [AE][EV][DE]
Transcription profiling of human colon cancer metastasis
3 | E-GEOD-17537 | 55 predicts recurrence and death in colon cancer patients (VMC
Samples) [AE][EV][DE]
4 | E-GEOD-33113 | 90 AMC colon cancer AJCCII [AE][EV][DE]
Methylation of Cancer Stem Cell-associated Wnt target genes
5 | E-GEOD-33114 | 102 predicts poor prognosis in colorectal cancer patients
[AE][EV][DE]
Transcription profling of colorectal carcinoma in order to
6 E-GEOD-23878 59 identify potential key gene expression [AE][EV][DE]
Transcription profiling of sigmoid colon mucosal biopsies from
7 E-TABM-176 | 131 :irratable bowel syndrome patients and healthy control subjects
[AE][EV][DE]
Transcription profiling of human pedunculated, sporadic
8 | E-GEOD-8671 | 64 | colorectal polyps and corresponding normal mucosa obtained
during colonoscopies [AE][EV][DE]
Identification of miR-145 targets involved in colon cancer
9 | E-GEOD-18625 i 7
[AE][EV][DE]
Genome-wide gene expression analysis of mucosal colonic
10 | E-GEOD-13367 | 56 biopsies and isolated colonocytes... [AE][EV][DE]
Correlation of molecular profiles and clinical outcome of stage
11 E-GEOD-18088 53 UICC Il colon cancer patients [AE][EV][DE]
12 E-GEOD-31595 37 Gene expression profiles to predict recurrence in stage Il and Il

colon cancer [AE][EV][DE]
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Transcription profiling of human normal mucosa, cecum,

13| B-GEOD-3254 | 13 ascending, transverse, sigmoid and rectum [AE][EV][DE]
14 | E-GEOD-13471 | 13 Expression data from human normal pre-frontal cortex, liver,
and colon tissues and colon tumors [AE][EV][DE]
Modeling oncogenic signaling in colon tumors by
15 | E-GEOD-20916 | 145
multidirectional analyses of microarray data [AE][EV][DE]
Expression data from human colonic biopsy sample
16 | E-GEOD-10714 : 33
[AE][EV][DE]
Expression data from human colonic epithelial cells normal (N),
17 | E-GEOD-15360 | 18 adenoma (AD) or colorectal cancer (CRC) tissues [AE][EV][DE]
Transcription profiling of human colon samples - objective
18 | E-GEOD-4183 | 53 | classification of colon biopsy specimens with gene expression
signature [AE][EV][DE]
Comparison of gene expression profiles between paired
19 | E-GEOD-18462 @ 8
primary and metastasis colorectal carcinoma [AE][EV][DE]
Characterization of colon cancer cells: a functional approach
20  E-GEOD-35478 @ 15 characterizing CD133 as a potential stem cell marker
[AE][EV][DE]
Comparison between cell lines from 9 different cancer tissue
21 E-GEOD-32474 174 (NCI-60) (Affymetrix U133 Plus 2.0) [AE][EV][DE]
Transcription profiling of human colon carcinoma cell line
22| E-GEOD-10650 | 6 HCT116 PCLKC cell lines [AE][EV][DE]
Expression profiles of a panel of MSS and MSI colon cancer cell
23 i E-GEOD-35566 @ 19
lines [AE][EV][DE]
Transcription profiling of human cell lines MCF7, COLO-205 and
24 | E-GEOD-8742 10
SK-MEL-5 following treatment with PEPO08 [AE][EV][DE]
CD133+ colon cancer cells are more interactive with the tumor
2> E-GEOD-34053 9 microenvironment than CD133- cells [AE][EV][DE]
Expression data from NS398-treated and control HT29 colon
26 | E-GEOD-15799 1 9 adenocarcinoma cell line samples [AE][EV][DE]
27 | E-GEOD-16648 = 42 Networking of differentially expressed genes in human cancer

cell lines resistant to methotrexate [AE][EV][DE]
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Transcription profiling of human colon Caco2 cells treated with
28 . E-MEXP-1372 12 extracts from broccoli that had been cooked for different
lengths of time [AE][EV][DE]

Genotypic and phenotypic characterization of the side

29 E-GEOD-20058 10 population of gastric cancer cell lines [AE][EV][DE]

Loss of Rab25 promotes the development of intestinal

30 | E-GEOD-13072 | 6 neoplasia [AE][EV][DE]

Transcription profiling of human colon cancer cell lines LS180

31| E-GEOD-5486 | & (MSI+) and SW480 (MSI-) [AE][EV][DE]

Gene expression in colon cancer stem cells (CSC) cultures

32 | B-GEOD-33112 | 12 identified by Wnt signaling levels [AE][EV][DE]

Transcription profiling of human post mortem tissue samples

33 | E-GEOD-3526 353 [AE][EV][DE]

Transcription profiling of panel of 677 samples of normal and

34 E-GEOD-7307 | 677 diseased human tissues [AE][EV][DE]

1.2 Listado de los 200 genes que coexpresan con RHBDD2 en el contexto del
CCR con mayor significancia estadistica.

Score | Gene name Gene description

rhomboid domain containing 2 [Source:HGNC

4,88E-90  RHBDD2 Symbol;Acc:HGNC:23082]

P450 (cytochrome) oxidoreductase [Source:HGNC

8,51E-45 POR
! Symbol;Acc:HGNC:9208]

guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4398]

Uncharacterized protein
2,60E-37 | AMDHD2 {EC0:0000313 | Ensembl:ENSP00000455547}
[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:H3BQO6]

7,37E-39 GNB2

5,60E-37 N/A N/A

ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 1

3,58E-33 | ATP6AP1
! [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:868]

transmembrane protein 222 [Source:HGNC

2,628-31  TMEM222 Symbol;Acc:HGNC:25363]
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YKT6 v-SNARE homolog (S. cerevisiae) [Source:HGNC

4,39E-31 YKT6 Symbol;Acc:HGNC:16959]

chromosome 9 open reading frame 16 [Source:HGNC

4,66E-31 | CIORF16 Symbol;Acc:HGNC:17823]

ARP1 actin-related protein 1 homolog A, centractin alpha (yeast)

2,36E-30 i ACTR1A
! [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:167]

v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 [Source:HGNC

4,408-30 AKTL Symbol;Acc:HGNC:391]

fascin actin-bundling protein 3, testicular [Source:HGNC

>,61E-30 FSCN3 Symbol;Acc:HGNC:3961]

2,50E-29 RNASEK ribonuclease, RNase K [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:33911]

5,14E-28 BCL7B B-cell CLL/lymphoma 7B [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1005]

Yipl domain family, member 3 [Source:HGNC

1,75E-27 YIPF3
! Symbol;Acc:HGNC:21023]

chromosome 7 open reading frame 50 [Source:HGNC

>898-27  CJORFS0 Symbol;Acc:HGNC:22421]

beta-1,3-glucuronyltransferase 3 [Source:HGNC

6,308-27  B3GAT3 Symbol;Acc:HGNC:923]

8,01E-27 MLF2 myeloid leukemia factor 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7126]

phospholipase D family, member 3 [Source:HGNC

2,16E-26 PLD3 Symbol;Acc:HGNC:17158]

RP11- N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein, alpha

2,23826  13N164 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7641]

cleft lip and palate associated transmembrane protein 1

3,56E-26  CLPTM1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2087]

coatomer protein complex, subunit epsilon [Source:HGNC

4,26E-26 COPE Symbol;Acc:HGNC:2234]

prostate tumor overexpressed 1 [Source:HGNC

464826 PTOVI Symbol;Acc:HGNC:9632]

heat shock 27kDa protein 1 [Source:HGNC

7,268-26 HSPB1 Symbol;Acc:HGNC:5246]

transmembrane protein 8A [Source:HGNC

1,348-25  TMEMB8A Symbol;Acc:HGNC:17205]

protein kinase C substrate 80K-H [Source:HGNC

1,358-25 PRKCSH Symbol;Acc:HGNC:9411]
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trafficking protein particle complex 1 [Source:HGNC

GABE2S | TRARPLL Symbol;Acc:HGNC:19894]
4,50E-25 CDK5 cyclin-dependent kinase 5 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1774]
458E-25  WBSCR16 Williams-Beuren synsdyr;r;oel;Tcrccilin'g;c&r:rﬁ;i%ifn 16 [Source:HGNC
BS2E25|  som T bolmchonCaates)
BT WeR2 o bolaanCzre
IO0EZS | GeRe B mbolacscne st
7,65E-25 DBNL drebrin-like [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2696]
7 91E-25 RP11- N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein, alpha

’ 43N16.4 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7641]
1,04E-24 | CAPNS1 calpain, small subunit 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1481]
1,50E-24 SLCAA2 solute carrier family ;ly(:qr;)igll;\p‘ec):i:z;nﬁce:ri,lrgzegber 2 [Source:HGNC
Ls0E24 | caeoRess | e
1,64E-24 CST3 cystatin C [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2475]
L90E24 | KOELRL O e rceenC SymbolAceHoNGes0d]
191E-24 | AP2M1 adaptor-related protse;nmzc;rl?:li?(HzG,Iilncuzsl(aitibunit [Source:HGNC
sasE2e | wi e s o
3,51E-24 FIS1 fission 1 (mitochondrial outer membrane) homolog (S. cerevisiae)

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:21689]

5,18E-24 SNX17 sorting nexin 17 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:14979]
8,88E-24 PPPAC protein phosph;tlzxzcjll;:szii\gi;é;gulr;i]t [Source:HGNC
9,19E-24 UBA1 ubiquitin-like modifier activating enzyme 1 [Source:HGNC

Symbol;Acc:HGNC:12469]
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transmembrane protein 120A [Source:HGNC

1,68E-23 | TMEM120A Symbol;Acc:HGNC:21697]
P2RX5-TAX1BP3 readthrough (NMD candidate) [Source:HGNC
1,71E-23 | TAX1BP3 Symbol;Acc:HGNC:49191]
B-cell receptor-associated protein 31 [Source:HGNC
1,78E-23 BCAP31 Symbol;Acc:HGNC:16695]
1,78E-23 CTSD cathepsin D [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2529]
glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1 [Source:HGNC
2,248-23 GPAAL Symbol;Acc:HGNC:4446]
2,94E-23 | AC006483.1 actin, beta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:132]
3,05E-23 PLXNB2 plexin B2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9104]
glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate-associated
3,34E-23 GRINA protein 1 (glutamate binding) [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:4589]
ADP-ribosylation factor 3
3,44E-23 ARF3 {EC0O:0000313 | Ensembl:ENSP00000438507}
[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:F5H423]
coronin, actin binding protein, 1B [Source:HGNC
3,46E-23  CORO1B Symbol;Acc:HGNC:2253]
adaptor-related protein complex 2, sigma 1 subunit [Source:HGNC
4,178-23 AP251 Symbol;Acc:HGNC:565]
abhydrolase domain containing 12 [Source:HGNC
>97E-23  ABHDI12 Symbol;Acc:HGNC:15868]
guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting
5,98E-23 GNAI2
! activity polypeptide 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4385]
arsA arsenite transporter, ATP-binding, homolog 1 (bacterial)
7,378-23 ASNAL [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:752]
procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 [Source:HGNC
1,30E-22 PLOD3 Symbol;Acc:HGNC:9083]
chromosome 9 open reading frame 16 [Source:HGNC
1,38E-22 | COORF16 Symbol;Acc:HGNC:17823]
protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isozyme
1,74E-22 PPP1CA
! [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9281]
1,83E-22 TADA3 transcriptional adaptor 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:19422]
1,91E-22 H1EX H1 histone family, member X [Source:HGNC

Symbol;Acc:HGNC:4722]
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ATPase, H+ transporting, lysosomal 14kDa, V1 subunit F

1,95€-22  ATP6VIF [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16832]

membrane-associated ring finger (C3HC4) 2, E3 ubiquitin protein

2,028-22 | MARCH2 ligase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:28038]

STIP1 homology and U-box containing protein 1, E3 ubiquitin

2,13E-22 STUB1
! protein ligase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11427]

solute carrier family 25, member 39 [Source:HGNC

2,198-22 SLC25A39 Symbol;Acc:HGNC:24279]

2,45E-22 i TUBB2A tubulin, beta 3 class Il [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:20772]

STIP1 homology and U-box containing protein 1, E3 ubiquitin

2,91E-22 STUBL protein ligase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11427]

RAB1B, member RAS oncogene family [Source:HGNC

3,44E-22 RAB1B
! Symbol;Acc:HGNC:18370]

SH3 domain binding glutamate-rich protein like 3 [Source:HGNC

3,67E-22 | SH3BGRL3 Symbol;Acc:HGNC:15568]

transmembrane protein 222 [Source:HGNC

3,758-22 TMEM222 Symbol;Acc:HGNC:25363]

transmembrane protein 115 [Source:HGNC

3,98E-22  TMEM115 Symbol;Acc:HGNC:30055]

amino-terminal enhancer of split [Source:HGNC

4,66E-22 AES Symbol;Acc:HGNC:307]

aldolase A, fructose-bisphosphate [Source:HGNC

4,86E-22 ALDOA
! Symbol;Acc:HGNC:414]

5,43E-22 ACTB actin, beta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:132]
6,35E-22 ZYX zyxin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:13200]
6,67E-22 PRKCD protein kinase C, delta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9399]
7,18E-22 RP11- dynactin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2711]

287D1.3

zinc finger, DHHC-type containing 5 [Source:HGNC

7,41E-22 ZDHHC5
! Symbol;Acc:HGNC:18472]

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; citrate transporter),

803822 SLC25A1 member 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:10979]

8,05E-22 CLTB clathrin, light chain B [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2091]
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isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) gamma [Source:HGNC

811822 IDH3G Symbol;Acc:HGNC:5386]

hyaluronoglucosaminidase 2 [Source:HGNC

837822 HYAL2 Symbol;Acc:HGNC:5321]

9,14E-22 ADD1 adducin 1 (alpha) [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:243]

zinc finger, DHHC-type containing 4 [Source:HGNC

9,698-22 |  ZDHHCA Symbol;Acc:HGNC:18471]

ras homolog family member C [Source:HGNC

9,728-22 RHOC Symbol;Acc:HGNC:669]

COP9 signalosome subunit 7A [Source:HGNC

1,358-21  COPS7A Symbol;Acc:HGNC:16758]

ubiquitin-conjugating enzyme E2M [Source:HGNC

1,956-21 1 UBE2M Symbol;Acc:HGNC:12491]

dynein, axonemal, assembly factor 5 [Source:HGNC

2,17E-21 DNAAF5
! Symbol;Acc:HGNC:26013]

Fas-activated serine/threonine kinase [Source:HGNC

2,19€-21 FASTK Symbol;Acc:HGNC:24676]

glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1 [Source:HGNC

2,20E-21  GPAAL Symbol;Acc:HGNC:4446]

low density lipoprotein receptor-related protein 10 [Source:HGNC

2,398-21 LRP10 Symbol;Acc:HGNC:14553]

2,53E-21 DAGLB diacylglycerol lipase, beta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:28923]

MAP7 domain containing 1 [Source:HGNC

2,648-21  MAP7D1 Symbol;Acc:HGNC:25514]

chromosome 12 open reading frame 10 [Source:HGNC

2,828-21 C120RF10 Symbol;Acc:HGNC:17590]

3,29E-21 CERS2 ceramide synthase 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:14076]

3,67E-21 DAGLB diacylglycerol lipase, beta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:28923]

phosphatidylinositol 4-kinase type 2 alpha [Source:HGNC

390821 PIAak2A Symbol;Acc:HGNC:30031]

adaptor-related protein complex 2, sigma 1 subunit [Source:HGNC

3,938-21 AP251 Symbol;Acc:HGNC:565]

4,06E-21 . MIR6812 microRNA 6812 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:50116]
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4,23E-21 CUX1 cut-like homeobox 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2557]

calpain 1, (mu/1) large subunit [Source:HGNC

455821 CAPN1 Symbol;Acc:HGNC:1476]

membrane bound O-acyltransferase domain containing 7

4,82E-21 MBOAT7
! [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:15505]

latent transforming growth factor beta binding protein 3

>178-21 LTBP3 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6716]

transcription factor binding to IGHM enhancer 3 [Source:HGNC

>,208-21 TFE3 Symbol;Acc:HGNC:11752]

zinc finger, DHHC-type containing 24 [Source:HGNC

>,64E-21 | ZDHHC24 Symbol;Acc:HGNC:27387]

actin related protein 2/3 complex, subunit 1A, 41kDa

6,08E-21 i ARPCI1A
! [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:703]

6,47E-21 TSC2 tuberous sclerosis 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:12363]

7,09E-21 NINJ1 ninjurin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7824]

ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, VO subunit d1

7/45E-21 ATP6VODI [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:13724]

adaptor-related protein complex 2, sigma 1 subunit [Source:HGNC

7,798-21 AP251 Symbol;Acc:HGNC:565]

major facilitator superfamily domain containing 5 [Source:HGNC

812821 MFSDS Symbol;Acc:HGNC:28156]

motile sperm domain containing 3 [Source:HGNC

815821 MOSPD3 Symbol;Acc:HGNC:25078]

TAF10 RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-

8,84E-21 TAF10 associated factor, 30kDa [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11543]

protein phosphatase 2, regulatory subunit A, alpha [Source:HGNC

1,24E-20  PPP2R1A Symbol;Acc:HGNC:9302]

1,28E-20 | NOMO2 NODAL modulator 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30060]

eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 1

1,32E-20 | EIF2AK1
! [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:24921]

phosphoprotein enriched in astrocytes 15 [Source:HGNC

137820 PEALS Symbol;Acc:HGNC:8822]

1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 [Source:HGNC

1,41E-20  AGPAT1 Symbol;Acc:HGNC:324]
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1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 [Source:HGNC

152820 AGPATL Symbol;Acc:HGNC:324]

1,61E-20 PFN1 profilin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8881]
L7eE20 TR e oncggol o
R B ooy
LesE20  scaMpa | e o)
1,97E-20 | GTF2F1 persephin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9579]
It
20 | BPRe e SO ACHONCS308)
2,22E-20 . TEX264 testis expressed 264 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30247]
#2720 oou O mbobAccHONGa2s8]
2,44E-20 MIR671 chondroitinsssiyt/)r;(;e:cz(i::-gleaNcc’c?zt’gzzgsoﬁurce:HGNC
304620 | ALDOA e ymboccaNcALe]
3,19E-20 CFL1 cofilin 1 (non-muscle) [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1874]
g0 waonts e ancaren
26620 TAREP e
BB STOeRZ T mbaiacHaNCa1eds)
#2820 | TMEMZ14 oo AceHONC 208l
4,81E-20 PKM pyruvate kinase, muscle [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9021]
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oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (lipoamide)

>,04€-20 OGDH [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8124]
ornithine decarboxylase antizyme 2 [Source:HGNC
>,30E-20 OAZ2 Symbol;Acc:HGNC:8096]
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type I, gamma
6,94E-20 PIP5K1C
! [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8996]
7,10E-20 SHISAS shisa family member 5 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30376]
glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1 [Source:HGNC
7,378-20 GPAAL Symbol;Acc:HGNC:4446]
7,47E-20 ZYX zyxin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:13200]
7,53E-20 LMNA lamin A/C [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6636]
solute carrier family 35 (adenosine 3'-phospho 5'-phosphosulfate
7,95E-20 i MIR4647
! transporter), member B2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16872]
phosphatidylinositol 4-kinase, catalytic, beta [Source:HGNC
8,05€-20 Plaks Symbol;Acc:HGNC:8984]
ARP1 actin-related protein 1 homolog B, centractin beta (yeast)
8,20E-20 ACTR1B [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:168]
8,56E-20 | KIAA2013 KIAA2013 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:28513]
lipolysis stimulated lipoprotein receptor [Source:HGNC
8,86E-20 LSR Symbol;Acc:HGNC:29572]
golgi to ER traffic protein 4 homolog (S. cerevisiae) [Source:HGNC
8,87E-20 GET4 Symbol;Acc:HGNC:21690]
9,06E-20 NUCB1 nucleobindin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8043]
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1
9,52E-20 GNB1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4396]
9,54E-20 ATG9A autophagy related 9A [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:22408]
SH3-domain GRB2-like endophilin B2 [Source:HGNC
1,00E-19 ;| SH3GLB2
! Symbol;Acc:HGNC:10834]
RALY heterogeneous nuclear ribonucleoprotein [Source:HGNC
1,02E-19 RALY Symbol;Acc:HGNC:15921]
1,05E-19 SSSCAL Sjogren syndrome/scleroderma autoantigen 1 [Source:HGNC

Symbol;Acc:HGNC:11328]
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aarF domain containing kinase 2 [Source:HGNC

131E-15  ADCK2 Symbol;Acc:HGNC:19039]

C-terminal binding protein 1 [Source:HGNC

1,44E-19 CTBP1 Symbol;Acc:HGNC:2494]

1,52E-19 . ADIPOR1 adiponectin receptor 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:24040]

1,58E-19 NOMO2 NODAL modulator 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30060]

poliovirus receptor-related 2 (herpesvirus entry mediator B)

1,598-13 PVRL2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9707]

1,67E-19 SURF4 surfeit 4 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11476]
1,70E-19 GUK1 guanylate kinase 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4693]
1,80E-19 CD81 CD81 molecule [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1701]

ORAI calcium release-activated calcium modulator 2 [Source:HGNC

1,87E-13 ORAI2 Symbol;Acc:HGNC:21667]

DR1-associated protein 1 (negative cofactor 2 alpha)

1,878-13 DRAP1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:3019]

serine peptidase inhibitor, Kunitz type 1 [Source:HGNC

2,008-19  SPINTI Symbol;Acc:HGNC:11246]

transforming growth factor, beta 1 [Source:HGNC

211819 TGFBL Symbol;Acc:HGNC:11766]

family with sequence similarity 3, member A [Source:HGNC

2,17€-19 ~ FAM3A Symbol;Acc:HGNC:13749]

2,45E-19 DNPEP aspartyl aminopeptidase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2981]

transmembrane protein 127 [Source:HGNC

2,56E-19 TMEM127 Symbol;Acc:HGNC:26038]

Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 30 [Source:HGNC

2,80E-19  DNAJC30 Symbol;Acc:HGNC:16410]

glucose 6 phosphatase, catalytic, 3 [Source:HGNC

317819 GEPC3 Symbol;Acc:HGNC:24861]

3,21E-19 N/A N/A

3,25E-19 TTYH3 tweety family member 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:22222]

111



ANEXO

patatin-like phospholipase domain containing 6 [Source:HGNC

328819 PRPLAG Symbol;Acc:HGNC:16268]
3,396-19 | POLR2J2 polymerase (RNA) IIs(»?nl:lgoizizflig)NpgIzy??zeopéi]de J2 [Source:HGNC
g T I vt S
adeeds sl M NG atas)
aseas) prope | PR e e
4STELS | BAD T mbatacaancosg)
5,10E-19 VPS18 vacuolar protein sor;i;ngqsz;i;\c::rcr:Elgﬁés:.l;(;r?ez\gisiae) [Source:HGNC
575E-19 CAPZB capping protein (aCtig;riLabrzszz)c:r:Léchlce:1ZL-1I;nl(;, beta [Source:HGNC
604E-19 | WescR22 | e onng) e
Ga0E19  Aeaps O ot aoza]
6,36E-19 BSG basigin (Ok blood group) [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1116]
6,81E-19 TKT transketolase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11834]
TazEs | ssscan | gy e
I e
eoEds cooris N
7 63E-19 | ABHD17AP1 abhydrolase domain containing 17A pseudogene 6 [Source:HGNC
' Symbol;Acc:HGNC:34044]
8,39E-19 PSAP prosaposin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9498]
PO3EL9|  ADRML e b ASTSa]
1,03E-18 STUB1 STIP1 homology and U-box containing protein 1, E3 ubiquitin

protein ligase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11427]
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hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate

1,06€-18 HGS [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4897]

1,08E-18 UBXN6 UBX domain protein 6 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:14928]

BRCA1-associated ATM activator 1 [Source:HGNC

1,14E-18 | BRAT1 Symbol;Acc:HGNC:21701]

2. Determinacion de los FT que regulan los bioprocesos asociados a RHBDD2 en
contexto del CCR

2.1 Factores de transcripcién que regulan a los genes que
coexpresan con RHBDD?2.

FT ID del Gen PValue
PAX5 PAX5 1,41E-20
TAXCREB CNTN2 1,58E-18
HEN1 HENMT1 1,54E-14
SP1 SP1 8,70E-12
SEF1 NA 9,39E-12
MYOGNF1 MYOG 1,49E-11
AHRARNT AHR 1,72E-10
YY1 YY1 1,64E-09
SREBP1 SREBF1 6,56E-09
HOX13 HOXA13 8,66E-09
CREB2 ATF4 1,21E-08
PPARG PPARG 1,28E-07
AREB6 ZEB1 7,16E-07
GRE NA 1,26E-06
LUN1 TOPORS 2,86E-05
E2F E2F1 3,41E-05
MYB MYB 6,02E-05
MIF1 MIF 8,44E-05
SRF SRF 0,0003422
TCF11 NFE2L1 0,0009194
TCF11MAFG MAFG 0,00186054
GCNF NR6A1 0,00186934
CHOP DDIT3 0,00510471
PAX6 PAX6 0,02195302
BRACH NA 0,02336857
AP4 TFAP4 8,09E-17
NRSF REST 1,79E-14
P53 TP53 1,06E-13
PAX2 PAX2 2,18E-13
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ZID ZBTB6 3,86E-13
ARP1 ACTR1A 3,67E-12
ELK1 ELK1 9,04E-12
ARNT ARNT 1,72E-11
ROAZ ZNF423 3,43E-11
MYOD MYOD1 6,06E-11
NRF2 NFE2L2 2,35E-10
MYCMAX MYC 2,48E-10
AHR AHR 6,63E-10
RREB1 RREB1 1,59E-09
PAX4 PAX4 2,83E-09
MAZR PATZ1 4,15E-09
P300 EP300 5,10E-09
NMYC MYCN 6,61E-09
NGFIC EGR4 1,28E-08
CP2 TFCP2 1,61E-08
NFKB NFKB1 6,92E-08
ZIC2 ZIC2 7,95E-08
MZF1 MZF1 8,63E-08
AP2REP KLF12 9,85E-08
OLF1 OR5I1 2,42E-07
SPz1 SP71 2,56E-07
NFKAPPAB NA 4,01E-07
ZIC3 ZIC3 4,36E-07
E47 TCF3 4,76E-07
CETS1P54 ETS1 6,87E-07
NFY NFYA 7,29E-07
USF USF1 1,04E-06
LMO2COM LMO2 2,40E-06
coup NR2F2 2,83E-06
PPARA PPARA 3,45E-06
NF1 NF1 3,81E-06
CMYB MYB 5,14E-06
ATF6 ATF6 5,20E-06
ER ESR1 6,72E-06
GATA2 GATA2 7,54E-06
NFE2 NFE2 7,77E-06
AP1 JUN 1,12E-05
AP2 AAK1 1,16E-05
HMX1 HMX1 1,38E-05
EGR3 EGR3 1,98E-05
HNF4 HNF4A 2,32E-05
PAX3 PAX3 2,78E-05
NFKAPPAB50 NA 4,71E-05
GR NR3C1 4,90E-05

ANEXO
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XBP1 XBP1 5,42E-05
COMP1 COMP 5,57E-05
BACH2 BACH2 8,79E-05
AML1 AML1 9,99E-05
RFX1 RFX1 1,07E-04
HTF TF 1,17E-04
ATF BATF 1,71E-04
STAT5A STAT5A 2,61E-04

2.2 Factores de transcripcién asociados a RHBDD2.

FT ID del Gen PValue
PAX5 PAX5 1,41E-20
TAXCREB CNTN2 1,58E-18
HEN1 HENMT1 1,54E-14
SP1 SP1 8,70E-12
SEF1 NA 9,39E-12
MYOGNF1 MYOG 1,49E-11
AHRARNT AHR 1,72E-10
YY1 YY1 1,64E-09
SREBP1 SREBF1 6,56E-09
HOX13 HOXA13 8,66E-09
CREB2 ATF4 1,21E-08
PPARG PPARG 1,28E-07
AREB6 ZEB1 7,16E-07
GRE NA 1,26E-06
LUN1 TOPORS 2,86E-05
E2F E2F1 3,41E-05
MYB MYB 6,02E-05
MIF1 MIF 8,44E-05
SRF SRF 0,0003422
TCF11 NFE2L1 0,0009194
TCF11MAFG MAFG 0,00186054
GCNF NR6A1 0,00186934
CHOP DDIT3 0,00510471
PAX6 PAX6 0,02195302
BRACH NA 0,02336857
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GLOSARIO

Adenomas serrados sésiles: lesion coldnica plana benigna que posee potencial de
malignizacion. A nivel histolégico presentan arquitectura anormal que se extiende a la
base de las criptas con dilatacion, serracion, crecimiento horizontal y células caliciformes

en la base.
Amplificaciéon génica: aumento del numero de copias de un fragmento de ADN.

Angiogénesis: formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de otros preexistentes.
Permite el crecimiento tumoral proporcionando a las células el oxigeno y los nutrientes

necesarios para su desarrollo y multiplicacion.

Anticuerpo: glicoproteina del tipo inmunoglobulina generada en respuesta a un

antigeno.

Anticuerpo monoclonal: inmunoglobulina dirigida contra un antigeno especifico. La
union antigeno-anticuerpo permite el reconocimiento inmune y la destruccion de la

célula portadora del antigeno.

Anticuerpo policlonal: conjunto de inmunoglobulinas dirigidas contra un antigeno. Los
anticuerpos son derivados de diferentes lineas de células B y por lo tanto, reconocen

distintos epitopes antigénicos.

Delecion: perdida de material genético que puede involucrar desde un par de

nucledétidos hasta un fragmento cromosémico.
Down-regulacion: reduccion o disminucién de la expresion de un gen en particular.

Duplicacién: repeticion de un fragmento de un cromosoma a continuacién del

fragmento original.

Inestabilidad gendémica: alteracion estructural del material genético. Supone la
modificacion en el numero cromosémico a través de deleciones, duplicaciones o

translocaciones génicas.

Inestabilidad de microsatélites: disminucion o aumento en la longitud de las
secuencias microsatélites generados principalmente por mutaciones en los genes del

sistema de reparacion de ADN.

Epigenética: estudio de los cambios heredables en la expresion génica sin modificacion

de la secuencia de ADN.

Marcador predictivo: da informacién de la probabilidad de respuesta tumoral a un

agente terapéutico o a una combinacion.
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Marcador pronéstico: proporciona informacion prospectiva de la evolucion del

paciente y asi poder guiar las decisiones terapéuticas.

Metilacion: adicién de un grupo metilo (CHs3) en la base Citosina situada previa o
continua a una molécula de Guanina. La metilacion de una secuencia de ADN provoca

la reduccion de la expresion génica.
Microbioma: conjunto de genes de los microrganismos presentes en el cuerpo humano.
Mutacién: cambio en la secuencia de nucleétidos del ADN.

Mutaciones activantes: mutacion que determina la activacion continua de la proteina

portadora.

Mutaciones inactivantes: mutacion que determina la inactivacién de la proteina

mutada.

Oncogén: gen mutado responsable de la transformacion de una célula normal en una

maligna.

Quimioterapia: técnica terapéutica que consiste en la administraciéon de una sustancia

quimica para el tratamiento del cancer.

Secuencias microsatélite: secuencias cortas de ADN repetidas en tandem a lo largo

del genoma.

Supresor de tumor: gen que inhibe la proliferacion celular excesiva. Activo en células
normales reduce la probabilidad de que la célula se transforme dando lugar a la

formacién de un tumor.

Radioterapia: tratamiento oncolégico basado en el empleo de radiaciones ionizantes
dirigidas al tumor. Los rayos X tienen como objetivo inducir la apoptosis celular.

Terapia dirigida: drogas inhibidoras de una molécula especifica. Permiten que el
tratamiento quimioterapico sea selectivo sobre las células tumorales inhibiendo una via

de senalizacion puntualmente alterada en el tumor.

Up-regulacién: aumento de la expresion de un gen en particular.
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