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Introduccidn:

El cancer colorrectal (CCR) es el cuarto cancer mas mortal a nivel mundial,
debido al desarrollo metastasico de la enfermedad. Por esta razon, parte de los esfuerzos

se focalizan en la prediccion y el tratamiento de la metéstasis de CCR.

Las células tumorales metastasicas sufren una serie de alteraciones, por ejemplo
en su capacidad de adhesion e invasion, que les permiten colonizar, sobrevivir y
proliferar en oOrganos distales. Actualmente, no se conocen con exactitud los
mecanismos moleculares ni las proteinas responsables de la colonizacion hepatica y
pulmonar de las células tumorales de colon. Recientemente, nuestro laboratorio
identifico a CDH17 e IL13Ra2, y los mecanismos moleculares a través de los cuales

son necesarias para la colonizacion hepatica de las células de CCR.

Para la busqueda de biomarcadores asociados a enfermedades como el cancer, se
utilizan técnicas “Omicas”, que permiten identificar, cuantificar y caracterizar miles de
genes o proteinas en muestras bioldgicas complejas. Nuestro laboratorio ha utilizado
estas técnicas, como microarrays de proteinas o protedmica cuantitativa, identificando
un total de 43 antigenos asociados a tumor, entre los que se encontraban FGFR4 y
PIM1, que podrian funcionar como biomarcadores del CCR. Estos avances son de gran

importancia, ya que pocas proteinas se han descrito como biomarcadores de CCR.

Objetivos:

En este contexto, el trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral ha pretendido
avanzar en el conocimiento de los mecanismos implicados en la metastasis de CCR, con
el fin Gltimo de encontrar nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas de la metastasis

de esta enfermedad.
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Resultados y discusion:

Mediante la utilizacion de herramientas de protedmica cuantitativa, hemos
caracterizado los mecanismos alterados en la metastasis de CCR, observando que las
alteraciones en las células metastasicas respecto de las células tumorales son mas
amplias de lo descrito hasta ahora, y abarcan procesos como metabolismo de lipidos y
glicoproteinas, localizacion proteica sub-celular y organizacién mitocondrial, entre
otros. Por otro lado, hemos identificado una serie de potenciales biomarcadores de la
metastasis de CCR, cuya sobre-expresion se relaciona con peor supervivencia a la
enfermedad, destacando PLOD1, una proteina nunca antes relacionada con cancer, y

QSOX1, cuya implicacidon en la metéstasis del cancer se ha empezado a estudiar.

Dentro de las proteinas identificadas como proteinas desreguladas en la

metastasis de CCR se encontraban LOXL1 y PAUF.

LOXLI es una proteina de matriz extracelular, necesaria para la colonizacion
pulmonar de células de cancer de mama. En este trabajo observamos que LOXL1 se
sobre-expresa en el secretoma de las células altamente metastasicas de CCR KM1214,
que particularmente, metastatizan a pulmon. Observamos que LOXL1 esta involucrada
en los procesos pro-metastasicos de adhesion e invasion celular, y encontramos, gracias
al estudio de su interactoma, que puede participar, al menos en CCR, en otros procesos
bioldgicos como la via de sefalizacion candnica de Wnt o la regulacion del transporte
intra- y extra-celular. En definitiva, iniciamos el estudio de la relacion existente entre
LOXL1 y CCR observando que LOXLI, al igual que sucede en cancer de mama,
participa en adhesion e invasion celular, pudiendo ser determinante para la colonizacion

pulmonar de las células KM1214.
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Por otro lado, caracterizamos por primera vez el papel en CCR de PAUF, una
proteina poco conocida, regulada al alza en cancer de pancreas, donde participa en
procesos de adhesion, migracion e invasion celular. Identificamos a PAUF como una
proteina cuya expresion disminuye en el tumor primario de colon para posteriormente
aumentar en la metastasis hepatica de CCR, y corroboramos su efecto sobre adhesion e
invasion celular. Observamos que PAUF se localiza en el nucleo y citosol,
distribuyéndose de manera muy similar a APC. Ademads, su silenciamiento provoca
aumento del tamafio nuclear, desplazamiento del perfil de ciclo celular, errores en las
mitosis, diminucion de la proliferacion celular, asi como gran inestabilidad
cromosOmica, sugiriendo su participacion en el checkpoint mitotico. El analisis de su
interactoma corroboro esta funcion, identificindose numerosas proteinas pertenecientes
al checkpoint mitotico, entre las que se encontraba APC. La expresion de APC
disminuye después del silenciamiento de PAUF, y se acompafia de una disminucién de
la expresion de E-cadherina, y un aumento de B-catenina nuclear, sugiriendo que la
pérdida de PAUF podria promover la transicion epitelio-mesénquima y la progresion
tumoral de CCR. Por ultimo, observamos que el silenciamiento de PAUF sensibiliza a
células de CCR deficientes en APC al tratamiento con determinados tipos de drogas,

como por ejemplo, el taxol.

En definitiva, caracterizamos a PAUF como una proteina del checkpoint
mitotico, importante para el mantenimiento de la estabilidad cromosémica en CCR, y
cuyo silenciamiento, combinado con el uso de diferentes drogas, podria ser una buena

estrategia a seguir para el tratamiento de pacientes con CCR.
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Conclusiones:

En esta Tesis Doctoral hemos ampliado el conocimiento de los mecanismos
alterados en la metastasis de CCR, identificando, ademas, una serie de proteinas como
potenciales biomarcadores de la enfermedad. Ademas, hemos caracterizado por primera

vez el papel de LOXL1 y PAUF en CCR.
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Introduction:

Colorectal cancer (CRC) is the fourth most worldwide deadly cancer due to the
metastatic development of the disease. For this reason, efforts are focused on the

prediction and treatment of CRC metastases.

Metastatic tumor cells undergo a series of alterations, for example in their
capacity of adhesion and invasion, which allow them to colonize, survive and proliferate
in distal organs. At present, molecular mechanisms and proteins responsible for hepatic
and pulmonary colonization of colon tumor cells are not known. Recently, our
laboratory has identified CDH17 and IL13Ra2, and the molecular mechanisms through

which they function, for hepatic colonization of CCR cells.

To search for biomarkers associated with diseases such as cancer, "omic"
techniques are used to identify, quantify and characterize thousands of genes and/or
proteins in complex biological samples. Our laboratory has used these techniques, such
as protein microarrays or quantitative proteomics, identifying a total of 43 tumor
associated antigens, including FGFR4 and PIM1, which could function as CRC
biomarkers. These advances are of great importance, since few proteins have been

described as CRC biomarkers.

Goals:

In this context, the work developed in this Doctoral Thesis has attempted to
advance in the knowledge of the mechanisms involved in CRC metastasis, with the final

aim of finding new metastasis biomarkers and therapeutic targets for this disease.
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Results and Discussion:

Using quantitative proteomics tools, we have characterized the altered
mechanisms in CRC metastasis, discovering that the alterations in metastatic cells with
respect to tumor cells are broader than previously described, and encompass processes
such as lipid and glycoproteins metabolism, sub-cellular protein localization and
mitochondrial organization, among others. On the other hand, we have identified a
number of potential metastatic CRC biomarkers, whose overexpression is associated
with poorer survival, including PLODI1, a protein never before related to cancer, and

QSOX1, whose involvement in metastasis of cancer has begun to be studied.

Within the proteins identified as deregulated proteins in CRC metastasis were

LOXLI1 and PAUF.

LOXLI is an extracellular matrix protein, necessary for lung colonization of
breast cancer cells. In this work we observe that LOXL1 is overexpressed in the
secretoma of highly metastatic CCR cells KM12L4, which in particular, metastasize to
the lung. We have observed that LOXL1 is involved in the pro-metastatic processes of
cell adhesion and invasion, and found, thanks to the study of its interactome, that it can
participate, at least in CRC, in other biological processes such as the Wnt canonical
signaling pathway and regulation of intra- and extra-cellular transport. In conclusion,
we started the study of the relationship between LOXLI1 and CRC, discovering that
LOXL1, like in breast cancer, participates in cell adhesion and invasion, and may be a

determinant for lung colonization of KM 1214 cells.

On the other hand, we have analyzed for the first time the role in CRC of PAUF,
a poorly known protein, upregulated in pancreatic cancer, where it participates in

processes of cell adhesion, migration and invasion. We identified PAUF as a protein
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whose expression decreases in the primary colon tumor to subsequently increase in liver
metastasis of CRC, and corroborated its effect on cell adhesion and invasion. We
observed that PAUF is located in the nucleus and cytosol, distributed in a very similar
way to APC. In addition, its silencing causes increase in nuclear size, displacement of
the cell cycle profile, errors in mitosis, decreased cell proliferation, as well as great
chromosomal instability, suggesting its participation in the mitotic checkpoint. The
analysis of its interactome corroborated this function, identifying numerous proteins
belonging to the mitotic checkpoint, among which was APC. APC expression decreases
after silencing of PAUF, and is accompanied by a decrease in E-cadherin expression,
and an increase in nuclear B-catenin, suggesting that loss of PAUF could promote the
epithelial-mesenchymal transition and tumor progression. Finally, we have observed
that the silencing of PAUF sensitizes APC-deficient CCR cells to treatment with certain

types of drugs, such as taxol.

In short, we characterized PAUF as a mitotic checkpoint protein, important for
the maintenance of chromosomal stability in CRC, and whose silencing, combined with
the use of different drugs, could be a good strategy to follow for the treatment of

patients with CRC.

Conclusions:

In this Doctoral Thesis we have expanded the knowledge of the altered
mechanisms in the CRC metastasis, as well as identifying a series of proteins as
potential biomarkers of this disease. In addition, we have analysed for the first time the

role of LOXL1 and PAUF in CRC.
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INTRODUCCION

1. El cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas frecuente y el cuarto cancer que
mas muertes produce (600.000 muertes al afio) a nivel mundial (1). En Espafia, segin
los datos recogidos en la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN, 2014), el
CCR es el cancer mas frecuente (32.240 nuevos casos en 2012) y el segundo cancer mas
mortal (14.700 muertes en 2012) después del cancer de pulmoén. En paises de Europa
occidental, Oceania y Norte América tiene una incidencia anual de aproximadamente
1.2 millones de personas. Por el contrario, en paises de Africa y Asia este tipo de cancer
tiene una incidencia menor, aunque la occidentalizacién de su estilo de vida y de su
dieta esta produciendo un aumento significativo de nuevos casos (1). El prondstico de

los pacientes con CCR varia enormemente dependiendo del estadio de la enfermedad.

1.1.Estadios del CCR

El estadiaje o clasificacion del CCR permite cuantificar la extension de la
enfermedad y aporta la informacidon necesaria para iniciar el tratamiento apropiado.
Existen diferentes sistemas de clasificacion del CCR. El mas aceptado a nivel
internacional es aquel en el que los tumores se clasifican en funcion de la profundidad
de la invasion de la pared intestinal, de la presencia o ausencia de nddulos linfaticos

afectados y de la presencia o ausencia de metastasis distal (Figura 1).
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Este sistema de clasificacion se conoce como TNM (tumor nddulo metastasis) y
fue introducido por el Comité de Legislacion Americano en Céncer (AJCC) y la Union

Internacional Contra el Cancer (UICC).

La pared intestinal estd formada, desde el lumen hacia el exterior, por una capa
mucosa, una capa submucosa, una serie de capas de tejido muscular y por Giltimo una
capa serosa. Teniendo en cuenta lo anterior, el estadio I de CCR hace referencia a
aquellos tumores localizados en la mucosa o submucosa colorrectal. En el estadio II, el
tumor penetra la capa muscular. En el estadio III el tumor atraviesa toda la pared
intestinal y se produce infiltracion tumoral en los nodulos linfaticos. Por ultimo, el
estadio IV hace referencia a la presencia de metastasis distales. Por otro lado, clasificar

de esta manera el CCR ayuda a establecer mejor el prondstico de los pacientes.
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Figura 2. Porcentajes de la tasa de supervivencia
relativa a 5 afios en pacientes con diferentes
estadios de CCR (American Cancer Society).
La tasa de supervivencia relativa a 5 afios de los pacientes con CCR varia
enormemente (Figura 2), desde un 90% en pacientes con CCR en estadio I a inicamente

un 10% en pacientes con metastasis de CCR (2, 3). De hecho, la principal causa de

muerte en pacientes con CCR es el desarrollo de metastasis del tumor primario a otros
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organos, principalmente a higado y a pulmon, donde la cirugia no es suficiente y el
tratamiento se basa en la quimioterapia. Por todo ello, actualmente las investigaciones
en CCR se centran en identificar nuevos biomarcadores de deteccion precoz de la
enfermedad, asi como biomarcadores de diagnostico y de prondstico asociados a cada
estadio, y biomarcadores que informen sobre la respuesta al tratamiento y la recurrencia
de la enfermedad. Para abordar este objetivo es necesario profundizar en el
conocimiento de los factores y mecanismos moleculares implicados en el desarrollo del

tumor primario, en el microambiente tumoral y en el proceso metastasico.

1.1.1. Metastasis del CCR
La metastasis de las células cancerosas es un proceso complejo que consta de
multiples etapas (4), como la adhesion, invasién o migraciéon celular (Figura 3), en las

que participan tanto las células cancerosas, como el estroma tumoral (5, 6).
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Figura 3. Esquema de las multiples etapas de la formacion de metastasis. Adaptado de Nicolas
Reymond et. al., (7). Las etapas que componen lo que se conoce como cascada metastasica, abarcan: la
transicion epitelio-mesénquima, la protedlisis de la membrana basal y de la matriz extracelular, la
disociacion de las células tumorales por la alteracion de las propiedades adhesivas, la supresion de la anoikis
(apoptosis con pérdida inapropiada de adhesion celular), la alteracion de la invasion y la migracion celular,
la angiogénesis e intravasacion, la diseminacion a través del torrente sanguineo o sistema linfatico, la
extravasacion, la colonizacidén a dérganos especificos y por ultimo la capacidad de proliferacion para la
formacion de metastasis en los o6rganos distales

37



INTRODUCCION

En CCR, donde la metastasis ocurre preferentemente en higado y en segundo
lugar en pulmoén (8, 9), no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares que
controlan cada una de las etapas necesarias para la colonizacion metastasica (10). A
pesar de ello, se han realizado algunos avances en el conocimiento de las proteinas
implicadas en este proceso. Por ejemplo, parece que la metaloproteinasa MMP-7, asi
como ciertos componentes del estroma tumoral, son claves en la degradacion
proteolitica de la matriz extracelular en CCR (11-13), que integrinas y cadherinas
intervienen en los procesos de adhesion celular o que moléculas como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) (14, 15) y los receptores de citoquinas CXCR4
(16) y IL13Ra2 (17, 18), son necesarios para la angiogénesis, y la supervivencia y

colonizacidn celular en la metastasis hepatica distal, respectivamente.

Dentro de las cadherinas implicadas en el desarrollo metastasico del CCR esta
CDHI17, un miembro distintivo de la superfamilia cadherina conocida como la
cadherina de higado e intestino (19). Nuestro laboratorio identific6 a CDH17 como una
proteina sobre-expresada en las células de CCR KM12SM altamente metastasicas en
comparacion con la linea parental KM12C pobremente metastasica (20), y cuya alta
expresion se asocia con la metastasis hepatica del CCR (21). CDHI17 participa en
adhesion y proliferacion celular, asi como en la metastasis hepatica del CCR a través de
la modulacion de la via de sefializacion activada por integrina a2f1 (19), proteina con la
que interacciona a través de un motivo RGD (22). Este motivo RGD parece ser clave
para el desarrollo metastatico, no solo del CCR, sino también de otros canceres como
mama y melanoma. En estos canceres, el motivo RGD de VE-cadherina es responsable
del papel de esta cadherina en proliferacion, adhesion e invasion celular, de nuevo por
su interaccion y consiguiente activacion de integrina a2f1 (23). Ademas, el motivo

RGD de VE-cadherina es necesario para la colonizacion pulmonar de las células de
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mama y melanoma (23). En resumen, el motivo RGD parece ser clave para la
colonizacién hepdtica, y posiblemente pulmonar, del CCR. Otra de las proteinas
identificada por nuestro laboratorio como clave para la metastasis del CCR fue IL13Ro2
(17). IL13Ra2 es un receptor de alta afinidad de IL13, sobre-expresado en varios tipos
de cancer humano, en alguno de los cuales actia como factor de mal pronostico (24-26).
Nuestro laboratorio estudidé el mecanismo de accion de IL13Ra2 en CCR,
caracterizando que la activacion de IL13Ro2 y su papel en migracion, invasion y
supervivencia celular era dependiente de su interaccidon con FAM120A, y que ambas

proteinas eran necesarias para la colonizacion hepatica de células de CCR (18).

El estroma tumoral participa en todas las etapas de la progresion del cancer y la
metastasis, existiendo una ‘“comunicacién” cruzada y “co-evolucion” de las células
cancerosas y del estroma durante la progresion de la enfermedad (27). Se esta dedicando
un creciente esfuerzo para la caracterizacion de las poblaciones de células estromales, y
las proteinas que expresan, responsables de la malignizacidon tumoral y la colonizacion
metastasica. En este sentido, nuestro laboratorio identifico a LOXL2 como una proteina
de los fibroblastos asociados al cancer (CAFs), cuya alta expresion se asocia con mal
pronostico del CCR, asi como con la identificacion de pacientes con CCR en estadio II
y III de alto riesgo (28). LOXL2 es una lisil oxidasa que cataliza la reticulacion de
colagenos y elastina en la matriz extracelular, provocando un aumento de la rigidez de
la matriz, de la formacion de adhesiones focales y de la activacion de la via PI3K (29), y
facilitando el reclutamiento de células derivadas de médula 6sea que liberan citoquinas
y factores de crecimiento, lo que promueve la colonizacion de células cancerosas en
organos distantes (30). Ademés de su funcion extracelular, LOXL2, que tiene

localizacion nuclear (28), participa en la regulacion transicripcional (31), por lo que no
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se puede descartar que el papel que desempefia LOXL2 en CCR sea de regulador

transcripcional en las células del estroma.

1.2.Desarrollo y etiologia del CCR

El CCR es una enfermedad heterogénea que puede producirse a partir de diferentes
antecedentes patologicos (32, 33). En la mayoria de los casos (entre el 70-90%) el CCR
es esporadico y la apariciéon del tumor se debe a complejas interacciones entre el
individuo y determinados factores ambientales, como por ejemplo, la dieta (34, 35) o el
tabaquismo (36). En el 10-30% restante, los casos de CCR se agrupan en diferentes
sindromes, los cuales se caracterizan porque el desarrollo de la enfermedad esta
directamente relacionado con la presencia de distintas alteraciones genéticas

hereditarias especificas (37) (Figura 4).

Casos

esporadicos .
Casos con
/ riesgo familiar
-

Sindrome de
Lynch (CCR
hereditario no
poliposo)

Sindrome de la \. Poliposis familiar
poliposis familiar adenomatosa
harmatornasoa

Figura 4: Grafico de la etiologia del CCR (National Institute of Health, USA)

1.2.1. CCR esporadico

La mayor parte de los CCR diagnosticados se tratan de casos esporadicos en los
que el desarrollo tumoral no estd asociado a ningun componente hereditario. En la
década de los 80, el Dr. Bert Vogelstein desarrolld6 un modelo de carcinogénesis
colorrectal, conocido como la secuencia adenoma-carcinoma, en el que propone que la

transicion de un epitelio normal a un tumor maligno esta asociada a eventos moleculares
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especificos ordenados secuencialmente (38). El primer evento que conlleva el paso de
un polipo adenomatoso a un polipo displasico es la supresion de la funciéon del gen APC
(del inglés Adenomatous Polyposis Coli). A continuacion, el paso del polipo displasico
a un adenocarcinoma estd marcado por mutaciones activadoras del oncogén KRAS. Por
ultimo, la formacion del carcinoma se completa con la inactivacién o mutacién en P53

(39-41) (Figura5).

Aunque hoy en dia este modelo se considera el paradigma de la explicacion de la
carcinogénesis colorrectal, es demasiado esquematico, puesto que la carcinogénesis
colorrectal es un proceso extremadamente complejo, en el que se da un gran numero de
alteraciones genéticas adicionales que contribuyen a incrementar la inestabilidad
genomica (42), asi como los niveles de [-catenina nucleares, ambos eventos

caracteristicos e intrinsecos a la carcinogénesis del CCR esporadico.
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Figura 5. Secuencia adenoma — carcinoma. Modelo de la carcinogénesis del CCR propuesto por
Vogelstein (38) (Adaptado de John Hopkins Medicine).
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1.3.Mecanismos de inestabilidad genomica en CCR

Se han descrito tres mecanismos moleculares de inestabilidad gendmica en CCR.
Cada uno de ellos presenta diferentes alteraciones moleculares que conducen a la
malignizacion de la mucosa colorrectal: la inestabilidad de microsatélites, el fenotipo

hipermetilador de las islas CpG y la inestabilidad cromosémica.

1.3.1. Inestabilidad de microsatélites

Los microsatélites son secuencias repetidas de DNA, de entre 1-6 pares de bases
de longitud y distribuidas a lo largo del genoma humano. La inestabilidad de
microsatélites (MSI) esta asociada a defectos en los procesos de reparacion del DNA o
MMR (del inglés DNA Mismatch Repairs) que conllevan alteraciones en la replicacion
del DNA vy se traducen en la aparicion de inserciones y delecciones en las secuencias
microsatélites. La MSI es caracteristica del CCR hereditario no asociado a poliposis
(HNPCC), aunque también aparecen en aproximadamente el 20% de los casos de CCR
esporadico (43). Las mutaciones genéticas asociadas a MSI aparecen en genes
relacionados con la reparacion del DNA (MREI1IA, MSH2, MLHI, MSH6, PMS2 o
PMST) (44), en receptores de factores de crecimiento (IGF receptor II) o en factores
pro-apoptdticos (BAX), entre otros. Por el contrario, mutaciones en genes como KRAS o
PI3K, cuyas alteraciones son muy prevalentes en la carcinogénesis colorrectal son

infrecuentes en tumores con MSI (45).

1.3.2. Fenotipo hipermetilador de islas CpG

Los tumores cuya inestabilidad gendmica se debe principalmente a este
mecanismo (tumores CIMP+) presentan un alto indice de hipermetilacion en zonas
concretas (conocidas como islas CpG) de los promotores de genes supresores de
tumores que lleva a la inactivacion de su funcion (46, 47). Los tumores CIMP+ tienen

una serie de caracteristicas clinico-patologicas bien definidas como una pobre
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diferenciacion, una alta frecuencia de mutaciones en BRAF y ausencia de alteraciones

clasicas en P53 0 APC (48).

1.3.3. Inestabilidad cromosémica

La inestabilidad cromosomica (CIN) se define como el ratio acelerado de
ganancia o pérdida de cromosomas enteros o partes de ellos que resulta en la
variabilidad cariotipica de célula a célula (39). La CIN es el mecanismo de inestabilidad
genomica caracteristico del CCR esporadico (se detecta aproximadamente en el 85% de
los casos), que se asocia con mal pronostico, no solo en el CCR, sino en todos los
tumores solidos (49). La consecuencia principal de la CIN es el desequilibrio en el
numero de cromosomas o aneuploidia. Existen dos tipos de aneuploidia en las células
tumorales: la aneuploidia numérica, que se refiere a la ganancia y/o pérdida de
cromosomas enteros, consecuencia de la segregacion errénea de los cromosomas
durante la mitosis; y la aneuploidia estructural, que hace referencia a la ganancia y/o

pérdida de grandes porciones de cromosomas, debido a reordenamientos cromosdmicos.

El papel que tiene la aneuploidia y CIN en céancer es controvertido (50). La
creciente evidencia sugiere que el efecto de la aneuploidia en los tumores esta
determinado por la tasa de CIN, de tal manera que una tasa baja de CIN se considera
una caracteristica promotora tumoral, mientras que una tasa alta de CIN parece causar la
muerte celular y la supresion tumoral. La dificultad de entender los efectos de la
aneuploidia y la CIN en tumorigénesis se debe en parte a que las proteinas implicadas
en la aparicién de estos procesos tienen otras funciones no mitdticas (50), lo que
dificulta su identificacion como proteinas responsables de estos procesos. Aun con ello,
se han descrito los mecanismos generales implicados en el desarrollo de CIN, que son:
defectos en la segregacion cromosodmica, principalmente debidos a fallos en el punto de

control mitdtico o checkpoint de mitosis, también conocido como checkpoint del huso
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mitdtico, aunque también debido a un nimero y/o funcién anormal de los centrosomas,

disfuncion telomérica y respuestas de dafio a DNA (49, 51).

El checkpoint de mitosis retrasa la progresion mitdtica hasta que los cromosomas
se unen correctamente al huso mitotico para garantizar una segregacion exacta. Las
cromatidas hermanas se unen a los microtiibulos del huso a través de sus cinetocoros,
unos complejos proteicos que se ensamblan en la region centromérica del DNA. Cuando
los cinetocoros no estan bien conectados, se genera la sefial del punto de control
mitdtico que inhibe el inicio de la anafase. Aunque se conoce como funciona, de manera
general, el checkpoint de mitosis, y que proteinas como Madl, Mad2, Bubl, BubR1,
Bub3, CENP-E, Mpsl, el complejo promotor de la anafase / ciclosoma (APC / C) y
Cdc20 (50, 52-54) participan en este punto de control, todavia se desconocen todas las

proteinas implicadas en este proceso.

La citogenética convencional y los estudios de hibridacion gendmica comparada
(CGH) en CCR muestran una frecuente aparicion de aberraciones cromosdmicas como
la ganancia de las regiones cromosomicas 20q, 13q, 7p y 8q y la pérdida de 18q, 17p y
8p (55-57). Cabe destacar que la region alélica mas comun de pérdida (75% de los

CCR) es la 17p, que contiene el gen supresor P53 (39).

1.4.APC y p53 en CCR esporadico

El gen supresor tumoral 4PC se considera el responsable de la iniciacion de la
poliploidia y la CIN en el desarrollo y progresion del CCR esporadico (58, 59). APC es
una proteina multifuncional que contiene sitios de unidon para multiples proteinas, como
son algunos factores de Rac, reguladores del citoesqueleto, B-catenina o microtibulos
(60). Gracias a su capacidad de union a microtibulos, APC estd involucrada en

migracion celular (61), asi como en la formacion del huso mitotico (62), un proceso
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clave para la correcta segregacion cromosomica. Tanto es asi, que la pérdida del gen
APC promueve la aparicion de errores en la segregacion cromosomica (63, 64) con el
consecuente desarrollo de aneuploidia y CIN. Por otro lado, la pérdida de APC conduce
a la acumulacion de B-catenina nuclear, con la consiguiente activacion inapropiada de la

via de senalizacion Wnt (65), lo que también contribuye a la CIN (60, 66).

Todavia se desconocen los mecanismos implicados en el fallo mitdtico
desencadenado por la errénea segregacion cromosomica de células de CCR deficientes
en APC, si bien es cierto que se supone que podrian estar implicados defectos en el
punto de control del huso mitético (SAC) (67) y en la ruta de sefalizacion mediada por
p53 (68). pS3 es un factor de transcripcion al que también se le otorga el papel de
supresor tumoral, ya que es el coordinador central de procesos celulares clave como
respuestas de dafio a DNA, estrés oxidativo, sefiales proliferativas aberrantes, regulacion
del ciclo celular o apoptosis (69). El papel de p53 en la aparicion y promocion de la CIN
es controvertido. p53 forma parte de los puntos de control del ciclo celular, provocando
arresto en las fases Gl y G2/M del ciclo celular (70-73), apoptosis (74, 75) o
senescencia (76-78), cuando las células se encuentran sometidas a un estrés, como por
ejemplo, a CIN. P53 es uno de los genes mas frecuentemente alterados en cancer.
Aparece alterado en el 50-75% de los CCRs (79), donde muestra mutaciones (80),
polimorfismos (81, 82), asi como un una expresion diferencial entre el tejido tumoral y

su homologo de tejido normal (Figura 6).

45



INTRODUCCION

TP53  colonnormal TP53  cancercolorrectal

Figura 6. Analisis de los niveles de expresion de p53 en CCR.
Las imagenes de inmunohistoquimica recopiladas en la base de
datos Human Protein Atlas muestran un aumento de la expresion de
p53 en tejido tumoral de CCR respecto del tejido normal.

Existe una fuerte correlacion entre los tumores colorrectales aneuploides y la
mutacion de P53 (83). Estos datos sugieren que alteraciones en p53 le incapacitan para
impedir la viabilidad de las células tumorales con CIN mediante la ejecucion de un
programa apoptotico. A pesar de ello, sigue sin clarificarse si la mutaciéon de P53 es
obligatoria para la propagacion de células aneuploides. De hecho, si p53 esta
involucrado en restringir el potencial tumorigénico de las células con CIN, las
mutaciones en p53 deberian preceder a la aparicion de CIN en algunos tumores. Este
parece ser el caso de la neoplasica del esdéfago de Barrett, donde la pérdida de p53, a
través de la delecion del cromosoma 17p, surge antes del desarrollo de la aneuploidia
(84). Sin embargo, en muchos otros canceres como el CCR, la CIN aparece como un
evento temprano, anterior a la inactivacion de p53, que ocurre mucho mas tarde en la
progresion tumoral (40). Ademads, células cancerosas aneuploides o con CIN todavia
expresan p53 wild type (http://cancer.sanger.ac.uk/ cancergenome / projects / cell lines)
(85) y son capaces de proliferar y sobrevivir (86, 87), lo que sugiere que otros
mecanismos aun desconocidos podrian ser responsables de la aparicion y la propagacion
de la CIN. En cualquier caso, todavia falta una descripcion mecanicista completa de las
vias de sefializacioén y las proteinas que vinculan la aneuploidia y CIN en las células

tumorales.
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1.5.Taxanos y otras drogas en CCR

El tratamiento del CCR incluye la utilizacién de distintas estrategias terapéuticas, en
funcion del estadio tumoral. Aproximadamente el 40% de los casos de CCR en estadios
I o II pueden ser curados unicamente con cirugia, sin tratamiento quimio o
radioterapéutico (88). Los pacientes diagnosticados con estadio III son candidatos para
recibir quimioterapia adjuvante después de la reseccion quirirgica, mientras que los
pacientes diagnosticados en estadio IV (con metastasis) normalmente reciben
quimioterapia antes de la posible reseccion quirtrgica (88). Para tratar a los pacientes
con CCR en estadios III y IV, hoy en dia se utiliza quimioterapia combinada de
diferentes drogas, como: S5-fluorouracil, leucovorin y oxaliplatin (FOLFOX); 5-
fluorouracil, leucovorin y irinotecan (FOLFIRI); y capecitabine (la forma oral del 5-
fluorouracil, también conocido como Xeloda®) mas oxaliplatin (XELOX), puesto que

se ha observado que incrementa la supervivencia desde 6 meses a 18-20 meses (89-95).

Otros farmacos tales como los taxanos, a pesar de ser los mas eficaces en el
tratamiento de tumores de pacientes que exhiben CIN, como por ejemplo los de mama,
ovario o pulmoén (96), no se utilizan en la terapia del CCR. El taxol (paclitaxel), uno de
los taxanos mas comunmente utilizados, induce muerte celular a través de la inhibicion
de la polimerizacion/despolimerizacion de los microtubulos durante la fase M del ciclo
celular. Se sabe que las cé¢lulas deficientes en APC (la mayoria de las células de CCR)
son menos sensibles al tratamiento con taxol, debido a un deterioro del paro mitotico
(67, 97), siendo ésta la principal razéon por la que los taxanos no se utilizan en el

tratamiento del CCR.

Estos datos evidencian la necesidad de sensibilizar a las células de CCR al
tratamiento con este tipo de farmacos o bien de encontrar nuevos farmacos especificos

para el tratamiento de la metéstasis del CCR. En este sentido, el bortezomib ha surgido
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como el primero de una nueva clase de farmacos conocidos como inhibidores del
proteosoma (98). Actualmente se utiliza para el tratamiento del mieloma multiple (99) y
consiste en un compuesto citotoxico que interfiere con la degradacion y plegamiento de

las proteinas, inhibiendo selectiva y reversiblemente la actividad del proteosoma 26S.

1.6.Biomarcadores en cancer
Un biomarcador se define como una caracteristica que se mide y evalua
objetivamente como indicador de procesos bioldgicos normales, procesos patogénicos o

respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica (100).

Se han descrito mas de 500 genes fuertemente implicados en el proceso de
transformacion de células normales a células cancerosas (101). Las proteinas de
expresion alterada en cancer, asi como las mutaciones en genes asociados a esta
enfermedad son buenos candidatos biomarcadores y/o dianas terapéuticas del cancer, ya
que logran diferenciar entre el tejido tumoral y su homologo normal. Ademas de lograr
discernir correctamente entre el tejido tumoral y el normal pareado correspondiente, un
buen biomarcador debe desempefiar un papel importante en el desarrollo del céncer,
pero no asi en otros procesos vitales clave (para limitar los potenciales efectos
secundarios), tener un patrén de expresion especifico y tener propiedades estructurales y
funcionales que permitan su fécil deteccion mediante técnicas poco invasivas en el caso

de biomarcadores.

1.6.1. Biomarcadores en CCR

Los biomarcadores de CCR actualmente utilizados son, entre otros, el antigeno
carcinoembrionario (CEA) y el CA19.9 (102). CA19.9, y sobre todo CEA, son buenos
marcadores de recidiva después de la cirugia (102). Sin embargo, enfermedades

inflamatorias como gastritis, enfermedad hepatica o diverticulitis, entre otras, producen
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un aumento de sus niveles, por lo que se considera que estos marcadores tienen baja
capacidad diagnostica del CCR. Ademas, presentan una baja sensibilidad para la
deteccion de estadios tempranos (103). Por estas razones, la Sociedad Americana de
Clinica Oncologica (ASCO) y el Grupo Europeo de marcadores tumorales recomiendan
que Unicamente se utilicen estos marcadores para el seguimiento de la respuesta al
tratamiento de la enfermedad y no para el cribado de CCR (104). Para el cribado del
CCR se estan utilizando otros marcadores como KRAS, BRAF, SMAD, la MSI (105), y
mas recientemente las células tumorales circulantes, identificadas como un componente
necesario para la cascada metastasica. Numerosos estudios han sefialado que no existe
una Unica proteina que defina claramente el estado de una enfermedad y que a su vez
diferencie entre otros estados fisioldgicos y patologicos. Por esta razon, se necesitan
combinaciones de biomarcadores que perfilen un patrén especifico de cada estadio de

cada enfermedad.

Parte de los esfuerzos de nuestro laboratorio se centran en la busqueda de
biomarcadores del CCR y su metastasis, utilizando distintas técnicas como microarrays
de proteinas (106), micoesferas multiplex para la deteccion de autoanticuerpos (107) o
herramientas protedmicas. Concretamente, nuestro laboratorio se ha centrado en la
busqueda de autoanticuerpos que puedan funcionar como biomarcadores del CCR. El
desarrollo de autoanticuerpos en pacientes con cancer es consecuencia de la respuesta
humoral (108) desarrollada por la presencia en el tumor de proteinas que estan sobre-
expresadas, mutadas, mal plegadas, en localizaciones subcelulares erroneas o
degradadas de manera aberrante (109, 110), conocidas como antigenos asociados a
tumor (AAT). Nuestro grupo identifico y caracterizd la respuesta humoral a CCR,
describiendo un total de 43 AAT (106), entre los que se encontraban MST1, STK4,

SULFI1(111), FGFR4(112) o PIMI1. Otros potenciales biomarcadores del CCR
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identificados por nuestro grupo fueron los anteriormente comentados CDH17, IL13Ra2

y LOXL2.

1.6.2. Principales fuentes de biomarcadores en cancer

El secretoma y la fraccion de membrana contienen un importante porcentaje de
las proteinas totales de la célula (113). Se predice que aproximadamente el 39% de los
19628 genes codificadores de proteinas humanas tienen un péptido sefial y/o al menos
una region transmembrana que sugiere el transporte activo de la proteina fuera de la
célula (secrecidon) o su ubicacion en uno de los numerosos sistemas de membrana,

respectivamente (113).

El secretoma se define como todas las proteinas liberadas por una célula, tejido u
organismo a través de diversos mecanismos que incluyen la secrecion clésica, la
secrecion no clasica y la secrecion a través de exosomas (114). La fraccion proteica de
membrana hace referencia a todas aquellas proteinas asociadas o unidas a la membrana

de una célula o a un orgénulo dentro de la célula.

Las proteinas o sus fragmentos secretados por la célula tumoral se encuentran no
solo en los fluidos proximales al tumor, sino también en otros fluidos corporales como
la sangre o la orina en concentraciones suficientemente altas como para ser detectadas a
través de ensayos no invasivos. Por estas razones, gran parte de los tratamientos
clinicamente aprobados utilizan farmacos dirigidos hacia (o bien consistentes en)
proteinas secretadas o de membrana asociadas a la superficie celular (115). Todas estas
razones hacen del secretoma tumoral una prometedora y confiable fuente de posibles
biomarcadores del CCR, que ha sido objeto de investigaciones (116-118). En algunas de
ellas, y mediante la utilizacion de herramientas de protedomica cuantitativa, se han

llegado a identificar hasta 76 potenciales biomarcadores de la enfermedad, detectables
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en sangre o heces (119), proteinas nucleares asociadas a la transformacion de adenomas
en carcinomas (120), asi como proteinas exclusivamente asociadas a la metéstasis del

CCR (121).

1.6.3. Técnicas “Omicas” para la deteccion de biomarcadores

La protedmica cuantitativa basada en espectrometria de masas se engloba dentro
de las conocidas como tecnologias “Omicas”, las cuales permiten identificar, cuantificar
y caracterizar miles de genes o proteinas en muestras bioldgicas complejas. El
desarrollo de estas técnicas ha permitido estudiar las caracteristicas de un tumor a nivel

global, asi como facilitar el descubrimiento de nuevos biomarcadores o dianas

terapéuticas asociados al CCR.

Los biomarcadores pueden ser genéticos o protedmicos. La herramienta “6mica”
fundamental para la deteccion de biomarcadores genéticos son los microarrays de DNA
(122). La utilizacién de esta técnica ha permitido la caracterizacion genética de los
canceres de prostata (123), CCR (124-126), vejiga (127), melanoma (128) o mama
(129), siendo este ultimo clinicamente util (130). Por otro lado, la protedmica es la

técnica “Omica” utilizada para la deteccion de marcadores proteicos asociados al cancer.

1.7.Prote6mica cuantitativa

Las herramientas de protedmica cuantitativa basadas en espectrometria de masas,
juegan un papel fundamental en la investigacion oncologica, proporcionando
informacion acerca de los cambios dindmicos del proteoma, ya sea a nivel de
abundancia o de modificaciones postraduccionales, relacionados con la progresion

tumoral.

Los equipos utilizados en esta Tesis Doctoral han sido el LTQ-Orbitrap y el Q-

Exactive. El LTQ-Orbitrap es un espectrometro de masas hibrido formado por dos
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analizadores, una trampa idnica lineal modificada con doble detector, acoplada a un

analizador de masas electrostatico de alta resolucion, denominado Orbitrap (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de la estructura del espectrometro de masas LTQ Orbitrap Velos (Adaptado de
Thermo Scientific).

Por otro lado, el espectrometro de masas hibrido Q-Exactive esta formado por un
cuadrupolo que actia como filtro de masas frontal, acoplado a un analizador Orbitrap.
Este tipo de espectrometro de masas puede ser utilizado para seleccionar el ion
precursor tanto para la monitorizacion de iones seleccionados (SRM) como para los

experimentos MS/MS dependientes de los datos (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de la estructura del espectrémetro de masas Q-Exactive (Adaptado
de Thermo Scientific).

La espectrometria de masas no es una técnica intrinsecamente cuantitativa, por lo
que hoy en dia se llevan a cabo varias técnicas que permiten la cuantificacion
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diferencial basada en espectrometria de masas (131). Una de ellas es el marcaje
isotdpico diferencial de las muestras a comparar. El marcaje se puede realizar in vivo,
introduciendo los isotopos mediante la incorporacion metabolica de aminoéacidos
marcados (SILAC) (132, 133) o in vitro, mediante reaccién quimica con reactivos
marcados isobaricamente (TMT o iTRAQ) (134, 135). Las variaciones de intensidad de
cada péptido identificado, detectables en el espectro de masas, pueden relacionarse
directamente con la variacion de la abundancia de las proteinas entre las diferentes

muestras.

Por otro lado, otra técnica utilizada es la cuantificacion libre de marcaje, método
que supera la limitacién antes comentada mediante calculos computacionales
adicionales. Esta técnica, conocida como [label free, consiste en analizar
bioinformaticamente los datos de espectrometria de masas sin tratamiento previo de las

muestras a comparar.

1.7.1. Marcaje isobarico iTRAQ

El marcaje isobarico se realiza in vitro y se basa en la incorporacion de
reporteros quimicos marcados isotdpicamente que se unen covalentemente a los
péptidos. Existen dos estrategias de marcaje: el marcaje isotopico con TMT (del inglés
Tandem Mass Tag) o iTRAQ (del inglés Isobaric Tags for Relative and Absolute
Quantification). El reactivo TMT o0 iTRAQ se compone de un grupo reportero, un grupo
reactivo de unién a grupos amino del extremo N-terminal y un grupo de balance de
masas. Puesto que los reactivos son isobaricos, los péptidos marcados con ellos tienen la
misma masa molecular, y eluyen y fragmentan a la vez. Durante la fragmentacion, el
enlace entre el grupo reportero y el grupo de balance de masas se rompe facilmente y
libera los iones reporteros monocargados de distinta masa (TMT: m/z 126 a 131 e

iTRAQ: m/z de 113 a 121) para cada una de las muestras. La intensidad de dichos iones
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reporteros permite la cuantificacion relativa de las distintas especies marcadas. La

cuantificacion se realiza a nivel del espectro MS/MS.

Aunque este método permite realizar cuantificaciones fiables asi como comparar
hasta un total de 8 muestras en paralelo, tiene la desventaja del alto coste de los
reactivos, posibilidad de marcaje incompleto en algunos de ellos y una importante
complejidad de la preparacion de la muestra, asi como la necesidad de mayores

concentraciones de ésta (136).

1.7.2. Label-free

La metodologia label free se emplea cada vez mas debido a que no requiere
ningin marcaje, lo que minimiza el nimero de pasos en la preparacion de la muestra y
evita las desventajas que presentan las técnicas de marcaje. El label free es un area de
rapido crecimiento en protedémica que puede dividirse a su vez en dos métodos: aquellos
que utilizan directamente la intensidad de un péptido en el espectroémetro de masas
como una medida cuantitativa y los que infieren indirectamente la cantidad de un
péptido atendiendo, por ejemplo, al nimero de espectros obtenidos de dicho péptido
(PSMs). Este ultimo método, conocido como spectral counting, se basa en la
correlaciéon que existe entre la frecuencia con la que un espectrometro de masas en
tandem fragmenta un ion de un m/z dado y la abundancia de la proteina de la que

procede ese ion (137).

El otro método de cuantificacion por label free se basa en analizar la intensidad de
la sefial espectrométrica de los iones precursores de péptidos que pertenecen a una
proteina particular. Se ha observado que las areas de los picos obtenidos por
espectrometria de masas de cromatografia liquida se correlacionan linealmente con la

concentracion de la proteina (138). La desventaja de este método de cuantificacion es
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que solo el 70% de los péptidos identificados se comparten entre los replicados técnicos
(139). Un péptido podria corresponder a una MS / MS en una réplica pero no en otra,
aunque el péptido estuviera presente en ambas réplicas. Este problema se solventa
alineando los tiempos de retencion entre los conjuntos de archivos obtenidos, lo que
permite asignar estas identificaciones esporadicas a cromatogramas de iones precursores
en experimentos que carecen de dichas identificaciones. Sin embargo, en muchos casos,
los picos en el espectro no corresponden con los péptidos identificados. De hecho, la
reproducibilidad del tiempo de retencién cromatografico es uno de los mayores retos a

solventar en la medicion de las diferencias especificas entre los péptidos.

1.8.Estudio del interactoma mediante espectrometria de masas

La protedmica engloba, ademés del estudio comparativo de los cambios en los
niveles de expresion de proteinas (protedmica cuantitativa), el andlisis de las
interacciones proteina-proteina. La combinacion de purificacion por afinidad y
espectrometria de masas (AP-MS) (140) ha permitido la caracterizacion de numerosos
complejos proteicos, de gran utilidad para el conocimiento de los mecanismos
implicados en muchos procesos bioldgicos, entre ellos el CCR. La combinacion de
ambas técnicas ha permitido conocer el interactoma, y por tanto los mediadores de

sefalizacion, de proteinas clave en CCR como CDH17 (21) o IL13R (18).

Recientemente ha surgido una nueva herramienta para el andlisis del interactoma
proteico, también acoplada a espectrometria de masas, conocida como biotinilacién por
proximidad (BioID). Esta técnica, introducida por Roux et al. (141), consiste en
fusionar a una proteina de interés, la ligasa mutada de biotina de Escherichia coli
(BirA*), que constitutivamente biotiniliza a su vecindad mas préxima, y por tanto, a la
de la proteina de interés a la cual esta fusionada. De esta manera, mientras que la AP-

MS permite la identificacion de grandes complejos proteicos, la BiolD acoplada a
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espectrometria de masas proporciona informacioén acerca del interactoma mas proximo
de la proteina de interés. Aunque la utilizacién de esta técnica para la caracterizacion
del interactoma proteico es muy reciente, ya se ha aplicado para el estudio de los

complejos proteicos asociados a la cromatina (142).

La combinacién de las técnicas de purificacion por afinidad y BiolD acopladas a
espectrometria de masas se antoja como la aproximacion mdas completa para la
caracterizacion del interactoma proteico. Por esta razon, ambas técnicas se han utilizado
durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral para analizar el interactoma de las proteinas

LOXL1 y PAUF.

1.9.Modelo celular KM12 para el estudio de la metastasis del CCR

La linea KM12C es una linea epitelial derivada de un carcinoma colorrectal humano
en estadio II con poca capacidad metastatica. Las células KM12C se inyectaron en la
pared del ciego y en el bazo de ratones desnudos para obtener metastasis hepaticas
espontdneas y experimentales, respectivamente. El resultado de extraer y poner en
cultivo las metéstasis hepaticas espontaneas originadas por la inoculacion de las células
KM12C en la pared del ciego de los ratones desnudos fue la obtencion de la linea
KM12SM, mientras que la extraccion y puesta en cultivo de las metdstasis
experimentales formadas por la inoculacion de las células KM12C en el bazo de los
ratones desnudos dio lugar a la linea celular KM12L1. Esta ultima linea celular se
pinchod en bazo y se extrajo de la metastasis hepatica durante tres rondas y se obtuvo la
linea KM12L4. Las células KM12SM y KM12L4 tienen alta capacidad metastasica en
comparacion con su linea parental KM12C. Dado que las tres lineas celulares tienen el
mismo origen, cualquier alteracion en el patrén de expresion génica o en el nivel de

expresion proteica debe estar directamente relacionado con la formacion de metéstasis.
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En nuestro laboratorio, previamente se utilizaron técnicas de proteémica cuantitativa
para la caracterizacion en profundidad del secretoma asociado a la metastasis hepatica
del CCR, utilizando el modelo celular de CCR KM12. Identificamos un gran niimero de
proteinas desreguladas en las células KM12SM respecto de las KM12C, entre las que se
encontraba la proteina ZGB16, también conocida como PAUF (de sus siglas en inglés
Pancreatic Adenocarcinoma Upregulated Factor), que aparecia sobre-expresada en la

linea celular altamente metastasica KM 12SM.

2. PAUF

PAUF es una proteina secretada de 208 aminoacidos, que es susceptible de N-
glicosilarse (143). Los primeros 52 aminoacidos corresponden al péptido sefial. Desde
el aminoacido 77 al 185 posee un dominio jacalina, que en su imagen cristalografica se
revela como un motivo estructural B-prisma, similar al motivo de union a carbohidratos
de las proteinas de plantas lectinas (144, 145). Sin embargo, PAUF es incapaz de unirse
a monosacaridos simples debido a la ausencia de un aspartico en la posicion 225, asi
como de un largo bucle entre las hebras siete y ocho, que son las caracteristicas

estructurales que permiten la union de las lectinas a los hidratos de carbono (144).

2.1.PAUF en cancer

PAUF se describi6 inicialmente como una proteina sobre-expresada en cancer de
pancreas (143). Sin embargo, parece que también se sobre-expresa en otros tipos de
canceres, como el cancer de ovario (143, 146), cuello uterino (147) o estomago (143).
El papel que desempefia PAUF en el desarrollo de estos tipos de canceres esta atin por
explorar, si bien es cierto que en el cancer de pancreas estd algo caracterizado. En este
tipo de cancer se ha observado que PAUF promueve determinadas propiedades
tumorigénicas como proliferacion (148-150), adhesion (151), migraciéon e invasion

(143, 150) celular.
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2.2.Mecanismo molecular de la accion de PAUF

Poco se conoce acerca del mecanismo de accion de PAUF en los procesos tumorales
comentarios anteriormente. Parece que PAUF podria promover la proliferacion (148,
149) y migracion (150) celular a través de su interaccion con el receptor de citoquinas
C-X-C tipo 4 (CXCR4) (144, 152). Una via alternativa de la regulacion de la
proliferacion celular por parte de PAUF podria ser a través de la regulacion de la
expresion y actividad transcripcional de B-catenina (153), una proteina implicada en

supervivencia celular y tumorigénesis (154, 155).

Por otro lado, se ha descrito que PAUF interacciona con el receptor toll-like 2
(TLR2) (144, 152), activando las kinasas MEK1/2 y ERK (144), que junto con las
kinasas c-Jun y AKT, cuya activaciéon también es promovida por PAUF (150),
participan en vias de sefializacion que controlan la expresion de genes relacionados con
invasion (150), progresion tumoral y metastasis (156, 157). Ademas, la interaccion entre
PAUF y TLR2 promueve la secrecion de las citoquinas RANTES, interleukina (IL)-
1RA y MF (144), citoquinas que estimulan la proliferacion tumoral, la angiogénesis y la

metastasis (158-160).

3. LOXL1

LOXL1, identificada en esta Tesis Doctoral en el secretoma de células y tejidos
tumorales de CCR, pertenece, al igual que LOLX2, a la familia de las lisil oxidasas
(161). Es una proteina secretada que se localiza en el espacio extracelular formando
parte del microambiente celular. Tiene actividad amina oxidasa extracelular dependiente
de cobre, mediante la cual cataliza la primera etapa en la formacion de las reticulaciones
de coldgeno y elastina. Esta actividad la comparte con el resto de miembros de la
familia, pues todos presentan una secuencia de aminoacidos en el extremo C-terminal

suficiente para el desarrollo de esta actividad (162). Por otro lado, el dominio N-
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terminal, mal conservado entre los miembros de la familia, puede otorgarle a LOXL1 y
al resto de componentes, funciones adicionales en la regulacion del desarrollo,

senescencia, supresion tumoral, control del crecimiento celular o quimiotaxis (162).

El papel de LOXL1 en cancer no ha sido practicamente caracterizado. El resto de
proteinas de la familia desempefian un papel dual en cancer (163), promoviendo la
progresion tumoral (29) y la metéstasis (164-166), pero también inhibiendo el desarrollo
tumoral (167-169). Lo poco que se conoce de LOXL1 en cancer parece indicar que
LOXLI1 desempefia también un papel dual en esta enfermedad. Se ha descrito que
LOXL1 podria actuar como un supresor tumoral en cancer de vejiga (170), mientras que
parece que promueve la metastasis pulmonar del cancer de mama (171). El papel de
LOXL1 en CCR es totalmente desconocido, no habiendo ninguna publicacion al

respecto en el momento de desarrollo de esta Tesis Doctoral.

En esta Tesis Doctoral, la aplicaciéon de herramientas de protedmica cuantitativa
utilizando muestras celulares y de tejidos humanos de CCR ha permitido identificar
nuevos posibles biomarcadores de la enfermedad, asi como caracterizar en detalle los
mecanismos moleculares alterados en la metastasis del CCR. Ademas, la utilizacion de
estas técnicas, junto a otras de biologia molecular, ha permitido comprender el papel
que podrian desempefiar las proteinas PAUF y LOXL1 en CCR y su metdstasis,
proteinas de las que apenas se tenia conocimiento de su posible implicacion en esta

enfermedad.
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido la identificacidon y caracterizacion de
nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas de la metastasis de CCR. Para abordar este
objetivo general, se han llevado a cabo una serie de objetivos especificos. Por un lado,
hemos identificado un conjunto de nuevos candidatos biomarcadores de CCR,
utilizando muestras humanas y células de CCR, asi como herramientas de proteémica
cuantitativa. Por otro lado, hemos identificado a LOXL1 y PAUF como proteinas clave

en CCR, caracterizando su funcién, asi como los mediadores de su accion.

De forma desglosada, los objetivos de esta Tesis Doctoral han consistido en:

1. Caracterizacion, mediante herramientas de protedmica cuantitativa y usando
lineas celulares de CCR, de las proteinas y mecanismos moleculares

alterados en la metastasis de CCR.

. Analisis de los procesos bioldgicos alterados en la metastasis de CCR.
) Identificacion de nuevos biomarcadores en CCR.
. Validacion de los candidatos biomarcadores seleccionados con muestras

humanas de CCR, usando técnicas de protedmica cuantitativa, y con
datos recogidos en bases de datos publicas.

2. Estudio del papel de LOXL1 y PAUF en CCR.

. Analisis de la expresion de LOXL1 en CCR. Evaluacion de su funcion
en la tumorigénesis de cancer de colon. Estudio del interactoma de
LOXLI.

o Andlisis de la expresion de PAUF en CCR. Caracterizacion, in vitro ¢ in
vivo, del papel de PAUF en la tumorigénesis de cancer de colon. Estudio
del interactoma de PAUF. Evaluacion de PAUF como posible nueva

diana terapéutica en CCR.
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4. Datos clinicos de los pacientes y de las muestras de tejidos normales, tumorales

y metastasicos

Para el andlisis de la expresion de PAUF se utilizaron muestras de tejido normal,
tumoral y metastasico de 13 pacientes con CCR, cedidas por A. Villanueva (ICO.
Barcelona). Todas las muestras se manejaron de forma andénima de acuerdo con las
normas éticas y legales del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y de
los hospitales. Los tejidos tumorales primario y metastdsico se congelaron
inmediatamente después de la cirugia y se conservaron a - 80 °C hasta su posterior

procesamiento. Los datos de los 13 pacientes se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Informacion de los 13 pacientes con CCR metastasico

Numero Tipo de metastasis Localizacion del tumor primario
7 Sincrénica Recto
14 Sincronica Colon
15 Sincrénica Recto
16 Sincronica Colon
21 Sincrénica Recto
22 Sincronica Colon
23 Sincrénica Recto
24 Metacronica Colon
29 Sincronica Colon
32 Sincronica Colon
35 Sincronica Colon
36 Metacronica Colon
39 Sincronica Recto

Por otro lado, para la busqueda de nuevos marcadores de CCR mediante
herramientas protedmicas se utilizaron muestras de secretoma de tejidos pareados
normales y tumorales correspondientes a 21 pacientes con CCR. Estas muestras se
obtuvieron en el VU-Cancer Center de Amsterdam (Paises Bajos), siguiendo las normas
¢ticas y legales de dicho centro. Tanto el tejido de colon normal como tumoral se

obtuvieron en la misma intervencion quirurgica. Inmediatamente después de la cirugia
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los tejidos se incubaron 1 h a 37 °C en PBS para la obtencion de los secretomas. Los

datos clinicos de los 21 pacientes se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Datos clinicos de los 21 pacientes con CCR empleados para el analisis del secretoma

soluble
Niimero de ] Longitud (cm) de  Clasificacién i Localizacién Gradode
. Edad Género N Estadio diferenciacion
paciente la pieza tumoral TNM tumoral tumoral
1 70 A% 5.5 T3NO A colon transverso  bueno/moderado
2 51 \% 6.5 T3N1 B sigmoideo bueno/moderado
3 62 A% adenoma adenoma colon subtotal adenoma tubular
4 81 M 5 T3NO A hemicolectomia bueno/moderado
derecha
5 80 \Y% 12 TINO I rectosigmoideo  bueno/moderado
6 64 M 35 adenoma adenoma sigmoideo adenoma tubular
7 63 A% 3.2 adenoma adenoma recto adenor@ tubular-
villoso

8 73 M 5 T3NO A sigmoideo adenoma

9 62 M 5 T3NO A sigmoideo muscinoso

10 86 M 4.5 T4N1 v sigmoideo bueno/moderado
11 77 M 8 T3NO A hemicolectomia bueno/moderado

derecha
12 92 M 1.3 T2NO I sigmoideo pequefio/nada
13 75 \% 7 T2NO I colon bueno/moderado
descendente
14 72 M 5 T3NO A coecum bueno/moderado
15 52 M 35 T3NO A recto bueno/moderado
16 68 M 45 T3N1 1B sigmoideo bueno/moderado
17 68 M 7 T3NO A coecum bueno/moderado
18 68 \% 1.5 adenoma adenoma sigmoideo adenor?a tubular-
villoso

19 64 A% 3.5 T3NO 1A coecum bueno/moderado
20 63 M 4 T3N2 1Ic rectosigmoideo  bueno/moderado
21 86 M 3.8 TEN2M 1 v colon ascendente pequefio/nada

V: varon. M: mujer

5. Lineas celulares

Todas las lineas celulares utilizadas en esta Tesis Doctoral se crecieron en medio

DMEM (Biowest) suplementado con suero bovino fetal (FBS) (Sigma-Aldrich) al 10%

y penicilina/estreptomicina (Gibco) al 1%, en una atmoésfera humidificada a 37 °C y 5%

de CO,. Las lineas celulares establemente infectadas con los vectores lentivirales

expresando shRNAs y la linea celular Flp- In™ 293 T-REx™ parental y establemente

transfectada con distintas construcciones de PAUF, se crecieron, ademas de en las
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condiciones anteriormente citadas, con una serie de antibidticos cuya concentracion se

detalla en el apartado 11.2.3.

5.1.Lineas celulares de CCR
KM12C es una linea celular epitelial derivada de un carcinoma colorrectal humano
en estadio B de Duke’s con poca o nula capacidad metastasica (172). Presenta

inestabilidad cromosomica y de microsatélites (173).

KM12SM y KM12L4 son unas lineas celulares epiteliales aisladas de la metastasis
hepatica producida por la inoculacion de las células parentales KM12C en la pared del
ciego y en el bazo de ratones “Balb/c nude”, respectivamente (172, 174). Las KM12L4
son el resultado de tres rondas de inyeccion en el bazo y aislamiento del higado de estos
ratones. KM12SM y KM12L4 son lineas celulares altamente metastasicas. Mientras que
las KM12SM solo metastatizan en higado, las KM 1214 producen metéstasis en higado
y ocasionalmente en pulmoén. Ambas lineas celulares presentan inestabilidad

cromosdmica y de microsatélites (173).

SW480 es una linea celular epitelial tumorigénica de carcinoma colorrectal humano

en estadio B de Dukes’s (175).

SW620 es una linea celular epitelial de carcinoma de colon transverso humano de
estadio B de Dukes’s que se obtuvo de los nddulos linfaticos del mismo paciente de
donde se obtuvieron las células SW480 (175). Tanto las SW480 como las SW620

presentan inestabilidad cromos6mica pero no presentan inestabilidad de microsatélites.

HT-29 es una linea celular epitelial de adenocarcinoma de colon (176). Presenta

inestabilidad cromosdmica pero no presenta inestabilidad de microsatélites.
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Colo320 es una linea celular epitelial tumorogénica de adenocarcinoma colorrectal
humano de estadio C de Dukes’s (177). Presenta inestabilidad cromosdmica pero no

presenta inestabilidad de microsatélites.

HCT116 (178-180) y RKO (178, 181) son lineas celulares epiteliales de carcinoma
de colon. Presentan inestabilidad de microsatélites y no presentan inestabilidad

cromosomica.

Las lineas celulares de CCR KM12C, KM12SM y KMI12L4 se obtuvieron del
laboratorio del Dr. Fidler (MD Anderson Cancer Center, Houston, TX, USA), y las
SW480, SW620, HT-29, Colo320, HCT116 y RKO se obtuvieron de la American Type

Culture Collection (ATCC).

5.2.Lineas celulares de cancer de pancreas

PANC-1 y BxPC-3 son lineas celulares epiteliales de adenocarcinoma de pancreas
humano. Capan-1 es una linea celular epitelial de adenocarcinoma de pancreas humano
que se obtuvo a partir de una metastasis en el higado. Todas las lineas de cancer de

pancreas utilizadas se obtuvieron de la ATCC.

5.3.0tras lineas celulares

HEK293 es una linea celular de rifion embrionario humano. Presenta alta capacidad
de division y es facilmente transfectable por diferentes métodos. Por esta razon,
HEK?293 y sus lineas celulares derivadas HEK293T y HEK293FT se utilizan de rutina
para el empaquetamiento de retrovirus y/o lentivirus, respectivamente. Ademas, en esta
Tesis Doctoral se ha utilizado el sistema Flp- In™ T-REx™ (Thermo Fisher Scientific)
en la linea celular HEK293 para la expresion condicional de la proteina PAUF. Las

lineas celulares HEK293 y sus derivadas se obtuvieron de la ATCC.
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6. Extraccion de proteinas

6.1.Extraccion de proteinas a partir de tejidos

6.1.1. Obtencion de extractos proteicos tisulares totales para el analisis de la

expresion de PAUF

Las muestras de tejido fueron homogenizadas en un Potter-Elvehjem (VWR
Internacional) con el tampoén de lisis (50 mM Tris HCIL, pH 7.5, 1% de NP-40, 0.25% de
deoxicolato sodico, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM EDTA y 10% de glicerol), con
inhibidores de proteasas (Complete Mini, EDTA-free. Roche) e inhibidores de
fosfatasas (Sigma-Aldrich). La mezcla se incub6 1 h a 4 °C en rotacidn, tras lo cual se
centrifug6. El sobrenadante se recogio y la cantidad de proteina se cuantifico mediante

el método de Bradford.

6.1.2. Obtencion de secretomas de tejidos normales y tumorales

Para obtener los secretomas de los tejidos normales y tumorales de los 21 pacientes
de CCR, inmediatamente después de la cirugia, los tejidos se incubaron 1 h a 37 °C en
PBS. El secretoma soluble se separ6 de la fraccion de vesiculas extracelulares utilizando
el kit ME™ de aislamiento de exosomas (Nep New England) que contiene microesferas
unidas al péptido Vn96, que reconoce y une con gran afinidad proteinas de choque
térmico (HSP) presentes en la membrana externa vesicular. Tras incubar las muestras de
secretoma con estas microesferas, la mezcla se centrifugo, lavo, y el pellet (fraccion de

vesicular) se separ6 del sobrenadante (fraccion de secretoma soluble).

6.2.Extraccion de proteinas a partir de lineas celulares

6.2.1. Obtencion de extractos proteicos celulares totales
Los extractos proteicos celulares totales a partir de lineas celulares se obtuvieron

tras levantar las células con tripsina-EDTA (Gibco) durante 2 min a 37 °C. Las células
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se centrifugaron a 1200 rpm en una micro-centrifuga durante 5 min y se resuspendieron
en tampon de lisis (10 mM EDTA, 0.1% de NP-40, 10% de glicerol y 50 mM Tris pH
8.0) con inhibidores de proteasas y de fosfatasas. La cuantificacion proteica se realizd
mediante el método de Bradford tras centrifugar las muestras a 12000 x g durante 30

min a 4 °C.

6.2.2. Fraccionamiento celular proteico

La fraccion proteica nuclear y citoplasmatica de las lineas celulares se obtuvo
con el kit de fraccionamiento sub-celular de proteinas para cultivos celulares de Thermo
Fisher Scientific (#78840), siguiendo las directrices del fabricante. Brevemente, las
células se levantaron con PBS-EDTA durante 3 min a 37 °C, se recogieron y se
centrifugaron durante 5 min a 12000 x g. El pellet celular se resuspendi6 en 500 uL del
tampon de lisis CEB (tampon de extraccion citopldsmico) y se incubd durante 10 min a
4 °C en continua rotacion. Tras ello, la mezcla se centrifug6 a 500 x g durante 5 min a 4
°C para obtener el sobrenadante (fraccion citoplasmatica) y el pellet, al cual se le
anadieron 500 uL del tampdn de lisis MEB (tampon de extraccion de membrana). La
mezcla se incub6 durante 10 min a 4 °C y se centrifug6 a 3000 x g durante 5 min a 4 °C
para obtener el sobrenadante (fraccion de membrana) y el pellet. A continuacion, para
la obtencion de la fraccion nuclear, el pellet resultante se resuspendio en 500 puL del
tampon de lisis NEB (tampdn de extraccion nuclear), se incubd durante 30 min a 4 °C
en rotacion y se centrifugd durante 5 min a 5000 x g para obtener el sobrenadante

(fraccion nuclear soluble).
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6.2.3. Obtencion de secretomas a partir de las lineas celulares SW620, KM12SM
y KM12L4

Para la obtencion de secretomas a partir de lineas celulares, las células se sembraron

a una densidad de 6 x 10° células por placa p100. 24 h después, las células se lavaron

con PBS para quitar los restos de suero y se cultivaron con medio DMEM sin suero

durante 48 h. Tras este tiempo, el medio se recogid, se centrifugd para retirar los restos

celulares y se concentr6 mediante columnas de ultra-centrifugacion Vivaspin

(Sartorius), durante 1 ha 6000 x gy a4 °C.

7. Extraccion de RNA de lineas celulares

Las células SW620 y KMI12L4 control y establemente silenciadas en PAUF se
levantaron de la placa incubandolas durante 2 min con tripsina-EDTA. Se recogieron y
centrifugaron durante 5 min a 12000 x g y el precipitado se resuspendié en 1 mL de
Trizol (Thermo Fisher Scientific) por cada 5 x 10° células. La mezcla se incub6 durante
5 min a temperatura ambiente, tras lo cual se afiadieron 200 uL de cloroformo y se
volvid a incubar durante 3 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a
12000 x g durante 15 min a 4 °C, se recogio la fraccion acuosa donde se encuentra el
RNA y se le afiadi6 1 volumen de etanol al 70%. Tras ello, el RNA se purifico con el kit
RneasyMini (Qiagen). La concentracion y la pureza del RNA extraido se midieron en
un Nanodrop ND-1000 (Thermo Technologies). Se consideraron validos aquellos RNAs
obtenidos con una concentracion igual o mayor de 100 ng/uL. y unos valores de

absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm de en torno a 2.0-2.2.

8. Sintesis de DNA complementario
La sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizé por RT-PCR a partir de 1 ug
de RNA total de lineas celulares usando el kit Superscript III first-strand synthesis

system (Thermo Fisher Scientific) con oligodT como oligonucledtido de amplificacion.
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Para la primera reaccion de pre-incubacion, se mezcld 1 ug de RNA, 1 4L de oligo dT,
1 uL de 10 mM dNTPs y agua DEPC en un volumen final de 10 L. La mezcla se
incubd durante 5 min a 65 °C e inmediatamente después se incubd 5 min en hielo. A
continuacion, se afiadid la mezcla de sintesis de cDNA que contiene 1 uL de tampdén
10x RT, 1 uL de 0.1 M DTT, 2 uL de 25 mM MgCl,, 1 4L de RNasa y 1 uL de
Superscript III RT, y se incubd a 50 °C durante 50 min, tras lo cual se par6 a 85 °C
durante 5 min. Por ultimo, se afiadié 1 uL. de RNasa H y se incub6 durante 20 min a 37

°C. Las concentraciones de cDNA obtenidas se midieron en el Nanodrop ND-1000.

9. Métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa

9.1.PCR cuantitativa en tiempo real

Las diferencias de expresion entre los genes analizados se evaluaron mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (qQPCR). Se compar¢ la cantidad relativa o relacion del RNA
mensajero (mRNA) de un gen especifico respecto a la cantidad de mRNA de un gen

constitutivo (control endégeno).

La reaccion de qPCR se realiz6 con el FastStart Master Mix (Roche) y las sondas de
la biblioteca del conjunto de sondas universales de Roche. El volumen final de cada
reaccion (20 pL) incluia 1 L de cDNA, 0.5 uM de cada oligonucledtido (directo y
reverso) y la mezcla de reaccion del FastStart Master Mix. Las amplificaciones se
realizaron en un sistema LightCycler® 480 Real-Time PCR (Roche). Cada valor se

ajusto utilizando los valores de expresion de los RNAs GAPDH y 18S como referencia.
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Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en los experimentos de qPCR

Gen Sonda  Oligo Secuencia Gen Sonda Oligo Secuencia
hTTK 34 Directo ggaacgcaagagttactggaa hCCDC99 14 Directo acgctgaggccttaagtgaa
Reverso gaaagttagctggtttaagatcactg Reverso gtttgaagctttgattcagcag
hZW10 9 Directo gccagcectaacatagttattattcg hSCRIB 1 Directo ggccctgaatgatgtgtcte
Reverso ggtcagtgtcaagtggcaaa Reverso gcagggacttgagcaggtt
hCDC23 44 Directo ctggtgaaactggcaaage hCSNK2A 1 70 Directo ccgcecatattgtctgtgtga
Reverso cccacaggaatagatatcttggat Reverso ttgacaagccttgatagagetg
hNCAPG 77 Directo caccagaaccaggcgaag hPCM 1 54 Directo gttacttcaaccccaactgttaatc
Reverso gaaaaactgtcttatcatccatcg Reverso tetteteatttctgaccacaacte
hNAPIL1 38 Directo caggatgtatgtggccttga hAURKA 61 Directo cgcectgtaggatactgett
Reverso tgaaaataggcttgtcaaatgatg Reverso caaatatccccgceactetg
hAPC 4 Directo gcetegtacttetggecactg hCDC20 58 Directo ctgtctgagtgecgtggat
Reverso gcttcatcttcaatacttcettgtagt Reverso tccttgtaatggggagacca
hCENPJ 2 Directo aaagaagaaaaccgtaaccatcc hTXN 66 Directo ttacagccgcetegtcaga
Reverso gttctgtcactttctcccaaca Reverso aaggcttcctgaaaageagtc
hCETN2 17 Directo caaggagttgggtgagaacc hUBAS2 65 Directo cagcagcgtctgatatttge
Reverso ccatctccatctcgatcage Reverso aggtgcagggtggactctt
hCEP192 77 Directo aagatctgaagctcttggttge hUBE2L3 18 Directo agcagcaccaaatccaagat
Reverso tctaataaaatagccaaatgatggtct Reverso ttgcggatttcttcaagcete
hANAPCI1 2 Directo atttccaacatggcagctct hMRPL12 26 Directo tgtgatgtctggggctgte
Reverso ctttgcacccctgaaaaaga Reverso acggtgaaatgtgtccgttc
hSKA3 78 Directo cctccggaagtaactaaaattce hNDUFAF2 55 Directo  actactacatcccgcagtacaaga
Reverso ttggagtagctaggtttgagttgtatt Reverso tgcttctacaattcttttctcteg
hDVL1 63 Directo aagaacgtgctcagcaacc hPRDX1 20 Directo cactgacaaacatggggaagt
Reverso agcttggcattgtcatcaaa Reverso tttgetettttggacatcagg
hBUBIB 6 Directo gecaggttgcggaagaaag hCASC5 59 Directo aatcacgttgggaacactage
Reverso agggacatggcttcactca Reverso tttgcttgactacattcttcaggt
hPUM1 1 Directo gatgcgtttaagggacaggt
Reverso ggagtgtctggtcagggaga
9.2.PCR genomica

9.2.1. PCR gendémica para la amplificacion de los genes LOXL1 y GFP en las
células HEK?293 editadas con el sistema CRISPR/Cas9

Para la amplificacion de los genes LOXL1 y GFP se llevaron a cabo reacciones de
PCR utilizando los nucledtidos, la enzima y el tampon del sistema Advantage® 2PCR
Enzyme System (Clontech), segun las recomendaciones del fabricante. Se utilizaron dos
tipos de oligonucledtidos directos: 5-GGGAGCTGGGGGCCCTG-3" y 5'-
GGGTGCCTGTGCGTGCTGGT-3" y uno reverso: 5'-GGGGCTGCCCACGCTGA-3"
para la amplificacion de LOXL1; y el oligonucleétido directo 5'-
GGGACTAGCATGGAGAGCG-3" y reverso 5'-GGGTGGATGTGGAATGTGT-3’

para la amplificacion de GFP. Todos los oligonucleo6tidos fueron disefiados de acuerdo
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con las directrices marcadas por LifeTechnologies. Como DNA molde se utilizo el
DNA resultante del lisado y sonicado del pellet de células HEK293 control y editadas

con el sistema CRISPR/Cas9.

10. Clonaje de PAUF en el sistema Flp- In™ 293 T-REx™
10.1. PCR genomica para la generacion de la secuencia attB1-PAUF-attB2

Para la generacion de las construcciones de PAUF en el Sistema Flp- In™ 293 T-
REXx™ se utilizo el sistema de clonaje Gateway®. El primer paso para iniciar el clonaje
de PAUF en el vector donador mediante este sistema fue la generacion de la secuencia
génica attB1-PAUF-attB2. Esta secuencia se obtuvo por PCR utilizando el
oligonucleotido directo (5°-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGGGGCCCAGGGGGCC-
3%) y el oligonucledtido reverso (5°-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAGCGACCCACGGGTGAGTT-
3’), ambos disefiados de acuerdo con las directrices marcadas por LifeTechnologies.
Como DNA molde, se utilizaron 100 ng del vector pCMV6-AC-PAUF-GFP (OriGene
Tech). De nuevo se utilizaron los nucledtidos, la enzima y el tampon del sistema

Advantage® 2PCR Enzyme System.

10.2. Clonacion por recombinacion mediante el sistema Gateway®

El sistema de clonaje Gateway® se utilizd para la generacion de las construcciones
de PAUF en el Sistema Flp- In™ 293 T-REx™. Este sistema es un método de clonacion
universal que aprovecha las propiedades especificas de recombinacion del bacteriéfago

lambda (182) (Figura 9).

76



MATERIALES Y METODOS

A Z’FragmentoADN
<\ )
\

’ B (atiL1|Fragmento ADN [aitL2]
Q Vector de entrada \

—KanamyR-——/

ém--ﬁw

Vector donador Vector destino
\KanamnyR"/ ~—~—— AmpR —
l Clonasa BP lCIonasa LR
(attL1 |Fragmento ADN [attl.2] [B1) Fragmento ADN &
& Vector de entrada ) Vector de expresion
~——KanamyR—_ ~——ou AmpR —
+ +
E e EY) g----
~~—~———_KanamyR—

Figura 9. Esquema del sistema de recombinacion Gateway®. A) En primer lugar se da una
reaccion de recombinacion, catalizada por la clonasa BP, entre los sitios attB que flanquean el
fragmento génico de interés y los sitios attP presentes en el vector donador y que flanquean al gen
que codifica para la proteina ccdB, que interfiere con la DNA girasa de E. coli (183), inhibiendo asi
el crecimiento de la mayoria de las cepas de E. coli (por ejemplo, DH5 ™, TOP10). El resultado
de la primera reaccion de recombinacion es la formacion del vector de entrada que contiene el DNA
de interés flanqueado por las regiones attL.. En la segunda reaccion (B), la clonasa LR cataliza la
recombinacion entre los sitios attL, del vector de entrada y las regiones attR del vector destino. De
esta manera el casete que contiene el gen ccdB es reemplazado por el gen de interés, generandose
asi el vector de expresion.

Los vectores destino utilizados fueron pDEST 5’ Triple-FLAG-pcDNAS-FRT-TO y
pDEST 5’ BirA*-FLAG-pcDNAS5-FRT-TO, cedido por la Dra. Anne-Claude Gingras
(Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute. Toronto.Canadd). Los vectores de entrada
con el gen que codifica para PAUF flanqueado por los sitios attL (attL1-PAUF-attL.2) se
obtuvieron por la reaccion de recombinacion BP entre el producto de PCR attB1-PAUF-
attB2 y el vector donador pDONR™221 (Thermo Fisher Scientific), utilizando la
enzima recombinasa BP (Gateway Technology II. Thermo Fisher Scientific).
Seguidamente, la reaccion de recombinacion LR se llevo a cabo entre el vector de

entrada y el vector destino pDEST 5" Triple-FLAG-pcDNAS-FRT-TO o pDEST 5’
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BirA*-FLAG-pcDNAS-FRT-TO, para crear los vectores de expresion de PAUF
pcDNAS-FRT-FLAG-PAUF y pcDNAS-FRT-BirA*-FLAG-PAUF, utilizando la
enzima recombinasa LR (Gateway Technology II. Thermo Fisher Scientific). Las
reacciones BP y LR se llevaron a cabo durante toda la noche a 25 °C, utilizando 1 4L de
enzima y 100 ng de cada vector, en un volumen total de 5 uL. Todas las construcciones,
asi como el producto de PCR attB1-PAUF-attB2, se separaron y visualizaron en un gel

de agarosa y se validaron posteriormente por secuenciacion.
11. Silenciamiento y sobre-expresion de los genes de interés en células de mamifero
11.1. Transfeccion transitoria en células de mamifero

11.1.1. Transfeccion transitoria con RNAs de interferencia

El silenciamiento transitorio de la expresion de los genes de interés en las lineas
celulares HT29, Colo320, KM12L4, SW620 y KMI12L4 control y establemente
silenciadas en PAUF, se llevd a cabo mediante RNAs de interferencia (siRNAs)
especificos para PAUF (siGENOME siRNA. Dharmacon), LOXLI1 (Santa Cruz
Biotechnologies), AURKA, UBA52 y UBE2L3 (Sigma-Aldrich). Como control, si
utilizaron siRNAs inespecificos (siRNAs scrambled) (Dharmacon, Santa Cruz
Biotechnologies y Sigma-Aldrich). Se sembraron 5 x 10° células con medio DMEM y
10% de suero durante 24 h y se transfectaron con 55 pmol de siRNA, 2 uL del agente de
transfeccion JetPrime (PoliplusTransfection) y 200 L de tampdn JetPrime. Las células
transfectadas se mantuvieron en medio DMEM y 10% de suero durante 24 o 48 h. Tras
este tiempo, las células se recogieron y se sometieron a ensayos de Western blot (WB),

ciclo celular, apoptosis, citotoxicidad, invasion, adhesion o viabilidad celular.
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11.1.2. Transfeccion transitoria con DNA plasmidicos

Se utilizaron los vectores pPCMV6-AC-PAUF-GFP y pGFP-C-shLenti-PAUF C
(Origene) para la expresion y el silenciamiento transitorio de PAUF, respectivamente.
En ambos casos, 5 x 10° células se sembraron en pocillos de placas p6, 24 h antes de la
transfeccion, con medio DMEM y 10% de suero. Las células se transfectaron con 4 ug

de DNA, 8 pL de JetPrime y 200 L de tampon JetPrime.

En todos los casos de transfeccion transitoria, los niveles de expresion de los genes

de interés se analizaron 24 y 48 h después de la transfeccion mediante WB.
11.2. Transfeccion estable en células de mamifero

11.2.1. Transfeccion estable para la obtencion de células SW620 y KM12L4
establemente silenciadas en PAUF
El silenciamiento estable de PAUF en las lineas celulares SW620 y KM12L4 se
llevé a cabo mediante infeccion lentiviral utilizando los vectores pGFP-C-shLenti
(Origene) conteniendo 4 shRNAs para PAUF (TL307561). Como control, se utilizd el
vector pGFP-C-shLenti-scrambled Non-Effective (Origene) que contiene un shRNA

que no reconoce ninguna secuencia humana.

Para generar los lentivirus, las células HEK293FT se transfectaron con los
vectores empaquetadores pCMV-rev, pMDLg-pRRE y pNGVL-VSVG (AddGene),
ademds de con los pGFP-C-shLenti-PAUF o el pGFP-C-shLenti-scrambled Non-
Effective usando JetPrime. Después de incubar las células durante 12-15 h en medio
libre de suero, el medio se reemplaz6 con DMEM al 10% de suero y antibidticos. Al dia
siguiente, los medios que contenian los lentivirus se centrifugaron, se diluyeron 1:2-
1:10 en DMEM con 10% de suero y antibioticos, y la mezcla se afiadié directamente a

las células SW620 y KM12L14. 48 h después de la infeccion, las células infectadas con
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el shRNA se seleccionaron durante 3 semanas usando 1 ug/mL de puromicina (Sigma-
Aldrich). Una vez seleccionadas, las células se mantuvieron en cultivo con 0.5 ug/mL

de puromicina.

11.2.2. Transfeccion estable para el silenciamiento de LOXL1 mediante el sistema

CRISPR/Cas9

Por otro lado, se realizo la transfeccion estable de las células HEK293 con los
distintos plasmidos necesarios para silenciar a LOXL1 mediante el sistema
CRISPR/Cas9 (Origene) (Figura 10). Brevemente, 1 x 10° células HEK293 se
sembraron en una placa p60 y 8 h después se transfectaron doblemente, usando el
agente de transfeccion JetPrime, con 2 ug del vector pCas-Guide (Origene) que contiene
la Cas9 y el RNA guia (gRNA) para la secuencia génica de LOXL1; y 2 ug del vector
donador que contiene el DNA molde que se inserta en la zona génica donde Cas9,
guiada por el gRNA, realiza la rotura de doble cadena. Este DNA molde consta de un
gen de resistencia a puromicina asi como del gen que codifica para GFP. 24 h después,
las células co-transfectadas se seleccionaron con 1 ug/mL de puromicina. A las 48 h de
la seleccion con puromicina, las células se diluyeron hasta obtener clones
independientes. Cada clon se crecid6 y expandi6 en medio DMEM completo
suplementado con 0.5 ug/mL de puromicina. Los clones positivos para el silenciamiento
de LOXLI, asi como los clones control (cotransfectados con el vector donorador y el
vector pCas-Guide que contiene un gRNA frente a una secuencia génica no codificante)

se testaron por PCR y por WB.
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Figura 10. Esquema del sistema de ediciéon genomica CRISPR/Cas9 (Origene). Para obtener la linea
celular HEK293 silenciada en LOXL1 se llevd a cabo la edicién de su genoma mediante el sistema
CRISPR/Cas9 (OriGene). Se co-transfectaron los plasmidos pCas-Guide que contienen secuencias diana
dentro de la secuencia génica que codifica para la proteina LOXL1 asi como el gen que codifica para la
nucleasa Cas9; con el plasmido donador pUC que contiene el DNA molde que se va a insertar en el lugar
donde Cas9 realiza la rotura de doble cadena, flanqueado por sitios de recombinacion homéloga LHA vy
RHA. El resultado de la co-transfeccion es el corte de la secuencia génica de LOXL1 por parte de Cas9,
seguido de la recombinaciéon homdloga entre los extremos que deja el corte de Cas9 y las regiones LHA
y RHA del DNA molde. Todo ello da lugar al cromosoma editado con GFP, con un gen de resistencia a
puromicina y sin el gen que codifica para LOXL1.

11.2.3. Transfeccion estable para la generacion del sistema Flp- In™ 293 T-REx™
de induccion de la expresion de distintas construcciones de PAUF
Por ultimo, para la transfeccion estable de las construcciones de PAUF
inducibles por tetraticlina o doxicilina se utiliz6 el sistema Flp- In™ T-REx™ integrado
en las células HEK293 (Thermo Fisher Scientific). El sistema Flp- In™ 293 T-REx™
permite una rapida generacion de lineas celulares estables y garantiza la expresion
homogénea de la proteina de interés a partir de un vector de expresion Flp- In ™

(Figura 11A).
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Figura 11: Esquema del sistema Flp- In™ 293 T-REx™ acoplado a las técnicas purificacion por afinidad y biotinilacion por proximidad, para su posterior anilisis por
espectrometria de masas. Para analizar el interactoma de PAUF mediante las técnicas de purificacion por afinidad y biotinilacion in vivo, en primer lugar se levio a cabo la
generacion de la linea celular Flip-InTM 293 T-RExTM estable con las construcciones de PAUF inducibles por tetraciclina (A). Las células patentales Flp- In™ 293 T-REx™
contienen en su genoma un sitio FRT integrado de forma estable en un locus gendmico transcripcionalmente activo, asi como gemnes de resistencia ¢ zeocina y a blas:icidiaa. La co-
transfeccion de esta linea celular con el vector pOG44 que contiene la recombinasa Flp y un vector de expresion que contiene un sitio FRT, un gen de resistencia a higronicina, asi
como un gen de interés (GOI, del inglés Gene Of Interest) cuya expresion esta controlada por un promotor inducible por tetracilina, da como restltadoe la integracion dirigida del
vector de expresion dentro del genoma de las células. (B) A continuacion, la induccién de los pools de las distintas construcciones de PAUF intzgradas en la linea celular Flip-
InTM 293 T-REXTM se consigue con la adiccion al medio de tetraciclina o doxiciclina. (C y D) En estos esquemas se muestra el proceso de purificacion por afimidad (C) y
biotinilacion por proximidad (D) para la proteina de fusion BirA*-PAUF-FLAG. Después de la induccion de la expresion de las. construcciones de PAUF, el intractoma de PAUF
se atrapa con microesferas anti-FLAG (C) o de estreptavidina (D), para su posterior digestion con tripsina y analisis de los péptidos tripticos resultantes por espectrcmetria de
masas. En el caso de la biotinilacion por proximidad, junto con la tetraciclina o doxiciclina se afiade biotina, para que BirA*, una ligasa mutada de biotina que une diotina de
manera constitutiva, biotinilice a su interactoma mas proximo y éste pueda ser capturado con microesferas de estreptavidina que unen biotina.
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La linea celular parental Flp- In™ 293 T-REx™ se crecid, ademas de en las
condiciones anteriormente citadas, con los antibioticos zeocina (Thermo Fisher
Scientific), a una concentracion de 100 ug/mL, y blasticidina (Thermo Fisher
Scientific), a una concentracion del5 ug/mL, para los que esta linea celular tiene

resistencia.

Los vectores de expresion pcDNAS-FRT-FLAG-PAUF o pcDNAS5-FRT-BirA*-
FLAG-PAUF se transfectaron doblemente con el vector pOG44 que codifica para la
recombinasa Flp en las células Flp- In™ 293 T-REx™, usando el agente de
transfeccion JetPrime. 24 h después, las células transfectadas doblemente se
seleccionaron con 200 ug/mL de higromicina (Thermo Fisher Scientific). Después,
las células estables Flp- In™ 293 T-REx™ FLAG-PAUF y Flp- In™ 293 T-REx™
BirA*-FLAG-PAUF se crecieron en medio DMEM suplementado con 10% de
suero, penicilina/estreptomicina al 1%, 15 ug/mL de blasticidina y 200 ug/mL de

higromicina en una atmosfera humidificada a 37 °C y 5% de CO..

11.3. Induccion de la expresion de PAUF en células Flp- In™ 293 T-REx™
La induccién de la expresion de PAUF en las células Flp- In™ 293 T-REx™
FLAG-PAUF y Flp- In™ 293 T-REx™ BirA*-FLAG-PAUF se realizdé con el
siguiente protocolo. Brevemente, las células se sembraron en placas de 15 cm a una
confluencia aproximada del 70%. 8 h después, se indujo la expresion de PAUF con
150 ng/mL de doxiciclina (Sigma-Aldrich) durante 8 o 24 h, en funcion de si la
estrategia a seguir para el andlisis de su interactoma era la de biotilinacién por

proximidad o purificacion por afinidad, respectivamente (Figura 11B).
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12. Biotinilacion por proximidad acoplada a espectrometria de masas

La biotinilacion por proximidad (BiolD) acoplada a espectrometria de masas se
realiz6 siguiendo el protocolo de Lambert JP et al. (142) (Figura 11C). Junto con la
induccion de la expresion de PAUF con 150 ng/ml de doxiciclina, el medio de
cultivo se suplement6 con biotina 50 pM (Sigma-Aldrich) y se incub6 durante 24 h.
Las células con una confluencia de aproximadamente el 85-95% se lavaron con 5
mL de PBS y se recogieron con un rascador en 1 mL de PBS frio. Las células se
centrifugaron durante 5 min a 233 x g a 4 °C. Los pellet celulares asi obtenidos se
lisaron con 1.5 mL de tampon RIPA frio (50 mM Tris HCL, pH 7.5, 150 mM NacCl,
1% de NP-40, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.1% de SDS, 0.5% de deoxycolato
sodico, | mM PMSF, 1 mM DTT, inhibidores de proteasas y fosfatasas) y se
incubaron durante 45 min a 4 °C en rotacion. A continuacion, la mezcla se sonico,
se tratd con benzonasa y se centrifug6. El sobrenadante se incubd con 50 uL de
microesferas de estreptavidina-sefarosa (GE Healthcare, Cat 17-5113-01),
previamente lavadas 3 veces con 1 mL de tampon RIPA, durante 3 h a 4 °C para la
captura de las proteinas biotiniladas. Tras este tiempo, la mezcla se centrifugd y las
microesferas se lavaron dos veces con 1 mL de tampoén RIPA y una vez con 1 mL
de bicarbonato amoénico 50 mM (pH 8.0). Finalmente las microesferas se
resuspendieron en 100 uL de bicarbonato aménico 50 mM con 1 ug de tripsina
(Promega) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C en agitacion constante en
un ThermoMixer (Eppendorf). Al dia siguiente, a la mezcla se le anadio 1 ug de
tripsina y se incubd durante 3 h mas a 37 °C en agitacion. Después, los péptidos
tripticos se pasaron a un tubo limpio y las microesferas se lavaron dos veces con
100 uL de agua de calidad HPLC. El sobrenadante resultante de los dos lavados se

juntd con los péptidos recolectados anteriormente. La solucion con péptidos se
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acidifico con 50% de 4cido formico (FA) hasta tener una concentracion final de FA
del 2%. Las muestras se secaron en el concentrador de vacio SpeedVac (Eppendorf)
y se resuspendieron en 20 4L de FA al 5% y una tercera parte se analizé en el

espectrometro de masas Q-Exactive.

13. Purificacion por afinidad acoplada a espectrometria de masas

13.1. Purificacion por afinidad de la proteina de fusion PAUF-FLAG
acoplada a espectrometria de masas
El protocolo seguido para la purificacion por afinidad de la proteina de fusion
PAUF-FLAG fue muy similar al utilizado para la estrategia BioID. En este caso, la
induccion de la expresion de PAUF con 150 ng/ml de doxiciclina se 1llevo a cabo
durante 8 h y las microesferas utilizadas fueron microesferas anti-FLAG (Sigma-

Aldrich). El resto del protocolo seguido es idéntico al comentado anteriormente.

13.2. Purificacion por afinidad de la proteina LOXL1 acoplada a

espectrometria de masas

Para la purificacion por afinidad de la proteina LOXL1, en primer lugar se llevo
a cabo la obtencion de extracto celular total de las células KM12L4 tal y como se
detall6 en el apartado 6.2.1. 500 ug de extracto celular total se incubaron durante 1
h a 4 °C con 20 uL de microesferas de proteina G sefarosa (Sigma-Aldrich),
previamente lavadas 3 veces con el tampon de lisis. Tras este tiempo, la muestra se
centrifugd durante 1 min a 4 °C y 1000 rpm en una microcentrifuga y las
microesferas se descartaron. El sobrenadante se incub6 con 50 uL de microesferas y
3 ug de anticuerpo anti-LOXL1 (o anticuerpo anti-IgG de ratén en el caso de la
muestra control) durante toda la noche a 4 °C en rotacion. Tras este tiempo, las

muestras se centrifugaron, el sobrenadante se descart6 y las microesferas se lavaron
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dos veces con 1 mL de tampodn de lisis y una vez con 1 mL de bicarbonato amoénico
50 mM (pH 8.0). De aqui en adelante, el protocolo para la obtencion de los péptidos
tripticos pertenecientes a las proteinas del interactoma de LOXL1 y su
procesamiento para ser analizados por espectrometria de masas es idéntico a los

protocolos comentados en los apartados anteriores.

14. Inmunodeteccion de proteinas

14.1. Anticuerpos

14.1.1. Anticuerpos primarios
Las caracteristicas de cada anticuerpo utilizado en los ensayos de WB,

inmunofluorescencia (IF) o inmunoprecipitacion (IP) se especifican en la Tabla 4.
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Tabla 4. Listado de anticuerpos primarios

Anticuerpo Proveedor Referencia Uso Dilucién Especie
MTA2 Abcam ab8106 WB 1:1000 Conejo
RhoGDI Santa Cruz A-20 WB 1:1000 Conejo
Dr SS Kho (Korean
mPAUF  Rescarch Institute of WB/IF 1:1000/1:50  Conejo
Bioscience and
Biotechnology).
a-tubulin Santa Cruz B-7 WB/IF 1:1000/1:100  Ratoén
E-Cadherina BD Biosciences 610182 WB 1:1000 Raton
B-catenin  Cell signaling Technology 9562 WB/IF 1:1000/1:100  Conejo
APC Milipore Mab3785 WB/IF 1:100/1:50 Ratén
Lamina B Santa Cruz C-20 IF 1:1000 Cabra
NUDC Santa Cruz C-3 IF 1:1000 Raton
P53 Santa Cruz DO-1 WB 1:1000 Raton
LOXLI Santa Cruz H-11 WB/IF/IP 1:10?1% 199 Raton
CDH17 Santa Cruz H-167 WB 1:1000 Conejo
Calumenina Santa Cruz H-40 WB 1:2000 Conejo
Lumican Santa Cruz H-90 WB 1:2000 Conejo
Vimentina Abcam ab7783 WB 1:1000 Conejo
MDHI1 Sigma-Aldrich 2B11-B7 WB 1:500 Raton
ISG15 Santa Cruz H-150 WB 1:1000 Conejo
LAMAS Novus NBP1-66514 WB 1:500 Conejo
COPE Sigma-Aldrich SAB1101348 WB 1:2000 Conejo
ETHEI1 Santa Cruz B-12 WB 1:1000 Raton
ITGAV Santa Cruz H-2 WB 1:500 Raton
CTSA Sigma-Aldrich HPA 031068 WB 1:1000 Conejo
Integrina-p1 Santa Cruz K-20 WB 1:1000 Raton
Paxilina BD Biosciences 349 WB 1:500 Raton
LEPRE Sigma-Aldrich 3C7 WB 1:1000 Raton
CLIC1 Sigma-Aldrich 3F9 WB 1:500 Raton
MVP Sigma-Aldrich 2H3-1A6 WB 1:500 Raton
Alix Santa Cruz 1A12 WB 1:1000 Raton
Prohibitina Abcam 1I-14-10 WB 1:200 Raton
CDCsL Santa Cruz D-11 WB 1:1000 Raton
C-Myc Sigma-Aldrich 9.00E+10 WB 1:1000 Raton
UBAS2 Abcam EPR4546 WB 1:1000 Conejo
ARUKA Santa Cruz 35C1 WB 1:1000 Raton
TXN Santa Cruz 3A1 WB 1:1000 Raton
MRPL-12 Santa Cruz 397.1 WB 1:500 Raton
NDUFAF2 Santa Cruz H-11 WB 1:1000 Raton
UBE2L3 Santa Cruz E-2 WB 1:1000 Raton
Ciclina A Santa Cruz BF683 WB 1:1000 Raton
Cdc20 Santa Cruz 2F2 WB 1:1000 Raton
PRDX1 Origene TA324139 WB 1:500 Conejo
ZW10 Santa Cruz 3363C4a WB/IF/IP 1:10;)1% t:loo Ratén
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14.1.2. Anticuerpos secundarios
Las caracteristicas de los anticuerpos secundarios utilizados en los diferentes

ensayos se especifican en la Tabla 5.

Tabla 5. Listado de los anticuerpos secundarios

Anticuerpo Proveedor Referencia  Uso Diluciéon  Especie

anti-IgG Raton peroxidasa Sigma Ad416 WB/IP  1:5000/1:50 Conejo
anti-IgG Conejo peroxidasa Sigma A6154 WB 1:5000 Ratén
anti-IgG Cabra peroxidasa Dako C. P0382 WB 1:8000 Ratén
anti-IgG Conejo Alexa Fluor 488 Thermo F.  A-11008 IF 1:200 Cabra
anti-IgGRaton Alexa Fluor 488 Thermo F.  A-11001 IF 1:200 Cabra
anti-IgG Conejo Alexa Fluor 568 Thermo F.  A-11011 IF 1:200 Cabra
anti-IgG Raton Alexa Fluor 568 Thermo F.  A-11004 IF 1:200 Cabra
anti-IgGRaton Alexa Fluor 647 Thermo F.  A-21235 IF 1:200 Cabra

Alexa 568 faloidina Thermo F.  A-12380 IF 1:50

anti-IgG Raton True Blot eBioscience  88-8887 WB 1:200 Ratén

14.2. Western blot

25-35 ug de cada extracto proteico se fraccionaron en un gel monodimensional
de SDS-PAGE en geles conteniendo entre un 7-12.5% de acrilamida. Las proteinas
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond-C extra) durante 1 ha 100 V
utilizando un Mini Trans-Blot Cell (BioRad). Las membranas con las proteinas
transferidas se bloquearon con 5% de leche desnatada en PBS durante 1 h a
temperatura ambiente y se incubaron con los anticuerpos primarios especificos
mono o policlonales de las proteinas de interés durante toda la noche a 4 °C. Tras 3
lavados con Tween al 1% en PBS, las membranas se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente con anticuerpos secundarios anti-IgG de ratdn, conejo o cabra
conjugados con HRP. Las membranas se lavaron 4 veces con 1% de Tween en PBS
y el inmunoensayo se reveld usando SuperSignal West Pico o Femto (Pierce)
dependiendo de la abundancia de la proteina en la muestra. La abundancia de las
proteinas mediante Western blot (WB) se cuantifico mediante densitometria usando

el programa de analisis Multi Gauge v3.0.
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14.3. Microscopia confocal

Las células se sembraron directamente en cubreobjetos recubiertos de 35-50 uL
de una dilucion 1:3 de Matrigel (BD Biosciences), se fijaron con 1%
parafomaldehido (Sigma-Aldrich) y se permeabilizaron con 0.5% Triton X-100 en
PBS. Tras ello, las células se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con los
anticuerpos especificos y/o faloidina-FRITC durante 1 h a 37 °C. A continuacion,
las muestras se lavaron dos veces con 0.5% Triton X-100 en PBS durante 10 min y
se incubaron durante 1 h a 37 °C con los anticuerpos secundarios correspondientes.
Tras este tiempo las muestras se lavaron y se incubaron con 4,6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride (DAPI) (Sigma-Aldrich) durante 10 min para la
deteccion de los nucleos celulares. Después de la incubacion, las muestras se
lavaron nuevamente y se montaron con el medio de montaje Mounting
Fluorescence Medium (Dako, Copenague, Dinamarca). Las células se observaron al
microscopio confocal TCS-SP5-AOBS-UV (Leica-Microsystems). Las imagenes se
adquirieron con un objetivo de 63x en aceite de inmersion usando el programa

Leica Confocal Soft.

15. Microscopia de campo claro

La imégenes de campo claro se obtuvieron en un microscopio de sistema
invertido IX50 (Olympus) con los objetivos LCPLFL20X y LCPLFL40X. Las
células en cultivo se lavaron con PBS para limpiar cualquier resto celular de la

placa y se pusieron de nuevo con medio DMEM fresco, antes de tomar las fotos.

16. Analisis del area y diametro nuclear y celular, y contaje celular
El didmetro y éarea nuclear y celular se midieron utilizando las imagenes de
microscopia con el programa libre de procesamiento de imagenes ImageJ (National

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, Estados Unidos). Todos los parametros se
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midieron utilizando imagenes obtenidas a la misma escala de pixeles. El didmetro y
el area nuclear y celular se calcularon en pixeles y los datos obtenidos se
convirtieron en micras (um) o micras cuadradas (umz), respectivamente. Para el
contaje celular, se utilizd el plugin “cell counter” del programa Imagel]. La
cuantificacion de cada una de las imégenes se llevo a cabo contando un minimo de

300 células.
17. Ensayos funcionales in vitro en las lineas celulares

17.1. Analisis del ciclo celular y de la expresion celular de GFP

Para el anélisis del ciclo celular, 3 x 10° células se fijaron con 70% de etanol
durante 30 min a 4 °C. Después de la fijacion, las células se lavaron con PBS con
2% de albimina de suero bovina (BSA) y se incubaron durante 15 min con una
solucion de yoduro de propidio y RNAsa (PI/RNASE Solution, Immunostep) a
temperatura ambiente en oscuridad. El analisis se llevd a cabo adquiriendo los datos
de al menos 10.000 células por muestra, en un citometro de flujo COULTER®

EPICS® XL™, y se analizaron con el programa Flowlogic®.

Para la expresion celular de GFP, se recogieron 3 x 10° células y se
resuspendieron en 300-500 uL de PBS frio. La mezcla se analizd en el mismo
citometro de flujo, y el contenido celular de GFP se midi6 excitando a las células
con un laser de argén a 488 nm y recogiendo el espectro de emision a una longitud

de onda de 509 nm.

17.2. Adhesion celular
Las placas de 96 pocillos se tapizaron con 0.4 ug/mm” de Matrigel en 0.1 M
NaHCO3, pH 8.8, durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, los pocillos

tapizados con Matrigel se incubaron con el medio de adhesion (DMEM con 0.5%
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BSA) durante 2 h a 37 °C para bloquear los sitios de unidn inespecificos.
Previamente a sembrar las células en los pocillos tapizados y bloqueados, las
células se mantuvieron en medio sin suero durante 5 h y se marcaron con BCECF-
AM (Molecular Probes) durante 30 min a 37 °C. Tras este tiempo, se sembraron 10
células por pocillo y se incubaron durante 30 min. A continuacion, las células no
adheridas se eliminaron con varios lavados con DMEM. Por tultimo, las células
adheridas se lisaron con 1% de SDS en PBS y se cuantifico la fluorescencia en un

Varioskan Flash Multimode Reader.

17.3. Invasion celular

8 x 10° células se resuspendieron en medio de invasion (DMEM con 0.5% de
BSA) y se sembraron en camaras de invasion Transwell (Costar) con tamano de
poro de 8 um, recubiertas con 35-50 uL de una dilucion 1:3 de Matrigel. En el
compartimento inferior de las cdmaras de invasion se afiadi6 medio DMEM con
10% de suero. Tras 24 h, las células no invasivas se eliminaron de la superficie del
filtro y las células que migraron a través del filtro se fijaron con 4%

parafomaldehido, se tifieron con cristal violeta y se contaron en el microscopio.

17.4. Apoptosis celular

Las células en cultivo se levantaron con tripsina-EDTA durante 2 min a 37 °C,
se centrifugaron y se resuspendieron en 0.5 mL de una solucion de yoduro de
propidio y RNAsa (Immunostep). Se incubaron durante 15 min a temperatura
ambiente y en oscuridad, y las células positivas para yoduro de propidio se
detectaron excitandolas con un laser de argén de 488 nm y recogiendo el espectro
de emision a una longitud de onda maxima de 623 nm. Los datos de al menos
10000 células por muestra se recogieron en un citometro de fluyjo COULTER®

EPICS® XL™ y se analizaron con el programa Flowlogic.
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17.5. Viabilidad celular

Se sembraron en placas de 96 pocillos 7500 células y se incubaron toda la noche
a 37 °C y 5% de CO,. Al dia siguiente, el medio se renovo, lo que se considerd
como dia 0 y las células se incubaron 72 h més a 37 °C. A continuacion, el medio se
renovo y las células se incubaron con 100 uL de 3-[4,5- dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-
difenil tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 1 mg/mL en
DMEM durante 2 h a 37 °C. Tras este tiempo, el medio se retird y a cada pocillo se
le afiadieron 200 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) para romper las
células y liberar el colorante. Las lecturas se realizaron a 570 nm en un Varioskan

Flash Multimode Reader.
17.6. Ensayos de citotoxicidad

17.6.1. Ensayo de citotoxicidad del paclitaxel

El paclitaxel es un despolimerizador de microtubulos, comiinmente utilizado
para el tratamiento de algunos tipos de cancer, como el de ovario o el de mama. El
paclitaxel se une a la subunidad B de la tubulina, estabiliza el microtibulo

polimerizado y lo protege de su despolimerizacion.

Para evaluar la apoptosis mediada por la sensibilidad al paclitaxel de las
células silenciadas de PAUF, las células se sembraron a una densidad de 10° células
por pocillo de placa p24 y se dejaron adhiriendo toda la noche. Al dia siguiente, se
incubaron con distintas concentraciones de paclitaxel o con 0.1% de DMSO que se
utilizé como control. 72 h después, las células se levantaron con tripsina-EDTA, se
lavaron y se midid el nimero de células apoptdticas por citometria de flujo, como se

describi6 anteriormente.
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Por otro lado, para evaluar el efecto del paclitaxel sobre la tasa de
proliferacion de las células SW620 y KM12L4 control y establemente silenciadas
de PAUF, se sembraron 5000 células por pocillo de placa p24 y se dejaron
adhiriendo toda la noche. Al dia siguiente, se incubaron con 1 nM de paclitaxel o
con 0.1% DMSO. 72 h después (dia 1), el medio se retird y las células se lavaron
con PBS para quitar cualquier resto de placlitaxel o DMSO. A continuacion, las
células se cultivaron en medio DMEM, y se cont6 el nimero de células cada 24 h
desde el dia 1 hasta 7 dias después. Cada tratamiento se realiz6 al menos por

triplicado.

17.6.2. Ensayo de citotoxicidad del perdxido de hidrégeno

Para evaluar la apoptosis mediada por la sensibilidad al peroxido de
hidrégeno de las células SW620 y KM12L4 control y silenciadas en PAUF, 3 x 10
células se sembraron en una placa de 24 pocillos. Después de 24 h, las células se
incubaron durante 16 h en medio sin suero con distintas concentraciones de H,O.
Tras este tiempo, las células se recogieron y procesaron como se detalla en el

apartado 17.4 para su anélisis por citometria de flujo.

17.6.3. Ensayo de citotoxicidad del bortezomib
El bortezomib es un medicamento utilizado actualmente para el tratamiento
del mieloma multiple. Es un inhibidor selectivo y reversible de la actividad del

proteosoma 26S.

Para evaluar el efecto del tratamiento con bortezomib de las células SW620 y
KM12L4 control y silenciadas en PAUF, se sembraron 3 x 10° células en pocillos
de una placa p24. Al dia siguiente, las células se incubaron con distintas

concentraciones de bortezomib (Selleckchem) o con 0.005% de DMSO como
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control. Tras este tiempo, las células se recogieron y procesaron como se detalla en

el apartado 17.4 para su analisis por citometria de flujo.

18. Ensayos funcionales in vivo en ratones desnudos

El comité ético del CSIC aprobd los protocolos usados para la experimentacion
animal de acuerdo a las normas de experimentacion y bienestar animal. Todos los
experimentos se realizaron en ratones inmunodeprimidos “Swiss Nude” (Charles
River). Los ratones se sacrificaron usando camaras de CO, siguiendo las normas
¢ticas de la guia “Human End points for Animal Use in Biomedical Research

(HEP)”.

18.1. Inyeccion intravenosa de células tumorales
Para generar metastasis pulmonares, se inyectaron 1 x 10° células KM12SM y
KM12L4 en 100 4L de PBS en la cola de los ratones. 55 dias después, los ratones

se sacrificaron y las metdstasis pulmonares se contabilizaron y fotografiaron.

18.2. Xenotransplantes tumorales

Para generar tumores subcutaneos, se inyectaron 1 x 107 células SW620 y
KM12L4 control y silenciadas en PAUF en 0.2 mL de PBS con 20% de Matrigel y
0.1% de glucosa. El volumen tumoral (mm®) se midi6 cada dos dias mediante un
calibre y aplicando la siguiente féormula: 1/2 (ancho® x largo). Los ratones se

sacrificaron a los 20 dias y los tumores se pesaron y fotografiaron.

19. Array de hibridacion genémica comparada

El array de hibridacion gendémica comparada (CGH, del inglés Comparative
Genomic Hybridization) se llevd a cabo usando el Agilent SurePrint G3 Human
CGH 60 K microarray (AMADID 021924 Agilent Technologies, Santa Clara, CA),

que abarca la totalidad del genoma humano con una resoluciéon media de 41 kb.
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En primer lugar, 500 ng de DNA gendmico de las células SW620 y KM12L4
control y silenciadas en PAUF se marcaron diferencialmente con Cy5-dCTP y Cy3-
dCTP y posteriormente se hibridaron siguiendo las directrices del fabricante. El
array se escaned en el equipo Agilent DNA Microarray G2565CA (Agilent
Technologies), los datos se extrajeron con el programa Feature Extraction v10.7 y
se visualizaron con el programa Agilent Genomic Workbench (AGW) v7.0 (Agilent
Technologies). Para detectar el nimero de regiones alteradas se utilizé el algoritmo
Aberration Detection Method 2 (ADM-2) establecido como 6, con un numero
minimo de tres sondas consecutivas. Este protocolo se llevo a cabo por la Dra
Sandra Rodriguez Perales (Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas CNIO.

Madrid. Espaiia).

20. Proteomica cuantitativa

20.1. Obtencion y marcaje isobarico por iTRAQ de los péptidos tripticos de
las proteinas nucleares de las células SW620 control y establemente
silenciadas en PAUF
Para el marcaje isobarico por iTRAQ (del inglés Isotope Tagged Relative and

Absolute Quantification) se siguid el esquema de la Figura 12.
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En primer lugar, se obtuvieron los extractos nucleares de las células SW620
shRNA control y SW620 shRNA PAUF C, como se detallo en el aparatado 6.2.2. A
continuacion, se precipitaron 50 ug de proteina de cada extracto nuclear (por
duplicado) con 5 volumenes de acetona durante 16 h a - 20 °C. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron durante 30 min a 4 °C a 16000 x g, y el pellet resultante
se resuspendio en el tampdon de resuspension del kit de iTRAQ 4-plex (Applied
Biosystems) y se le afiadi6 0.5 ug de caseina, 1 uL del agente desnaturalizante y 2
uL del agente reductor y se incubd durante 1 h a 60 °C en rotacion. Tras este
tiempo, a las mezclas se les afiadié 1 uL de reactivo de bloqueo de cisteina y se
incubaron durante 10 min a temperatura ambiente. A continuacion, las proteinas se
digirieron con tripsina durante toda la noche con ligera agitacion a 37 °C. Al dia
siguiente, los péptidos se etiquetaron con los 4 marcadores (114 y 115 para las

células SW620 control, y 116 y 117 para las células SW620 silenciadas en PAUF)
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para tener un replicado técnico de cada muestra y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente. Después, los péptidos marcados se mezclaron en un unico
tubo y la mezcla se limpié con unas columnas MCX (del inglés Mixed-Mode
Cation-eXchange, Waters) y se secO en el concentrador de vacio SpeedVac, antes
de ser fraccionada por OFFGEL (Agilent). Para ello, la muestra seca se reconstituyo
en tampon de enfoque (5% de glicerol y 2% de IPG, pH 3.0-10 (GE Healthcare)) y
se carg6 en tiras de isoelectroenfoque de 12 pocillos (13 cm ImmobilineDryStrip,
pH 3.0-10 (GE Healthcare). Las fracciones recuperadas del OFFGEL se desalaron
mediante columnas OMIXs de fase reversa C18 (Millipore), se secaron en el
SpeedVac y se reconstituyeron en 5 uL de 0.1% de FA y 2% de acetonitrilo (ACN)

antes de ser analizadas en el espectrometro de masas LTQ-Orbitrap.

20.2. Cuantificacion por label free de las proteinas secretadas y de membrana

de las células SW620, KM12SM y KM12L4

Los secretomas y la fraccion de membrana de las células SW620, KM12SM y
KMI12L4 se obtuvieron y concentraron como se detalld en los apartados 6.2.2 y
6.2.3, y el flujo de trabajo que se sigui6 se detalla en la Figura 13. De cada muestra
se precipitaron 50 ug de proteina con 5 volumenes de acetona durante toda la noche
a - 20 °C. Al dia siguiente, las muestras se resuspendieron y se limpiaron con
OMIXs C18. A continuacion, las muestras se reconstituyeron en tampon de enfoque
(5% de glicerol y 2% de IPG, pH 3.0-10 (GE Healthcare)) y se cargaron en tiras de
isoelectroenfoque de 12 pocillos (13 cm ImmobilineDryStrip, pH 3.0-10 (GE
Healthcare) para ser fraccionadas por OFFGEL. De cada muestra se obtuvieron un
total de 6 fracciones, cada una de las cuales se limpi6é nuevamente con OMIXs antes
de ser reconstituidas en 5 uLL de una solucion 0.1% de FA, 2% de ACN y analizadas

por LC-MS/MS.
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Figura 13. Esquema del experimento label free con las muestras de membrana y secretoma de
lineas celulares de CCR. Las proteinas secretadas y de la fraccion de membrana de las células
SW620, KM12SM y KM12L4 se precipitaron con acetona y se sometieron a digestion triptica. Los
péptidos tripticos resultantes se limpiaron con OMIXs y se fraccionaron por OFFGEL para su
posterior identificacion y cuantificacion en el espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos. El
analisis de los espectros de masas se realiz6 por MaxQuant con Andromeda como motor de
busqueda. Como método de cuantificacion se utilizo la intensidad de los picos. El valor normalizado
de intensidad de cada proteina utilizado fue el LFQ.
20.3. Cuantificacion por label free de las proteinas del secretoma soluble de
los tejidos de pacientes con CCR
El secretoma soluble de 42 muestras de colon (21 normales y 21 tumorales)
correspondientes a 21 pacientes con CCR se obtuvo como se detalld en el apartado

6.1.2. La obtencion de los péptidos tripticos a partir de estas muestras se

esquematiza en la Figura 14.
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Brevemente, las muestras de secretoma soluble se concentraron utilizando
columnas Amicon® Ultra-4, centrifugandose durante 40 min a 6000 x gy 4 °C.
Posteriormente, las muestras concentradas se fraccionaron por SDS-PAGE en un
total de 5 fracciones. La digestién con tripsina de las proteinas se llevo a cabo en el
gel y los péptidos tripticos resultantes se limpiaron y resuspendieron en 0.1% de
FA, 2% de ACN antes de ser analizados por LC-MS/MS. Este protocolo se llevo a
cabo en el laboratorio de la Dra Connie Jimenez durante la estancia predoctoral

desarrollada.
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20.4. Analisis LC-MS/MS en el LTQ-Orbitrap Velos

Los experimentos label free de las muestras procedentes de las lineas celulares y
1TRAQ se realizaron en el equipo LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific).
Los péptidos se pasaron por una columna C18-A1 ASY (Thermo Fisher Scientific)
y a continuacion se eluyeron en una columna C18 Biosphere (10 cm de longitud, 75
pum de didmetro y 3 um de tamano de particula). Tras ello, se separaron en un
gradiente de 180 min de 0-35% de tampon B en tampon A (tampon A: 0.1% de
FA/2% de ACN; tampon B: 0.1% de FA en ACN) con una velocidad de flujo de
300 nL/min en un nanoEasy HPLC (Proxeon) acoplado a una fuente idnica con
nanoelectrospray (Proxeon). Los espectros de masas se adquirieron en un espectro
de masas LTQ-Orbitrap Velos trabajando en modo positivo. Los espectros de
masas correspondientes al espectro de barrido completo (m/z 400-1200) se
obtuvieron con una resolucion de 60.000 y se seleccionaron los 15 iones mas
intensos para su fragmentacion mediante disociacion inducida por colision (CID) en
la trampa i6nica, con la energia de colision normalizada al 35%. Se desecharon los
iones con carga Unica o sin asignacion de carga. La ventana de exclusion dindmica

tenia una duracidn de 30 s.

20.5. Analisis LC-MS/MS en el Q-Exactive

Los experimentos de purificacion de LOXL1 y PAUF-FLAG por afinidad, los
experimentos de BiolD, asi como el experimento label free de las muestras del
secretoma soluble de 21 pacientes con CCR se analizaron en el espectrometro de
masas Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific). La separacion de los péptidos se llevo
a cabo en un Easy-nL.C 1000 nano (Thermo Fisher Scientific). Para cada analisis, 4
4L de cada muestra se cargaron en una precolumna Acclaim PepMap 100 (Thermo

Fisher Scientific) y se eluyeron en una columna RSLC PepMap C18 de 15 cm de
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longitud, 75 pm de didmetro y 3 um de tamafio de particula (Thermo Fisher
Scientific). La velocidad de flujo de la fase movil fue de 300 nL/min usando 0.1%
de FA en agua (tampon A) y 0.1% de FA y ACN al 100% (tampon B). Se sigui6 un
perfil de gradiente de 0-35% de tampo6n B durante 90 min, 35%-100% de tampon B
durante 4 min y 100% de tampon B durante 8 min. Para el experimento label free,
el perfil de gradiente fue 0-35% de tampon B durante 120 min, 35%-100% de
tampon B durante 4 min y 100% de tampon B durante 8 min. Para la ionizacion se
utilizaron 1.800 V de voltaje y 270 °C de temperatura del capilar. Los espectros de
masas correspondientes al espectro de barrido completo tenian una relacion
masa/carga (m/z) 400-1500 y una resolucion de 70.000 (m/z 200). Se seleccionaron
los 10 iones precursores mas intensos para su fragmentacion con una energia de
colision normalizada de 27 eV. Se desecharon los iones con carga Unica o sin

asignacion de carga. La ventana de exclusion dindmica se fij6 en 30 s.

20.6. Analisis de los datos obtenidos mediante label-free

Los datos de espectrometria de masas de los experimentos label-free adquiridos
en los equipos LTQ-Orbitrap y Q-Exactive se analizaron con Maxquant (versiones
1.5.0.0. y 1.5.2.8., respectivamente). La cuantificacion se realizod por intensidad de
los picos en el caso de los datos correspondientes a las lineas celulares y por contaje
de espectros en el caso de los datos correspondientes a las muestras de secretoma
soluble de los pacientes con CCR. En la cuantificacion por intensidad de los picos,
el programa determina el area de los cromatogramas idnicos y le otorga un valor
normalizado denominado LFQ. Dicho valor fue el utilizado para calcular los ratios
de intesidad de cada proteina entre las muestras. Los datos crudos de los espectros
de masas (*.raw) correspondientes al experimento de lineas celulares se enfrentaron

a la base de datos Uniprot human reference proteome 42104 (61552 secuencias);
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mientras que los datos del experimento del secretoma soluble se enfrentaron a la
base de datos de Swissprot 20197 entries.fasta (42122 secuencias). En ambos
casos, la tolerancia para el ion parental se fijo en 10 ppm y 0.5 Da para los iones

producto.

20.6.1. Analisis de los datos obtenidos mediante iTRAQ

Los datos crudos obtenidos del experimento de iTRAQ adquiridos en el
LTQ-Orbitrap se analizaron con Proteome Discoverer (version 1.4.0.288) (Thermo)
y se enfrentaron a la base de datos Uniprot Human Reference Proteome 42104
(61552 secuencias). De nuevo, la tolerancia para el ion parental se fijé en 10 ppm y
0.5 Da para los iones producto. La carbamidometilacion de cisteinas se establecio
como modificacion fija y la oxidacion de metionina y la acetilacion N-terminal se

establecieron como modificaciones variables.

20.6.2. Analisis de los datos obtenidos en los experimentos de purificacion de
PAUF-FLAG y LOXLI1 por afinidad y de BiolD

Los datos de espectrometria de masas adquiridos en el Q-Exactive se analizaron
con el Proteome Discoverer (version 1.4.0.288) (Thermo) utilizando los protocolos
estandarizados. Los archivos de espectros se enfrentaron a la base de datos
SwissProt 57.15 (20266 secuencias) utilizando MASCOT (version 2.3, Matrix
Science) como motor de busqueda. En los pardmetros de buasqueda, la
carbamidometilacion de cisteinas se estableci6 como modificacion fija y la
oxidacion de metionina y la acetilacion N-terminal se establecieron como
modificaciones variables. La tolerancia de la seleccion de los precursores y los
iones producto se fijo en 10 ppm y 0.02 Da, respectivamente. La identificacion de
los péptidos se validé mediante el algoritmo Percolator usando un valor q < 0.01
(184).
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21. Herramientas bioinformaticas
Las proteinas identificadas y cuantificadas en los estudios de protedmica se

analizaron mediante biologia de sistemas usando el programa STRING v 9.0

(www.string-db.org) (185) con el fin de obtener la prediccion de las funciones
biologicas y el andlisis de las interacciones proteicas. STRING es una base de datos
que recoge las interacciones de proteinas conocidas y previstas, incluidas las
asociaciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales) derivadas de la gendmica,
de experimentos de alto rendimiento, de co-expresion y de conocimientos previos
publicados. En todos los casos se aplico un filtro de alta confianza (0.600). En
algunos casos, para la visualizacion de los datos y el analisis de las interacciones se

utiliz6 la plataforma Cytoscape (www.cytoscape.org). Ademas, se obtuvo

informacion complementaria de las proteinas estudiadas en la base de datos
Genecards del instituto de ciencias Weizmann Place, que aporta informacion a nivel
genético, transcriptomico y protedmico de todos los genes descritos o predichos del
ser humano (186). La expresion relativa de los genes de interés, tanto a nivel de
mRNA como de proteina, se obtuvo de la base de datos Oncomine (Universidad de
Michigan), que recoge informaciéon de multiples experimentos de expresion de
mRNA mediante microarrays (187, 188), y del Human Protein Atlas que contiene
datos de inmunohistoquimica para diferentes anticuerpos de la misma proteina en
diferentes tejidos normales y patologicos (189). Por otro lado, se utiliz6 la base de
datos cBioportal (Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSK), Nueva York,
Estados Unidos), que presenta de una manera grafica y accesible los datos
experimentales de estudios de secuenciacion masiva y/o expresion de mRNA o
proteina en distintos tipos tumorales obtenidos por el consorcio “The Cancer

Genome Atlas” (TCGA) (National Cancer Institute (NCI) y National Human
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Genome Research Institute (NHGRI)) (190). Ademas, el programa Funrich (191) se

utiliz6 como herramienta de anélisis de enriquecimiento funcional.

El analisis de la localizacion celular de las proteinas de interés se realizo

utilizando los programas SignalP (version 4.1, http://www.cbs.dtu.dk/services/

SignalP/) (192), que identifica las proteinas que tienen secrecion clésica, asi como

el SecretomeP (version 2.0, http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/), capaz de

discriminar el tipo de secrecion (clasica o no clasica) de las proteinas (193).
También se utilizaron los datos recogidos en la base de datos de Vesiclepedia (194),
para identificar las proteinas que se han descrito previamente como proteinas
extravesiculares. Para el andlisis in silico de la localizacion nuclear de PAUF se
utilizaron los programas: NLStradamus (Toronto’s University) (195), Epiloc

(Queen’s University) y Phobius (Stockholm Bioinformatics Center).

22. Analisis de supervivencia

Para validar los posibles biomarcadores del CCR seleccionados en los
experimentos de protedmica cuantitativa, se realizaron analisis de supervivencia,
utilizando la base de datos GSE17538, que recoge los datos clinicos y de expresion
génica, de 232 pacientes con cancer de colon. El célculo de la supervivencia se
llevo a cabo mediante el método de Kaplan-Meier (196), usando el paquete
estadistico SPSS v.11.5 (Chicago Illinois, EE.UU.). Para eliminar las variaciones
técnicas entre los conjuntos de datos, los niveles de expresion para todas las sondas
dentro de cada muestra (paciente), se transformaron a un valor z-score. El z-score se
obtuvo restando la intensidad media de todas las sondas a cada valor de expresion y
dividiendo esta diferencia por la desviacion estandar de todas las intensidades.
Posteriormente, se obtuvieron las ratios z-score restando el z-score promedio de

toda la cohorte a cada z-score individual y dividiendo el resultado por la desviacion
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estandar de los z-score (197). Un valor positivo o negativo de z-score (> 0 o < 0,
respectivamente) indica un mayor o menor nivel de expresion de estas proteinas. De
esta manera, los pacientes se dividieron en pacientes con "baja expresion" (aquellos
que presentaban un score z < () y pacientes con "alta expresion" (aquellos que

presentaban un score z > 0) de cada proteina de interés.

23. Analisis estadistico

Los datos se representan como la media + desviacidon estandar de al menos tres
experimentos independientes y, al menos, por triplicado. La evaluacién de la
significancia estadistica entre grupos se calculo utilizé la prueba t de Student (para
dos condiciones) o el test de ANOVA (para mas de dos condiciones). Para los datos
de variables discretas, como el nimero de células en mitosis o fuera de mitosis, se
utilizo el test 2. Para la evaluacion de la significancia estadistica de la diferencia
de expresion de una proteina entre dos grupos en el experimento label free de las
muestras de secretoma soluble, se realizdO un test beta binomial, previamente
identificado como el test mas Optimo para calcular la significatividad de la
desregulacion de una proteina entre dos grupos (198). Este andlisis se llevo a cabo
en el laboratorio de la Dra Connie Jimenez. Por tltimo, la significancia de los datos
de las curvas de supervivencia se calculé mediante el test de rangos logaritmicos
(log-rank test). En todos los casos, los p-valores inferiores a 0.05 se consideraron
significativos, los p-valores inferiores a 0.01 muy significativos y muy altamente

significativos los p-valores inferiores a 0.001.
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24. Nuevos biomarcadores de prondstico o diagnostico y nuevas dianas

terapéuticas de la metastasis del CCR

El objetivo del primer bloque de esta Tesis Doctoral fue caracterizar los
mecanismos implicados en el desarrollo de la metéstasis del CCR, con el fin de
encontrar nuevos biomarcadores de prondstico o diagnostico, asi como nuevas
dianas terapéuticas de la metastasis de esta enfermedad. Para ello, se llevaron a
cabo técnicas de protedmica cuantitativa libre de marcaje (label free) y se centr6 el
andlisis en las fracciones proteicas de membrana (fuente de potenciales dianas
terapéuticas) y del secretoma (fuente de potenciales biomarcadores) de una serie de
lineas celulares de CCR, asi como de un total de 42 muestras pareadas de tejidos de

colon normal y tumoral de pacientes con CCR.

24.1. Proteémica cuantitativa label free de las fracciones de membrana y
secretoma de las lineas celulares SW620, KM12SM y KM121.4
Como modelo para el estudio de los mecanismos implicados en la metastasis del
CCR, se utilizaron tres lineas celulares humanas de CCR con distinta capacidad
metastasica: las SW620, aisladas de ganglio linfatico, y dos lineas celulares de CCR
seleccionadas en ratones atimicos: KM12SM (que generan metastasis en higado) y

KM12L4 (que generan metastasis en higado y en pulmoén) (172) (Figura 15).

Las células SW620, de baja capacidad metastasica, solo son capaces de infiltrar
ganglios linfaticos, mientras que las células KM12SM y KMI12L14, de alta
capacidad metastasica, son capaces de colonizar érganos. El estudio y comparacion
de las fracciones de secretoma y de membrana de estas lineas celulares podria

explicar la diferencia que existe en su capacidad metastasica.
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Figura 15. Esquema del modelo
experimental utilizado para la
caracterizacion de la metastasis del
CCR. La linea celular SW620 se
obtuvo a partir de las células
tumorales presentes en un ganglio
linfatico del mismo paciente con
adenocarcinoma colorrectal primario
(estadio Dukes C) del que se
obtuvieron las células SW480. Las
células altamente metastasicas
KMI12SM y KM12L4 derivan de la
linea celular parental KMI12C.
KM12C es una linea celular derivada
de un carcinoma de colon en estadio
B de Dukes. Las células KM12C se
implantaron en el bazo o en el ciego
de ratones desnudos y las metastasis
hepaticas originadas (experimental y
espontanea, respectivamente)  se
aislaron y pusieron en cultivo dando
como resultado la obtencion de las
lineas  celulares  KMI2L1 vy
KMI12SM, respectivamente. Las
células KMI2L1 se pincharon de
nuevo en el bazo y se recogieron del
higado durante 3 rondas,
obteniéndose finalmente la linea
celular KMI12L4. En rojo se
representa el origen de las células, en
negro el sitio de recogida y en verde
el lugar de implante.

24.1.1. Comparacion de la capacidad metastatica de las células KMI12SM vy

KM12L4 a pulmon de ratones atimicos desnudos

Se habia descrito que las células KM12L4 tenian mayor capacidad para

metastatizar a pulmon que las células KM12SM (172). Este resultado se confirmo

mediante un experimento de formacion de metastasis pulmonar, inyectando 1

millén de células KM12SM y KM12L4 en la cola de ratones desnudos (‘““Swiss

Nude”) (Figura 2A).

La mitad de los ratones inyectados con células KM12L4 tenian metastasis

pulmonar. Sin embargo, ninguno de los ratones a los que se les inyectaron células
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KMI2SM presentaron metastasis pulmonar (Figura 16B). Estos resultados

corroboraron la capacidad tnica de las células KM12L4 de metastatizar a pulmon.

Figura 16. Estudio
B comparativo de la

capacidad de las células
——  — &% KMI2SM y KMI2L4 de

ﬂ ﬂ metastatizar a pulmoén. A)

A KM12SM KM12L4

50% 50% Esquema del experimento de

formacion de metastasis
pulmonar. 10° células
KMI2SM y KMI2L4 se
pincharon en la cola de
30% ratones desnudos (4 ratones
por cada tipo celular) y 50
dias después los ratones se
sacrificaron, se obtuvieron
sus pulmones y se analiz6 la
presencia o ausencia de

106 células/ ] 40%

100 L PBS 1X

20%

Ratones con metastasis pulmonar

10%

metastasis. B)

oo L% Representacion gréfica de los
KM12SM KM12L4  resultados obtenidos. El 50%
n=4 n=4 de los ratones inyectados con

células KMI12L4 presentd
metastasis pulmonar. Por el
contrario, ninguno de los 4
ratones  inoculados  con
células KMI2SM  tuvo
metastasis pulmonar.

24.1.2. Resultados del analisis mediante espectrometria de masas

Las fracciones proteicas de membrana y del secretoma de las tres lineas
celulares se obtuvieron como se detalla en los apartados 6.2.2 y 6.2.3. Las proteinas
de ambas fracciones se procesaron y analizaron como se describe en el apartado
20.2. Brevemente, 50 pug de proteina de cada fraccion, de cada linea celular se
digirieron con tripsina y los péptidos se separaron mediante OFFGEL en un total de
6 fracciones, cada una de las cuales se analiz6 por triplicado en el espectrometro de

masas LTQ-Orbitrap (Figura 5).

En el analisis de la fraccion de membrana de las tres lineas celulares, se

identificaron un total de 2.969 proteinas y se cuantificaron 2.431 (Tabla
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Suplementaria 1, anexo). Por otra parte, en la fraccion del secretoma de las tres
lineas celulares se identificaron un total de 1.570 proteinas, 1.564 de las cuales
también se cuantificaron (Tabla Suplementaria 2, anexo). De las proteinas totales
identificadas en la fraccion de membrana, 2.431 se identificaron y 1.611 se
cuantificaron cominmente en las tres lineas celulares (Figura 17A y C). En el
secretoma, de todas las proteinas totales identificadas, 1.284 se identificaron
comunmente en las tres lineas celulares, mientras que 884 proteinas cuantificadas
fueron comunes en las tres lineas celulares (Figura 17B y D). Ademads, en ambas

fracciones aparecieron proteinas identificadas de manera exclusiva en una linea

celular.
A n=2969 B n=1570
SW620 swszo
T N Figura 17. Analisis
4 \ general de los
46 /T4 139 > H 20 resultados de
( w jze identificacion y
\ 20 243 / 110 / cuantificacién proteica
obtenidos por
\ e / espectrometria de
MBI KM1 L4 masas. Representacion
‘ “ mediante diagramas de
_ . Venn de las proteinas
C n=2431 D n=1564 comunmente
SW620 SW620 identificadas (A y B) y
e RN cuantificadas (C y D) en
/ 58 A 371 \ 260 las fracciones de
( > membrana (A y C) y
\ 4 secretoma (B y D) de las
31 204 lineas celulares SW620,
62 KM12SM y KM12L4.
N
KM12L4 KM1‘ZL4

24.1.2.1. Analisis de la calidad de los triplicados
A continuacion, se analizé la reproducibilidad de los triplicados de las
muestras correspondientes a las fracciones de membrana y secretoma de las lineas

celulares SW620, KM12SM y KM 1214 (Figura 18).
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Figura 18. Analisis de la calidad de los triplicados a nivel de identificacion y cuantificacion
proteica. (A y B) Representacion, mediante diagramas de Venn, de las proteinas cominmente
identificadas en la fraccién de membrana (A) y en el secretoma (B) de cada uno de los triplicados (a,
b y ¢) de las lineas celulares SW620, KM12SM y KM12L4. C) Histogramas de frecuencias de la
intensidad de las proteinas cuantificadas en cada uno de los triplicados analizados, representada
como el log, del valor LFQ.

La mayoria de las proteinas identificadas fueron coincidentes en las tres
réplicas (a, b y ¢) de cada fraccion, de cada linea celular (Figura 4A y B). Por otra
parte, los histogramas de las distribuciones de los valores de LFQ transformados
con log, de las proteinas cuantificadas en cada triplicado, mostraron una

distribucion muy similar, que en todos los casos siguié un patrén de distribucion

normal y centrada en torno a un valor de LFQ transformado de 25 (Figura 18C).
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Ademas, el analisis, mediante histograma de frecuencias, de la distribucion de los
valores de LFQ transformados de las proteinas cuantificadas cominmente en los
tres triplicados de cada fraccion, de cada linea celular, confirmé la distribucion

normal de los datos centrada en torno a un valor de 25 (Figura 19).
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Figura 19. Analisis de la distribucion de las intensidades de las proteinas
cuantificadas en las fracciones de membrana y secretoma de las lineas celulares
SW620, KM12SM y KM12L 4. Se representa, mediante histogramas de frecuencias, la
distribucion de las intensidades LFQ en cada una de las fracciones analizadas, asi como
la distribucion tedrica normal (mediante lineas) en cada uno de los casos.

Por ultimo, la comparacion del valor LFQ de cada una de las proteinas
cuantificadas entre todos los triplicados y el analisis de la correlacion lineal entre
cada una de las comparaciones mediante el calculo del coeficiente de correlacion de
Pearson y del coeficiente de determinacion (R?), revel6 una alta reproducibilidad de
los datos cuantitativos obtenidos (Figura 19). En todos los casos en los que se
compar6 la correlacion lineal entre los triplicados (a, b y ¢) dentro de una misma

muestra, se obtuvo un valor de R? de aproximadamente 1.
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En base a todos estos resultados, fue posible afirmar la confianza del

enfoque cuantitativo de los datos obtenidos.

24.1.2.2. Validacion ortogonal mediante WB de los datos cuantitativos

obtenidos

Con el objetivo de validar de manera ortogonal los datos de cuantificacion
obtenidos mediante espectrometria de masas, se seleccionaron para su analisis
mediante WB, nueve proteinas de cada fraccion expresadas diferencialmente entre
las tres lineas celulares (Figura 20). Se cuantifico la intensidad de las bandas del
WB mediante densitometria Optica y se calcularon los ratios de expresion de cada
una de las proteinas entre las células KM12SM y SW620 (KM12SM/SW620) y
entre las células KM12L4 y SW620 (KM12L4/SW620). La comparacion de los
ratios de expresion de todas estas proteinas obtenidos mediante densitometria optica
y mediante espectrometria de masas se representan en la Figura 20C. Como se
observa, en todas las proteinas analizadas los ratios de expresion KM12SM/SW620
y KM12L4/SW620 analizados por ambas técnicas siguieron la misma tendencia. En
ocasiones, alguno de estos ratios, a pesar de seguir la misma tendencia (por
ejemplo, aumentar), mostraron gran diferencia de intensidad. Este es el caso, por
ejemplo, de la proteina LAMAS, cuyo valor de intensidad KM12SM/SW620
valorado mediante espectrometria de masas es 100, y 50 si se considera el ratio

KM12SM/SW620 analizado mediante densitometria optica.
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Figura 20. Validacién ortogonal de la cuantificacion proteica por proteémica cuantitativa
label free mediante WB. (A y B) El nivel de expresion de 18 proteinas identificadas en las
fracciones de membrana y secretoma de las lineas celulares SW620, KM12SM y KM12L4 se
examiné por WB. 30ug de proteina de cada fraccion celular se resolvieron en SDS-PAGE al 10% y
se sometieron a transferencia utilizando anticuerpos especificos frente a cada una de las proteinas
seleccionadas. C) La intensidad de las bandas se cuantifico mediante densitometria optica y los
ratios de expresion de cada una de las proteinas entre las células KM12SM y KM 1214 con respecto
de las células SW620, valorados por densitometria Optica y por espectrometria de masas (LFQ) se
representaron mediante diagramas de barras.

En resumen, los resultados obtenidos mediante WB fueron consistentes con los

datos de cuantificacion obtenidos mediante espectrometria de masas.
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24.1.2.3. Analisis in silico de la localizacion celular de las proteinas
identificadas
Con el fin de evaluar la calidad de los resultados, se corrobord el
enriquecimiento en cada una de las fracciones estudiadas mediante el andlisis in

silico de la localizacion celular de todas las proteinas identificadas (Figura 21).

A B

=Membrana (Uniprot) 1%
= Membrana (TMHMM)
= Membrana (FRED-TMBB)
‘ = Citosélicas (Uniprot) ‘
“ )

u Secrecion clasica (SignalP)
1 Secrecion no clasica (Secretome P)
Exosomas (Vesiclepedia)
28% 1 Microvesiculas (Vesiclepedia)
u Citosoélicas (Uniprot)
Mitocondrias (Uniprot)
Figura 21. Analisis de la localizacion celular de las proteinas identificadas en las fracciones de

=Nucleares (Uniprot)

Sistema de endomembranas

(Uniprot)
membrana y secretoma de las lineas celulares SW620, KM12SM y KM121.4. Representacion de
la localizacion celular de las 2969 proteinas identificadas en la fraccion de membranas (A) y de las
884 proteinas cuantificadas en el secretoma (B) de las tres lineas celulares estudiadas. La
localizacion de las proteinas se analizd mediante la base de datos Uniprot y la prediccion de las
proteinas de membrana y secretadas se realizd con los programas TMHMM y PRED-TMBB; y
SignalP, SecretomeP y Vesiclepedia, respectivamente.

= Desconocidas (Uniprot

El andlisis de la localizacion celular de las proteinas pertenecientes a la
fraccion de membrana revelo que el 15% de las proteinas identificadas se describen
como proteinas de membrana en la base de datos de Uniprot (199). A continuacion,
se llevd a cabo el andlisis de la prediccion de motivos estructurales tipicos de
proteinas de membrana en las 2510 proteinas restantes que no se habian identificado
como proteinas de membrana. Para ello se utilizaron los programas TMHMM (v.
2.0), que predice la presencia de hélices-a transmembrana en la secuencia
aminoacidica de interés (200, 201) y PRED-TMBB (202), que predice la presencia
de motivos tipo barril-B. Mientras que las proteinas integrales de la membrana
interna presentan generalmente en su estructura hélices-a hidréfobas, la mayoria de

las proteinas integrales de la membrana externa poseen motivos estructurales
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barriles-f consistentes en hebras B anfipaticas y antiparalelas (203). Por lo tanto,
ambos motivos estructurales se encuentran tipicamente en proteinas de membrana y
su presencia en una secuencia aminoacidica puede denotar su localizacion de
membrana. El 2% de las proteinas se predijo como proteinas con estructuras
hélices-a transmembrana y el 9% se predijo como proteinas con motivos barril-f§ de
localizacién de membrana. Ademas, el 23% y el 10% de las proteinas pertenecen al
sistema de endomembranas y a las mitocondrias, respectivamente, fracciones que
también se enriquecen con el kit de fraccionamiento celular utilizado. Cabe destacar
que el 16% de las proteinas tenian localizacion celular no descrita hasta ese

momento.

Por otra parte, para analizar la localizacion de las proteinas identificadas en
el secretoma, se utilizaron los programas SignalP (v. 4.1) (192), para detectar
proteinas con una secrecion clésica, y SecretomeP (v. 2.0) (193), para detectar
proteinas con una secrecion no clasica. El 21% de las proteinas cuantificadas en la
fraccion del secretoma eran proteinas secretadas por la via clasica. Por el contrario,
el 29% se predijeron como proteinas con una via de secrecion no clasica. Por
ultimo, el 28% eran proteinas exosomales, el 21% era proteinas pertenecientes a
microvesiculas y tinicamente el 1% de las proteinas cuantificadas en la fraccion del

secretoma no habian sido descritas previamente como proteinas secretadas.

Estos resultados confirmaron el correcto enriquecimiento en las fracciones

de secretoma y de membrana de las muestras analizadas.
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24.1.2.4. Proteinas desreguladas en las lineas celulares KM12SM vy

KM12L4 altamente metastasicas en comparacion con la linea celular

poco metastasica SW620

Como se coment6 anteriormente, el objetivo principal de este experimento
fue la busqueda de biomarcadores y nuevas dianas terapéuticas de la metéstasis del
CCR. Las proteinas implicadas en la metastasis del CCR son aquellas que permiten
la colonizacion hepética y/o pulmonar, asi como el crecimiento de las células
tumorales en estos Organos distales. En este sentido, las proteinas cominmente
desreguladas en las células altamente metastdsicas KM12SM y KMI121L4
comparado con las células poco metastasicas SW620, podrian constituir una buena
fuente de informacion en la busqueda de potenciales candidatos biomarcadores y
dianas terapéuticas de la metastasis del CCR. Por esta razon, el primer paso en el
andlisis de los datos obtenidos fue quedarse con las proteinas cominmente
desreguladas en las células KM12SM y KM121L4 en comparacion con las células

SW620.

En la fraccion de membrana, 361 proteinas estaban sobre-expresadas en las
lineas celulares KM12SM y KM12L4 altamente metastdsicas en comparacion con
las células SW620 poco metastasicas, considerando un incremento en su nivel de
expresion de > 1,5 veces (fold change > 1,5) (Tabla Suplementaria 3, anexo) y 387
estaban reguladas a la baja en las células KM12SM y KM12L4 comparado con las
células SW620, considerando un descenso en su nivel de expresion de < 0.67 veces

(fold change < 0.67) (Tabla Suplementaria 4, anexo) (Figura 22).
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En la fraccion de secretoma, 167 proteinas estaban sobre-expresadas (fold
change > 1,5) en las lineas celulares altamente metastasicas en comparacion con las
células SW620 poco metastdsicas (Tabla Suplementaria 5, anexo), y 186 estaban

reguladas a la baja (fold change < 0.67) en las células KM12SM y KMI12L4
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Figura 22. Proteinas comunmente desreguladas en las
fracciones de membrana y secretoma de las células
KMI12SM y KMI12L4 en comparacion con las células
SW620. Representacion mediante diagramas de Venn de las
proteinas cominmente sobre-expresadas en la fraccion de
membrana (A) y en el secretoma (B), asi como de las proteinas
comunmente reguladas a la baja en la fraccion de membrana
(C) y en el secretoma (D) de las células altamente metastasicas
KMI12SM y KMI2L4 en comparacion con las poco
metastasicas SW620.

comparado con las células SW620 (Tabla Suplementaria 6, anexo).

24.1.2.4.1. Procesos biologicos alterados en la metastasis del CCR

El analisis funcional de las proteinas desreguladas en las lineas celulares
KMI2SM y KMI12L4 en comparacion con la linea celular SW620 mediante
STRING vy el algoritmo Gene Ontology (GO), reveld que las 361 proteinas sobre-
expresadas en la fraccion de membrana estaban implicadas mayoritariamente y de

manera significativa en procesos catabolicos, en ciclo celular, en procesos virales,
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en la presentacion de antigenos, asi como en la regulaciéon negativa de la muerte

celular (Figura 23A).
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Figura 23. Funcién biolégica de las proteinas desreguladas en las lineas celulares KM12SM y
KM12L4 altamente metastasicas en comparacion con la linea celular poco metastisica SW620.
Representacion, mediante diagramas de barras, de los procesos biologicos en los que estan implicadas
las proteinas cominmente sobre-expresadas en la fraccion de membrana (A) y en el secretoma (B), asi
como de las proteinas cominmente reguladas a la baja en la fraccion de membrana (C) y en el
secretoma (D) de las células altamente metastasicas KM12SM y KM12L4 en comparacion con las poco

metastasicas SW620. Sobre el diagrama de barras, en el eje “y” secundario, se representa el p valor
asociado a cada proceso biologico.

Por el contrario, las 387 proteinas reguladas a la baja estaban

significativamente relacionadas con el transporte intracelular, el metabolismo del
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mRNA, la organizacion mitocondrial, la determinacion de la localizacion proteica

en diferentes organulos y con el etiquetado y ensamblaje de proteinas (Figura 23B).

Por otro lado, las 167 proteinas sobre-expresadas en la fraccion de secretoma
estaban implicadas mayoritaria y significativamente en la organizacion de la matriz
extracelular, el ensamblaje de proteinas, el metabolismo de lipidos y glicoproteinas,
la modificacion post-traduccional y en la regulacion de la muerte celular
programada (Figura 23C). Por el contrario, las 186 proteinas secretadas reguladas a
la baja eran proteinas que participan en procesos virales, splicing de mRNA,
organizacion de complejos proteicos, checkpoint mitdtico y regulacion de la
expresion génica (Figura 23D). El listado detallado de todos los procesos biologicos
enriquecidos en cada uno de los conjuntos de proteinas analizados se muestra en las

Tablas Suplementarias 7, 8, 9 y 10, anexo.

24.1.3.5.Determinacion de potenciales biomarcadores y dianas terapéuticas de
la metastasis de CCR para distintas aplicaciones clinicas

Por un lado, se seleccionaron los potenciales biomarcadores de la metastasis
del CCR. Para ello, se tuvieron en cuenta los siguientes criterios: (1) debido a que
un biomarcador ideal para el cribado y el monitoreo del CCR deberia ser medible en
las muestras de fluido corporal, solo se incluyeron aquellas proteinas identificadas
en las muestras de secretoma. (2) Debido a que los biomarcadores deberian estar
altamente aumentados en pacientes con metastasis de CCR en comparacion con
pacientes con CCR o pacientes sanos, solo se consideraron aquellas proteinas cuya
expresion aumentaba 5 o mds veces en las células altamente metastdsicas en
comparacion con las poco metastasicas. La aplicacion de estos criterios condujo a la
seleccion de un total de 111 prometedores biomarcadores de la metastasis del CCR

(Tabla Suplementaria 11, anexo).
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Por otro lado, el analisis de la fraccion de membrana de las células SW620,
KMI2SM y KM12L4 proporciond informacidon sobre las proteinas de membrana
que pueden ser utilizadas como dianas terapéuticas. Considerando unicamente las
proteinas que cuya expresion aumenta 5 o més veces en las células KM12SM y
KM12L4 altamente metastdsicas en comparacion con las células SW620 poco
metastasicas, se obtuvo la lista definitiva (67 proteinas) de potenciales dianas

terapéuticas de la metastasis del CCR (Tabla Suplementaria 12, anexo).

24.1.3.5.1. Validacion de los candidatos seleccionados como biomarcadores de
prondstico del CCR, mediante la base de datos GSE17538

Para validar los 111 posibles biomarcadores seleccionados, se calculo la

supervivencia global de 232 pacientes con cancer de colon, cuyos datos clinicos y

genéticos se recogen en la base de datos GSE17538.

En primer lugar, se analizé la expresion de las 111 proteinas en los 232
pacientes. En segundo lugar, los pacientes se dividieron en dos grupos: pacientes
con alta expresion y pacientes con baja expresion de cada proteina de interés.
Después, se trazaron las curvas de supervivencia, utilizando el método Kaplan-
Meier, de los pacientes con alta y baja expresion para cada una de las 111 proteinas
seleccionadas y se calculd la significancia estadistica entre ambas curvas de
supervivencia mediante el log-rank test. Se observd que, de los 111 marcadores
utilizados, en 42 de ellos su alta expresion se relacionaba con peor supervivencia

global a la enfermedad (Tabla 6).
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Tabla 6. Biomarcadores seleccionados en la fraccion del secretoma

Nimerode Nombre del Sonda génica KM1214/ KM12SM KM1214/ p valor
acceso gen SW620 /SW620 KMI12SM  logrank
ALI110152 CD109 226545_at 44.88 45.97 0.98 0
AAR31769 ULBP2 238542 _at 10.55 21.61 0.49 0
AW 166825 S100A6 228923 at 5.11 2.12 2.41 0.011
BC004371 APLP2 211404 _s_at 52.94 50.73 1.04 0.042
BE966748 EROIL 225750_at 16.39 1.35 12.17 0.037
M20206 LAMBI 211651_s_at ~ 180.28 43.26 4.17 0.02
AT982754 CLU 222043 at 18.85 24.86 0.76 0.01
AK025862 HSPI0B1 216449 _x at 9.70 3.69 2.63 0.026
AUI135154 ADAMI0 214895 s_at 7.98 3.61 221 0.035
AI885290 SPON1 213994 s_at 22.65 7.07 3.21 0.001
M31159 IGFBP3 210095_s_at 23.06 11.99 1.92 0.004
AF091352 VEGFA 210513 s_at 6.01 6.24 0.96 0.045
BC003355 LAMAS 210150_s_at 25.74 3.37 7.63 0.004
M92934 CTGF 209101_at 19.98 21.67 0.92 0.001
NM_ 003247 THBS2 203083 _at 71.55 21.38 3.63 0.001
NM_ 000527 LDLR 202068 s_at 6.98 9.98 0.70 0.003
NM_ 002826 QSOX1 201482_at 5.01 231 2.17 0.043
NM_ 000302 PLODI1 200827 _at 33.56 21.80 1.54 0.028
NM_ 006389 HYOU1 200825_s_at 15.31 1.24 12.36 0.05
J03202 LAMCI1 200770_s_at 61.87 24.03 2.57 0.002
NM_001219 CALU 200757_s_at 44.32 21.15 2.10 0.001
Al739241 REG4 238984 _at 1316.64 369.51 3.56 0.058
AW451356 PLBD2 228845 _at 27.56 23.21 1.19 0.112
AA130998 CTSB 227961 _at 13.63 14.31 0.95 0.071
W92036 PCSK9 227759 _at 37.17 18.60 2.00 0.059
W 96225 CD44 1565868 _at 33.79 3.62 9.34 0.258
AF084943 MINPP1 209585 _s_at 6.28 3.40 1.85 0.063
NM_002770 PRSS2 205402_x_at 69.16 0.90 76.58 0.135
NM_ 000227 LAMA3 203726_s_at 19.44 9.39 2.07 0.067
AF248966 ATP6AP2 201443 s_at 6.74 4.97 1.36 0.257
NM_ 001909 CTSD 200766_at 12.37 8.82 1.40 0.119
BC038440 GALNT1 1568618 a_at  28.21 5.18 5.44 0.229
BC001144 DNAJBI1 223054 _at 5.07 0.90 5.64 0.219
NM_ 022356 LEPREI 220750_s_at 7.56 1.49 5.07 0.143
AK026926 PDIA6 216640_s_at 35.65 1.40 25.47 0.241
BE880245 GNS 212334 at 17.48 18.50 0.94 0.18
NM_ 006129 BMP1 202701_at 7.52 2.08 3.62 0.105
NM_003226 TFF3 204623 _at 25.82 3.21 8.03 0.102
NM_000152 GAA 202812_at 6.63 9.06 0.73 0.137
NM_ 000235 LIPA 201847 _at 35.82 23.62 1.52 0.202
M32221 PSAP 200866_s_at 13.01 9.57 1.36 0.069
NM_ 000391 TPP1 200743 _s_at 8.17 6.56 1.24 0.072

Es decir, 42 proteinas presentaban mayor expresion en las células altamente
metastasicas en comparacion con las poco metastasicas y ademas su alta expresion
se relacionaba con peor supervivencia al CCR segun los datos recogidos en la base
de datos GSE17538. Sin embargo, solo en 21 de los 42 casos, la diferencia en la
supervivencia de los pacientes con alta expresion comparada con los pacientes con

baja expresion proteica, era significativa (p < 0,05) (Figura 24).
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Figura 24. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de 232 pacientes con cancer de colon
recolectados en la base de datos piiblica GSE17538. Se muestran las curvas Kaplan-Meier para 21
proteinas sobre-expresadas en las lineas celulares altamente metastasicas KM12SM y KM1214 en
comparacion con las células poco metastasicas SW620. Los niveles de expresion para estas proteinas
dentro de cada muestra (paciente) se transformaron a un valor z-score. Valores positivos y negativos
del z-score indican alta o baja expresion de estas proteinas en cada paciente, respectivamente. Asi,
los pacientes se dividieron en pacientes con "baja expresion" (azul) y "alta expresion" (verde)
proteica. La significancia se calculé6 mediante el log-rank test y se consideraron significativos los p
valor < 0,05.

Dentro de los 21 candidatos seleccionados, proteinas como VEGFA, CLU,
CD109, S100A6, QSOX1 o EROIL habian sido relacionadas previamente con
algunos tipos de céncer. Sin embargo, otras como PLODI, nunca antes se habian
descrito como proteinas relacionadas con esta enfermedad. De hecho, unicamente
ULBP2, CLU (204), HSP90B1, ADAM10, LAMBI1, VEGFA y IGFBP3 (205, 206)

se habian relacionado con anterioridad con el CCR y dentro de ellas, CLU (207-

210), LAMBI1(211, 212) y VEGFA (213, 214) se habian sugerido como posibles
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biomarcadores de la enfermedad. En resumen, encontramos una serie de candidatos

proteicos susceptibles de utilizarse como biomarcadores de la metastasis del CCR.

24.2. Proteémica cuantitativa label free de 42 muestras pareadas de
secretoma soluble de tejido de colon humano normal y tumoral

El objetivo de este segundo experimento de protedmica cuantitativa fue
validar los biomarcadores seleccionados en el experimento de protedomica
cuantitativa label free de la fraccion del secretoma de las lineas celulares de CCR
SW620, KM12SM y KMI12L4. El procesamiento y analisis de las muestras, asi
como el procesado de los datos se realizd durante la estancia predoctoral
desarrollada en el laboratorio de la Dra Connie Jimenez (VUcm-Cancer Center.

Amsterdam. Paises Bajos).

24.2.1. Flujo de trabajo

Se analiz6 la fraccion del secretoma soluble de 42 muestras humanas de
tejido de céancer colorrectal normal y tumoral, correspondientes a 21 pacientes con
CCR. La fraccion del secretoma soluble se obtuvo como se detalld en el apartado
6.1.2. Cada muestra se separd, por SDS-PAGE, en 5 fracciones. Las fracciones
resultantes se digirieron en gel con tripsina, para posteriormente ser analizadas en el

espectrometro de masas Q-Exactive, como se describi6 en los apartados 20.3, 20.5 y

20.6.

En el analisis de los datos obtenidos por espectrometria de masas, en primer
lugar, se definieron los grupos de muestras en funcién del estadio de CCR. En
segundo lugar, se establecieron los grupos de interés a comparar: normales vs
tumorales; normales vs adenoma; adenoma vs estadios tempranos y estadios

tempranos vs estadios tardios. En tercer lugar, se analiz6 mediante el contaje del
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nimero de espectros, la diferencia de expresion de cada proteina identificada, en
cada grupo. Por ultimo, para calcular la significatividad de la desregulacion de una

proteina entre dos grupos, se llevo a cabo el test beta-binomial.

24.2.2. Resultados del analisis mediante espectrometria de masas

Se identificaron un total de 4678 proteinas no redundantes entre las 42
muestras. En la comparacién del nimero de proteinas cominmente identificadas
entre cada grupo de comparacion se observo que la mayoria de las proteinas

identificadas eran comunes en ambos grupos de comparacion (Figura 25).

4 Adenoma vs 1? Estadios tempranos
21 Normal vs 4 Norrnal vs
71( 3697 |900 172f 2394 50 3109 |1:}<35 36 4107 92
y
- 4 N

Figura 25. Analisis general de los resultados de identificacién proteica obtenidos por
espectrometria de masas. Representacion mediante diagramas de Venn de las proteinas
comunmente identificadas en cada uno de los grupos de comparacion establecidos: normales vs
tumorales; normales vs adenoma; adenoma vs estadios tempranos y estadios tempranos vs estadios
tardios. Delante del nombre de cada grupo se representa con nimeros el numero de muestras que
contiene cada grupo.

La cuantificacion proteica reveld que 4342 de las 4678 proteinas

identificadas, se habian cuantificado con dos 0 mas espectros en al menos una de las

42 muestras analizadas.

El clustering no supervisado de todas las proteinas cuantificadas a lo largo
de las 42 muestras logro separar tres grupos claramente diferenciados. El primero
de ellos englobo a las muestras de CCR, el segundo a las muestras de tejido normal
y a una muestra de CCR; y el tercero a muestras de CCR, a las cuatro muestras de
adenoma y a tres muestras de tejido normal (Figura 26). Cabe destacar que las

muestras de CCR en estadios tardios se distribuyeron preferencialmente en el
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primer grupo, separadas de las muestras normales y tumorales menos malignas

(aquellas de CCR en estadios tempranos y adenomas).

En definitiva, los datos cuantitativos de las proteinas de las muestras de
secretoma soluble de tejidos de colon permiten clasificar a las muestras en tres
grupos, dos de los cuales separan claramente a los tejidos de colon normales y

tumorales.
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Figura 26. Clustering no supervisado de las 4342 proteinas cuantificadas en las 42 muestras
humanas de secretoma soluble de colon. Se representan todas las proteinas cuantificadas en cada una de
las muestras, a las que se les ha otorgado un color dentro del gradiente mostrado en la parte superior de la
figura, de acuerdo con el niimero de espectros con la que fue cuantificada. El tipo de muestra se representa
a la derecha, con un cdédigo de colores.

24.2.3. Proteinas desreguladas entre cada grupo de comparacién

Para el analisis de las proteinas desreguladas, tnicamente se tuvieron en

cuenta aquellas proteinas cuya expresion era significativamente diferente (p valor <
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0,05) entre dos grupos. De esta manera, se encontraron 2424 proteinas
significativamente desreguladas en las muestras tumorales en comparacion con las
muestras normales (Tabla Suplementaria 13, anexo), 692 en las muestras de
adenoma comparado con las muestras normales (Tabla Suplementaria 14, anexo),
823 en las muestras de estadios tempranos en comparacion con las muestras de
adenoma (Tabla Suplementaria 15, anexo) y 201 en las muestras de estadios
tempranos comparado con las muestras de estadios tardios (Tabla Suplementaria 16,

anexo).

24.3. Validacion de los biomarcadores candidatos seleccionados en el
experimento de protedmica cuantitativa label free de la fraccion de
secretoma de las células SW620, KM12SM y KM12L4 con los datos
obtenidos en el experimento de protedmica cuantitativa label free del
secretoma soluble de 42 muestras de tejidos normales y tumorales de

CCR

Por tltimo, se compararon los datos obtenidos en el experimento del
secretoma soluble de las 42 muestras de tejidos normales y tumorales de CCR con
los datos obtenidos en el experimento de protedmica label free del secretoma de las

lineas celulares KM12SM, KM12L4 y SW620.

De los 111 posibles biomarcadores seleccionados en el experimento de
protedmica label free del secretoma de las lineas celulares KM12SM, KM12L4 y
SW620, 51 de ellos se encontraban dentro de las 2424 proteinas significativamente
desreguladas en las muestras normales respecto de las muestras tumorales (Figura

27).
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Figura 27. Diagrama de Venn e identificacion de las proteinas seleccionadas como
potenciales biomarcadores que se identificaron como proteinas desreguladas en las
muestras de tejido humano de colon tumoral en comparacion con las muestras
normales. De entre las 2424 proteinas identificadas como proteinas desreguladas en las
muestras de tejido humano de colon tumoral en comparacion con las muestras normales, 51 se
encuentran entre las 111 proteinas seleccionadas como potenciales biomarcadores del CCR en
el experimento de protedmica cuantitativa label free de la fraccion del secretoma de las lineas
celulares SW620, KM12SM y KM12L4. El analisis de las interacciones de estas proteinas
mediante el programa STRING revelo interacciones significativas entre algunas de ellas.

131



RESULTADOS

Ademas, 14 de los 51 también aparecian como proteinas significativamente
desreguladas en la muestras de adenoma en comparacion con las muestras
normales: SHMT1, S100A9, PDIA4, CD44, MESDC2, GANAB, TGFBI, CPVL,
CALR, CDHI, CTSC, CTSD, DSG2, S100P. Otras proteinas como: PHGDH,
CANT1, S100A9, TFF3, PRKCSH, HSPAS, GANAB, HSPG2, AGRN, LAMBI,
CDHI1, B2M, LSR, EPCAM, TPP1, DSG2, SPINT1 y IGFBP2, aparecieron como
proteinas significativamente desreguladas en la muestras de estadios tempranos en
comparacion con las muestras de adenoma. Por ultimo, 7 proteinas se encontraban
significativamente desreguladas en la muestras de estadios tardios en comparacion
con las muestras de estadios tempranos: LYZ, PLBD2, DNASE2, GNS, PPTI,
CTSB, IDHI1. En definitiva, algunos potenciales marcadores de la metastasis del
CCR seleccionados en el experimento de protedmica cuantitativa de las lineas
celulares de CCR, como CDHI, GANAB o LAMBI, podrian funcionar, no solo
como biomarcadores de la metéstasis de esta enfermedad sino también como
marcadores de cada estadio del CCR. Otros como DNASE2, GNS, PPT1 o CTSB

parecen ser especificos de la metastasis del CCR.

En resumen, en el primer bloque de esta Tesis Doctoral se identificaron una serie
de nuevos potenciales biomarcadores de la metéstasis del CCR. Algunos de ellos,
como PLODI nunca habian sido relacionados con este tipo de cancer. Otros, como
CD109, si se habian relacionado con este enfermedad, pero no de manera especifica
con CCR. La validacion de los potenciales biomarcadores con muestras de
secretoma soluble de tejido humano mostrd que proteinas como LAMBI, podrian
ser, no solo marcadores de la metéstasis del CCR, sino también de la progresion

tumoral en cualquiera de los estadios del CCR.

132



RESULTADOS

25.  Analisis funcional de las proteinas LOXL1 y PAUF identificadas en los
experimentos de proteomica cuantitativa label free

El objetivo del segundo bloque de esta Tesis Doctoral fue investigar el papel
de LOXL1 y PAUF en el CCR, dos proteinas que habian sido identificadas en los
experimentos de protedmica cuantitativa para la busqueda de nuevos biomarcadores
de pronostico o diagnodstico, y de nuevas dianas terapéuticas de la metéstasis del
CCR. Ademads, PAUF, también conocida como ZG16B, se identificé previamente
en el laboratorio (121) como una proteina sobre-expresada en las células KM12SM

en comparacion con la linea celular parental KM12C.

25.1.LOXLI1

LOXLI se identifico en los dos experimentos de protedmica cuantitativa label
free. Apareci6 como una de las proteinas exclusivamente identificadas en la
fraccion del secretoma de las células KM12L4, y se identificO como una proteina
sobre-expresada en las muestras de secretoma soluble de tejido de tumor colorrectal
en comparacion con las muestras de tejido de colon normal, aunque no de manera
significativa (p = 0.847). LOXL1 se habia descrito como una proteina cuya
expresion se asociaba a la colonizacién metastasica pulmonar (171). Por esta razon,
y porque que aqui se identifico a LOXL1 como una proteina exclusiva del
secretoma de las células KM12L4 que metastatizan a pulmon, a continuacion se

caracterizo el papel de LOXLI en el CCR y su metastasis.

25.1.1. Analisis in silico del estado de LOXL1 en diferentes tipos de cancer

Se analizo el estado de LOXL1 a nivel génico, de mRNA y de proteina en
diversos tipos de cancer. En primer lugar, se analizd, mediante la base de datos
CBioportal (190, 215), el estado del gen LOXLI en diversos tipos de cancer (Figura
28).
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Se observé que LOXL1 aparece mutado de manera frecuente en varios tipos
de cancer, como el de mama, melanoma, pancreas, estbmago u ovario, entre otros.
En todos los casos analizados, salvo en melanoma, el gen LOXLI presenta
alteraciones en el nimero de copias (CNA). LOXLI esta amplificado en el 17% de
los casos de cancer de mama, en el 7% de los canceres de ttero y en el 4% de los
casos de cancer de pancreas. Sin embargo, en otros tipos de cancer, como el de
prostata, LOXLI aparece regulado a la baja (con una frecuencia del 3%
aproximadamente). Cabe destacar que LOXLI esta alterado en el panel de células
tumorales humanas NCI-60, compuesto por lineas celulares de cancer de mama,
ovario, colon, renal, de pulmon, etc. (216, 217). En cuanto al CCR, segun la base de
datos de Adenocarcinoma Colorrectal (TCGA, Nature 2012) (218), LOXLI aparece

amplificado en el 5% de los pacientes con CCR.
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En segundo lugar, se realizd un meta-analisis de los niveles de expresion de
LOXL1 a nivel de mRNA utilizando la base de datos Oncomine (187, 188) y a nivel
de proteina utilizando datos de inmunohistoquimica del Human Protein Atlas
(HPA) (219). Con la base de datos Oncomine (estudios de Kaiser (220) y de
Skrypczak (221)), se analizaron los niveles de expresion de mRNA de LOXL1 en la

mucosa normal de colon, y en adenocarcinoma y carcinoma de colon (Figura 29).
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Figura 29. Analisis de los niveles de mRNA de LOXL1 en CCR. Los niveles relativos de
expresion génica de LOXLI en tejidos de colon normal y de adenocarcinoma y carcinoma colorrectal
se analizaron mediante un meta-analisis basado en los datos recogidos en las bases de datos
Oncomine y Cancer Genome Atlas (TCGA), estudios de Kaiser (A) (220) y de Skrypczak (B) (221).
Se observo que los niveles de mRNA de LOXL1 eran claramente superiores en el
tejido de adenocarcinoma de colon, respecto de la mucosa normal de colon.

Ademas, los niveles de mRNA fueron superiores en el carcinoma colorrectal en

comparacion con el adenocarcinoma de colon, segun los datos recogidos en el

estudio de Skrypczak (221).

En tercer lugar, se analiz6 el nivel de expresion de LOXL1 en CCR a nivel de
proteina, mediante los datos recogidos en HPA. LOXL1 mostr6 una tincién media

y/o fuerte en el 36% de los tejidos de CCR analizados (datos no mostrados).
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En resumen, LOXL1 presenta alteraciones a nivel génico, de mRNA y de proteina,
en varios tipos de cancer, entre los que se encuentra el CCR. En CCR, los datos de
abundancia de LOXL1 a nivel génico, transcriptomico y protedmico estan en
concordancia y muestran que LOXL1 se regula al alza en el tumor de colon en

comparacion con el tejido sano.

25.1.2. Analisis de la expresion y secrecion de LOXL1 en las células SW620,
KM12SM y KM12L4
LOXL1 se identifico, mediante espectrometria de masas, de manera
exclusiva en el secretoma de las células KM121L4. Para corroborar la secrecion
exclusiva de LOXLI1 por parte de las células KM12L4, en comparacion con las
células SW620 y KM12SM, se testd la expresion de LOXL1 en esta fraccion
celular por WB. Como control, se analizd6 ademas la presencia de LOXLI1 en el

extracto celular total de estas tres lineas celulares (Figura 30).

Figura 30. Analisis de los niveles de
expresion de LOXL1 en tres lineas
celulares de CCR mediante WB. Los
niveles de expresion de LOXL1 en el
medio condicionado y en el extracto
LOXL1 celular total de las lineas celulares
SW620, KMI2SM y KMI2L4 se
testaron por WB. La proteina RhoGDI,
Medio condicionado Extracto celular total previamente detectada en el medio
condicionado celular (121), se utilizd
como control de carga en las dos

fracciones analizadas.

75kDa_gms

37kDa_
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LOXL1 se expresa de manera equitativa en las tres lineas celulares
analizadas. Sin embargo, LOXL1 se secreta exclusivamente (al menos a unos
niveles detectables por espectrometria de masas y WB) por las células KM12L4.
Estos datos sugieren que la secrecion de LOXLI1 esta regulada al alza en las células
KM12L4 en comparacion con las células SW620 y KM12SM, lo que podria ser

importante para la colonizacion metastasica pulmonar.
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25.1.3. Localizacion celular de LOXL1

Alguno de los miembros de la familia LOX, como LOXL2, no solo son
proteinas de matriz extracelular, sino que también son proteinas con una funciéon
transcripcional (222), por lo que ademés de tener localizacion citosdlica y

extracelular, presentan una localizacion nuclear (28).

Por esta razon, se analizd la localizacion celular de LOXL1 mediante

inmunofluorescencia, en las células SW620, KM12SM y KM12L4 (Figura 31).

LOXL1 DAPI Faloidina Superposicion

SW620

KM12SM

KM12L4

|

Figura 31. Analisis de la localizacion celular de LOXL1 en tres lineas celulares de CCR mediante
inmunofluorescencia. Las células SW620, KM12SM y KM12L4 se fijaron y se incubaron con el
anticuerpo anti-LOXL1, con faloidina (rojo) para detectar la actina y DAPI (azul) para detectar los
nucleos celulares. Se utiliz6 un anticuerpo secundario marcado con fluordforo verde para detectar el
anticuerpo anti-LOXL1.

LOXL1 mostro una tincion citosoélica, sin tincion nuclear, en las tres lineas
celulares analizadas, lo que sugiere que el papel de LOXL1 en estas lineas celulares

de CCR no tiene que ver con una posible funcion transcripcional.
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25.1.4. Estudio del papel de LOXL1 en la metastasis del CCR
Para estudiar el papel de LOXLI1 en la metastasis del CCR, se valord el
efecto de su silenciamiento en las lineas celulares HEK293 y KM12L4, sobre

algunos procesos alterados en la metastasis como la invasion y la adhesion celular.

25.1.4.1. Generacion de la linea celular HEK293 establemente silenciada

en LOXL1 mediante el sistema CRISPR/Cas9

En esta Tesis Doctoral se utiliz6 el sistema CRISPR/Cas9 (Origene) para
conseguir el silenciamiento estable de LOXL1 en la linea celular HEK293. Los
clones de las células HEK293 establemente silenciados en LOXL1 se obtuvieron
como se detalla en el apartado 11.2.2. Brevemente, las células HEK293, después de
la transfeccion doble con los vectores donador y pCas-Guide gRNA, se diluyeron
en placas de 10 cm hasta obtener colonias (clones) simples. Las colonias se
seleccionaron con puromicina, se amplificaron y se congelaron, antes de ser
analizadas. Se testaron para su contenido en LOXLI y GFP un total de 8 clones, uno
de ellos el clon control (Figura 32A). Los clones 1, 2 y 3 se obtuvieron por la
transfeccion doble del vector pCas-Guide gRNA 1, que contiene un RNA guia
(gRNA) para la secuencia génica TGCCTGTGCGTGCTGGTGCA de LOXL1, y el
vector donador, que contiene el gen de Cas9, un casete de resistencia a puromicina
y GFP. Por otro lado, los clones 4, 5, 6 y 7 se obtuvieron por la co-transfeccion del
vector pCas-Guide gRNA 2, que contiene otro gRNA para otra parte diferente de la
secuencia génica de LOXLI: ACACCAGGGCCCCCAGCTGC, y el vector
donador. Se analiz6 la presencia de la secuencia génica de LOXLI y de GFP

mediante PCR en cada uno de los 7 clones (Figura 32B).
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Figura 32. Analisis mediante PCR y WB de los clones celulares silenciados en LOXL1 con el
sistema CRISPR/Cas9. (A y B) Un total de 8 clones de células HEK293 transfectadas con el
sistema CRIPSR/Cas9 para el silenciamiento estable de LOXL1 se analizaron por PCR A) En
primer lugar se valoro la presencia de LOXL] y GFP en un clon transfectado con el gRNA control.
Para amplificar LOXL! se utilizaron dos pares de oligonucleotidos (oligos gRNA 1 y 2), cuya
secuencia se detalla en el apartado 6.2.1. B) En segundo lugar, se valord la presencia de LOXL! y
GFP en 7 clones de células HEK293 transfectadas con los vectores pCas-Guide gRNA | y 2. Los
productos de amplificacién de GFP (arriba) y de LOXLI (abajo) por PCR de cada uno de estos
clones, se cargaron en un gel de agarosa al 1,8% en TAE en presencia de Gel Red. C) Los niveles
de expresion de LOXL1 en el extracto celular total de los 7 clones de las células HEK293
establemente transfectadas con los vectores del sistema CRISPR/Cas9 se testaron por WB. La
proteina RhoGDI se utilizé como control de carga.

En ambos casos, se utilizaron oligos para amplificar 1.000 pares de bases de las
secuencias génicas de LOXLI y GFP, por lo que el tamano del fragmento génico
amplificado por PCR debia ser de este tamafio. En el clon control se detectd la
presencia de GFP y LOXLI, lo que sugiere la insercion de GFP en el genoma de las
células, sin delecion del gen LOXLI. En cuanto a los clones transfectados con los
vectores pCas-Guide gRNA para silenciar LOXL1, se detect6 la presencia de GFP
en 6 de los 7 clones analizados, mientras que en ninguno de ellos se observo la
presencia de la secuencia génica de LOXL1. Cabe destacar que en el caso del clon
2, aparece una banda amplificada a una altura aproximada de 700 pares de bases. En

resumen, en todos los clones analizados se amplificaron bandas a la altura de GFP

(salvo el numero 1) y no se amplificaron bandas a la altura de LOXLI1, lo que
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podria indicar la correcta edicidon gendémica de las células HEK293 mediante el
sistema CRISPR/Cas9. Para corroborarlo, posteriormente se realiz6 un WB para
detectar la presencia de LOXL1 a nivel de proteina en cada uno de estos clones
(Figura 32C). Las células HEK293 control (transfectadas doblemente de manera
estable con el vector pCas-Guide gRNA control, que contiene un gRNA
inespecifico, y el vector donador) mantuvieron la expresion de LOXL1, mientras
que en ninguno de los clones HEK293 editados para LOXL1 se detecto la presencia
de LOXLI1 en el extracto celular total. Por tanto, cualquiera de estos clones fueron

los que se utilizaron en posteriores experimentos.

25.1.4.2. Silenciamiento transitorio de LOXL1 en la linea celular KM12L4

El sistema CRISPR/Cas9 (Origene) para conseguir el silenciamiento estable
de LOXL1 en las células KM12L4 no funciono, debido a la dificultad de obtener
colonias aisladas de esta linea celular. Por esta razon, el silenciamiento de LOXL1
en las células KM12L4 se llevo a cabo mediante siRNAs. Las células transfectadas
se mantuvieron en cultivo durante 24, 48 o 72 antes de ser recogidas, procesadas y

analizadas por WB para testar la bajada de expresion de LOXL1 (Figura 33).

S
dp‘$ ' Figura 33. Anilisis del silenciamiento
- SIRNALOXL1T transitorio de LOXL1 en las células KM12L4
e £ 24n_4sh 72n mediante SiRNAs. Las células KMI2L4 se
Teaiie 1| Loxut transfectaron de manera transitoria con siRNAs
37kDa especificos para LOXL1 y se obtuvo el extracto
“-’ I RhoGD! proteico celular total 24, 48 y 72 h después de la

transfeccion. 30ug de cada extracto se resolvieron
en SDS-PAGE al 10% y se sometieron a
transferencia utilizando anti-LOXL1 o anti-RhoGDI
como control de carga. La intensidad de las bandas

- se cuantifico por densitometria Optica y se
“0 representa, mediante un diagrama de barras, en la
24h 48h

120

% Expresion de LOXL1
8

parte inferior de la figura. Se refleja la media con la
A Ton desviacion estandar de al menos tres experimentos
control independientes (* p<0.05, ** p<0.01).

La cuantificacion del WB mediante densitometria Optica mostré que la

mayor bajada de la expresion de LOXL1 (un 50%) se obtuvo a las 24 h de la
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transfeccion. La disminucion de la expresion de LOXL1 se perdia al cabo del

tiempo, siendo Unicamente de un 20% después de 72 h de la transfeccion.

De esta manera, los experimentos en los que se llevd a cabo el
silenciamiento transitorio de LOXL1 en las células KM12L4, se realizaron a las 24

h de la transfeccidn.

25.1.4.3. El silenciamiento de LOXL1 en las células HEK293 y KM12L.4
disminuye la capacidad de adhesion en invasion celular, pero no altera
la viabilidad celular
Tras confirmar el silenciamiento estable y transitorio de LOXLI1 en las
lineas celulares HEK293 y KM12L4, respectivamente, se analizd su efecto en la
capacidad tumorigénica de dichas células, mediante ensayos de adhesion, invasion y

viabilidad celular.

La viabilidad celular se valor6 mediante ensayos de MTT. Las células
HEK293 y LOXLI1 silenciadas en LOXL1 no mostraron cambios significativos en

la proliferacion en comparacion con las células control (Figura 34A).

Para el estudio de la adhesioén celular se utilizaron placas recubiertas de
Matrigel. La adhesion de las células silenciadas en LOXLI1 fue significativamente
menor que la de las células control (Figura 34B). El silenciamiento estable de
LOXL1 en las células HEK293 disminuyé mas de 3,5 veces la adhesion celular,
mientras que en el caso de las células KM12L4, el silenciamiento transitorio de
LOXL1 disminuy¢ la adhesion celular un 50%, en comparacion con las células

control.
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Figura 34. Analisis del efecto del silenciamiento de LOXL1 sobre algunas propiedades
tumorigénicas en las lineas celulares HEK293 y KM12L4. A) La proliferaciéon se monitorizo
mediante un ensayo de MTT donde las células silenciadas en LOXLI1 se cultivaron durante 72 h.
Tras este tiempo se valor6 la densidad optica a 570 nm. B) La adhesion a Matrigel de las células
silenciadas en LOXL1 y control se determiné después de mantener a las células en medio sin suero
durante 5 h. Tanto en las células HEK293 como en las KM12L4, se observo una disminucion
significativa de la adhesién celular por la pérdida de LOXL1. C) Estudio de la capacidad de
invasiéon, mediante camaras “Transwell” con Matrigel, de las células HEK293 control y
establemente silenciadas en LOXL1. La capacidad de invasion se redujo mas de 5 veces en las
células silenciadas en LOXL1 con respecto a las c€lulas control. Los datos representan la media con
la desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado
(*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Para el estudio del efecto del silenciamiento estable de LOXL1 sobre la
invasion de las células HEK293 se utilizaron camaras “Transwell” con Matrigel. El
silenciamiento estable de LOXL1 redujo hasta 5 veces la capacidad de invasion de

las células HEK293, en comparacion con las células control (Figura 34C).

En conjunto, estos datos indican un papel clave de LOXLI en la adhesion e
invasion de las células HEK293 vy, probablemente, de las células altamente

metastasicas KM1214.

25.1.44. Analisis del interactoma de LOXL1 mediante
inmunoprecipitacion acoplada a espectrometria de masas
Para identificar los mediadores a través de los cuales LOXL1 podria llevar a
cabo sus efectos sobre la adhesion e invasion de las células KM12L4, se llevo a
cabo la inmunoprecipitacion (IP) de LOXL1 en 500 ug de un extracto proteico total

de células KMI12L4, con un anticuerpo monoclonal anti-LOXL1 acoplado a
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microesferas de sefarosa. Como control, y con el objetivo de descartar las proteinas
que se unen de manera inespecifica a las cadenas pesadas de los anticuerpos, se
realiz6 en paralelo la incubacion de 500 pg del mismo extracto proteico con una

IgG inespecifica.

En primer lugar, se valor6 por WB el enriquecimiento significativo de la
proteina LOXL1 en la IP de LOXLI en comparacién con la IP control (Figura
35A). En segundo lugar, las muestras de IP de LOXLI1 y control, se sometieron a
digestion con tripsina en las propias microesferas y los péptidos tripticos resultantes
se identificaron mediante su analisis por LC-MS/MS en el espectrometro de masas

Q-Exactive (Figura 35B).

IP 1P KM1 2L4 Mlcroesfems
control LOXL1 d\e sefarosa )
75kDa_ E p
.’ LOXL1 Extrcncto celular
total
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anti-LOXL1 Digestion
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microesferas
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Figura 35. IP de LOXL1 acoplada a espectrometria de masas. A) Comprobacion de la capacidad
de IP de LOXL1 del anticuerpo anti-LOXLI1 en el extracto celular total de las células KM12L4. 500
pug de extracto celular total se incubaron con un anticuerpo de raton inespecifico (que sirvido de
control) (IP control) y con el anticuerpo anti-LOXL1 (IP LOXL1). El resultado de la IP se resolvio
por SDS-PAGE y se realizo un WB frente a LOXL1. B) Protocolo de IP de LOXL1, digestion
triptica de las proteinas de su interactoma e identificacion de los péptidos tripticos resultantes por
espectrometria de masas.

25.1.4.4.1. Proteinas que forman parte del interactoma de LOXL1
Se identificaron un total de 355 proteinas que aparecian exclusivamente

identificadas en la IP de LOXL1. Con el fin de obtener la lista definitiva de
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proteinas pertenecientes al interactoma de LOXL1 para realizar su andlisis
funcional, las 355 proteinas se filtraron con la base de datos Crapome (223), un
repositorio de contaminantes que contiene listas de proteinas identificadas en los
controles negativos de experimentos de purificacion por afinidad acoplados a
espectrometria de masas (AP-MS). De las 355 proteinas, inicamente 24 aparecian
como proteinas contaminantes en la base de datos Crapome. De esta manera, el
analisis funcional de las proteinas pertenecientes al interactoma de LOXLI se llevo

a cabo con la lista definitiva de 331 proteinas (Tabla Suplementaria 17, anexo).

25.1.4.4.2. Analisis in silico del proceso bioldgico en el que estan implicadas las
proteinas del interactoma de LOXL1

El analisis funcional de las proteinas identificadas en el interactoma de
LOXLI utilizando STRING y GO reveld que algunas proteinas, como CALM?2 y
NFKB2, estaban implicadas de manera significativa en la estimulacion de la via de
sefializacion del receptor de lectina tipo C (p = 2.327'®) y en la transicion G1 / S de
las fases del ciclo celular (p = 6.70"'") (CDK1, CUL4A, MCM3 y MCM?7 entre
otras). Otras proteinas del interactoma de LOXL1, como: AP1B1, AP1G1, ARCNI1
y ARL6IP1, estan implicadas en transporte intracelular de proteinas (p = 1.87'%);
COL1A1, CSNKI1ATI1, CTNNB1 y CTNNDI participan en la regulacion de la via de
sefializacion canonica Wnt (p = 4.71'%), o SKP1 y UBC, estan implicadas en la
regulacion positiva de la actividad transferasa de ubiquitina (p = 1.93"") (Tabla

Suplementaria 18, anexo y Figura 36).
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Figura 36. Resumen de los procesos biolégicos mas significativos en los que participan las
proteinas que forman parte del interactoma de LOXLI1. La imagen muestra alguna de las
proteinas identificadas en el interactoma de LOXL1, agrupadas de acuerdo con su funcion bioldgica
analizada por GO y STRING. Los términos GO tienen un p-valor asociado que se calcula en base al
enriquecimiento de cada término, considerando el total de términos GO registrados, mediante una
prueba hipergeométrica corregida por el método de Benjamini y Hochberg.

Las proteinas especificas de la IP de LOXL1 pueden ser claves para
determinar el papel de LOXL1 en los procesos de invasion y adhesion celular en los
que participa. Por ello, estas proteinas y su interaccion con LOXL1 abren vias de

estudio novedosas para comprender el papel de LOXL1 en CCR.

En resumen, en esta parte de la Tesis Doctoral se caracterizo el interactoma de
LOXLI, una proteina desregulada en el secretoma de la linea celular de CCR
KM12L4 que metastatiza a pulmoén, y cuyo papel en CCR parece estar relacionado
con la regulacién de los procesos de adhesion e invasion celular. El analisis de su
interactoma mediante espectrometria de masas ha permitido identificar otros
procesos en los que esta implicada LOXL1, asi como las proteinas a través de las

cuales participa en dichos procesos.
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25.2.PAUF

PAUF se habia identificado previamente en el laboratorio como una proteina
sobre-expresada en las células KM12SM altamente metastdsicas en comparacion
con las células parentales KM12C pobremente metastasicas (121). Ademés, PAUF
se identifico como una proteina significativamente regulada a la baja (p < 0,02) en
las muestras tumorales respecto de las muestras normales, en el experimento de
protedmica cuantitativa label free de las 42 muestras de tejidos normales y

tumorales de colon de 21 pacientes con CCR.

25.2.1. Estudio de la expresion de PAUF en CCR

En primer lugar, se analizd la expresion de PAUF a nivel de proteina, en el
extracto celular total y en el medio condicionado de diferentes lineas celulares de
CCR asi como en diferentes muestras de tejidos de un total de 13 pacientes con
CCR. En segundo lugar, se analizé el nivel de expresion de mRNA de PAUF en

diferentes tejidos de colon y recto, utilizando la base de datos de Oncomine.

25.2.1.1. El nivel de expresion de PAUF es mayor en el extracto celular
total y en el medio condicionado de las lineas celulares de CCR
altamente metastasicas en comparacion con las lineas parentales
pobremente metastasicas
Se analizé la expresion de PAUF, mediante WB, en un panel de lineas
celulares de CCR asi como en tres lineas celulares de cancer de pancreas que

sirvieron de control (Figura 37).
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Figura 37. Analisis de la expresion de PAUF en varias lineas celulares de CCR y de

cancer de pancreas. El nivel de expresion de PAUF se analizé en el medio condicionado

y en el extracto celular total de un panel de lineas celulares de CCR y en tres lineas

celulares de cancer de pancreas. Se resolvieron 30 ug de proteina en SDS-PAGE al 12,5%

y se sometieron a transferencia utilizando anti-thPAUF y anti-RhoGDI, que se utilizo

como control de carga. La cuantificaciéon de la intensidad de las bandas se realizd por

densitometria Optica y el incremento en la intensidad de las bandas de las muestras SW620
respecto de las SW480; de las KM12SM y KM12L4 respecto de las KM12C; y de las

BxPC-3 y Capan-1 respecto de las PANC-1 se muestra con nimeros en la parte inferior

del WB de PAUF.

Como lineas de CCR se utilizaron el par isogénico SW480 y SW620, y las
lineas celulares también isogénicas KM12C, KM12SM y KM12L4. La expresion de
PAUF se analiz6 tanto en el medio condicionado (para detectar a PAUF secretado)
como en el extracto celular total de estas lineas celulares. Como control de carga,
para ambas fracciones, se utilizo la proteina RhoGDI. Se observo una doble banda
para PAUF, posiblemente correspondiente a las formas N-glicosiladas y no
glicosiladas de PAUF, descritas previamente (143). La cuantificacion del nivel de
expresion de PAUF mediante densitometria optica revel6 que la expresion de PAUF
era mayor en las lineas celulares altamente metastasicas (SW620, KM12SM y

KMI2L4) en comparacion con sus respectivas lineas celulares parentales

pobremente metastasicas (SW480 y KM12C, respectivamente).

25.2.1.2. La expresion de PAUF disminuye en el tejido tumoral primario
para luego aumentar en la metastasis hepatica del CCR
A continuacion, se valoro la expresion de PAUF en una serie de muestras de

extractos proteicos de piezas de tejido de pacientes con CCR. De estos pacientes se
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disponia de tejido de colon normal y tumoral, asi como de tejido hepatico normal y
metastdsico. Como control de carga se utiliz6 RhoGDI. Se observd distinto patron
de glicosilacion de PAUF en las distintas muestras analizadas (Figura 38A). La
cuantificacion de la expresion de PAUF mediante densitometria optica reveld que la
expresion de PAUF en el tejido hepéatico metastasico era mayor que en el tejido
tumoral de colon, en practicamente todos los pacientes analizados (Figura 38B).
Ademéds, la expresion de PAUF fue mayor en la mucosa normal de colon
comparado con el tejido tumoral (pacientes 23, 32, 15, 36, 39, 14, 35, 21) (Figura

38C).

A‘ Paciente 23 Paciente 29 Paciente 32 Paciente 16 Paciente 22 Paciente 24

Colon Higado Colon Higado Colon Higado Colon Higaclo Colon Higaclo Colon Higcldo
N T N M N T N M N T N

o - —— -\---qun il

23"93‘--—-" e e —— e — — — ‘ — - ——— 4w |RhoGDI
Paciente 15 Paciente 36 Paciente 39 Paciente 7 Paciente 21 Paciente 14 Paciente 35
Colon Higado Colon Higado Colon Higado Colon Higado  Colon Higado Colon Higado Colon  Higado
N T N M N T N M N T N M N T N M N T N M N T N M N T N M
- HET T - " Y -
23k0a_[N _H\ —— — -.“----.. U —
B .. c
8 «x @ Tejido de colon tumoral ® **
o o . 3
s 220 = O Tejido hepatico metastasico e 25 @ Tejido de colon normal
° 7 © Tejido de colon tumoral
2
3 s 2
&, 150 y x g,
o] f © 3
< 2z 15
sa 3 \g
£ 10 o
é *x . § 1 *
£
g 51 *k ok L 05 i
c * > . * G
= * [=4
Ij % <
L ,M ﬂiL 0

23 20 32 16 22 24 15 36 39 14 35 7 21 23 20 32 16 22 24 16 36 39 14 3B

Figura 38. Analisis de la expresion de PAUF en tejidos de pacientes con CCR. A) El nivel de
expresion de PAUF en colon normal (N), colon tumoral (T), higado normal (N) y metastasis hepatica
(M) de 13 pacientes con CCR fue examinado por WB. Para ello, 30 ug de extracto tisular proteico se
resolvieron en SDS-PAGE al 12,5% y se sometieron a transferencia utilizando anti-rhPAUF o anti-
RhoGDI como control de carga. (B y C) La intensidad de las bandas se cuantifico mediante
densitometria optica y el incremento del nivel de expresion de PAUF entre el tejido de colon tumoral
y el tejido de higado metastasico (B), y entre el tejido de colon normal y tumoral (C) se representd
mediante diagramas de barras. La significatividad de los datos se calculdé mediante una prueba de
ANOVA (* p <0,05, ** p <0,01).

En conjunto, estos resultados sugieren una pérdida inicial de la expresion de

PAUEF en el tumor primario, seguida de una recuperacion en la metastasis hepatica.
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25.2.1.3. Expresion del mRNA de PAUF en CCR

En segundo lugar, se realizd un meta-analisis de los niveles de expresion de
PAUF a nivel de mRNA en distintos tipos de canceres de colon y recto, utilizando
las bases de datos Oncomine (187, 188). Los niveles de mRNA de PAUF fueron
superiores en los tejidos tumorales de colon y recto, respecto de la mucosa normal

(Figura 39).
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Estos datos transcriptomicos estan en desacuerdo con el nivel de expresion
de la proteina PAUF, lo que puede deberse a diferencias entre la estabilidad del
mRNA y de la proteina, a la existencia de modificaciones pos-traduccionales (por

ejemplo, glicosilacién) o a la distinta ubicacion celular de estas moléculas.

25.2.2. Silenciamiento de PAUF en distintas lineas celulares de CCR
A continuacion, se llevd a cabo el silenciamiento de PAUF en las lineas
celulares metastasicas de CCR donde aparece sobre-expresada, ademas de en otras

lineas celulares de CCR.

149



RESULTADOS

25.2.2.1. Silenciamiento estable de PAUF en las lineas celulares SW620 y

KM12L4

Para silenciar de manera estable a PAUF en las lineas celulares SW620 y
KM12L4 se realiz6 la infeccion lentiviral en ambas lineas celulares con vectores
pGFP-C-shLenti conteniendo 4 shRNAs diferentes: A, B, C y D que reconocen
distintas secuencias de PAUF humano, y un shRNA control. La infeccion celular
con cada uno de los vectores pGFP-C-shLenti se confirm6 valorando la intensidad
de GFP de las células infectadas, por citometria de flujo (Figura 40A). En todos los
casos, las poblaciones de células infectadas tuvieron mayores niveles de GFP en
comparacion con las células SW620 y KM12L4 sin infectar. La bajada de la
expresion de PAUF se valoré por WB (Figura 40B). Tanto en las células SW620
como en las KM12L4, los clones C y D, que contienen shRNAs frente a las
secuencias de PAUF ACTGAGCCACCAGTTAATCTCACATACTC vy
ATGGAATTATCCACTAGAGGAGCCGACCA, respectivamente, fueron los que
mostraron mayor bajada de la expresion de PAUF. La cuantificacion del nivel de
expresion de PAUF por densitometria Optica reveld que la bajada de expresion de
PAUF fue de aproximadamente un 90% en el clon C y un 50% en el clon D,
respecto de las células establemente transfectadas con el shRNA control, en ambas
lineas celulares. Por ltimo, la bajada del nivel de expresion de PAUF en los clones
C respecto de los controles se corroboré mediante inmunofluorescencia (Figura

400).

Por tanto, los clones C y D, asi como los controles, fueron los clones

seleccionados para ser utilizados en posteriores experimentos.
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Figura 40. Silenciamiento estable de PAUF en las lineas celulares SW620 y KM12L4. A) Analisis,
mediante citometria de flujo, del contenido en GFP de las lineas celulares SW620 y KM12L4 infectadas con
vectores pGFP-C-shLenti conteniendo 4 shRNAs diferentes (A, B, C y D) para la proteina PAUF, ademas del
shRNA control. B) Los extractos proteicos totales de estas células se analizaron por WB para evaluar el nivel de
expresion de PAUF. El nivel de expresion de PAUF disminuy6 significativamente en las células SW620
shRNA PAUF C (*** p <0,001) y D (** p <0,01) y en las células KM12L4 shRNA PAUF B (** p <0,01), Cy
D (*** p <0,001) con respecto de las células control (Sc). El porcentaje de expresion de PAUF se midié por
densitometria optica usando el programa Multi Gauge v. 3. C) Las células SW620 y KM12L4 establemente
silenciadas en PAUF (shRNA PAUF C) asi como las células control (shRNA control) se analizaron mediante

inmunofluorescencia. Se detectaron los ntcleos celulares con DAPI (azul), la actina con faloidina (rojo) y a
PAUF (verde).

KM12L4
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25.2.3. Silenciamiento transitorio de PAUF en las lineas celulares KM12SM,

RKO y HCT116 mediante shRNAs

Las lineas celulares KM12SM, RKO y HCT116 se transfectaron de manera

transitoria con los vectores pGFP-C-shLenti conteniendo los shRNA PAUF C y

control. 48 h después se confirmd la eficacia de la transfeccion valorando la

intensidad de GFP de las células por citometria de flujo (Figura 41A). A

continuacion, la bajada de expresion de PAUF se testdo por WB (Figura 41B). La

cuantificacion del WB mediante densitometria Optica mostré que en las células

KMI12SM, la transfeccion del vector pGFP-C-shLenti sShRNA PAUF C disminuia la

expresion de PAUF un 90%, mientras que en las células RKO y HCT116 bajaba un

50% y un 30%, respectivamente, en comparacion con las células transfectadas con

el vector pGFP-C-shLenti shRNA control.
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Figura 41. Silenciamiento transitorio de PAUF mediante shRNAs. (A y B) Las células KM12SM,
RKO y HCTI116 se transfectaron de manera transitoria con los vectores pGFP-C-shLenti-shRNA
PAUF C y control y a las 48 h se valord la eficacia de la transfeccion (A) y la disminucién de la
expresion de PAUF (B). A) Analisis, mediante citometria de flujo, del contenido en GFP de las lineas
celulares KM12SM, RKO y HCT116 transfectadas de manera transitoria con los vectores pGFP-C-
shLenti-shRNA PAUF C y control. B) Los extractos proteicos totales de estas células se analizaron por
WB para evaluar el nivel de expresion de PAUF. El nivel de expresion de PAUF disminuy6
significativamente en células KM12SM, RKO y HCT116 transfectadas con el vector pGFP-C-shLenti-
shRNA PAUF C (C) en comparacion con las células transfectadas con el vector control (Sc). Los datos
del porcentaje de expresion de PAUF representan la media con la desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes (** p<0.01; *** p<0.001).

152



RESULTADOS

Asi, los experimentos en los que se llevo a cabo el silenciamiento transitorio

de PAUF en estas lineas celulares se realizaron a las 48 h de la transfeccion.

25.2.2.3.Silenciamiento transitorio de PAUF en las lineas celulares HT29 y
Co010320 mediante siRNAs

Con el objetivo de ampliar el panel de lineas celulares de CCR silenciadas
en PAUF, asi como para utilizar otro método de silenciamiento diferente a la
utilizacion de shRNAs frente a PAUF, se llevo a cabo el silenciamiento transitorio
de PAUF en las lineas celulares HT29 y Colo320 mediante siRNAs. Las células se
incubaron durante 24 y 48 h con el siRNA especifico frente a PAUF o con el siRNA
control y se lisaron para obtener el extracto celular total. A continuacion se realizo
un WB para analizar la bajada del nivel de expresion de PAUF (Figura 42). La
mayor bajada del nivel de expresion de PAUF en la linea celular HT29 se observo a
las 24 h de la transfeccion. Por otro lado, en las células Colo320, la mayor bajada

del nivel de expresion de PAUF, cerca de un 60%, se produjo a las 48 h de la

transfeccion.
s s
£ £
o o
S siRNAPAUF S siRNA PAUF Figura 42. Silenciamiento transitorio de
% 24h 48h 5 24h 48h PAUF mediante siRNAs. Las células
23oa_ [ IR B pase HT29 y Colo320 se transfectaron de
- manera transitoria con siRNAs especificos
SOkDa_fees s sl | Tubuina  parg PAUF vy se obtuvo el extracto proteico
HT29 Col0320 celular total a las 24 y 48 h después de la
120 120 transfeccion. 30 ug de cada extracto se
% 100 | 100 4 -1 resolvieron en SDS-PAGE al 12,5% y se
X * sometieron a transferencia utilizando anti-
3 ® *x ® rhPAUF o anti-tubulina como control de
:§ 60 60 i carga. La intensidad de las bandas se
S 40 40 cuantifico mediante densitometria dptica y
it 00 20 ﬂ ﬂ se representa mediante diagramas de
BN barras. En ellos se refleja la media con la
0 e s 0 s e s desviacion estandar de al menos tres
0(\\‘0 A 0&‘0 PR experimentos independientes (* p<0.05, **
_ \QS\‘?Q SIRNA PAUF QS\‘?Q SIRNA PAUF p<0.01).
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De esta manera, los experimentos en los que se llevd a cabo el
silenciamiento transitorio de PAUF en las lineas celulares HT29 y Colo320 se

realizaron a las 24 y 48 h de la transfeccion, respectivamente.

25.2.3. El silenciamiento estable de PAUF provoca un descenso en la adhesion
e invasion de las células SW620 y KM121.4

Previamente nuestro laboratorio describié que el silenciamiento transitorio
de PAUF con siRNAs, asi como su bloqueo con un anticuerpo especifico
bloqueante, disminuia la capacidad de adhesion e invasion de las células KM12SM
(121). Por ello, en primer lugar se corrobor6 el efecto que tiene el silenciamiento de
PAUF sobre las capacidades de invasion y adhesion de las células SW620 y
KM12L4 (Figura 43). El silenciamiento estable de PAUF disminuy6
significativamente la capacidad de adhesion de las células SW620 (Figura 43A).
Aunque el silenciamiento de PAUF en las células KM12L4 también disminuy6 la
adhesion celular, no lo hizo de manera significativa. Por otro lado, el silenciamiento
estable de PAUF disminuy¢ significativamente la capacidad de invasion de ambas

lineas celulares (Figura 43B).
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Figura 43. Analisis del efecto del silenciamiento estable de PAUF sobre la adhesién y la
invasion celular. A) La adhesion a Matrigel de las células SW620 y KM12L4 control y
silenciadas en PAUF se determind después de mantener a éstas células en medio sin suero
durante 5 h. Se observd una disminucion significativa de la adhesion en las células SW620
establemente infectadas con el vector pGFP-C-shLenti-shRNA PAUF C en comparaciéon con
las células control. La tendencia fue la misma en las células KM12L4. Sin embargo, la
diferencia en la adhesion de las células establemente silenciadas en PAUF respecto de las
células control no fue significativa. B) Estudio de la capacidad de invasion, mediante camaras
“Transwell” con Matrigel, de las células SW620 (izquierda) y KM12L4 (derecha) control y
establemente silenciadas en PAUF. La capacidad de invasion se redujo mas del doble en las
células silenciadas en PAUF con respecto a las células control en ambas lineas celulares. Los
datos representan la media con la desviacion estindar de al menos tres experimentos
independientes realizados por triplicado (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

25.2.4. El silenciamiento estable de PAUF aumenta el tamafio y la

complejidad de las células SW620 y KM121.4

A continuacién, se investigaron los efectos del silenciamiento estable de

PAUF sobre el fenotipo de las células SW620 y KM12L4. Mediante microscopia

Optica y posterior cuantificacion de las imdgenes con el programa Imagel, se

observd que las lineas celulares SW620 y KM12L4 establemente silenciadas en

PAUF tenian un incremento significativo en el area y en el didmetro celular en

comparacion con las células control (Figura 44A).
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Figura 44. Analisis fenotipico de las células establemente silenciadas en PAUF. Los cambios sobre la morfclogia y el :amaio celular
producidos por el silenciamiento de PAUF se analizaron mediante microscopia de campo claro y citometria de flujo. (A) Las im&genes de campo
claro, obtenidas a la misma escala, de las células SW620 y KM12L4 control y establemente transfectadas con los vectores pGFP-C-shLenti-
shRNA PAUF C y D se utilizaron para cuantificar el diametro celular (en zm) y el 4rea (en um°) con el programa ImageJ. Los p-valor se
calcularon usando una prueba de ANOVA (** p <0,01 para las células SW620; ¢4 p <0,01 para las células KM12L4). (B) El tamaio celular de
todas las poblaciones celulares estudiadas se midio por citometria mediante el Forward Scatter (FSC). (C) Andlisis conjunto del tamafio y la
complejidad celular mediante el Side Scatter (SSC) de todas las poblaciones celulares estudiadas.
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Cabe destacar que este aumento fue directamente proporcional a la bajada
del nivel de expresion de PAUF, de tal manera que los clones C, en los que la
expresion de PAUF disminuye un 90% con respecto a las células control, fueron los
que tuvieron mayor incremento en el drea y en el didmetro celular. Posteriormente,
se corroboro el aumento en el tamafio celular de estas células por citometria de flujo
(Figura 44B). Las poblaciones celulares establemente silenciadas en PAUF
mostraron, ademas de un aumento en el tamafio celular, un aumento en la
complejidad y en la granularidad celular en comparacién con las poblaciones de
células control (Figura 44C). De nuevo, los cambios observados fueron

directamente proporcionales a la bajada de expresion de PAUF.

En resumen, el silenciamiento estable de PAUF en las células SW620 y
KMI2L4 provoca cambios en el tamano y en la complejidad celular. A

continuacion, se investigaron las razones de estos cambios.

25.2.5. El silenciamiento estable de PAUF aumenta el tamafio nuclear de las
células SW620 y KM12L4

Puesto que un aumento en el tamano celular puede ser debido a un

incremento en el tamafio nuclear (224), se analiz6 el tamafio nuclear de las células

SW620 y KMI12L4 establemente silenciadas en PAUF mediante microscopia

confocal. Se detect6 la actina con faloidina y el nucleo celular con DAPI y se

observo que las células silenciadas en PAUF tenian un nticleo de mayor tamafo que

las células control (Figura 45).

La cuantificacion del area nuclear de estas células reveld que el incremento
en el tamafio nuclear era directamente proporcional a la bajada del nivel de

expresion de PAUF. Asi, los clones C mostraron un aumento del area nuclear con
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respecto a las células control de un 300% en el caso de la linea celular SW620 y de

un 100% en las células KM121.4.
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Figura 45. Analisis del tamafio nuclear de las células establemente
silenciadas en PAUF. Los cambios sobre el tamafio nuclear producidos por el
silenciamiento de PAUF se¢ analizaron mediante microscopia confocal. Los
transfectantes estables SW620 y KMI12L4 se tifieron con DAPI (azul) y
faloidina (rojo) y se cuantificé el rea nuclear (en um?), de al menos 300 células
por condicién, con el programa Imagel. Los p-valor se calcularon usando una
prueba ANOVA (** p <0,01 para las células SW620; ¢4 p <0,01 para las células
KM12L4).
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Las células SW620 mostraron, en general, niicleos de mayor tamafio que los

de las células KM12L4, y ademas con una morfologia fusiforme.

25.2.6. Analisis de la localizacion celular de PAUF

Hasta el comienzo de esta Tesis Doctoral, PAUF se habia descrito como una
proteina secretada, que parecia estar involucrada principalmente en procesos de
adhesion e invasion celular (143, 151), no en el incremento de la complejidad y el
tamafio celular y nuclear. Por ello, posteriormente se estudio la localizacion celular
de PAUF en las lineas celulares parentales SW620 y KMI12L4, mediante

microscopia confocal (Figura 46A).
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23kDa_ — l!- v l PAUF
g 23kDa_ J— - | RhoGDI
700um

Figura 46. Analisis de la localizacién nuclear de PAUF. La localizacion nuclear de PAUF se
analizd por microscopia confocal y se confirmé por WB. A) Las células SW620 y KM12L4
parentales se tifieron con DAPI (azul), faloidina (rojo) y con un anticuerpo secundario anti-conejo
marcado con fluordrofo verde para detectar al anticuerpo primario anti-rhPAUF y se analizaron por
microscopia confocal. B) La localizacion nuclear de PAUF se corroboré mediante otro experimento
de microscopia confocal, donde en las células SW620 control y silenciadas en PAUF se detect6 a la
proteina de la periferia nuclear lamina B (rojo) y a PAUF (verde). C) 30 ug de extracto nuclear y
citoplasmatico de las células SW620 y KM12L4 control y silenciadas en PAUF se sometieron a un
ensayo de WB, utilizando anti-RhoGDI como control de carga citoplasmatico y anti-MTA2 como
control de carga nuclear.
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PAUF presentd una tincidén tanto citoplasmatica como nuclear en ambas

lineas celulares. Para profundizar en el andlisis de la localizacion celular de PAUF,
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se realiz6 otro experimento de microscopia confocal con las células SW620 control
(SW620 shRNA control) y establemente silenciadas en PAUF (SW620 shRNA
PAUF C), donde se detect6 a PAUF en verde y a lamina B (marcador de la envuelta
nuclear) en rojo (Figura 46B). PAUF mostré una fuerte tincion nuclear, no
homogénea, sin tincion nucleolar. Finalmente, para corroborar la localizacion
nuclear de PAUF, se realizo un WB de las fracciones citosolica y nuclear de las
células SW620 y KM2L4 control y silenciadas en PAUF. PAUF se detecto6 tanto en
la fraccidn citosolica como en la nuclear de las células control, no asi de las células
establemente silenciadas en PAUF (Figura 46C). Estos resultados demostraron que,
ademas de ser una proteina secretada, PAUF tiene una localizacion celular

citosolica y nuclear en estas lineas de CCR.

Por otro lado, la tincion doble de las células SW620 control y establemente
silenciadas en PAUF, con tubulina (en verde) y PAUF (en rojo) reveld una
asociacion entre la distribucion celular de PAUF y el tipico patron de localizacion

celular de trafico vesicular asociado a los microtubulos (Figura 47A).

>

Tubulina Superposicion

shRNA PAUF C shRNA control

Figura 47. Analisis de la localizacion celular de PAUF. A) El estudio de las células SW620
control y establemente silenciadas en PAUF mediante microscopia confocal permitidé observar la
asociacion de PAUF (rojo) con tubulina (verde). B) La ampliacién y el anélisis en detalle de estas
imagenes reveld que PAUF se asocia al trafico vesicular asociado a microtubulos, a los conos de

crecimiento y a los microtubulos del huso mitotico. Los niicleos de las células se detectaron con
DAPI (azul).
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Esta distribucion celular de PAUF estd de acuerdo con su asignacién como
proteina secretada. Ademas, se observo que PAUF se concentra principalmente en

la punta de los conos de crecimiento y se asocia con el huso mitotico (Figura 47B).

Para corroborar la localizacion de PAUF en el huso mitotico, se realizo la
tincion doble de las células parentales SW620 con PAUF y NUDC (Figura 48A),
una proteina que se localiza en el huso mitético y es clave en la mitosis y la
citoquinesis celular (225). Ambas proteinas mostraron el mismo patrén de
localizacion celular: presentaron tincidon citoplasmatica y se localizaron en los
microtibulos del huso mitdtico. De hecho, la colocalizacion de NUDC y PAUF fue
mayor en las células en mitosis, como asi lo revela el analisis de los pixeles de
colocalizacion por célula mediante el programa Image]. A continuacion se
comprobo si la localizaciéon en el huso mitotico de NUDC dependia de la presencia
de PAUF. Para ello, se analizo la expresion de NUDC en las células SW620 control
y establemente silenciadas en PAUF mediante inmunofluorescencia (Figura 48B).
NUDOC se localizo correctamente en el huso mitdtico de células en mitosis en ambos
tipos celulares, por lo que su distribucion en las células mitdticas es independiente

de la presencia de PAUF.
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Figura 48. Comparacién de la distribucion celular de PAUF y NUDC. A) Las células SW620
parentales se analizaron por inmunofluorescencia para detectar la actina con faloidina (rojo), los
nucleos celulares con DAPI (azul), NUDC (rojo lejano) y PAUF (verde). Las imagenes se analizaron
con el plugin “Leica” del programa ImagelJ para detectar y cuantificar los pixeles coincidentes de las
imagenes obtenidas para PAUF y NUDC. Los puntos blancos de la imagen de colocalizacion de
PAUF y NUDC hacen referencia a los puntos donde colocalizan dichas proteinas. A la derecha, se
representa, en un diagrama de barras, el incremento en el nimero de pixeles de colocalizacion de
ambas proteinas en las células en mitosis comparado con las células que no estan en mitosis. B) Las
células SW620 control y silenciadas en PAUF se analizaron por inmunofluorescencia para estudiar
la distribucion de NUDC en ambos tipos celulares. Se detect6 a la actina con faloidina (rojo), al
nucleo celular con DAPI (azul) y a NUDC en verde.

En resumen, PAUF muestra una distribucion ubicua dentro de la c¢lula. Se
encuentra en el nucleo celular y en el citosol, asocidndose a microtiibulos y a los
conos de crecimiento. La distribucion de PAUF en la célula recuerda enormemente
a la localizacién celular de APC, una proteina asociada a microtibulos con
presencia en las puntas del cono de crecimiento y en el huso mitotico. La capacidad

de uniéon de APC a los microtubulos parece ser responsable de su papel en
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migracion celular y en la formacion de huso mitdtico (226, 227). Este ultimo papel
de APC es clave para el mantenimiento de la integridad celular, ya que la pérdida de
APC promueve desregulacion cromosomica (50, 63), lo que conduce a aneuploidia

e inestabilidad cromosémica (CIN).

25.2.7. Analisis del perfil de ciclo celular de las células de CCR silenciadas en
PAUF

Se estudiaron los efectos del silenciamiento de PAUF en el ciclo celular.

Para ello, se llevo a cabo el andlisis, mediante citometria de flujo, del perfil del ciclo

celular de las células de CCR control y silenciadas en PAUF.

25.2.7.1.El silenciamiento estable de PAUF modifica el perfil de ciclo celular de
las células SW620 y KM12L4

Para analizar el perfil de ciclo celular de las células SW620 y KM12L4
control y establemente silenciadas en PAUF, las células se fijaron, se incubaron con
yoduro de propidio y se valord su contenido en DNA por citometria de flujo, tal y
como se detalla en el apartado 14.1. El perfil del ciclo celular de las células SW620
y KM12L4 silenciadas en PAUF estaba desplazado a la derecha en comparacion
con las células control (Figura 49), lo que indica que las células SW620 y KM12L4
silenciadas en PAUF tenian mayor contenido de DNA que las células control. El
incremento en el contenido de DNA de las células SW620 y KM12L14 silenciadas
en PAUF se corrobor6 cuantificando la media de la intensidad de fluorescencia
(MIF) del yoduro de propidio (Figura 49B). La MIF de las células SW620 y
KM12L4 silenciadas en PAUF fue significativamente mayor que la de las células
control. Este efecto fue particularmente drastico en las células SW620, las cuales se
volvieron tetraploides. El silenciamiento estable de PAUF en estas lineas celulares

produjo, ademas, una ampliacion de la fase G1 del ciclo celular.
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Figura 49. Analisis del perfil de ciclo celular de las células SW620 y KM12L4 control y
silenciadas en PAUF. A) El analisis del contenido en DNA de las células SW620 y KMI12L4
control y silenciadas en PAUF mediante citometria de flujo y su representacion en forma de
histograma donde el eje y hace referencia al nimero de células y el eje x al contenido en DNA,
permitio observar el desplazamiento hacia la derecha del perfil de ciclo de las células establemente
silenciadas en PAUF comparado con las células control. Se muestra el perfil de ciclo de un
experimento representativo. B) El incremento en el contenido en DNA de las células silenciadas en
PAUF se corroboroé valorando la media de la intensidad de fluorescencia (MFI) para el canal FL3
(yoduro de propidio). Los datos representan la media con la desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes (*p<0.05, ** p<0.01).

A continuacion, con el objetivo de valorar si la re-expresion de PAUF
revertia el efecto que causaba su silenciamiento estable sobre el perfil de ciclo
celular de las células SW620 y KM12L4, se reintrodujo la expresion de PAUF en
las células establemente silenciadas. En primer lugar, se analizd la expresion de
PAUF en las SW620 y KM12L4 células establemente silenciadas en PAUF
transfectadas con el vector pPCMV-A6-GFP-PAUF o con el vector vacio pPCMV-A6-

GFP mediante WB (Figura 50A).
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Figura 50. Analisis de la sobre-expresiéon de PAUF en las células silenciadas en
PAUF y de su efecto sobre el perfil de ciclo celular de estas células. A ) Las células
SW620 y KM12L4 silenciadas en PAUF se transfectaron con el vector pPCMV-A6-
GFP-PAUF o con el vector vacio pPCMV-A6 (mock) y 48 h después se recogieron los
extractos proteicos totales para testar los niveles de expresion de PAUF. 30ug de estos
extractos se resolvieron en SDS-PAGE al 12,5% y se sometieron a transferencia
utilizando anti-thPAUF o anti-tubulina como control de carga. B) Los mismos
transfectantes de (A) fueron sometidos a analisis del perfil de ciclo celular. La re-
expresion de PAUF invirti6 parcialmente los efectos sobre el perfil del ciclo celular
después de 48 h de sobre-expresion (izquierda). La reversion parcial del perfil de ciclo
celular se corrobord mediante el calculo de la MIF del canal para yoduro de propidio
FL3, de cada una de las poblaciones (derecha).

En segundo lugar, después de corroborar la expresion de PAUF en las células

establemente silenciadas en PAUF, se valord por citometria de flujo el perfil de
ciclo celular de estas células transfectadas con el vector de sobre-expresion de
PAUF o con el vector vacio. Tanto las células SW620 como las KM12L4 mostraron

una reversion parcial en el contenido de DNA y en la actividad poliploidica (Figura

50B).

En resumen, estos datos sugieren que el silenciamiento de PAUF podria

provocar alteraciones extensas en los puntos de control del ciclo celular que

controlan la poliploidia de la célula.
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25.2.7.2.Analisis del efecto del silenciamiento transitorio de PAUF sobre el

perfil de ciclo celular de las lineas celulares KM12SM, RKO vy
HCT116

Con el objetivo de ampliar el panel de lineas celulares de CCR analizadas,

se estudio el efecto del silenciamiento transitorio de PAUF sobre el perfil de ciclo

celular de las células KM12SM, RKO y HCT116. Las lineas celulares KM 12SM,

RKO y HCT166 se transfectaron de manera transitoria con el vector pGFP-shPAUF

C o con el vector control y 48 h después se valor¢6 el perfil del ciclo celular (Figura
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Figura 51. Analisis del perfil de ciclo celular de las células KM12SM,
RKO y HCT116 control y silenciadas en PAUF. A) Histogramas del
nimero de células y contenido en DNA de las células KM12SM, RKO y
HCT116 control y transitoriamente silenciadas en PAUF, analizadas
mediante citometria de flujo. Se muestra el perfil de ciclo de un
experimento representativo. B) Se representa la MIF para yoduro de
propidio de cada una de las poblaciones celulares estudiadas. Los datos
representan la media con la desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes (* p<0.05).

El silenciamiento transitorio de PAUF en las células KM12SM aument6
sutilmente, aunque de manera significativa, su contenido en DNA y produjo un
aumento del numero de células en la fase G2 del ciclo celular (Figura 51A). Por el

contrario, en el caso de las células RKO y HCT116, el silenciamiento transitorio de
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PAUF no produjo alteraciones significativas en el perfil de ciclo celular. De nuevo,
estos datos se corroboraron analizando la MIF para el canal FL3 (yoduro de
propidio) de cada una de las poblaciones a comparar (Figura 51B). En resumen, el
efecto del silenciamiento transitorio de PAUF sobre el perfil de ciclo celular es

dependiente de la linea celular.

25.2.8. Analisis del estatus de APC Y P53 en lineas celulares de CCR

Puesto que el efecto del silenciamiento de PAUF sobre el perfil de ciclo
celular varia dependiendo de la linea celular estudiada, a continuacion se analizo el
estatus de los supresores tumorales APC y P53 en las lineas celulares de CCR
SW620, KM12L4, HT29, Colo320, RKO y HCT116. APC y p53 son proteinas
alteradas en CCR (228-230) que se han descrito como proteinas clave para el

correcto funcionamiento del ciclo celular y la estabilidad cromosomal (231).

El anélisis in silico del estatus de estas dos proteinas en el panel de lineas de
CCR utilizadas mostré6 que p53 aparece mutado en las lineas celulares SW620,
KM12L4, HT29 y Colo320; y mantiene su forma wild type en las lineas RKO y

HCT116 (232, 233) (Tabla 7).

Tabla 7. Estatus de P53 y APC en las lineas celulares de CCR.

Linea celular Estatus de P53 Estatus de APC
SW620 R273H;P309S Mut
KM121L4 H179R wt
HT29 R273H Mut
Colo320 R248W Mut
RKO wt
HCT116 wt wt

Por otro lado, se conoce que APC aparece mutado en las lineas celulares

SW620, HT29 y Colo320 (234, 235) y conserva su forma wild type en las lineas
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celulares KM12L4 y HCT116 (236). No se encontraron referencias acerca del

estado de APC en la linea celular RKO.

A continuacion, se realiz6 un WB para corroborar estos datos y detectar las

formas truncadas de APC y p53 en este panel de lineas celulares de CCR (Figura

52).

) Figura 52. Analisis del estatus de
APC y p53 en un panel de lineas
celulares de CCR. Los extractos
250kDa_| proteicos totales de las células
SW620, KM12L4, HT29, Colo320,
150kDa_ APC RKO y HCTI116 se recogieron y
\ procesaron para resolverse
100kDa_ mediante SDS-PAGE al 7%. Las
50kDa_ [ P53 proteli)nas se(:1 traﬂsﬁrieltr(l)n a una
membrana de nitrocelulosa y se

100kD .
o I.:l‘ 11-- Ponceau detecto6 a APC y P53 mediante

P53 Mut P53 WT inmunoblot. Como control de carga
se utilizo el rojo ponceau.

Se observo que las células KM12L4, RKO y HCT166 tienen la forma
predominante wild type de APC mientras que en las células SW620, HT29 y
Colo320 la forma wild type es indetectable por WB y abundan las formas truncadas.
Por otra parte, el analisis del estatus de p53 mediante WB revelo la presencia de una
doble banda en la linea celular SW620, posiblemente correspondiente a una forma
truncada. El resto de lineas celulares con p53 mutado, asi como las lineas celulares
con p53 wild type RKO y HCT116, presentaron una tnica banda con diferente

intensidad.

25.2.9. El silenciamiento de PAUF provoca arresto mitotico y errores en las
mitosis de las células SW620 y KM121.4
Debido a que el silenciamiento de PAUF provoca un aumento en el tamafio

celular, distorsiones en el perfil de ciclo celular, tetraploidia, y que la localizacion
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celular de PAUF en el huso mitdtico es similar a la de APC, en las células SW620
y, en menor medida, en las células KM12L4, se planted la hipotesis de que PAUF
estuviese implicado en el checkpoint mitotico. Por ello, a continuacion se tratd de

esclarecer el papel de PAUF en la mitosis.

Se analizo si el silenciamiento de PAUF provocaba arresto mitotico. Para
ello, se contabilizd6 y compard el nimero de células en mitosis en los cultivos
celulares de las células SW620 control y establemente silenciadas en PAUF,

mediante microscopia confocal (Figura 53A).
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Figura 53. Analisis del efecto del silenciamiento de PAUF sobre las mitosis celulares. A) Las
células SW620 control y silenciadas en PAUF se marcaron de DAPI para detectar el nucleo celular y
con un anticuerpo secundario anti-IgG de raton marcado con un fluordforo verde para detectar el
anticuerpo primario anti-tubulina, y se analizaron por inmuno-fluorescencia (izquierda). Se
contabilizaron las células con el niicleo condensado o los cromosomas ya visibles (sefialadas en la
imagen con las flechas blancas) y se calculd el porcentaje de estas células mitdticas respecto del total
de células, para cada condicion (derecha). Se contabiliaron al menos 300 células por condicion, con
el plugin de contaje celular del programa Imagel. Los p-valor se calcularon mediante el test y2 (* p
<0,05). B) Las células SW620 y KM12L4 establemente silenciadas en PAUF se tifieron con DAPI
(azul) y se analizaron al microscopio para estudiar en detalle el tipo de mitosis. Las flechas blancas
sefialan aquellas mitosis aberrantes donde aparecen cromosomas rezagados asi como la presencia de
micro-nucleos.
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El nimero de células que presentaban un nucleo condensado o los
cromosomas visibles era mayor en el cultivo de células SW620 silenciadas en

PAUF comparando con el de las células control.
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El analisis en detalle de las células SW620 y KM 1214 silenciadas en PAUF
en mitosis reveld que muchas de estas mitosis eran aberrantes (Figura 40B). Estas
células presentan errores en la segregacion de cromosomas y en cocasiones,

J

presencia de micronucleos.

25.2.10. El silenciamiento de PAUF provoca un aumento de la apoptosis celular

La presencia de micronucleos esta asociada a alteraciones en el huso
mitdtico, como consecuencia de la inestabilidad cromosomica. Ademas, defectos en
el ciclo celular o en la mitosis desencadenan en una segregacion cromosomica
aberrante que activa el programa apoptotico celular (237). Por todo ello, a
continuacion se evaluo el efecto del silenciamiento de PAUF sobre la apoptosis
celular. Mediante un ensayo de citometria de flujo, se observo que las células
SW620 y KM12L4 establemente silenciadas en PAUF tenian mayor apoptosis que

las células control (Figura 54A).
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Figura 54. Analisis del efecto del silenciamiento de PAUF sobre la apoptosis de lineas celulares
de CCR. (A y B) La apoptosis celular se evaluoé recogiendo a las células adherentes en cultivo,
fijandolas con etanol al 70% e incubandolas durante 15 min con una solucioén de yoduro de propidio
y RNAsa. Se evaluo el porcentaje de células cuyo contenido en DNA estaba por debajo del
contenido que marca la fase G1 del ciclo celular y se representd en graficos de barras como se
muestra en la figura. A) Analisis del porcentaje de apoptosis de las células SW620 y KM12L4
control (Sc) y establemente infectadas con los vectores pGFP-C-shLenti-shRNA PAUF C (C) y D
(D). B) Estudio del porcentaje de apoptosis de las células KM12SM sin transfectar, transfectadas
transitoriamente con el vector pGFP-C-shLenti-shRNA control (Sc) o con el pGFP-C-shLenti-
shRNA PAUF C (C). Los p-valor se calcularon usando una prueba de ANOVA (* p <0,05, ** p
<0,01 para las SW620; ¢ p <0,05, ¢¢ p <0,01 para las KM12L4).
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Ademas, el silenciamiento transitorio de PAUF en la linea celular KM 12SM

también provoco un incremento en la apoptosis celular (Figura 54B).

25.2.11. El silenciamiento de PAUF provoca una menor proliferacion de las
células SW620 y KM121.4 tanto en experimentos in vitro como in vivo

A continuacion, se analizod el efecto del silenciamiento estable de PAUF

sobre la viabilidad y la proliferacion celular. Mediante un ensayo de MTT, se

observd que las células SW620 y KMI12L4 establemente silenciadas en PAUF

tenian menor proliferacion que las células control, de manera proporcional al nivel

de silenciamiento de PAUF (Figura 55A).
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Figura 55. Anailisis in vitro e in vivo del efecto del silenciamiento de PAUF sobre la viabilidad
celular y la proliferacion. A) La proliferacion se monitorizdo mediante un ensayo de MTT donde se
cultivaron las células SW620 y KM12L4 control y silenciadas en PAUF durante 72h. La densidad
optica fue significativamente mas baja en las células silenciadas en PAUF respecto de las células
control (* p<0.05, ** p <0,01 para las SW620; ¢ p <0,05, ¢¢ p <0,01 para las KM12L4). B) Las
células SW620 (izquierda) y KM12L4 (derecha) control y silenciadas en PAUF se inyectaron
subcutaneamente en ratones desnudos v se monitorizo el crecimiento del tumor cada dos dias para cada
poblacion celular. La comparacion final de los tumores originados entre ambas cohortes fue
estadisticamente significativa ((* p<0.05 para las SW620 y ** p <0,01 para las KM12L4). C) Imagenes
y datos del peso (en g) de los tumores, después de sacrificar a los ratones 20 dias después de la
inyeccion de las células KM12L4.
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Para corroborar el descenso en la proliferacion celular de las células
establemente silenciadas en PAUF, se llevaron a cabo ensayos in vivo en ratones
desnudos. Se inyectaron 1x107 células SW620 y KM12L4 control y silenciadas en
PAUF de manera subcutdnea en ratones desnudos y se valord el volumen de los
tumores formados. Las células SW620 control formaron tumores facilmente
cuantificables en el 100% de los ratones inyectados, mientras que las células
SW620 establemente silenciadas en PAUF formaron tumores de volumen muy
inferior, dificilmente cuantificable (Figura 55B). Por otro lado, tanto las células
KMI12L4 control como las silenciadas en PAUF formaron tumores en todos los
ratones inyectados, pero de diferente tamafio. Los tumores formados por las células
KM12L4 silenciadas en PAUF tenian menos de la mitad de volumen que los
tumores formados por las células KM12L4 control, en la mayoria de los casos
(Figura 55B). De manera concordante a lo anterior, el peso de los tumores formados
por las células KM12L4 control era significativamente superior al peso de los

tumores formados por las células KM12L4 silenciadas en PAUF (Figura 55C).

En resumen, el silenciamiento de PAUF provoca arresto mitotico y
alteraciones en las mitosis celulares que se traducen en un descenso en la viabilidad
celular y en la ejecucion de un programa apoptotico. Todos estos datos apoyan la
hipotesis de que PAUF podria estar implicado en el checkpoint del ciclo celular. Si
esta hipotesis fuese cierta, la ausencia de PAUF conduciria a una desregulacion
cromosdmica, con la consiguiente aneuploidia e inestabilidad cromosémica, como

sucede con la ausencia de APC (50, 63).
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25.2.12. El silenciamiento estable de PAUF desencadena inestabilidad
gendmica en las células SW620 y KM121.4

Para investigar los efectos del silenciamiento de PAUF a nivel gendémico, se
llevo a cabo un andlisis de hibridacion comparada CGH (aCGH) en las células
SW620 y KM12L4 control y establemente silenciadas en PAUF. El aCGH de alta
resolucion es una técnica que permite la deteccion de alteraciones en el numero de
copias de regiones cromosomicas concretas o de cromosomas enteros, a lo largo de
todo el genoma. Como resultado de este analisis se encontraron grandes alteraciones
cromosOmicas en ambas lineas celulares establemente silenciadas en PAUF con

respecto de las células control (Figura 56 y Tablas 8 y 9).
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Figura 56. Analisis del array CGH de la células SW620 y KM12L4 silenciadas en PAUF. Vista
gendmica de las variaciones del numero de copias (CNV) detectadas en las células SW620 y
KM12L4 silenciadas en PAUF en comparacion con las células SW620 y KM12L4 control. Las
barras verdes indican ganancias y las barras rojas indican pérdidas por parte de las células
silenciadas en PAUF en comparacion con las células control. El perfil resultante muestra ganancias y
pérdidas de grandes regiones cromosdmicas, incluso de cromosomas enteros en la linea celular
SW620. En las KM121L4 también se observa cierta inestabilidad cromosémica aunque en menor
grado que en las SW620.
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Tabla 8. Resultados del array de CGH de las células SW620 silenciadas en PAUF respecto de las
células SW620 control

SW620 shRNA PAUF C
arr[hg19] | Aberracion Comienzo Fin Citobanda
2p25.3p11.1(17.019-92.027.940)x3 Ganancia 17.019 92.027.940 2p25.3-pl1l.1
2p25.1(10.930.789-12.130.071)x3 Ganancia 10.930.789 789-12.130.071 2p25.1
2p16.3p16.2(50.031.790-53.614.293)x3 Ganancia 50.031.790 53.614.293 2p16.3-p16.2
2q11.1937.3(95.344.257-243.068.396)x3 Ganancia 95.344.257 243.068.396 2ql1.1-q37.3
2q24.3931.1(168.542.992-176.996.671)x3 Ganancia 168.542.992 176.996.671 2q24-3q31.1
3p22.1(40.581.497-43.492.517)x3 Ganancia 40.581.497 43.492.517 3p22.1
3p14.2p12.1(60.941.845-86.082.500)x1 Pérdida 60.941.845 86.082.500 3pl4.2-pl2.1
3p12.1p11.1(86.897.832-88.195.510)x3 Ganancia 86.897.832 88.195.510 3pl2.1pll.1
3q27.1929(184.457.639-197.837.049)x1 Pérdida 184.457.639 197.837.049 3q27.1-q29
4q22.3931.21(97.800.235-143.435.349)x3 Ganancia 97.800.235 143.435.349 4q22.3-q31.21
4q28.3931.21(134.635.512-143.140.754)x3 Ganancia 134.635.512 143.140.754 4q28.3-q31.21
4931.21q35.2(144.347.286-187.333.475)x1 Pérdida 144.347.286 187.333.475 4q31.21-q35.2
Sp15.33p11(22.149-46.115.086)x1 Pérdida 22.149 46.115.086 S5p15.33-pll
5p15.33(499.318-1.159.917)x1 Pérdida 499.318 1.159.917 5p15.33
S5p15.33(1.286.297-1.292.983)x1 Pérdida 1.286.297 1.292.983 5p15.33
5q11.1q15(49.584.189-92.806.898)x1 Pérdida 49.584.189 92.806.898 5qll.1-q15
5q11.1q13.2(50.066.157-68.791.331)x1 Pérdida 50.066.157 68.791.331 5q11.1-q13.2
5q13.2q15(70.959.314-92.528.869)x1 Pérdida 70.959.314 92.528.869 5q13.2-q15
5q15(93.277.550-93.789.795)x1 Pérdida 93.277.550 93.789.795 5q15
6921q26(112.918.692-161.365.600)x1 Pérdida 112.918.692 161.365.600 6921-q26
7q11.21(61.831.840-66.709.382)x3 Ganancia 61.831.840 66.709.382 7ql11.21
7q11.21q11.23(66.887.942-73.683.437)x3 Ganancia 66.887.942 73.683.437 7q11.21-q11.23
7q11.21q36.1(66.887.942-148.341.344)x3 Ganancia 66.887.942 148.341.344 7ql11.21-q36.1
7921.11q32.1(77.809.501-127.859.371)x3 Ganancia 77.809.501 127.859.371 7921.11-q32.1
7q31.1(109.689.504-110.360.720)x3 Ganancia 109.689.504 110.360.720 7q31.1
7q32.3936.1(132.534.956-148.341.344)x3 Ganancia 132.534.956 148.341.344 7q32.3-q36.1
7q36.1936.3(148.630.241-159.125.464)x3 Ganancia 148.630.241 159.125.464 7q36.1-q36.3
8p23.3p23.1(191.530-8.753.293)x1 Pérdida 191.53 8.753.293 8p23.3-p23.1
8q24.3(142.308.295-142.448.084)x1 Pérdida 142.308.295 142.448.084 8q24.3
10p15.2p11.1(3.145.278-38.408.609)x3 Ganancia 3.145.278 38.408.609 10p15.2-p11.1
10q11.21922.1(44.537.209-72.929.387)x3 Ganancia 44.537.209 72.929.387 10q11.21-g22.1
10922.1923.31(73.001.620-92.264.113)x1 Pérdida 73.001.620 92.264.113 10922.1-q23.31
10922.1922.3(73.141.577-77.796.165)x1 Pérdida 73.141.577 77.796.165 10922.1-q22.3
10923.31926.3(92.322.382-135.434.178)x3 Ganancia 92.322.382 135.434.178 10923.31-q26.3
10924.31(102.986.715-102.987.927)x1 Pérdida 102.986.715 102.987.927 10q24.31
10925.1(106.828.013-110.440.774)x3 Ganancia 106.828.013 110.440.774 10g25.1
11p15.5p11.2(200.222-48.664.555)x1 Pérdida 200.222 48.664.555 11p15.5-p11.2
11p15.4p15.1(6.628.642-20.603.120)x1 Pérdida 6.628.642 20.603.120 11p15.4-p15.1
11q11925(55.091.265-134.768.316)x1 Pérdida 55.091.265 134.768.316 11g-11q25
11q13.2(67.378.557-67.379.159)x3 Ganancia 67.378.557 67.379.159 11q13.2
12q12(38.805.636-45.187.359)x3 Ganancia 38.805.636 45.187.359 12q12
12q12q24.33(46.013.502-133.732.062)x1 Pérdida 46.013.502 133.732.062 12q-12q24.33
13q14.11q14.2(41.431.155-49.324.027)x1 Pérdida 41.431.155 49.324.027 13ql4.11-q14.2
14921.1932.33(39.960.187-107.287.505)x3 Ganancia 39.960.187 107.287.505 14921.1-q32.33
14q24.3q31.3(78.589.017-88.258.612)x3 Ganancia 78.589.017 88.258.612 14q24.3-q31.3
14q32.2(101.291.985-101.292.949)x1 Pérdida 101.291.985 101.292.949 14q32.2
14q32.33(106.665.119-107.287.505)x3 Ganancia 106.665.119 107.287.505 14q32.33
15q14q21.1(40.027.204-45.319.237)x1 Pérdida 40.027.204 45.319.237 15q14-q21.1
15921.2923(51.910.891-71.081.022)x1 Pérdida 51.910.891 71.081.022 15921.2-q23
15925.3926.1(88.891.744-93.506.948)x1 Pérdida 88.891.744 93.506.948 15q925.3-q26.1
17p12p11.2(11.886.469-22.154.574)x3 Ganancia 11.886.469 22.154.574 17p12-p11.2
17q11.1q11.2(25.300.199-26.006.192)x3 Ganancia 25.300.199 26.006.192 17ql1.1-q11.2
17q21.33(48.261.448-48.262.760)x1 Pérdida 48.261.448 48.262.760 17q21.33
17q23.2q25.3(58.332.553-81.029.941)x1 Pérdida 58.332.553 81.029.941 17q23.2-q25.3
17q24.3(70.117.219-70.118.366)x3 Ganancia 70.117.219 70.118.366 17q24.3
18q21.1(46.704.780-47.118.587)x1 Pérdida 46.704.780 47.118.587 18g21.1
20p13p12.1(65.043-17.626.433)x1 Pérdida 65.043 17.626.433 20p13-pl12.1
22q11.21(19.752.537-19.752.711)x1 Pérdida 19.752.537 19.752.711 22ql1.21
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Tabla 9. Resultados del array de CGH de las células KM121.4 silenciadas en PAUF respecto de
las células KM12L4 control

KM1214 shRNA PAUF C
arr[hgl9] Aberracion Comienzo Fin Citobanda

4q32.3934.3(167.282.122-178.829.254)x3 Ganancia 167.282.122 178.829.254 q32.3-q34.3
4q34.1934.3(175.897.368-178.829.254)x3 Ganancia 175.897.368 178.829.254 q34.1-q34.3
8q22.3q24.3(101.728.831-145.225.218)x3 Ganancia 101.728.831 145.225.218 q22.3-q24.3

10925.2(114.186.528-114.428.032)x3 Ganancia 114.186.528 114.428.032 q25.2

13q11q34(19.463.637-115.059.020)x3 Ganancia 19.463.637 115.059.020 qll - q34
19q13.42q13.43(53.642.531-59.077.930)x3 Ganancia 53.642.531 59.077.930 ql3.42-ql3.43

Las alteraciones cromosomicas fueron particularmente drasticas en las
células SW620 silenciadas en PAUF, donde se observo trisomia del cromosoma 2 y
pérdida total del cromosoma 11, ademds de muchos otros cambios, dispersos a lo
largo de otros cromosomas. Cabe destacar que el cromosoma 16, donde estd
localizado PAUF, permanecio inalterado. También se observaron alteraciones
cromosdmicas en las células KM12L4 silenciadas en PAUF en comparacion con las
células control, pero en menor medida y diferentes que en las células SW620, lo que
indica que los puntos de ruptura de los cromosomas se distribuyen al azar. Sin
embargo, algunos cromosomas (el 4, 8 o 13) parece que son mas propensos a la

inestabilidad.

En conjunto, estos datos sugieren que la expresion de PAUF parece

importante para mantener la estabilidad genomica.

25.2.13. Analisis del interactoma de PAUF mediante las técnicas de
biotinilacion por proximidad y purificacion por afinidad, acopladas a
espectrometria de masas

Para aclarar los mecanismos moleculares subyacentes a los efectos del
silenciamiento de PAUF sobre la inestabilidad cromosomica, se llevd a cabo el

andlisis protedmico del interactoma de PAUF utilizando las técnicas de BiolD (141,

142) y purificacion por afinidad (142), ambas integradas en el sistema de induccion

de la expresion génica mediante tetracilina o doxiciclina denominado Flp- In™ T-
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REX™ en la linea celular HEK293. El anélisis del interactoma de una proteina
utilizando la técnica de purificacion por afinidad permite la identificacion de
grandes complejos macromoleculares que forman parte de dicho interactoma. En
cambio, utilizando la técnica BiolD se identifica el interactoma biotinilado mas

proximo de la proteina de interés.

25.2.13.1. Expresion de PAUF mediante tetraciclina o doxiciclina en Flp-
In™ 293 T-REx™

En primer lugar, se llevé a cabo la obtencion de las lineas celulares estables
Flp- In™ 293 T-REx™ FLAG-PAUF y Flp- In™ 293 T-REx™ BirA*-FLAG-
PAUF tal y como se detalla en el apartado 11.2.3. Brevemente, las células
parentales Flp- In™ 293 T-REx™ se transfectaron doblemente con el vector
pOG44 y el vector de expresion pcDNAS/FRT/TO y se seleccionaron con
puromicina. Como resultado se obtuvieron estas lineas celulares conteniendo en su
genoma una secuencia génica que codifica para una proteina de fusiéon con PAUF,
que se expresa de manera inducible con tetraciclina o doxiciclina. Una de estas
proteinas de fusién es FLAG-PAUF y la otra es BirA*-FLAG-PAUF, donde BirA*
es una ligasa de biotina mutada, que constitutivamente biotiniliza a las proteinas

que se encuentren en su entorno mas proximo.

En segundo lugar, una vez obtenidas las lineas celulares estables Flp- In™
293 T-REx™ FLAG-PAUF y Flp- In™ 293 T-REx™ BirA*-FLAG-PAUF, se
analiz6 la induccion de la expresion de PAUF por tetraciclina y doxiciclina a
diferentes dosis y tiempos de incubacion (Figura 57). Estas células se incubaron
durante 24, 48 y 72 h con dos concentraciones diferentes de tetraciclina (1 y 2
ug/ul), se lisaron y se analiz6 la expresion de PAUF mediante WB (Figura 57A).

La induccién con tetraciclina no produjo el aumento de la expresion de PAUF
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esperado, razon por la cual a continuacion se valord la induccion de la expresion de
PAUF por doxiciclina, un derivado sintético de la tetraciclina con mayor estabilidad
y rapidez de accion. Para ello, los transfectantes estables de PAUF en la linea
celular Flp- In™ 293 T-REXx™ se incubaron durante 4, 8, 24 y 48 h con diferentes
concentraciones de doxicilina (50, 100 y 150 ng/mL) y se analiz6 la expresion de
PAUF mediante WB (Figura 57B). En este caso, el mayor aumento de la expresion
de PAUF se obtuvo al cabo de 8 h de induccion con 150 ng/mL de doxiciclina.
Para corroborar la induccion de la expresion de PAUF bajo esas condiciones, se
analiz6 el nivel de expresion de PAUF en el secretoma (Figura 57C). De nuevo, el
nivel de expresion de PAUF fue mayor en las células Flp- In™ 293 T-REx™ con

PAUF incubadas con 150 ng/mL de doxiciclina.

Por todo ello, la induccion de la expresion de PAUF para su posterior IP con
FLAG se llevo a cabo en estas condiciones. En cambio, para analizar el interactoma
de PAUF mediante la técnica BiolD se indujo la expresion de PAUF con
doxiciclina durante 24 h, pues es el tiempo necesario que deben incubarse las
células con biotina para que la BirA* lleve a cabo la correcta biotinilacion de su

entorno.
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Figura 57. Analisis de la induccién de la expresion de PAUF en las lineas celulares Flp- In™
293 T-REx™ transfectadas de manera estable con distintas construcciones de PAUF
mediante tetraciclina y doxiciclina. (A, B y C) Se muestra unicamente la induccién de la expresion
de PAUF en la linea celular Flp- In™ 293 T-REx™ BirA*-FLAG-PAUF. A) Las células Flp- In™
293 T-REx™ BirA*-FLAG-PAUF se incubaron con 1y 2 ug/uL de tetraciclina durante 24, 48 o 72
h, tiempo tras el cual se recogieron los extractos proteicos totales y se sometieron a un analisis WB
para detectar a PAUF. B) Las células Flp- In™ 293 T-REx™ BirA*-FLAG-PAUF se incubaron con
50, 100 y 150 ng/mL de doxicilina durante 4, 8, 24 y 48 h, se recogieron los extractos proteicos
totales y se sometieron a un analisis WB para detectar a PAUF. C) Comprobacion de la induccion de
la expresion de PAUF con 150ng/mL de doxicicilna durante 8 h en el medio condicionado de las
células Flp- In™ 293 T-REx™ BirA*-FLAG-PAUF. En todos los casos, 30 ug de proteina se
resolvieron en SDS-PAGE al 12,5%, se utiliz6 RhoGDI como control de carga, y el porcentaje de
expresion de PAUF se midi6 por densitometria 6ptica usando el programa Multi Gauge v. 3.

A continuacion, se llevo a cabo la obtencion del interactoma de PAUF
mediante las estrategias de BiolD y purificacion por afinidad. En la estrategia
BiolD, las células Flp- In™ 293 T-REx™ BirA*-FLAG-PAUF y las Flp- In™ 293
T-REx™ FLAG-PAUF que se utilizaron como control, se incubaron con
doxiciclina ademas de con biotina. Al cabo de 24 h, se recogieron los extractos

celulares totales y se incubaron con microesferas de estreptavidina que unen biotina.

De esa manera, se capturo el interactoma biotinilado més proximo de PAUF. La
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muestra control, es decir, el extracto celular total de células Flp- In™ 293 T-REx™
FLAG-PAUF incubadas con doxiciclina y biotina, sirvid para identificar las

proteinas que se unen de manera inespecifica a las microesferas de estreptavidina.

Por otro lado, en la estrategia de purificacion por afinidad, las células Flp-
In™ 293 T-REx™ FLAG-PAUF se indujeron con doxicilina y se obtuvo el extracto
celular total, el cual se incubd con microesferas tapizadas con anticuerpos que unen
la etiqueta FLAG. Como control se utiliz6 extracto celular total de células Flp- In™
293 T-REx™ FLAG-PAUF sin incubar con doxicilina. Todas las muestras se
procesaron como se detalla en 12 y 13.1 para ser analizadas en el espectrometro de
masas Q-Exactive (Figura 11C y D). En resumen, después de la captura de PAUF y
su interactoma mediante los dos tipos de microesferas, las proteinas se digirieron
con tripsina en las propias microesferas y los péptidos tripticos resultantes se

analizaron por espectometria de masas.

25.2.13.2. Analisis de las proteinas pertenecientes al interactoma de PAUF
Como resultado del andlisis del interactoma de PAUF por BiolD, se
identificaron 1136 proteinas en la muestra de las células Flp- In™ 293 T-REx™
BirA*-FLAG-PAUF que no estaban presentes en la muestra de las células control
(Tabla Suplementaria 19, anexo). De ellas, 669 proteinas se identificaron con al
menos 2 péptidos unicos. Con el fin de obtener la lista definitiva de proteinas
pertenecientes al interactoma de PAUF para realizar su anélisis funcional, las 669
proteinas se filtraron con la base de datos Crapome (223) y la lista se redujo a 581

proteinas (Tabla Suplementaria 20, anexo) (Figura 58).

Por otro lado, como resultado del analisis del interactoma de PAUF

siguiendo la estrategia de purificacion por afinidad se identificaron un total de 446
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proteinas en la muestra problema que no estaban en la muestra control (Tabla
Suplementaria 21, anexo). De ellas, 103 se identificaron con al menos 2 péptidos
unicos. Tras el filtrado de estas proteinas con la base de datos Crapome, la lista se

redujo a 99 proteinas (Tabla Suplementaria 22, anexo) (Figura 58).

Interactoma de PAUF

05 crudos Filtrado 1 Filtrado 2
—

1136 | -( 669 )H@)

1 % Q@ ;@)

2 0 mas Crapome Lista
péptidos tnicos definiti\y

Figura 58. Esquema de las etapas del filtrado de los datos obtenidos
por espectrometria de masas del interactoma de PAUF mediante
las técnicas de BiolD y purificaciéon por afinidad. Las proteinas
exclusivamente identificadas en el interactoma de PAUF que no estaba
presentes en las muestras control (datos crudos) se filtraron teniendo en
cuenta Unicamente aquellas que se habian identificado con 2 o mas
péptidos Unicos. A continuacion, para obtener la lista definitiva de
proteinas del interactoma de PAUF, se retiraron aquellas que aparecen
descritas como proteinas contaminantes en la base de datos Crapome.
En el interior de las cajas se representa el nimero de proteinas
resultante de cada ctapa.

25.2.13.3. Analisis funcional de las proteinas pertenecientes al interactoma
de PAUF identificadas mediante el sistema BiolD

El andlisis funcional de las proteinas identificadas en el interactoma de
PAUF mediante el sistema BiolD utilizando la herramienta web STRING vy el
algoritmo GO reveld que estas proteinas estaban implicadas de manera significativa
en funciones celulares clave, como es el ciclo celular, y en particular, en la
duplicacién de los centrosomas, en la organizacion del huso mitotico, en la
organizacion de los cromosomas, en el checkpoint de mitosis, asi como en la

correcta segregacion cromosomica (Tabla Suplementaria 23, anexo y Figura 59).
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Figura 59. Resumen de parte de las proteinas que forman parte del interactoma de PAUF identificado mediante BioID y del proceso biologiico en el que estén implicad:as.
La imagen muestra alguna de las proteinas identificadas en el interactoma de PAUF mediante la técnica BiolD acoplada a espectrometria de masas, agrupadas de acuerdo con su
funcion bioldgica utilizando los términos de GO y el programa STRING. Los términos GO tienen un p-valor asociado que se calcula en base al emriquecimiento de cada térmiino
considerando el total de términos GO registrados, mediante una prucba hipergeométrica, y se corrige mediante el método de Benjamini
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Ademas, las proteinas pertenecientes al interactoma de PAUF participan
significativamente en otras funciones celulares como la regulaciéon de la via de
sefializacion de Wnt, la organizacién de los microtubulos del citoesqueleto, la muerte
celular programada y el establecimiento o mantenimiento de la polaridad celular. Entre
las proteinas del interactoma de PAUF relacionadas con el checkpoint de mitosis se
encuentra APC, junto con las proteinas del complejo promotor de la anafase ANAPC1 y
ANAPCS; las proteinas 2 y 3 asociadas al cinetocoro y al huso mitdtico (SKA2/3), la
proteina quinasa en serina/treonina NEK9, PUMI1 (una proteina PUMILIO) y las
proteinas del complejo augmin (1-8). Ademas, dentro de las proteinas implicadas en la
duplicacién de los centrosomas y en la transicion G2/M destacan CENPJ, CETN2,
CEP192 o PCNT. También forman parte del interactoma de PAUF las proteinas ZW10,
CDC23, NCAPG y NAPILI relacionadas con la segregacion cromosomica y la
organizacion de los cromosomas; la proteina relacionada con la muerte celular PI3K
subunidad 85, y las proteinas relacionadas con la polaridad celular: SCRIB o la via de

sefnalizacion de Wnt: APC, p120 catenina, MACF1 o DVL1 /2.

En resumen, estos resultados sugieren que PAUF podria llevar a cabo su papel
en CCR a través de la participacion, junto con estas proteinas, en procesos celulares
clave como ciclo celular, regulacion de la via de sefalizacion de Wnt o muerte celular

programada, entre otros.

25.2.13 4. Analisis funcional de las proteinas pertenecientes al interactoma de
PAUF identificadas mediante el sistema de purificacion por afinidad

El anélisis del interactoma de PAUF mediante la técnica de purificacion por

afinidad permiti6 identificar numerosas proteinas que no habian sido identificadas con

el sistema BiolD. La utilizacién de esta técnica facilitd la identificacion de proteinas

mayoritarias que forman parte de grandes complejos proteicos que interaccionan con
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PAUF. Asi, las proteinas identificadas por este método participan de manera
mayoritaria en procesos bioldgicos muy diferentes a los que participan las proteinas del
interactoma de PAUF identificadas mediante BiolD, como por ejemplo: transporte
intracelular, organizacion de organelas y de membranas, determinados procesos
metabolicos y replicacion del DNA nuclear (Tabla Suplementaria 24, anexo y Figura

60).
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Figura 60. Analisis del proceso biologico en el que estin implicadas las
proteinas pertenecientes al interactoma de PAUF detectadas mediante
purificacion por afinidad acoplada a espectrometria de masas. El proceso
bioldgico en el que participan las proteinas del interactoma de PAUF identificadas
mediante la técnica de purificaciéon por afinidad se analizé6 mediante el programa
STRING usando los términos GO.
En resumen, el estudio del interactoma de PAUF mediante la combinacion de las
técnicas BiolD y purificacion por afinidad, acopladas a espectrometria de masas,

permitio identificar el amplio rango de proteinas que interaccionan con PAUF, ya

formen parte de su interactoma mas proximo o de grandes complejos macromoleculares.

183



RESULTADOS

25.2.13.5. Estudio de las proteinas del interactoma de PAUF cominmente
identificadas por los métodos BiolD y purificacion por afinidad

El analisis del interactoma de PAUF por espectrometria de masas utilizando dos

tipos de métodos de captura del interactoma de PAUF permitié aumentar el nimero de

identificaciones y abarcar una mayor cantidad de proteinas. A pesar de ello, el andlisis

conjunto de las proteinas filtradas e identificadas por los métodos BiolD y purificacion

por afinidad reveld6 que 19 proteinas, entre ellas PAUF, se habian identificado

comunmente por ambos métodos (Figura 61).

Figura 61. Diagrama de Venn
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f "\ e i /_\ MYOB afinidad, 19 se han identificado
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£ \// , '
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El andlisis funcional de las 18 proteinas no reveld un enriquecimiento
significativo en ninguna funcién biolodgica, pero si la relacion entre las proteinas
CUL4B y WDRS82, y entre YTHDC2 y DDX20, a nivel experimental, de mencion en

articulos, asi como de coexpresion en otros organismos.

De entre las 18 proteinas comunmente identificadas, cabe destacar a ZW10, una
proteina muy similar a PAUF, en cuanto a distribucién celular, pues se localiza en el
huso mitético (238, 239) y se asocia al trafico vesicular (240), y en cuanto a funcidn, ya
que esta implicada en la correcta formacion del cinetocoro durante la mitosis (241), asi
como en el mantenimiento de la estabilidad cromosomal (238, 242). La interaccion
entre PAUF y ZW10 se corrobord inmunoprecipitando a ZW10 en el extracto proteico

total de las células HEK293 y detectando a PAUF mediante WB (Figura 62).

Input P Figura 62. Inmunoprecipitaciéon de ZW10 y
> N deteccion de PAUF mediante WB. 500 ug de
O KN & Q ;
& ,‘§ & ,\/& extracto proteico total de las células HEK293 se
100kDa_j incubaron con un anticuerpo de ratén inespecifico
WS [ZW10 (TP control) y con el anticuerpo anti-ZW10 (IP
25kDa | = ZW10). El resultado de la inmunoprecipitacion se
' L PAUF pesolvio por SDS-PAGE y se realiz6 un WB frente

a ZWI10, para corroborar la capacidad del
anticuerpo anti-ZW10 de inmunoprecipitar ZW 10,
y frente a PAUF.

En resumen, la semejanza funcional y de localizacion entre PAUF y ZW10
podria indicar un papel conjunto y similar de estas proteinas en el mantenimiento de la

estabilidad cromosomal.

25.2.14. Analisis de la regulacion de la expresion de algunas de las proteinas con las
que interacciona PAUF
Para determinar si PAUF regula la expresiéon de las proteinas con las que
interacciona, se seleccionaron para su validacion 21 proteinas del interactoma de PAUF
que participan en la regulacion del ciclo celular y el control mitético, como APC,
NAPIL1 o PUMI.
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25.2.14.1. Analisis mediante qPCR del interactoma de PAUF en las células
SW620 y KM121.4 control y silenciadas en PAUF
Mediante qPCR se analiz6 el nivel de mRNA de 21 proteinas en las células

SW620 y KM12L4 control y silenciadas en PAUF (Figura 63A).
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Figura 63. Analisis del efecto del silenciamiento de PAUF sobre el nivel de expresion de mRNA de
alguna de las proteinas con las que interacciona. A) Mapa de calor del nivel de mRNA de 21 proteinas
identificadas en el interactoma de PAUF. El color verde indica una regulacion de la baja del nivel de
mRNA en las células silenciadas en PAUF comparado con las células control, mientras que el color rojo
hace referencia a una sobre-expresion del mRNA en células silenciadas en PAUF con respecto de las
células control. Los colores oscuros cercanos al negro indican una no variacion entre los niveles de
mRNA de las células control y silenciadas en PAUF. B) Se muestran los diagramas de barras para la
expresion del mRNA de las proteinas comunmente desregulados en las células SW620 y KMI12L4

silenciadas en PAUF respecto de las células control. Los p-valor se calcularon usando una prueba de
ANOVA (¥** p <0,001).

Los niveles de mRNA de algunas de estas proteinas, como ANAPCI1, BUBIB y

SCRIB, no cambiaban o lo hacian minimamente entre las células control y silenciadas
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en PAUF. En cambio, el nivel de mRNA de otras proteinas (DVL1, APC, NAPIL1 y
PUMI) si variaba de manera significativa (*** p<0,001) entre las células SW620 y
KMI12LA4, control y establemente silenciadas en PAUF (Figura 63B). Por ultimo, otras

proteinas como SKA3 y TKK, variaban tinicamente en las células KM 1214,

25.2.15. El silenciamiento de PAUF provoca una disminucién de los niveles de
expresion de APC y E-cadherina, asi como un aumento en los nieles de
expresion de B-catenina en células de CCR control y silenciadas en PAUF

A continuacion, se validé la bajada del nivel de expresion de APC a nivel de

proteina mediante microscopia confocal (Figura 64).

SW620
shRNA control shRNA PAUF C

Figura 64. Analisis del efecto del silenciamiento
estable de PAUF sobre los niveles de expresion de
APC mediante inmunofluorescencia. Las células
SW620 control y establemente silenciadas en PAUF
se analizaron por inmunofluorescencia, previo
marcaje del nucleo celular con DAPI (azul) y APC
en verde. Las células silenciadas en PAUF
mostraron menores niveles de APC que las células
control.
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Las células SW620 silenciadas en PAUF mostraron menor intensidad de

fluorescencia para APC que las células control, en imagenes obtenidas con la misma

intensidad de laser.

Dada la relacion que existe entre la pérdida de APC y la via de sefializacion de

Wnt / B-catenina (243), se investigo el nivel de expresion de B-catenina y E-cadherina

en las células de CCR silenciadas en PAUF. Se realizdo un WB de los extractos proteicos

totales de los transfectantes estables de PAUF y control de las células SW620 y

KM12L4 y se observo de nuevo una disminucion de los niveles de APC en las células

silenciadas en PAUF, ademas de un aumento significativo de la expresion de [3-

catenina, lo que se acompand de una disminucion de la expresion de E-cadherina

(Figura 65).
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Figura 65. Analisis del efecto del silenciamiento de PAUF en los niveles
de expresion de APC, E-Cadherina y p-Catenina. Los extractos proteicos
totales de los transfectantes estables de PAUF en las lineas celulares SW620
y KM12L4 se recogieron y procesaron para resolverse mediante SDS-PAGE
al 12,5% para detectar a PAUF y al 10% para detectar al resto de proteinas.
Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se detecté a
PAUF, APC, E-Cadherina y B-Catenina mediante inmunoblot. Como control

de carga se utilizé tubulina.

Para confirmar el aumento de la expresion de

B-catenina debido al

silenciamiento de PAUF, se llevo a cabo un ensayo de inmunofluorescencia, donde las

células SW620 control y silenciadas en PAUF se tifieron con DAPI y con un anticuerpo
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anti-raton marcado con un fluordforo verde para detectar el anticuerpo anti- f-catenina

(Figura 66).
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Figura 66. Analisis del efecto del silenciamiento estable de PAUF sobre los niveles
de expresion de B-Catenina mediante inmunofluorescencia. Las células SW620
control y establemente silenciadas en PAUF se analizaron por inmunofluorescencia,
previo marcaje del nucleo celular con DAPI (azul) y B-Catenina en verde. B) Las
células silenciadas en PAUF mostraron mayores niveles de $-Catenina totales que las
células control (izquierda). El analisis de las imagenes obtenidas mediante el programa
Image] permitié cuantificar la MIF de los pixeles correspondientes a [B-Catenina
nuclear, observandose que las células silenciadas en PAUF tienen mayores niveles de
B-Catenina nuclear que las células control (derecha). El p-valor se calculd usando una
prueba t de student (** p <0,01).

Superposicion p-Catenina

Sc C

ShRNA

Se observo un aumento de la intensidad de fluorescencia para -catenina en las
células SW620 silenciadas en PAUF en comparacion con las células control. Ademas,
la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de B-catenina nuclear en ambos tipos
celulares a partir de estas imagenes utilizando el programa Image] reveldé que los
niveles de P-catenina nucleares eran mayores en las células silenciadas en PAUF con

respecto de las células control.

En resumen, el silenciamiento de PAUF provoca una disminucién de los niveles
de expresion de APC y E-cadherina, mientras que conduce a un aumento de los niveles
de B-catenina total y nuclear. Con estos datos, parece que la pérdida de PAUF podria

promover la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y la progresion tumoral en CCR.
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25.2.16. Caracterizacion proteomica de la aneuploidia inducida por el
silenciamiento de PAUF en las células SW620

El silenciamiento estable de PAUF conduce a una aneuplodia en las células
SW620, por lo que estas células son un buen modelo de tetraploidizacion inducida en
CCR. El andlisis en detalle los mecanismos implicados en esta tetraploidizacion
inducida ayudara a conocer los mecanismos de las células de céncer para tolerar la
aneuploidia. Para ello, se llevd a cabo un experimento iTRAQ de protedmica
cuantitativa. En este experimento se analiz6 la fraccion nuclear de las células SW620

control y establemente silenciadas en PAUF por ser la mas representativa.

25.2.16.1. Marcaje isotopico de los extractos nucleares de las células SW620
control y establemente silenciadas en PAUF para su caracterizacion
proteémica
Primero se llevo a cabo la obtencion del extracto nuclear de las células SW620
control y silenciadas en PAUF mediante un kit de fraccionamiento sub-celular de
proteinas para cultivos celulares. El enriquecimiento en la fraccion nuclear se confirmé
previamente (Figura 10C) mediante WB, usando anticuerpos especificos frente a la
proteina nuclear MTA2 y la proteina citoplasmatica RhoGDI. Después, las proteinas
nucleares se precipitaron con acetona y posteriormente se digirieron con tripsina un total
de 100 ug de extracto nuclear de cada tipo celular, separados en cuatro muestras de 50
g, para su posterior marcaje isobarico con los reactivos 114, 115, 116 y 117 de iTRAQ.
Los péptidos tripticos marcados se mezclaron, se recogieron en un solo tubo, se secaron
y se limpiaron mediante columnas de intercambio catidnico. Con el objetivo de
aumentar el nimero de identificaciones, a continuacion los péptidos se fraccionaron

mediante OFFGEL en un total de 12 fracciones, las cuales se volvieron a limpiar
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mediante OMIX CI18 antes de ser analizadas en el espectrometro de masas LTQ-

Orbitrap Velos (Figura 4).

25.2.16.2. Resultados de protedmica cuantitativa de la fraccion nuclear de las
células SW620 establemente silenciadas en PAUF y control

Se identificaron 3036 proteinas no redundantes, en la fraccion nuclear de las
células SW620 control y establemente silenciadas en PAUF. El analisis in silico de la
localizacion celular de estas proteinas utilizando la base de datos de Uniprot (199)
reveld que 1445 proteinas habian sido descritas previamente como proteinas nucleares.
Ademas, de las 1591 proteinas restantes, 594 se habian descrito como proteinas
pertenecientes a organulos como mitocondrias, aparato de Golgi, o reticulo
endoplasmatico, fracciones sub-celulares que también se enriquecen junto con la

nuclear utilizando el kit de fraccionamiento (Figura 67A).
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Figura 67. Analisis general de los datos de cuantificacion proteica relativa de los extractos
nucleares de las células SW620 control y silenciadas en PAUF obtenidos por espectrometria de
masas. A) Grafico que representa la localizacion celular de las 3036 proteinas identificadas. El analisis de
la localizacion celular de estas proteinas se llevdo a cabo mediante la base de datos de Uniprot. B)
Representacion de las proteinas sobre-expresadas (141), reguladas a la baja (91) y que no cambian (2800)
en las células SW620 establemente silenciadas en PAUF con respecto de las células control.

Para conocer las proteinas significativamente desreguladas se realizd el andlisis

estadistico de los datos, basado en la permutacion de los péptidos cuantificados (244).
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De esta manera, se consideraron como significativas aquellas proteinas desreguladas en
las células establemente silenciadas en PAUF cuya expresion se incrementaba > 1,5 o se
reducia < 0,67 veces con respecto de las células control. Asi, de las 3037 proteinas
identificadas, 141 estaban sobre-expresadas en las células establemente silenciadas en
PAUF (Tabla Suplementaria 25, anexo) y 91 estaban reguladas a la baja (Tabla

Suplementaria 26, anexo) en comparacion con las células control (Figura 67B).

25.2.16.3. Validacion del método empleado

A continuacion, se validaron los resultados obtenidos. En primer lugar, se
verificd el semejante marcaje de los péptidos tripticos con los reactivos 114, 115, 116 y
117 de iTRAQ. Para ello, se analizd la media de la intensidad de los ratios 114/115,
116/114, 116/115, 116/117, 117/114 y 117/115 (Figura 68A). Se observd que la media

de todos los ratios era similar y estaba en torno a 1.
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Figura 68. Validacion del marcaje de los péptidos tripticos con los reactivos iTRAQ y de la
cuantificacion proteica por iTRAQ. A) Representacion de la media con la desviacion estandar, de la
intensidad de todos los ratios posibles. B) Analisis por WB de la expresion de alguna de las proteinas
identificadas y cuantificadas iTRAQ. C) Comparacion del ratio de expresion, mediante iTRAQ y WB, de
las proteinas analizadas en B, en los extractos nucleares de las células SW620 silenciadas en PAUF/
SW620 control.

En segundo lugar, se validaron de manera ortogonal los resultados obtenidos en
MS/MS mediante WB (Figura 68B). Se utilizaron anticuerpos de los que se disponia en

ese momento en el laboratorio frente a distintas proteinas identificadas y cuantificadas
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mediante iTRAQ como calumenina, P53, CLIC1, Prohibitin y CDCS5L. Se cuantifico la
intensidad de las bandas en las muestras control y silenciadas en PAUF mediante
densitometria Optica y se observo que la diferencia en la intensidad de las bandas del

WB era similar a los ratios de intensidad observados por iTRAQ (Figura 68C).

25.2.16.4. Comparacion de los datos obtenidos por aCGH y por iTRAQ en las
células SW620 establemente silenciadas en PAUF y control

Se compararon los datos de la hibridacién gendmica comparada de las células
SW620 silenciadas en PAUF y control con los datos de iTRAQ de estas mismas células
con el fin de conocer si los genes que codifican para las proteinas desreguladas en las
células silenciadas en PAUF se encuentran en regiones cromosOmicas alteradas en
dichas c¢lulas. Para analizar la localizacion cromosémica de los genes que codifican
para las 232 proteinas desreguladas se utiliz6 la herramienta web de la National Center
for Biotechnology Information Search database (NCBI). Los datos de la localizacion
cromosomica de los genes que codifican para estas proteinas, asi como los resultados de
la comparacion de los datos obtenidos por ambas técnicas se recogen en la Tabla
Suplementaria 27, anexo y en la Figura 53. El 21% de las proteinas desreguladas, son
proteinas sobre-expresadas en las células SW620 silenciadas en PAUF y que se
encuentran en regiones cromosOmicas ganadas en las células silenciadas en PAUF
respecto de las células control. El 16% son proteinas reguladas a la baja que se
encuentran en regiones cromosomicas pérdidas en las células silenciadas. Cabe destacar
que el 54% de las proteinas desreguladas se encuentran en regiones cromosOmicas
inalteradas. Por ultimo, en un pequefio porcentaje de los casos (9%), las proteinas sobre-
expresadas se encuentran en regiones perdidas en las células silenciadas en PAUF
respecto de las células control y viceversa (Figura 69A). El andlisis de la distribucion de

la localizacion cromosdmica de los genes que codifican para las proteinas desreguladas
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reveld que los genes alterados se encuentran preferentemente en los cromosomas 1,7 y

17 (Figura 69B).
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Figura 69. Esquema del resultado obtenido del analisis comparativo de los datos obtenidos por
CGH e iTRAQ de las células SW620 silenciadas en PAUF respecto de las células control. A) Enrojo
y en verde se representan las proteinas sobre-expresadas y reguladas a la baja, asi como las regiones
cromosoOmicas ganas y perdidas, respectivamente, en las células silenciadas en PAUF comparado con las
células control. En blanco se representan las regiones cromosdmicas que no cambian entre ambos tipos
celulares. B) Representacion del porcentaje de genes des-regulados en las células SW620 silenciadas en
PAUF respecto de las células control a lo largo de todos los cromosomas.

En resumen, los genes que codifican para las proteinas desreguladas en las
células SW620 establemente silenciadas en PAUF respecto de las células control se
distribuyen de manera no homogénea a lo largo de los cromosomas. Ademas, la mitad
de proteinas desreguladas se encuentran en regiones cromosomicas inalteradas, lo que
sugiere que el silenciamiento de PAUF desencadena la desregulacidon proteica por dos
vias: una de ellas dependiente de la CIN y otra independiente de la CIN, posiblemente a

través de la regulacion transcripcional.
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25.2.16.5. Analisis funcional de los procesos biologicos alterados por el
silenciamiento estable de PAUF

El analisis funcional de las proteinas desreguladas mediante STRING revel6 que
las 141 proteinas sobre-expresadas en las células silenciadas en PAUF presentaban
numerosas interacciones significativas entre ellas, mas de las que cabria esperar para
proteinas aleatorias de tamafio similar extraidas del genoma. Tal enriquecimiento indica
que las proteinas estdn al menos parcialmente conectadas bioldgicamente, como un
grupo. Por el contrario, la relacion funcional entre las 91 proteinas reguladas a la baja es
menor, aunque también existen interacciones significativas entre estas proteinas (Figura
70). El analisis del proceso bioldgico en el que participan las 141 proteinas expresadas
revelo la presencia de cluster bien diferenciados entre los que destacan: procesos
catabdlicos de la ubiquitinacion de proteinas mediante el proteasoma, dependiente del
complejo promotor de la anafase; respuesta celular al estrés; replicacion del DNA y
procesos metabolicos de regulacion proteica. El listado detallado de los procesos mas
significativos en los que estdn involucradas estas proteinas se muestra en la Tabla
Suplementaria 28, anexo. Por otro lado, las proteinas reguladas a la baja estaban
involucradas principalmente en procesos como traduccion mitocondrial; fosforilacion
oxidativa; respiracion celular y diferenciacion celular (Figura 70B y Tabla

Suplementaria 29, anexo).
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Figura 70. Analisis mediante STRING de la conexion funcional entre las proteinas desreguladas
en las células SW620 silenciadas en PAUF con respecto de las células control identificadas por
espectrometria de masas. A) Imagen de las 141 proteinas sobre-expresadas y las conexiones entre
ellas. B) Imagen de las 91 proteinas reguladas a la baja y las conexiones entre ellas. En ambos casos en
la parte inferior se representan los cluster mas significativos del proceso bioldgico en el que estan
implicadas las 141 proteinas sobre-expresadas (A) y 91 reguladas a la baja (B) en las células SW620
silenciadas en PAUF respecto de las células control.

En resumen, las proteinas sobre-expresadas y reguladas a la baja en las células
silenciadas aneuploides estan involucradas en procesos bioldgicos muy diferentes. Las
células aneuploides presentan sobre-expresion de la maquinaria implicada en la

replicacion del DNA y en la degradacion proteica mediada por el proteasoma; mientras

que tienen una regulacion a la baja de la maquinaria implicada en la respiracion celular.
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25.2.16.6. Estudio de las proteinas desreguladas en las células silenciadas en
PAUF implicadas en ciclo celular

El analisis por GO de proteinas desreguladas en las células silenciadas en PAUF
respecto de las células control reveld que, inicamente en el conjunto de proteinas sobre-
expresadas, habia proteinas significativamente implicadas en procesos relacionados con
el ciclo celular. A pesar de ello, el andlisis in silico detallado de las 91 proteinas
reguladas a la baja mostré que algunas de ellas también estaban implicadas en ciclo
celular (Figura 71). Por ejemplo, algunas participan en la regulacion de la transicion de
las distintas fases de la mitosis como PCBP4, CCNB1 y KIF2A. Otras, como

CDKS5RAP3 e INTS7, desempefian sus funciones durante las fases Gl y S,

respectivamente.
TOP2A (+), H4, KI67,ARPP19 (+)
cDC20
CCNA2 —
UBE2L3 (-), DTL, PSMA7, UBA52, c'-Ic’ UBE2S (*),TPX2
MCMBP, MCM3 (+/-), RPA1, (*), DCTN1, TACC2
HELLS (+), WDHD1 (+), SP16H csKi
CSK2(+),
GMNN () STMN1)
CSTF2T, SUGT1 (+) SUGT1 (+), HSP90AA1 CENPF (+)
PRO/
[ G1 I S I G2 PRO | meTa | META | ANA TELOI G1 ]
CDK5RAP3 INTS7 CCNBA1 RALA (+)
PCBP4()
KIF2A (+) + promueve

- previene

Figura 71. Esquema de las proteinas desreguladas en las células silenciadas en PAUF respecto de
las células control y la etapa del ciclo celular donde ejercen su accién. Mediante barras se representa
la fase del ciclo celular donde cada proteina lleva a cabo su funcion. Las proteinas representadas en color
rojo (arriba) son proteinas sobre-expresadas en las células SW620 silenciadas en PAUF en comparacion
con las células control, mientras que en verde (abajo) se representan las proteinas reguladas a la baja.

En cuanto a las proteinas sobre-expresadas en las células silenciadas en PAUF,
destacan aquellas implicadas en la fase S del ciclo celular como UBE2L3, DTL,

PSMA7, UBA52, MCMBP, MCM3, RPAI1, HELLS, WDHDI1 y SP16H; CCNAZ2,
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necesaria para la transicion de la fase S a la fase de mitosis; o CDC20, CSK1, CSK2 y
STMNI, que participan en la correcta transicion de las etapas finales de la mitosis:

metafase, anafase y telofase.

En resumen, el silenciamiento de PAUF desregula los niveles de expresion de
numerosas proteinas implicadas en distintas fases del ciclo celular, especialmente en la
fase S y en la transicion de la metafase a la anafase. La mayoria de etas proteinas se
regulan al alza, lo que indicaria una rapida transicion de las células SW620 silenciadas

en PAUF a través de las distintas fases del ciclo celular.

25.2.16.7. Analisis de las proteinas desreguladas en las células silenciadas en
PAUF que forman parte del interactoma de PAUF

Con el objetivo de saber si las proteinas desreguladas por el silenciamiento de

PAUF forman parte de su interactoma, se compararon los datos obtenidos del

interactoma de PAUF mediante las técnicas de BiolD y purificaciéon por afinidad

acopladas a espectrometria de masas, con las 232 proteinas desreguladas en las células

SW620 silenciadas en PAUF en comparacion con las células control identificadas en el

experimento de cuantificacion relativa por iTRAQ (Figura 72).

Se observd que de las 661 proteinas del interactoma de PAUF identificadas
anteriormente, 22 aparecen como proteinas desreguladas en las células silenciadas en
PAUF. El analisis funcional de estas proteinas revelé una fuerte asociaciéon con el
proceso de ubiquitinacion de proteinas en el proteasoma de manera dependiente del

complejo promotor de la anafase.

En definitiva, PAUF interacciona y de alguna manera controla la expresion de
determinadas proteinas relacionadas con la maquinaria de proteasoma, como PSMCI,

PSMBS5 o PSMB7, en las células SW620.
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25.2.16.8. Caracterizacion de las proteinas alteradas por el silenciamiento de
PAUF, implicadas en la degradacion proteica proteosomal mediante la
ubiquitinacion y en ciclo celular
Se seleccionaron para su validacion ortogonal un total de 9 proteinas
desreguladas por el silenciamiento de PAUF: UBAS52, AURKA, TXN, UBE2L3,
Ciclina A y CDC20, MRPL-12, NDUFAF2 y PRDXI. Estas proteinas participan
principalmente en los procesos de degradacion proteica mediada por el proteosoma y en
el ciclo celular, dos procesos que, como se vio anteriormente, son caracteristicos de las
proteinas que forman parte del interactoma de PAUF. Se valor¢ el nivel de expresion de

estas proteinas a nivel de RNAm (Figura 73A) y de proteina (Figura 73B) en las células

SW620 y KM12L4 control y silenciadas en PAUF.
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Figura 73. Analisis de los niveles de expresion a nivel de mRNA y proteina de alguna de las
proteinas desreguladas por el silenciamiento de PAUF implicadas en degradacién proteosomal y
ciclo celular. A) qPCR del nivel de expresion de mRNA de estas proteinas en las células SW620 y
KM12L4 establemente silenciadas en PAUF (PAUF C) y control (Sc). Los p-valor se calcularon usando
una prueba de ANOVA (* p <0,05, ** p <0,01). B) Analisis mediante WB de la cantidad de proteina en
el extracto nuclear de las células SW620 y KM12L4 establemente silenciadas en PAUF (PAUF C) y
control (Sc). La intensidad de cada banda se calculdé mediante densitometria optica y se representa el ratio
Sc/PAUF C de intensidad de cada proteina mediante nimero debajo de cada WB.

En el caso de las células SW620, mediante qPCR se observo que la cantidad de
mRNA de todas las proteinas analizadas era mayor en las células silenciadas en PAUF
con respecto de las células control, salvo en el caso del mRNA de la proteina
NDUFAF2. Los datos obtenidos por WB concuerdan mayoritariamente con lo
observado por qPCR. Asi, mediante WB se observd que la cantidad de las proteinas
UBAS52, AURKA, TXN, UBE2L3, Ciclina A y CDC20 era mayor en las células
silenciadas en PAUF en comparacion con las células control; que el nivel de expresion

de MRPL-12 y NDUFAF2 es menor que las células silenciadas en PAUF y que el nivel
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de expresion de PRDX1 no cambia entre ambos tipos celulares. En el analisis de la
expresion de estas proteinas en las células KM12L4, se observd que los niveles de
expresion del RNAm de todas ellas eran menores en las células silenciadas en PAUF en
comparacion con las células control. Sin embargo, por WB se observd que tnicamente
AURKA tenia menores niveles de expresion en las células silenciadas en PAUF. Los
niveles de expresion de UBAS52 y NDUFAF2 no cambiaban en ambos tipos celulares,
mientras que la cantidad de TXN, UBE2L3, Ciclina A, CDC20, MRPL-12 y PRDX1

era mayor en las células silenciadas en PAUF con respecto de las células control.

El resumen de los datos de expresion de las 9 proteinas analizadas, obtenidos por

diversas técnicas, se recoge en la Figura 74.

SW620 KM12L4
<@ < &
el O Q >
Y & N N
UEAS2 - UBAS2
TXN o

CDC20 CDC20

AURKA AURKA

UBE2L3 UBE2L3 @R Aumenta

PRDX1 MRPL12 _—
MRPL12 NDUFAF2 [ | | Dlsmlnuy'e
NDUFAF2 PRDX1 (""" JNo cambia

Figura 74. Resumen de los datos de expresion de las proteinas analizadas obtenidos por diversas
técnicas.

TXN, CDC20 y UBE2L3 tienen mayor expresion, valorada por WB, tanto en las
células SW620 como en las KM12L4 silenciadas en PAUF respecto de las células
control. Ademas, los genes que codifican para estas proteinas, se encuentran en regiones
cromosdmicas inalteradas en las células silenciadas en PAUF respecto de las células
control. Otras proteinas, como UBAS52 y AURKA, tienen niveles de expresion
diferentes en las células SW620 y KM12L4 silenciadas en PAUF en comparacion con

las células control.
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25.2.16.9. Analisis del efecto del silenciamiento de AURKA, UBAS2 y UBE2L3
sobre la apoptosis de las células SW620 y KMI12L4 establemente
silenciadas en PAUF y control
AURKA, UBAS52 y UBE2L3 se han descrito como proteinas con un papel clave
en el ciclo celular (245, 246) y en la ubiquitinaciéon de proteinas para su posterior
degradacion por el proteosoma. Ambos procesos se han relacionado con la aneuploidia
y ademas estan significativamente regulados al alza en las células SW620 aneuploides
establemente silenciadas en PAUF con respecto de las células control. Con el objetivo
de analizar el papel que desempefian AURKA, UBAS52 y UBE2L3 en la aneuploidia de
las células silenciadas en PAUF, se llevo acabo el estudio del efecto del silenciamiento

de estas proteinas sobre la apoptosis.

En primer lugar, se testdo por WB la bajada de la expresion de AURKA, UBAS52
y UBE2L3 24 h después de la transfeccion de las células SW620 y KM12L4 control y

silenciadas en PAUF con siRNAs especificos frente a estas proteinas (Figura 75A).

En segundo lugar, estos transfectantes se sometieron a analisis mediante
citometria de flujo, para determinar el numero de células apoptdticas de cada poblacion
celular. Se observd que, Unicamente en las células SW620 y KM12L4 silenciadas en
PAUF, el silenciamiento transitorio de estas proteinas aument6 de manera significativa
el porcentaje de apoptosis celular en comparacion con las células transfectadas con el

siRNA control (Figura 75B).
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Figura 75. Analisis del silenciamiento transitorio de AURKA, UBAS52 y UBE2L3 en las lineas
celulares SW620 y KM12L4 control y establemente silenciadas en PAUF, y su efecto sobre la
apoptosis celular. A) Las células SW620 y KM12L4 control y establemente silenciadas en PAUF se
transfectaron de manera transitoria con siRNAs especificos para las proteinas AURKA , UBAS2 y
UBE2L3, asi como con un siRNA inespecifico que se utilizdé como control y se obtuvo el extracto proteico
celular total a las 24 después de la transfeccion. 30 ug de cada extracto proteico se resolvieron en SDS-
PAGE al 12,5% y se sometieron a transferencia utilizando anti-UBE2L3, anti-UBAS52, anti-AURKA o
anti-RhoGDI como control de carga. B) Los mismos transfectantes de A) se sometieron a un analisis del
numero de células apoptoticas mediante citometria de flujo. En los diagramas de barras se refleja la media
con la desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes (** p<0.01, *** p<0.01).
25.2.17. Analisis del efecto del silenciamiento de PAUF sobre el tratamiento celular
con diferentes drogas
Las células silenciadas en PAUF tienen mayor apoptosis, arresto mitotico y

ademas tienen regulada a la baja la maquinaria de respiracion celular y regulada al alza
la maquinaria de proteasoma, en comparacion con las células control. Teniendo en
cuenta todas estas caracteristicas, se planted la hipotesis de que el silenciamiento de
PAUF podria sensibilizar a las células de CCR al tratamiento con drogas que afecten a

la maquinaria de los microtibulos, a la respiracion mitocondrial, asi como al

funcionamiento del proteasoma. Con el objetivo de demostrar esta hipotesis, se evalud
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el efecto del tratamiento de células de CCR control y silenciadas en PAUF con

diferentes drogas.

25.2.17.1. Estudio del efecto del tratamiento de células de CCR control y
silenciadas en PAUF con paclitaxel

Los farmacos anticancerosos tales como los taxanos inducen la muerte celular a
través de la inhibicion de la polimerizacion / despolimerizacion de los microtubulos
durante la fase M del ciclo celular. Uno de estos farmacos es el taxol (o paclitaxel),
comunmente utilizado para tratar el cancer de mama, ovario y pulmoén, pero no el CCR
(96). Se sabe que las células deficientes en APC (la mayoria de las células de CCR) son
menos sensibles al tratamiento con taxol, debido a que presentan deterioro del paro
mitotico (67, 97). Puesto que el silenciamiento de PAUF provoca un incremento del
arresto mitdtico y de la apoptosis celular, se hipotetizo que el silenciamiento de PAUF
podria aumentar la sensibilidad de las células de CCR deficientes en APC a los taxanos.
Con este planteamiento, se realizaron dos experimentos, uno de ellos de sensibilidad y

otro de supervivencia a taxol de células de CCR silenciadas en PAUF y control.

En primer lugar, se evalu6 la sensibilidad a baja concentracion de taxol de las
células SW620 y KM12L4 control y silenciadas en PAUF. Las células se incubaron
durante 72 h con taxol (1 nM) o bien con DMSO al 0,1% como control, tras lo cual se
lavaron y contaron cada dia durante siete dias. La incubacion con taxol a una
concentracion de 1 nM no retardd la tasa de proliferacion de ninguno de los tipos
celulares estudiados (Figura 76). Es decir, el silenciamiento de PAUF no sensibiliza a
las células de CCR a un retraso en su tasa de proliferacion cuando son incubadas con

taxol a 1 nM.
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Figura 76. Analisis del efecto del tratamiento con paclitaxel sobre la proliferacion de las células
establemente silenciadas en PAUF. Las células SW620 y KM12L4 control y establemente silenciadas en
PAUF se incubaron durante 72 h con paclitaxel InM o bien con DMSO al 0,1% como control. Tras este
tiempo las células se lavaron, se incubaron en medio fresco y se contaron desde este dia (dia 1) hasta siete
dias después para valorar la velocidad de proliferacion celular. No se observaron diferencias significativas
entre la tasa de proliferacion de las células pre-incubadas con DSMO al 0,1% y 1 nM.

Por otro lado, para analizar la supervivencia de las células de CCR control y
silenciadas en PAUF tras su incubacién con diferentes concentraciones de taxol (1 nM,
20 nM, 50 nM y 200 nM), se evaluo el porcentaje de células apoptoticas después de 24
h de tratamiento (Figura 77). Se observo que las células SW620 y KMI12L4
establemente silenciadas en PAUF eran significativamente mas sensibles al tratamiento
con paclitaxel que las células de control. En el caso de las SW620, incluso a
concentraciones tan bajas como 1 nM, se observo una diferencia significativa después

de 24 h de incubacion (Figura 77A). Las células KM12L4 mostraron en general, menor

sensibilidad al tratamiento con paclitaxel.

Para confirmar el efecto del silenciamiento de PAUF sobre la supervivencia
celular mediada por el taxol, se analizo el efecto del silenciamiento transitorio de PAUF
en las lineas celulares de CCR con APC wild type: HCT116 y RKO; y APC mutante:
HT29 y Colo320; sobre la apoptosis mediada por el taxol. En las lineas celulares HT29
y Col0320, el silenciamiento de PAUF provocd un aumento significativo de las células
apoptdticas, en particular a conentraciones de taxol de 50 y 200 nM (Figura 77B). Por

otro lado, en las lineas celulares con APC wild type RKO y HCT116, el silenciamiento
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transitorio de PAUF no produjo un incremento en la apoptosis celular mediado por el

tratamiento con taxol (Figura 77C).
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Figura 77. Analisis del efecto del tratamiento con paclitaxel sobre la apoptosis de las células
establemente silenciadas en PAUF. (A, B y C) Anilisis del efecto de la incubacioén con diferentes
concentraciones de taxol (1 nM, 20 nM, 50 nM y 200 nM) durante 48 h de células control y silenciadas en
PAUEF sobre el porcentaje apoptosis celular. A) Estudio del porcentaje de apoptosis de las células SW620
(arriba) y KM12L4 (abajo) control y establemente silenciadas en PAUF incubadas con diferentes
concentraciones de taxol. B) Estudio del porcentaje de apoptosis de las células HT29 (arriba) y Colo320
(abajo) control y transitoriamente silenciadas en PAUF mediante siRNAs, incubadas con 1 nM, 20 nM,
50 nM y 200 nM de taxol. C) Estudio del porcentaje de apoptosis de las células RKO (arriba) y HCT116
(abajo) control y transitoriamente silenciadas en PAUF mediante shRNAs, incubadas con diferentes
concentraciones de taxol. En todos los casos, como control las células se incubaron durante 48 h con
DMSO al 0,1%. Los datos representan la media con la desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes realizados por triplicado (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

En resumen, estos datos sugieren que el silenciamiento de PAUF sensibiliza a

células de CCR mutantes en APC al tratamiento con taxol.
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25.2.17.2. Estudio del efecto del tratamiento de células de CCR control y
silenciadas en PAUF con bortezomib

Debido a que parte de la maquinaria del proteasoma se encuentra sobre-

expresada en las células establemente silenciadas en PAUF, se valor¢ la sensibilidad de

las células de CCR control y silenciadas en PAUF, al tratamiento con bortezomib, un

inhibidor del proteasoma, actualmente utilizado en la clinica para el tratamiento de

determinados tipos de cancer como el melanoma.
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Figura 78. Analisis del efecto del tratamiento con bortezomib sobre la apoptosis de las células
establemente silenciadas en PAUF. Estudio, mediante citometria de flujo, del efecto de la incubacion
con diferentes concentraciones de bortezomib (5 nM, 10 nM, 20 nM y 50 nM) durante 24h oras de células
SW620 (izquierda) y KM12L4 (derecha) control y silenciadas en PAUF sobre el porcentaje apoptosis
celular. Como control las células se incubaron durante con DMSO al 0,01%. Los datos representan la
media con la desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado
(*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Las células SW620 y KM12L4 control y establemente silenciadas en PAUF se
incubaron durante 24 h con distintas concentraciones de bortezomib (5 nM, 10 nM, 20
nM y 50 nM) o con DMSO al 0,01% como control y se valoro el porcentaje de células
apoptoéticas (Figura 78). La apoptosis de las células SW620 y KM12L4 silenciadas en
PAUF incubadas con bortezomib a 5 nM y 10 nM, asi como Unicamente la de las

células SW620 silenciadas en PAUF incubadas con bortezomib a 20 nM y 50 nM, fue

mayor que la de las células control. Sin embargo, la diferencia entra la apoptosis de las
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células silenciadas en PAUF incubadas con DMSO o con bortezomib a 5 nM y 10 nM,
y la de las células control fue similar y no se incrementd por el tratamiento con
bortezomib. El silenciamiento de PAUF solamente increment6 la sensibilidad de las

células SW620 al tratamiento con bortezomib a 20 nM.

25.2.17.3. Estudio del efecto del tratamiento de células de CCR control y
silenciadas en PAUF con perodxido de hidrégeno

La respiracion celular es un proceso regulado a la baja por el silenciamiento de
PAUF. Por ello, a continuacidén se analizo la sensibilidad de las células establemente
silenciadas en PAUF y control al tratamiento con distintas concentraciones de peroxido
de hidrégeno. Se observo que las células KM12L4 silenciadas en PAUF fueron
significativamente mas sensibles que las células control al tratamiento con
concentraciones 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM y 10 mM de perdxido de hidrogeno

durante 16 h (Figura 79).

Mientras que el incremento en la concentracién de peroxido de hidrogeno se
tradujo en un incremento de la apoptosis de las células KM12L4 silenciadas en PAUF,
las células KM12L4 control fueron insensibles a la incubaciéon con cualquier
concentracion de perdxido de hidrogeno. Por otro lado, unicamente las células SW620
silenciadas en PAUF fueron mds sensibles que las células control al tratamiento con
concentraciones de 1 mM y 2 mM de perdxido de hidrogeno. Cabe destacar que, de
manera general, las células SW620 control fueron mas sensibles al tratamiento con

perdxido de hidrogeno que las células KM12L4 control.

En resumen, de manera general, el silenciamiento de PAUF aumenta la
sensibilidad celular al tratamiento con peroxido de hidrogeno en diferentes lineas de

CCR
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Figura 79. Analisis del efecto del tratamiento con peréxido de hidrégeno sobre la apoptosis de las
células establemente silenciadas en PAUF. Estudio, mediante citometria de flujo, del efecto de la
incubacion con diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno (0,5 mM, | mM, 2 mM, 5 mM y 10
mM) durante 16 h de células SW620 (izquierda) y KM12L4 (derecha) control y silenciadas en PAUF
sobre el porcentaje apoptosis celular. Como control las células se incubaron durante 16 h con DMSO al
0,01%. Los datos representan la media con la desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes realizados por triplicado (*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Los resultados del segundo bloque de esta Tesis Doctoral demuestran que PAUF
es una proteina importante para el mantenimiento de la estabilidad cromosomica en
células de CCR. Mediante la caracterizacion de su interactoma, se ha observado que
PAUF podria formar parte del checkpoint de mitosis, ya que interacciona con
numerosas proteinas implicadas en este punto de control, como por ejemplo, APC. El
silenciamiento de PAUF conlleva la disminucion de la expresion de APC, y ademas
promueve alteraciones en el perfil de ciclo celular, arresto mitotico y errores en la
segregacion cromosomica, que se traducen en un descenso de la viabilidad y en un
aumento de la apoptosis celular. Ademas, el silenciamiento de PAUF sensibiliza a las
células de CCR al tratamiento con diversos tipos de drogas. En definitiva, hemos

caracterizado el papel de PAUF en CCR y lo hemos identificado como una potencial

diana terapéutica del CCR.
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En esta Tesis Doctoral se han desarrollado dos apartados claramente
diferenciados: la busqueda y caracterizacion de nuevos biomarcadores del CCR
mediante herramientas de protedmica cuantitativa y la caracterizacion funcional de

LOXLI1 y PAUF en CCR.

La caracterizaciéon de nuevos biomarcadores que permitan, no solo detectar el
CCR en estadios tempranos sino predecir el desarrollo metastasico de la enfermedad,
constituye un paso esencial para el control de la enfermedad. La mayoria de las muertes
por CCR se deben al desarrollo metastasico de la enfermedad, lo que provoca que el
CCR sea el cuarto cancer mas mortal a nivel mundial (1, 247). Aunque hoy en dia se
siguen estrategias quimioterapéuticas combinadas para el tratamiento de la metéstasis
del CCR (88), que incrementan la supervivencia entre 6 y 20 meses (89-95), inicamente
el 10% de los pacientes diagnosticados con metastasis de CCR sobrevive a los cinco
afios del diagnostico de la enfermedad. Estos datos evidencian la necesidad de la
identificacion de nuevos biomarcadores de la metastasis del CCR, asi como del estudio
de las proteinas y mecanismos moleculares implicados en el desarrollo metastésico.
Nuestro laboratorio se centra en este aspecto, mediante la utilizacién de herramientas

protedmicas.

26. Nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas del CCR

La metastasis del CCR ocurre preferentemente en higado y en segundo lugar en
pulmon (8, 9). Para que las células del tumor primario colorrectal sean capaces de
metastatizar a un 6rgano distal deben sufrir una serie de alteraciones en procesos como
degradacion proteolitica, adhesion, invasion y migracion celular, anoikis o angiogénesis
(4). Si bien se sabe que éstos son los procesos que estan alterados en la metastasis, no se
conocen con exactitud las proteinas y los mecanismos moleculares que controlan cada

una de estas etapas (10). Desde la hipotesis planteada por Stephen Paget, conocida
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como "seed and soil" (248), que sostiene que la metastasis es organotropica, no se han
logrado progresos suficientes para el completo entendimiento de los mecanismos que
rigen las metastasis de organos especificos. A pesar de ello, se han realizado algunos
avances, sobre todo en cancer de mama, identificdindose perfiles génicos que indican
qué genes juegan un papel en la metastasis del tumor primario a un 6rgano especifico
(249-252). Este avance se ha conseguido también a nivel proteico, encontrandose que
algunas proteinas exosomales son claves para determinar la metastasis organotropica
(253). Cabe destacar que muchos de los genes que son determinantes para el tropismo

de las metastasis codifican para proteinas secretadas o de membrana (251).

En el caso del CCR, el conocimiento generado es muy limitado, de tal manera
que todavia se desconocen todos los genes que regulan el tropismo de las células
cancerosas de colon al higado o al pulmoén. Parece que IGFIR esta implicado en la
colonizacion hepatica del CCR (254), mientras que los genes E2F y timidilato sintasa

aumentan la supervivencia de las células de CCR en los pulmones (255).

Con estos antecedentes, nuestro laboratorio inici®é la caracterizacion en
profundidad de las proteinas asociadas a la metéstasis hepatica del CCR (121),
detectando a CDHI17 (21) e IL13Ra2 (18) como proteinas necesarias para la
colonizacién hepatica del CCR. En esta Tesis Doctoral decidimos continuar con el
analisis de los mecanismos y las proteinas implicadas en el desarrollo metastasico de la
enfermedad, utilizando el modelo celular SW620, KM12SM y KM12L4, y herramientas
de protedmica cuantitativa label free. Encontramos un gran nimero de proteinas
desreguladas en las tres lineas celulares. La mayoria de ellas estaban cominmente
desreguladas en las células KM12L4 y KM12SM respecto de las células SW620, lo que
indica la similitud de las lineas celulares KM12SM y KM12L4. El andlisis de los

procesos biologicos significativamente enriquecidos en los conjuntos de proteinas
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desreguladas al alza y a la baja en las fracciones de secretoma y membrana reveld que
estas proteinas estaban implicadas en procesos bioldgicos muy diferentes.
Corroboramos, como se habia descrito previamente (10, 256), que procesos celulares
como organizacion de la matriz extracelular, muerte celular programada, regulacion del
checkpoint mitotico, expresion génica o ciclo celular estdn relacionados con la
metastasis del CCR (10, 256). Ademas, identificamos otros procesos alterados en la
metastasis del CCR, como el metabolismo de lipidos y glicoproteinas, la organizacion
mitocondrial o la determinacion de la localizacion proteica en diferentes organulos, que
nunca antes habian sido descritos como procesos desregulados en la metastasis de esta

enfermedad.

La reprogramacion metabdlica estd firmemente establecida como un sello
distintivo del cancer (33). Las células tumorales, para hacer frente a sus grandes
necesidades nutricionales, muestran alteraciones en el metabolismo de lipidos (257-259)
y glicoproteinas (260) El exceso de lipidos y colesterol de las células tumorales se
almacena en el interior celular en forma de moléculas LD, moléculas cuyo contenido en
ésteres de colesterol se considera un signo distintivo de la agresividad del cancer (261-
264). Por otro lado, las glicoproteinas se han implicado en el desarrollo carcinogénico
siendo también marcadores de la malignidad de algunos canceres como el de pulmén
(265), ovario o mama (266). Sin embargo, nada se sabe del papel concreto que podria
desempeifiar, ni de las ventajas “colonizadoras” que otorga la alteracién del metabolismo
de lipidos y glicoproteinas en las células metastdsicas en comparacion con las células
del tumor primario. Los lipidos, como componentes esenciales de las balsas lipidicas de
las membranas celulares (267), intervienen en procesos de sefalizacion celular (268-
271) e interaccion con el estroma (272-275). Quizas, la participacion lipidica en estos

procesos podria explicar su regulacion al alza en el secretoma de las células
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metastdsicas del CCR. De hecho, se sabe que tumores como el de ovario (276) o
prostata (277) crecen en la vecindad de los adipocitos y metastatizan en un ambiente
rico en adipocitos. Por otro lado, las glicoproteinas estdn implicadas en procesos
moleculares y celulares fundamentales que ocurren en cancer y son de gran importancia
en la colonizacion metastasica, tales como sefalizacion y comunicacion celular,
interacciones célula-matriz extracelular, angiogénesis tumoral o modulacion inmune.
CDH17 es un ejemplo de glicoproteina con demostrado papel en cancer y su metastasis

(21, 278, 279).

En definitiva, hemos demostrado que las alteraciones en las células metastasicas
no solo se dan a nivel de los procesos que hoy en dia se conocen como las etapas de la
cascada metastasica, sino que la desregulacion de las células metastasicas respecto de
las células tumorales es mas amplia y abarca alteraciones en muchos otros procesos

celulares.

El estudio protedmico de las lineas celulares de CCR SW620, KMI12SM y
KM12L4 nos permitid, ademds de caracterizar los procesos alterados en la metastasis
del CCR, encontrar potenciales biomarcadores de la metastasis de esta enfermedad.
Encontramos 111 proteinas del secretoma, cuya expresion aumentaba 5 o mas veces en
las células altamente metastdsicas en comparacion con las poco metastasicas y que
podrian estar sobre-expresadas en pacientes con metastasis de CCR en comparacion con
pacientes con CCR o pacientes sanos, por lo que fueron consideradas para su posterior

validacién como posibles biomarcadores de la enfermedad.

El anélisis realizado, mediante protedmica cuantitativa, de las muestras de
secretoma soluble de pacientes con diferentes estadios de CCR permiti6 analizar en qué

grupo de comparacion (normal vs tumoral, normal vs adenoma, adenoma vs estadios
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tempranos y estadios tempranos vs estadios tardios) estaban significativamente
desregulados los 111 potenciales biomarcadores seleccionados. Encontramos que 51 de
ellos estaban significativamente desreguladas en las muestras normales respecto de las
muestras tumorales. Concretamente, SHMT1, S100A9, PDIA4, CD44, MESDC?2,
GANAB, TGFBI, CPVL, CALR, CDHI1, CTSC, CTSD, DSG2, S100P podrian
funcionar como biomarcadores de los adenomas colorrectales. Otras proteinas como:
PHGDH, CANTI1, S100A9, TFF3, PRKCSH, HSPAS, GANAB, HSPG2, AGRN,
LAMBI, CDHI, B2M, LSR, EPCAM, TPP1, DSG2, SPINT1 y IGFBP2, podrian ser
marcadores de estadios [ y II del CCR, mientras que LYZ, PLBD2, DNASE2, GNS,
PPT1, CTSB, IDHI podrian comportarse como biomarcadores de estadios tardios de la
enfermedad. En resumen, mientras que algunos potenciales biomarcadores como CDHI,
GANAB o LAMBI, podrian funcionar, no solo como biomarcadores de la metéstasis de
esta enfermedad sino también como marcadores de cada estadio del CCR, otros como

DNASE2, GNS, PPT1 o CTSB parecen ser especificos de la metastasis del CCR.

Por otro lado, encontramos que la alta expresion de 21 de los 111 candidatos
biomarcadores se correlaciona con peor supervivencia global a la enfermedad. De las 21
proteinas, alguna de ellas se habia relacionado poco o nada, como es el caso de PLODI,
con cancer. PLODI1 es una lisil hidroxilasa que cataliza la hidroxilacion de residuos
lisilo en péptidos similares al coldgeno (280) y estd implicada en enfermedades como el
sindrome de Ehlers-Danlos o la forma citoescolidtica del sindrome de tipo VI y Ehlers-
Danlos (281). La funcién de PLODI es mantener la organizacion de la matriz
extracelular, por lo que su sobre-expresion en la metéastasis del CCR podria
desencadenar modificaciones en la matriz extracelular que produjesen alteracion de
procesos pro-metastasicos como invasion o adhesion celular, de manera similar al papel

que tienen las proteinas LOX. De las proteinas APLP2, ADAMI10, SPON1 (282, 283) y
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CALU (284, 285) apenas hay un par de articulos publicados que las relacionan con
cancer. APLP2 podria estar implicada en la viabilidad (286) y el crecimiento (287) de
algunos tipos celulares de cancer de pancreas y ADAMI10 con la capacidad metastasica

de células de cancer de colon (288).

Otros candidatos seleccionados, como CD109 (289-291), ULBP2 (292-294),
EROIL (295) o S100A6, se habian relacionado con céncer pero no concretamente con
CCR, proponiéndose de hecho, como biomarcadores de canceres de pulmén, mama u
ovario, entre otros. CD109 es una glicoproteina cuya sobre-expresion se ha asociado a
carcinoma de pulmoén de células escamosas (296), cancer de mama triple negativo
(297), sarcoma epitelioide (un sarcoma de tejidos blandos relativamente raro y
altamente maligno) (290) y carcinoma de la cavidad oral (291). A pesar de que CD109
se ha descrito como un gen mutado frecuentemente y de manera significativa en cancer
de mama y colon (298), nada se sabe acera del nivel de expresion ni del papel
pronostico de CD109 en CCR. CD109 modula negativamente la via de sefalizacion
“pro-tumorigénica” mediada por TGFB1 (299), por lo que su papel en la metéstasis del
CCR debe ser independiente de su participacion en esta via de senalizacion. Cabe
destacar que CD109 se ha descrito como una proteina con valor prondstico para
determinados tipos de cancer (289-291), pero también como una posible diana
terapéutica (290, 296, 297), por lo que no se podria descartar esta funcionalidad dual
también en CCR. La relacion entre SI00A6 y cancer descrita hasta el momento es
contraria a la observada en este trabajo. La disminucion de la expresion de S100A6
parece ser un buen marcador del cancer de pancreas (300) y de pulmon de células no
pequeiias en estadio I (301), aunque también se ha observado que una alta expresion de
S100A6 se relacionado con estadios avanzados del cancer de ovario (302), asi como con

el comportamiento metastasico de lineas celulares de melanoma en ratones desnudos
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(303). SI00A®6, es una proteina de union a calcio encargada de regular la diferenciacion
celular y la progresion del ciclo celular (304). Ademas, como miembro de la familia de
proteinas S100, estd implicada la reorganizacion del citoesqueleto de actina y en
motilidad celular (305). Estas funciones podrian ser la razéon de su sobre-expresion en la

metastasis del CCR.

Por ultimo, alguna de las 21 proteinas seleccionadas como candidatos
biomarcadores ya se habia relacionado previamente con CCR. Este es el caso de CLU,
que estéd relacionada ademas de con cancer de mama (306, 307), prostata (308, 309),
ovario (310) o esofago (311), con CCR (204, 207-210); LAMBI, implicada en CCR
(211, 212) y cancer de mama (312); o VEGFA, ampliamente relacionada con cancer.
Muchos de los estudios publicados relacionan la presencia de polimorfismos en la
secuencia génica de VEGFA con el riesgo de desarrollo, asi como con el prondstico de
CCR (213, 214, 313). IGFBP3 es un miembro de la familia de proteinas de union al
factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP), previamente implicado en
desarrollo tumoral. Al igual que ocurre con VEGFA, numerosas publicaciones
relacionan la presencia de polimorfismos en la secuencia génica de /GFBP3 con el
desarrollo de cancer de mama (314, 315), prostata (314) u ovario (316, 317), entre otros.
La relacion entre IGFBP3 y CCR conocida hasta ahora también tiene que ver con la
presencia de determinados polimorfismos en /GFBP3 (205, 206). Sin embargo, nada se
ha descrito acerca del papel de la sobre-expresion de IGFBP3 en el desarrollo de CCR
ni de su posible utilizacion como biomarcador de la misma. De hecho, el papel de la
sobre-expresion de IGFBP3 en la metéstasis del CCR es dificil de explicar, ya que en
otros tipos de cancer, como el de pancreas, IGFBP3 inhibe la proliferacion, adhesion y
motilidad celular (318), posiblemente de manera dependiente de la unién con su

receptor TMEM219 / IGFBP-3R (319), que ha demostrado tener efectos anti-
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proliferativos y apoptoticos. Probablemente, IGFBP3 participe en la metéstasis del CCR
a través de una ruta de sefalizacion independiente de la mediada por su receptor

TMEM219 / IGFBP-3R.

HSP90B1 también se ha relacionado con cancer, concretamente con el de
pulmoén (320), mama (321), cavidad oral (322), vesicula biliar (323) y también con CCR
(324). En todos los casos, la sobre-expresion de HSP90B1 se relaciona con progresion
tumoral. HSP90B1 es una chaperona, por lo que probablemente se encargue del
plegamiento y estabilizacion de proteinas implicadas en procesos tumorales y
metastasicos. Interesantemente, otra proteina implicada con el desarrollo metastatico es
QSOX1, quien ademas de estar relacionada con el desarrollo de canceres como el de
pancreas (325), mama (326, 327) y prostata (328), lo estd con la diseminaciéon celular
metastasica, de la cual podria funcionar como biomarcador (329, 330). QSOXI1 se ha
asociado con fibroblastos del estroma tumoral, donde muestra capacidades de supresion
tumoral involucradas en la regulacion del crecimiento (331). Aqui identificamos a
QSOX1 como una proteina del secretoma tumoral secretada por las células cancerosas
endoteliales. QSOXI1 cataliza la oxidacion de grupos sulfhidrilo en tioles,
contribuyendo a la formacion de enlaces disulfuro en una variedad de proteinas
secretadas. Mediante esta actividad, QSOX1 podria participar en la metastasis del CCR,
siendo una proteina clave en las modificaciones post-traduccionales de proteinas

secretadas pertenecientes al microambiente tumoral.

Como conclusion de este primer bloque de la Tesis Doctoral, hemos continuado
con la caracterizacion protedmica de la metastasis de CCR iniciada previamente en
nuestro laboratorio (121), encontrando nuevos prometedores biomarcadores y dianas
terapéuticas de la metastasis de esta enfermedad, que podrian ser de gran utilidad para la

protedmica clinica (332). Hemos propuesto una serie de potenciales biomarcadores del
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CCR, los cuales, tras posteriores analisis, podrian funcionar como marcadores

especificos de la metastasis de la enfermedad hacia higado y pulmon.

27. Papel de LOXL1 y PAUF en CCR

27.1.LOXL1

Poco se sabe acerca del papel de LOXL1 en céancer (170, 171). Geum-Hwa Lee et
al. identificaron a LOXL1 como una proteina necesaria para la colonizacion pulmonar
de las células de cancer de mama (171). LOXL1 no es la tinica proteina identificada con
este papel. De hecho, el mecanismo molecular de la colonizacidon metastasica pulmonar
de las células de cancer de mama esté bien caracterizado, mejor que el de las células de
CCR. Tanto es asi que se ha descrito una “firma de la metastasis pulmonar”, con los
genes desregulados en células de cancer de mama que metastatizan a pulmén (251).
Dentro de estos genes se encuentran MMP2, Osteonectina/SPARC, IL13Ra2 o VCAM1
(251). En otros estudios, como por ejemplo en el de Landemaine, et al., se identificaron
mas genes que predicen la metéstasis de cancer de mama a pulmén: DSC2, TFCP2L1,

UGTS, ITGBS, ANP32E y FERMT]1 (333, 334).

Por otro lado, en cancer de vejiga parece que LOXL1 lleva a cabo un papel
totalmente contrario, actuando como supresor tumoral (170). Hasta el desarrollo de esta
Tesis Doctoral, LOXL1 no se habia relacionado con CCR. Aqui, mostramos que LOXL ]
esta amplificado en el 5% de los casos de CCR, que se sobre-expresa en tejido tumoral
de colon respecto de tejido normal, y que es secretada diferencialmente por la linea
celular de CCR que metastatiza a pulmén KM12L4, en comparacion con las lineas
celulares de CCR KM12SM y SW620. Esto sugiere que LOXL1 podria ser importante

para la colonizacion pulmonar de las células de CCR, lo que estaria en concordancia
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con la funcidn que lleva a cabo LOXL1 en la metastasis pulmonar del cancer de mama

(171).

LOXLI, como proteina perteneciente a la familia de las lisil-oxidasas (335, 336),
participa en procesos como la remodelacion de la matriz extracelular y la hipoxia, que
promueve la angiogénesis tumoral (337), la EMT (29, 338) y la invasion celular (162),
todos ellos conocidos como procesos clave para la metastasis del cancer (10). Estas
funciones las lleva a cabo gracias a su secuencia C-terminal, que le otorga, a LOXL1 y a
todos los miembros de la familia, su actividad amina oxidasa extracelular dependiente
de cobre (162). Sin embargo, el dominio N-terminal, mal conservado entre los
miembros de la familia, le proporciona a cada componente de la familia funciones
adicionales a su actividad clasica, como por ejemplo la regulacion del desarrollo,
crecimiento y senescencia celular o la quimiotaxis (162). Este es el caso de las proteinas
LOX y LOXL2, que también parecen tener funciones de reguladores transcripcionales
(222), con un papel clave en la progresion tumoral. Aqui, mostramos los primeros datos
de la distribucion celular de LOXL1 en CCR, observando que no tiene localizacion
nuclear en las lineas celulares SW620, KM12SM y KM12L4, lo que podria descartar,
necesitandose mas estudios para poder afirmarlo, su posible papel como regulador

transcripcional en esta enfermedad.

La funcién que desempefia LOXL1 en CCR parece ser a través de la modulacion
de los procesos pro-metastasicos adhesion e invasion celular. El silenciamiento de
LOXL1 disminuye significativamente la invasion y adhesion celular, de manera
concordante a lo observado en cancer de mama (171). Sin embargo, parece que LOXLI
no juega un papel sobre la proliferacion de las células de CCR, como si lo hace LOX,

quien, de una manera dependiente de HIF 1 a, promueve la proliferacion celular (339).
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Con el objetivo de conocer los mediadores de la accion de LOXL1 sobre la
invasion y adhesion de las células de CCR, analizamos su interactoma mediante
espectrometria de masas. Hasta el momento, practicamente solo se conocia que LOXLI
interactuaba con fibulina-5 para unirse a las fibras elasticas (340). Nosotros
identificamos 331 proteinas pertenecientes al interactoma de LOXL1 en la linea celular
KMI2LA4. Entre ellas estin AP1B1, AP1G1, ARCN1 y ARLG6IP1, implicadas en el
transporte intracelular de proteinas. Interesantemente, encontramos que LOXL1
interacciona con proteinas como COL1A1, CSNK1A1, CTNNBI y CTNNDI, que
participan en la regulacion de la via de sefializacion canonica Wnt, y por tanto son
proteinas involucradas en los procesos de invasion y adhesion celular (341). Entre ellas
destaca COL1Al, recientemente propuesta como marcador de mal pronostico del cancer
gastrico (342), aunque se habia identificado con anterioridad como un marcador de buen
prondstico de cancer hepatico (343). A pesar de que LOXL1 no desempefia una funcioén
en la proliferacion de las células KM12L4, encontramos que interacciona con proteinas
implicadas en la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, como CDKI,
CUL4A, MCM3 y MCM7. En definitiva, aqui observamos que LOXLI1 interacciona
con proteinas que, ademas de estar involucradas en procesos de adhesion e invasion
celular a partir de diferentes vias, como por ejemplo la via de sefializacion Wnt, lo estan

en procesos como ciclo celular y regulacion del transporte proteico intracelular.

En resumen, en esta Tesis Doctoral hemos demostrado, por primera vez, el
potencial oncogénico de LOXL1 en CCR. Ademads, hemos caracterizado los mediadores
proteicos de la sefalizacion por LOXL1 que podrian explicar su implicacion en estos
procesos celulares. Entre las proteinas identificadas, una de las mas interesantes fue
COL1A1, una proteina con un papel dual en cancer (342, 343), al igual que LOXLI. En

futuros trabajos sera necesario profundizar en el conocimiento de las alteraciones
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causadas por el silenciamiento de LOXL1 en CCR, para asi determinar su funcion en el

desarrollo tumoral y en la colonizacién metastasica pulmonar.

27.2.PAUF

Al comienzo de esta Tesis Doctoral, el papel de PAUF en cancer era practicamente
desconocido. Se habia descrito principalmente, como una proteina sobre-expresada en
cancer pancreatico (143), mientras que la bibliografia existente sobre los niveles de
expresion y la funcion de PAUF en CCR era muy escasa (121, 143, 344). Aqui,

demostramos la relacion existente entre PAUF y CCR.

En primer lugar identificamos a PAUF como una proteina regulada a la baja en
tumor primario de CCR respecto de tejido de colon normal, y cuya expresion aumenta
en metastasis en comparacion con el tumor primario. Estos datos concuerdan con lo
descrito previamente en el laboratorio, donde se observo que PAUF se sobre-expresa en
las células KM12SM altamente metastasicas en comparacion con las células parentales
KMI12C pobremente metastasicas (121). Sin embargo, estos datos protedémicos estaban
en desacuerdo con los niveles d¢ mRNA de PAUF en CCR recogidos en Cancer
Genome Atlas (TCGA) (190). Las diferencias que existen entre el nivel de expresion de
las poblaciones de mRNA y de proteinas se pueden explicar por varias razones: por la
amplia poblacion de especies que portan modificaciones quimicas, por el tiempo
variable de residencia y/o estabilidad de ambas moléculas en el interior de una célula o
de un compartimento celular, por la traslocaciéon intra y extracelular, por la
modificacioén de las proteinas durante su intervencion en procesos biologicos, etc. Por
ello, la medicion de la expresion de mRNA no suministra valores confiables de los
cuales se puede deducir la abundancia y presencia de las proteinas traducidas, datos que
solo proporciona el estudio directo de las proteinas mediante protedmica o técnicas

complementarias.
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Se habia descrito que PAUF promueve determinadas propiedades tumorigénicas
como proliferacion (143, 150, 153, 344), invasion (143, 150, 344), migracion (143, 148,
150, 344, 345) y adhesion celular (149, 151, 344). Previamente en el laboratorio, se
observo la misma tendencia de PAUF sobre la tumorigénesis de la linea celular de CCR
KMI2SM (121). En esta Tesis Doctoral, se validé el efecto del silenciamiento de PAUF
sobre estas propiedades tumorigénicas, ampliando el nimero de células de CCR
analizadas y utilizando las lineas celulares altamente metastasicas SW620 y KM12L4
donde PAUF aparece sobre-expresada, en comparacion con las respectivas lineas
celulares isogénicas parentales pobremente metastasicas SW480 y KM12C. Mediante el
silenciamiento estable de PAUF en estas lineas celulares, corroboramos su participacion

en los procesos de adhesion e invasion celular en CCR.

Por otra parte, lo que primero llamo la atencion después del silenciamiento estable
de PAUF en las células SW620 y KM12L4, fue su fenotipo. La disminucion de la
expresion de PAUF provoco un claro aumento en el tamano celular y nuclear. Nunca
antes se habia descrito este papel de PAUF, teniendo en cuenta ademas que se trataba de
una proteina secretada. Se ha demostramos que, aparte de ser una proteina secretada,
PAUEF esta presente en el nucleo celular y tiene un patron de localizacion caracteristico,
practicamente idéntico al de la proteina APC (61), encontrandose asociada a los
microtubulos y por lo tanto al huso mitotico y a los conos de crecimiento, unas
estructuras cruciales para la extension del filamento, la motilidad celular y la interaccion

con el microambiente (346).

Se habia descrito que el silenciamiento de PAUF aumentaba el porcentaje de
células en fase GO/G1 y lo disminuia en las fases S/G2 (344). Ademas, se podia intuir
que el efecto de PAUF sobre el ciclo celular dependia del PAUF intracelular y no del

PAUF secretado, ya que la incubaciéon de las células MDSC con la proteina
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recombinante PAUF no producia alteraciones en el perfil de ciclo celular (345). Con
estos antecedentes, sumados a lo observado aqui sobre la localizacion celular de PAUF
y el efecto de su silenciamiento sobre el tamafio nuclear, se decidi6 valorar el efecto del
silenciamiento de PAUF sobre el perfil de ciclo celular de distintas lineas celulares de
CCR. El silenciamiento de PAUF provocd una serie de alteraciones en el perfil de ciclo
celular de las células deficientes en APC, como la ampliacion y el desplazamiento de las
fases G1, S y G2. El desplazamiento del perfil de ciclo sugiere la presencia de
deslizamiento mitdtico (mitotic slipage) durante el ciclo celular, que conduce a la
acumulacion de células tetraploides (347), como ocurrié con las células SW620
silenciadas en PAUF. Las alteraciones sobre el perfil de ciclo celular de las células
KM12L4 no fueron tan evidentes, probablemente debido a la ya extensa aneuploidia de
esta linea celular (173). El hecho de que los efectos del silenciamiento de PAUF sobre
el perfil de ciclo celular tinicamente sean evidentes en las lineas celulares deficientes en
APC, parece indicar que el papel de PAUF depende del estado de APC. Esta razon
podria ser una explicacion adicional al hecho de que el silenciamiento estable de PAUF
en las células KM12L4 (que son APC wild type) no produce tretraploidizacion, como si
ocurre en las células SW620 (que son mutantes en APC). Las células tetraploides
pueden originarse a partir de la fusion celular, fallo de citocinesis, problemas en
metafase o anafase, o por el fendmeno de endorreduplicacion (68, 348, 349). Mientras
que los fallos en la citocinesis y la fusion celular dan lugar a células binucleadas, la
mitosis defectuosa o la endorreduplicacion conducen a células con un tnico nucleo de
gran tamaio (68). Este parece ser el caso de las células silenciadas en PAUF, las cuales
presentan en su inmensa mayoria un solo nucleo celular de gran tamafo, siendo

ocasional la presencia de células binucleadas y de micronucleos.
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Ademas de las alteraciones en el perfil de ciclo celular, el silenciamiento de PAUF
produjo arresto mitdtico, errores en la segregacion cromosOmica y presencia de
cromosomas retardados. Los cromosomas retardados se forman por fallos en la
maquinaria de correccion de errores de la fijacion de los cromosomas al cinetocoro
(350, 351), lo que sugirid que las células silenciadas en PAUF podrian presentar
defectos en el checkpoint mitotico. De hecho, defectos en el checkpoint mitdtico
causados por el dafio del huso mitético inducen la parada del ciclo celular, lo que esta
de acuerdo con el aumento del nimero de células que muestran arresto mitédtico después
del silenciamiento de PAUF. El silenciamiento de PAUF también provocd un aumento
de la apoptosis y una disminucion de la proliferacion de las células de CCR, lo que esta
en consonancia con lo descrito anteriormente en cancer de pancreas (143, 150, 153,

344),

En resumen, hasta este punto, la localizacion celular de PAUF (muy similar a la de
APC); el efecto de su silenciamiento sobre el perfil de ciclo celular, la apoptosis y la
proliferacion celular; asi como la presencia de arresto mitotico y de grandes defectos en
la segregacion cromosomica después del silenciamiento de PAUF, apuntaban a una

implicacion de PAUF en el checkpoint mitotico.

Esta hipotesis se corrobord con los datos del array-CGH de las células SW620 y
KMI12L4 establemente silenciadas en PAUF en comparacion con las células SW620 y
KM12L4 control, que revelaron la presencia de numerosas alteraciones cromosomales
en ambas lineas celulares. De nuevo los efectos fueron mas evidentes en las células
SW620, donde la mayoria de los cromosomas sufria alteracion de gran parte o la
totalidad de sus regiones. La localizacion y el tipo (amplificacion o delecion) de las
extensas alteraciones cromosémicas fueron diferentes entre las lineas celulares SW620

y KM12L4, lo que sugiere existencia de aleatoriedad de este proceso. Estas alteraciones
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al azar parecen similares a los desequilibrios aleatorios en los adenomas colorrectales
esporadicos (49) y podrian contribuir a la heterogeneidad molecular observada en CCR.
Estos datos, en concordancia con el hecho de que las células tetraploides se consideran
intermedios transitorios de una aneuploidia méas amplia e inestabilidad cromosdmica
(CIN) (348), confirmaron que la expresion de PAUF es critica para el mantenimiento de
la inestabilidad gendmica, reafirmaron la funcion de PAUF como componente del
checkpoint mitotico y sugirieron que el aumento de la aneuploidia causada por el
silenciamiento de PAUF posiblemente se atribuya a la desregulacion cromosoémica y a

la formacion de cromosomas retardados.

El analisis del interactoma de PAUF mediante espectrometria de masas termin6 de
confirmar el papel de PAUF en el checkpoint mitotico. Hasta los resultados obtenidos
en esta Tesis Doctoral, el interactoma de PAUF era practicamente desconocido.
Unicamente se habia descrito que PAUF era ligando de los receptores toll-like TLR2
(con mas afinidad) y TLR4 (con menos afinidad) (152), asi como del receptor CXCR4
(144, 150). Aqui, identificamos numerosas proteinas pertenecientes al interactoma de
PAUF que podrian explicar su implicacion en la inestabilidad cromosdmica y en otros
procesos como invasion y adhesion celular. PAUF interacciona con multiples proteinas
del checkpoint mitético, como ANAPC1 y ANAPCS, SKA2/3, NEK9, PUMI o
proteinas del complejo augmin, las cuales se encargan de garantizar la correcta
duplicacion del material genético en las células hijas (352), por lo que son
fundamentales para prevenir la desregulacion cromosdémica y la aneuploidia (353).
PAUF interacciona ademds con proteinas implicadas en la duplicacion de los
centrosomas y en la transicion G2/M, como CENPJ, CETN2, CEP192 o PCNT; asi
como con ZW10, CDC23, NCAPG o NAPILI1, unas proteinas relacionadas con la

segregacion cromosomica y la organizacion de los cromosomas. ZW10 es una proteina
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con funciones aparentemente dispares como la regulacion de la localizacion de dineina
y Mad2 en los cinetocoros, motilidad de la membrana y regulacion del trafico vesicular
entre RE y aparato de Golgi (354). Al igual que PAUF, se localiza en los microtubulos
y su integridad es esencial para el mantenimiento de la estabilidad cromosdémica, ya que
entre sus funciones estd el asegurar la correcta segregacion de los cromosomas durante
la mitosis (355). El resto de proteinas del interactoma de PAUF estaban relacionadas
con otros aspectos del ciclo celular, con el establecimiento de la polaridad celular, la
organizacion de los microtiibulos del citoesqueleto y la muerte celular programada,

entre otros.

Curiosamente, otra proteina que forma parte del interactoma de PAUF es APC.
Aqui mostramos que PAUF y APC no solo comparten patron de localizacion y efecto
sobre la CIN, sino que ademas interaccionan entre si. La similitud funcional entre estas
dos proteinas es dificil de explicar. APC es una proteina multifuncional grande, que
consta de 2843 aminoacidos y contiene sitios de union para mdultiples proteinas
incluyendo B-catenina, reguladores del citoesqueleto, factores Rac y microtibulos (60).
La capacidad de APC de unirse a microtibulos y centrosomas, a través de un dominio
de unién a EB1, se ha relacionado con la iniciacion de CIN (49, 229). Por el contrario,
PAUF es una proteina pequefia de 208 aminoacidos compuesta de un unico dominio de
jacalina sin homologia con APC. Quizds la similitud fenotipica de las células
silenciadas en PAUF y en APC se deba a que PAUF, de alguna manera, controla los
niveles de expresion de APC. Aqui observamos que PAUF modula la expresion génica
de alguna de las proteinas con las que interacciona, entre las que se encuentra APC.
APC forma un complejo con axina, glucégeno sintasa quinasa 3 y caseina quinasa que
se encarga de la degradacion de B-catenina. De esta manera, la pérdida de APC conduce

a la acumulaciéon de B-catenina nuclear y a la activacion de la via Wnt, que es un sello
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distintivo de la progresion del CCR (65), asi como a la disminucion de los niveles de E-
cadherina. Aqui observamos que el silenciamiento de PAUF condujo a la pérdida de
APC, lo que produjo un claro aumento en los niveles de f-catenina, acompafniado de una
reduccion en los niveles de E- cadherina. Algunos trabajos han sugerido que la
expresion estable de B-catenina con la consecuente activacion inapropiada de la via de
sefalizacion Wnt también podrian contribuir a la CIN (60, 66). De hecho, el aumento en
el tamano nuclear después del silenciamiento de PAUF podria explicarse por la notable
diferencia en el tamafio nuclear entre las células positivas para f-catenina y el tejido
normal con APC (67). E-cadherina es una proteina de adhesion celular, cuya
desregulacion permite el desprendimiento de las células tumorales, facilitando su
extravasacion y colonizacion metastasica (356). El valor pronostico de las moléculas de
adhesion en la metastasis hepatica de la CCR ha sido ampliamente estudiado. Altos
niveles de mRNA de E-cadherina en pacientes con CCR se asocian con una mayor
supervivencia general, mientras que la ausencia se relaciona con menor supervivencia
(357). De hecho, la expresion reducida de E-cadherina y el aumento de los niveles de
B-catenina nucleares se asocian con la formacion de metastasis hepaticas (358, 359). De
esta manera, podria decirse que la disminucion de la expresion de PAUF, ademas de
ayudar a la iniciacioén y la progresion tumoral, podria ser un marcador del desarrollo

metastasico de CCR.

La aneuploidia, que es consecuencia de la CIN, causa alteraciones globales en el
transcriptoma y en el proteoma celular (50), conduciendo a lo que se denomina
"respuesta al estrés aneuploide" (360) que se caracteriza por un intento de las células de
corregir los desequilibrios de la estequiometria proteica, aumentando la degradacién de
proteinas, asi como las vias de plegado proteico. Es decir, las células aneuploides tienen

que hacer frente a un exceso de sintesis de proteinas debido a la presencia de
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cromosomas extra, lo que provoca un considerable estrés celular. Este fendmeno se
analizé previamente en células de levadura que tienen un cromosoma extra (361) y se
observé que la aneuploidia provoca un aumento del ciclo de sintesis y degradacion de
proteinas y una disminucion de los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
para mejorar la aptitud de las células de levadura aneuploides. Este es uno de los pocos
estudios donde se ha abordado sistematicamente el estudio de las alteraciones en el
proteoma de células aneuploides. De hecho, los mecanismos que permiten a las células
cancerosas sobrevivir al estrés asociado a la aneuploidia son en su mayoria

desconocidos.

Aqui, consideramos que las células tetraploides SW620 establemente silenciadas
en PAUF eran un excelente modelo de tetraploidizacion inducida, ideal para la
caracterizacion proteémica de la respuesta de las células cancerosas al estrés inducido
por CIN. Mediante protedmica cuantitativa, observamos que el silenciamiento de PAUF
provoca la desregulacion de numerosas proteinas, muchas de las cuales se encuentran en
regiones cromosomicas inalteradas, lo que parece indicar que la regulacién de la
expresion proteica por parte de PAUF se da por dos vias: una dependiente de la CIN y
la alteracion del numero de copias génicas; y otra independiente de su efecto sobre la
CIN. En concordancia con lo descrito previamente por Dephoure N. et al. (361), las
células aneuploides SW620 silenciadas en PAUF presentan un aumento significativo en
las vias de degradacion y plegado de proteinas y una disminucién significativa de la
expresion de proteinas asociadas a la respiracion mitocondrial y el metabolismo de
proteinas. Por otra parte, muchas de las proteinas desreguladas por el silenciamiento de
PAUF, entre las que se encuentran AURKA, UBA52 y UBE2L3, estaban involucradas
en el ciclo celular (245, 246). Aqui observamos que el silenciamiento de estas tres

proteinas en las células establemente silenciadas en PAUF aumento la apoptosis celular,
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lo que sugiere que la sobre-expresion de AURKA, UBA52 y UBE2L3 en las células
SW620 aneuploides podria ser un mecanismo de defensa ante la ya extensa apoptosis
celular que sufren. En resumen, aqui demostramos que la “respuesta al estrés
aneuplodie” también se da en células de mamifero, e implica la regulacion al alza de la
degradacion y el plegado proteico, asi como la disminuciéon de la respiracion
mitocondrial. Ademas, las células aneuploides probablemente aumenten la expresion de
otras proteinas implicadas directamente en el mantenimiento de la supervivencia
celular, como es el caso de AURKA, UBA52 y UBE2L3 en las células SW620

aneuploides.

El aumento de la tasa de CIN sobre un umbral critico podria ser una terapia
tumoral eficaz. De hecho, bajos niveles de CIN son promotores de tumores y altos
niveles de CIN conducen a muerte celular y supresion tumoral (50). Por esta razon, el
paclitaxel, un taxano que induce muerte celular a través de la inhibicion de la
polimerizacion/despolimerizacion de los microtibulos durante la fase M del ciclo
celular, es la droga mas eficaz para tratar los tumores de pacientes que exhiben CIN
(96). Aunque la mayoria de las células de CCR esporadico presentan CIN, también son
deficientes en APC, lo que les hace ser insensibles al tratamiento con taxol, debido a un
deterioro del arresto mitético (67, 97). PAUF y APC son proteinas muy similares en
cuanto a localizacion celular y efecto que causa su silenciamiento sobre la CIN. Sin
embargo, difieren en que el silenciamiento de APC no s6lo no induce parada mitotica
(362), sino que ademas funciona como una sefial anti-apoptotica para células cancerosas
(67). En esta Tesis Doctoral demostramos que la pérdida de PAUF induce detencion
mitotica y apoptosis, ademas de gran CIN. Por ello, hipotetizamos que el silenciamiento
de PAUF podria aumentar la sensibilidad de las células de CCR al tratamiento

paclitaxel. En efecto, las células de CCR con APC mutado y silenciadas en PAUF
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fueron mas sensibles al tratamiento con paclitaxel, lo que sugiere que el silenciamiento
de PAUF podria ser tutil en pacientes con CCR porque mejoraria la respuesta a las
drogas antimitéticas. La alta sensibilidad de las células silenciadas con PAUF a dosis
bajas de taxol (1nM) abre nuevas oportunidades terapéuticas para el CCR, exponiendo a
PAUF como una posible diana terapéutica de este tipo de cancer. El papel de PAUF
como diana terapéutica se habia validado previamente en modelos in vivo de cancer de
pancreas, donde la inhibicion de la accion de PAUF con anticuerpos bloqueantes (143,
149, 363), inhibia la proliferacion tumoral de células de cadncer de pancreas, asi como la

capacidad de formar metastasis (149).

En la validacion del papel de PAUF como diana terapéutica del CCR, utilizamos,
ademas del taxol, otros tipos de drogas. Como se comentd anteriormente, las células
anueploides silenciadas en PAUF llevan a cabo la "respuesta al estrés causada por
aneuploidia" (360), que se caracteriza por un intento de las células de corregir los
desequilibrios de la estequiometria de proteinas, aumentando las vias de degradacion
proteico. Como consecuencia, existe una sensibilidad aumentada a los compuestos que
interfieren con la degradacion y plegamiento de las proteinas, como es el bortezomib.
Aqui, observamos que el silenciamiento de PAUF en células de CCR deficientes en
APC sensibiliza a las células de CCR al tratamiento con bortezomib y con peroxido de

hidrégeno.

En conjunto, nuestros resultados demuestran que el silenciamiento de PAUF en
células deficientes en APC podria ser una buena estrategia terapéutica para la
sensibilizacion de las células de CCR al tratamiento con diversos tipos de farmacos,
como el paclitaxel o el bortezomib. El rango de farmacos a los que sensibiliza el
silenciamiento de PAUF podria ser mayor. Se ha descrito que la inhibicion de la accion

de PAUF con anticuerpos bloqueantes sensibiliza ain mas a las células CFPAC-1 al
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tratamiento con gemcitabina (149, 364), un farmaco actualmente utilizado para el

tratamiento de cancer de pancreas, vejiga 0 mama.

Por ultimo, ademas de diana terapéutica, PAUF se podria utilizar con biomarcador
de la metéstasis del CCR. Aqui observamos que la expresion de PAUF disminuye en el
tumor primario para luego aumentar en la metastasis de CCR. PAUF se ha propuesto
como biomarcador de otros tipos de cancer, como el de cérvix (147) o el de ovario
(146), donde su nivel de expresion se asocia con mal pronostico. En CCR poco se ha
estudiado el posible papel pronostico de PAUF. Polimorfismos de un tnico nucleétido
(SNPs) localizados en sitios de uniéon de miRNAs a diversos genes pueden tener un
impacto en el prondstico de los pacientes con este tipo de cancer (365). Este es también
el caso del gen que codifica para PAUF. Se ha observado que el SNP PAUF
rs12373A>C (que probablemente afecte al nivel de expresion de PAUF) se asocia
significativamente con el prondstico de CCR, y mdas concretamente, con el intervalo

libre de enfermedad (365).

Como resumen de esta parte del segundo bloque de la Tesis Doctoral, hemos
demostrado que PAUF es una proteina clave para el mantenimiento de la estabilidad
cromosomal de las células de CCR, donde parece funcionar como un supresor tumoral,
de manera similar a APC. PAUF participa en la preservacion de la estabilidad gendomica
mediante la estabilizacion de la red de proteinas implicadas en los puntos de control del
ensamblaje del huso mitdtico y la segregacion cromosdémica. Hemos demostrado que
interactia con la red de proteinas de APC, imitando muchos de los papeles
multifuncionales de APC, con algunas diferencias relevantes en la detencion mitdtica y
la induccién de apoptosis. Ademas, PAUF regula los niveles de APC, de tal manera que
el silenciamiento de PAUF provoca una disminucion de los niveles proteicos de APC.

Probablemente, la pérdida observada de expresion de PAUF en el tumor colorrectal
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primario podria contribuir a la pérdida de APC y a los efectos asociados sobre la
aneuploidia y el aumento de B-catenina nuclear, promoviendo un fenotipo mesenquimal
y la progresion del CCR. En la metastasis del CCR, PAUF podria desempenar un papel
importante en la invasion y adhesion celular. Por tltimo, nuestros resultados sugieren
que la combinacion del silenciamiento de PAUF y el tratamiento con diferentes drogas,

podria ser una nueva estrategia terapéutica de pacientes con CCR.
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1. Hemos corroborado la capacidad colonizadora pulmonar de las células de CCR
KM12LA4.

2. Las proteinas alteradas en la metastasis de CCR participan en mds procesos
biologicos de los conocidos hasta ahora como pertenecientes a la “cascada
metastasica”, como por ejemplo ciclo celular, muerte celular, transporte
intracelular, organizacion mitocondrial o metabolismo de lipidos 'y
glicoproteinas, entre otros.

3. Hemos identificado 21 posibles candidatos biomarcadores de metastasis de CCR
cuya alta expresion se asocia con menor supervivencia a la enfermedad, entre los
que destacan VEGFA, CD109, QSOXI1, PLODI, o las lamininas LAMBI,
LAMCI1 y LAMAS.

4. LOXLI esta regulado al alza en CCR, a nivel de RNA y de proteina, y se secreta
de manera exclusiva por las células de CCR que metastatizan a pulmon
KM12L4 en comparacion con las células SW620 y KM12SM, lo que seria
responsable de la colonizacion pulmonar de las células KM1214.

5. LOXLI participa en la adhesion e invasion de las células HEK293 v,
probablemente, de las células KM12L4. En células KM12L4, LOXLI1
interacciona con proteinas implicadas en procesos celulares diferentes a
adhesion e invasion, como por ejemplo la via de sefalizacion del receptor de
lectina tipo C, la transicion de las fases G1/S de ciclo celular, transporte
intracelular de proteinas o la regulacion de la via de sefializacion canonica Wnt,
entre otras.

6. La expresion de PAUF disminuye en el tumor primario de cancer de colon para

posteriormente aumentar en la metastasis hepatica de CCR.
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El silenciamiento estable de PAUF provoca un descenso en la adhesion e
invasion, asi como un aumento en el tamafo y complejidad celular y nuclear de
las células SW620 y KM12L4. Ademas, el silenciamiento de PAUF provoca un
desplazamiento del perfil de ciclo celular, con ampliacion de las fases G1, S y
G2, de las células de CCR deficientes en APC, arresto mitdtico y errores en las
mitosis que desencadenan en un aumento de la apoptosis y un descenso en la
proliferacion celular. Por ultimo, el silenciamiento de PAUF provoca
inestabilidad genomica en las células SW620 y KMI12L4. Todos estos datos
sugieren la participacion de PAUF en el checkpoint mitético.

PAUF muestra una distribucion ubicua dentro de la célula, enormemente similar
a la de APC, encontrandose en el ntcleo y en el citosol, donde se asocia a
microtubulos, huso mitotico y conos de crecimiento.

PAUF interacciona con multiples proteinas, destacando ZW10 o APC, que
participan principalmente en ciclo celular, y concretamente, en checkpoint
mitdtico, lo que corrobora el papel de PAUF como componente de este punto de
control. Ademas, el silenciamiento de PAUF provoca la desregulacion de alguna
de las proteinas con las que interacciona, como APC. Consecuentemente, el
silenciamiento de PAUF provoca una disminucion de los niveles de expresion de
APC y E-cadherina, y un aumento en los niveles de P-catenina nucleares,
sugiriendo que la pérdida de PAUF podria promover la transicion epitelio-
mesénquima (EMT) y la progresion tumoral en CCR.

Las células SW620 tetraploides establemente silenciadas en PAUF son un buen
modelo de tetraploidizacion inducida para la caracterizacion protedmica de la
respuesta de las células cancerosas al estrés inducido por CIN. Las células

aneuploides presentan sobre-expresion de la maquinaria implicada en la
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replicacion del DNA y en la degradacion proteica mediada por el proteasoma;
mientras que tienen una regulacion a la baja de la maquinaria implicada en la
respiracion celular.

El silenciamiento de PAUF provoca la desregulacion de 232 proteinas nucleares,
destacando AURKA, UBA52, UBE2L3, la mitad de las cuales se encuentran en
regiones cromosOmicas inalteradas, sugiriendo que PAUF desencadena
desregulacion proteica de manera independiente de CIN, posiblemente a través
de la regulacion transcripcional. El silenciamiento de AURKA, UBAS2 y
UBE2L3 aumenta la apoptosis de las células silenciadas en PAUF, lo que
sugiere que estas proteinas son claves en el mantenimiento de la viabilidad
celular de las células aneuploides.

El silenciamiento de PAUF sensibiliza a células de CCR mutantes en APC al
tratamiento con taxol, bortezomib y peroxido de hidrégeno, sugiriendo que el
silenciamiento de PAUF, combinado con el tratamiento quimioterapéutico,

podria ser una buena estrategia terapéutica a seguir en pacientes con CCR.
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ANEXO I

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, los resultados obtenidos han sido

preparados para su publicacion.

Ademas, durante la realizacion de la Tesis Doctoral he colaborado en otros proyectos

del grupo, cuyas referencias aparecen a continuacion:

1.

Bartolomé RA, Pelaez-Garcia A, Gomez I, Torres S, Fernandez-Aceifiero MJ,
Escudero-Paniagua B, Imbaud JI, Casal JI. “An RGD motif present in cadherin
17 induces integrin activation and tumor growth”. J Biol Chem. 2014 Dec 12;
289 (50):34801-14.

Garcia-Palmero I, Torres S, Bartolomé RA, Pelaez-Garcia A, Larriba MJ,
Lopez-Lucendo M, Pefia C, Escudero-Paniagua B, Mufioz A, Casal JI.
“Twistl-induced activation of human fibroblasts promotes matrix stiffness by
upregulating palladin and collagen ol (VI)”. Oncogene. 2016 Oct
6;35(40):5224-5236

Bartolomé RA, Torres S, Isern de Val S, Escudero-Paniagua B, Calvifio E,
Teixid6 J, Casal JI. “VE-cadherin RGD motifs promote metastasis and
constitute a potential therapeutic target in melanoma and breast cancers”.

Oncotarget. 2017 Jan 3; 8 (1):215-227.
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ANEXO II

Las Tablas suplementarias de esta Tesis Doctoral se recogen en formato digital, en el

CD adjunto al documento en papel.
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