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1. Resumen

El principal problema que deriva en el fracaso de los tratamientos actuales de cancer es la
heterogeneidad tumoral, la cual genera que los clones resistentes a las terapias provoquen la
recidiva de la enfermedad y su correspondiente metéstasis. Es decir que los clones resistentes al
tratamiento seran los que generen la recidiva. Esto es aplicable también a las nuevas terapias
personalizadas/dirigidas que al tener un tinico blanco terapéutico van generando indirectamente
que los clones que no sean atacados por la terapia escapen al tratamiento y sean los responsables
de la recidiva.

El grupo de Terapia Molecular y Celular de la Fundacion Instituto Leloir (FIL) ha generado
adenovirus oncoliticos de replicacion condicionada (AOL-RC) para el tratamiento del cancer.
Estos AOL-RC se multiplican exclusivamente en las células malignas ya que su replicacién
depende de un promotor genético obtenido de genes sobreexpresados en forma selectiva en el
tumor. En forma similar a lo que se observa con las terapias personalizadas, la limitacion del
uso de un tnico promotor especifico de tumor (PET), limita la utilidad de los virus solo a los
clones malignos donde ese PET se encuentra activo. Los clones donde el PET no este activo no
seran afectados por el virus y serdn responsables de la recidiva tumoral.

Esta tesis tuvo como objetivo inicial generar PETs hibridos (PETh) con combinaciones de
fragmentos de hasta 4 PETSs diferentes partiendo de los PETSs ya identificados por el laboratorio:
A33, AQP5, CDC25A, CDC25B, FSCN1, GLI1, NQO1 y VWA2. Dichos genes regulados por
los correspondientes promotores presentan una sobreexpresion en cancer colorrectal (CCR) con
respecto al tejido normal. Se realizé un andlisis in silico de los fragmentos de interés de cada
promotor para identificar los factores de transcripcién (TF) y la especificidad de los mismos en
cuanto a las siguientes variables: la enfermedad céncer, la sobreexpresion en tejido intestinal,
la relacion con la actividad viral y la asociaciéon con la respuesta inmunoldgica.

Empleando las plataformas online Match, Fimo, Promo y ToppGene determiné los TFs es-
tadisticamente significativos de cada promotor asociados a las variables definidas. A través de
herramientas de bioinforméatica de mineria de datos y mineria de texto seleccioné los TF's de
interés de cada uno de los promotores. En esta tesis se brinda un analisis detallado de los TF's
de cada promotor, explicando las similitudes y diferencias de expresién de cada una de las
proteinas reguladas por dichos promotores en las células tumorales de colon y recto asi como
también la identificacién de los principales TF's esenciales en la regulacion de la actividad de ca-
da promotor. El armado de promotores hibridos y sintéticos difiere considerablemente. Basado
en el analisis de las secuencias de los promotores con sus TFs respectivos, se pueden identificar
los fragmentos de cada promotor con mayor relevancia para el armado de los promotores hibri-
dos. Por otro lado, para los promotores sintéticos, es necesario establecer la relevancia de cada
TF en forma individual, la localizaciéon de los mismos dentro de cada promotor, la distancia
entre ellos amen de otros pardmetros que permitan finalmente predecir la mejor combinacién
posible de TF's para definir el promotor sintético.
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Glosario de contracciones

3.

Glosario de contracciones

5FU: 5 Fluoruracilo

AOL: adenovirus oncolitico

AOL-RC: adenovirus oncolitico de replicaciéon condicional
CCR: Céancer colorrectal

CCSP-2: colon cancer secreted protein

CG: cancer gastrico

CSC: células madre cancerosas

EMT: Transicion epitelial-mesenquimal

PET: promotor especifico de tumor

PETh: promotor especifico de tumor hibrido

TF: Factor de transcripcién

TFs: Factores de transcripcion

TFBS: sitios de union del factor de transcripcion

THPA: The Human Protein Atlas



Introduccion

4. Cancer

4.1. Generalidades del cancer

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo. Segun las cifras presentadas por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el 12 de septiembre de 2018, en 2015 la enfermedad
ocasioné 8,8 millones de muertes. A su vez, la organizacion establece que cerca del 70 % de las
muertes por cancer se registran en paises de ingresos medios y bajos. Segin las cifras estimadas
en 2015, los tipos de cancer que causan mayor cantidad de muertes son:

Pulmonar: 1,69 millones defunciones

Hepatico: 788 000 defunciones

Colorrectal: 774 000 defunciones

Gastrico: 754 000 defunciones

» Mamario: 571 000 defunciones

En particular, Argentina tiene una tasa de incidencia de 212 casos por 100.000 habitantes (sin
distinguir entre sexos y considerando todos los tumores a excepcién de piel no melanoma).
Estas cifras provienen de las iltimas estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de
Investigacion sobre Cancer (IARC) en base a datos disponibles a nivel mundial para el ano
2018. Estas ciras implican que Argentina es un pais con incidencia de cédncer media-alta (rango
177 a 245,6 por 100.000 habitantes), ubicandola a su vez en el séptimo lugar en Latinoamérica.
Habiendo mencionado el estado general del pais con respecto a la enfermedad [I], conocer los
mecanismos de la misma es de vital importancia para asi poder promover la deteccion temprana
de la enfermedad y reducir la mortalidad.

El cancer hace referencia a un grupo de mas de 200 enfermedades que pueden afectar en
cualquier parte del organismo. Si bien cada una de estas enfermedades es independiente, y por
lo tanto, las caracteristicas son individuales en cada caso, el denominador comun de todas ellas
es el mismo: las células cancerosas adquieren la capacidad de multiplicarse y diseminarse por
todo el organismo sin control, pudiendo invadir partes adyacentes del cuerpo y propagarse a
otros érganos. El término tumor hace referencia a una masa celular neoplasica, es decir, al
crecimiento descontrolado y anormal del crecimiento de un tejido del organismo de manera
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irreversible. Por un lado, el tumor benigno es aquel que se encuentra contenido y encapsulado
en una region, mientras que el tumor maligno es aquel que tiene la capacidad de invadir a los
tejidos vecinos, a través de los vasos sanguineos. A esta capacidad se la conoce como metdstasis.
Estas masas celulares heterogéneas que crecen de manera auténoma invadiendo sin control se
lo conoce como cdncer. Esto se visualiza en el esquema representativo de la figura [}

Tumor Benigno

Figura 1: Esquema representativo. Izquierda: tumor benigno.Derecha: tumor maligno.

4.2. Causas del cancer

El cancer se produce por el proceso de transformacion de las células normales en células tu-
morales. En los tiltimos anos, diversos grupos de investigacién se han avocado a identificar los
procesos de mutaciones de las células que conducen a la proliferaciéon de la enfermedad. La OMS
sostiene que los factores genéticos del paciente asi como ciertos factores externos, entre ellos las
radiaciones ultravioletas y ionizantes, factores quimicos como el amianto, los componentes del
humo de tabaco, las aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) y el arsénico (contaminante
del agua de bebida), la edad o incluso ciertos virus, bacterias y pardsitos, son elementales a
la hora de explicar el por qué de la enfermedad en los individuos. La interaccién entre estos
factores puede terminar en mutaciones y pérdida de eficacia de los mecanismos de los procesos
celulares [1].

4.3. Heterogeneidad Tumoral

En los ultimos anos, los estudios genémicos han demostrado el panorama complejo y hete-
rogéneo del cancer y sus posibles implicaciones para la respuesta al tratamiento y el prondstico.
Utilizando la secuenciaciéon del genoma completo, estos estudios han demostrado que los tu-
mores consisten en eventos somaticos, definidos por mutaciones y alteraciones del nimero de
copias, que ocurren temprano en la evolucion del tumor. Ademas, estos estudios han demostra-
do que en respuesta a las terapias contra el cancer se genera la heterogeneidad espacial, es decir,
una evolucion ramificada de patrones mutacionales que pueden variar con el tiempo. Dada la
existencia de dicha heterogeneidad en los tumores en la enfermedad metastasica avanzada, la
eficacia de las terapias que tienen como target a las mutaciones sométicas, incluso combinadas
con otras terapias, puede ser limitada en términos de lograr la cura de la enfermedad. La figura
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del grupo de investigadores Mariam Jamal-Hanjani et al.; 2015 [2] esquematiza los distintos
tipos de heterogeneidad genética en la biologia del cancer.

Por un lado, la mas conocida es la heterogeneidad tumoral interpaciente, en la que no
hay dos pacientes con el mismo subtipo de tumor que se comporten clinicamente de la misma
manera, con o sin tratamiento. Esto puede estar relacionado con factores del huésped, como
el microambiente tumoral y las variantes de la linea germinal que influyen en la respuesta al
tratamiento, junto con las mutaciones somaticas unicas que pueden ocurrir dentro del tumor
de cada paciente individual. La heterogeneidad intratumoral describe la existencia de dis-
tintas poblaciones celulares con caracteristicas genéticas, epigenéticas y fenotipicas especificas
dentro de los tumores y ha sido reconocida durante mucho tiempo. Las lesiones metastasicas
en diferentes sitios secundarios pueden surgir de diferentes poblaciones celulares dentro de un
tumor primario, lo que resulta en heterogeneidad entre metastasis, conocida como heteroge-
neidad intermetastasica. Ademas, dado que las lesiones metastasicas pueden adquirir nuevas
mutaciones y evolucionar independientemente con cada division celular, también puede existir
heterogeneidad dentro de una metastasis, conocida como heterogeneidad intrametastasi-
ca. Esto puede estar asociado con multiples mecanismos de resistencia a los medicamentos
adquiridos en el mismo paciente con enfermedad metastasica [2][3].

A B
! Patient1 ! Patient 2
Pl ' ‘
{, ﬂ\‘ { A |:l‘ T
™ A | hY ) "\
PO\ RO A\
( I\.‘ ( I\'-. & |
1 I \ I\ 1 | \
i1 | H I
| | | / ‘
oy ~— ~—
Interpatient tumor heterogeneity Intratumor heterogeneity
c D

Intermetastatic heterogeneity Intrametastatic heterogeneity

Figura 2: Diferentes tipos de heterogeneidad tumoral. A, heterogeneidad entre pacientes: la
presencia de subclones tnicos en el tumor de cada paciente. B, heterogeneidad intratumoral:
la presencia de multiples subclones dentro de un tumor primario que resulta en heterogenei-
dad entre las células tumorales. C, heterogeneidad intermetastésica: la presencia de diferentes
subclones en diferentes lesiones metastéasicas del mismo paciente; Algunos subclones pueden
haberse derivado del tumor primario y algunos pueden haber surgido como resultado de alte-
raciones adquiridas dentro de cada lesion metastasica. D, heterogeneidad intrametastasica: la
presencia de multiples subclones dentro de una sola lesién metastasica. Jamal-Hanjani et al.,
2015

La composicion clonal y subclonal de cada tumor en el microambiente tumoral también puede
influir en la evolucién y progresion de los tumores. Las interacciones entre el tumor y las
células del estroma, los cambios en el nivel de hipoxia o acidez, el aumento o la disminuciéon del
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infiltrado de células inflamatorias y la remodelacién de la matriz extracelular pueden actuar
como presiones de seleccién y conducir a una mayor heterogeneidad fenotipica, lo que puede
influir potencialmente en la respuesta al tratamiento y, por lo tanto, en la evolucién del tumor.
Los tumores heterogéneos se componen de multiples subclones y, bajo presiones de seleccién,
como la quimioterapia, se pueden seleccionar ciertos subclones con resistencia intrinseca o
adquirida, lo que permite que estos dominen una masa tumoral y potencialmente impulsen la
progresion de la enfermedad. A través de multiples eventos somaticos que afectan distintas vias
de transduccion de senales, un tumor puede desarrollar resistencia a los medicamentos dentro
de la carga tumoral del mismo paciente, lo que plantea desafios considerables para el diseno y la
seleccion de combinaciones efectivas de medicamentos [2]. La figura |3| representa los diferentes
subclones de los tumores primarios que pueden estar sujetos a diversas presiones de seleccién,
que incluyen quimioterapia y factores microambientales como la hipoxia, el estroma infiltrante
y las células inmunes, como mencioné anteriormente. Bajo la influencia de tales presiones de
seleccidn, los subclones con resistencia intrinseca (subclén verde) pueden superar una masa
tumoral, lo que puede conducir a la progresién de la enfermedad, y / o los subclones pueden
adquirir alteraciones somédticas (subclén puirpura), promoviendo la supervivencia celular, la
proliferacién y el tumor metastdsico formacién. El crecimiento de algunos subclones (subclén
rojo) puede verse limitado por presiones de seleccién a las que son sensibles, por ejemplo, la
terapia dirigida contra un subclén tumoral con una alteracion somatica sensible a la terapia.

Teniendo en cuenta que el sistema inmune tiene un rol fundamental en la progresion o en
la cura de la enfermedad, la interaccién entre le tumor y el sistema inmune del paciente fue
muy estudiada a lo largo de los anos. Los canceres humanos albergan numerosas alteraciones
genéticas y epigenéticas, generando neoantigenos potencialmente reconocibles por el sistema
inmune. Sin embargo, aunque se observa una respuesta inmune enddgena al cancer en modelos
preclinicos y pacientes, esta respuesta es ineficaz, porque los tumores desarrollan miltiples me-
canismos de resistencia, incluidos los mecanismos locales de resistencia inmunosupresion y la
induccién de tolerancia. Ademas, los tumores pueden explotar varias vias distintas para evadir
activamente la destruccién inmune, incluidos los puntos de control inmunoldgicos endégenos
que normalmente terminan las respuestas inmunes después de la activacién del antigeno. Los
microambientes tumorales pueden contrarrestar la respuesta inmune del huesped a través de
mecanismos supresivos como la expresion de PDL-1 (programmed cell death ligand 1), o secre-
cién de mediadores antiinflamatorios, entre otros [4] [5]. Los linfocitos infiltrantes de tumores
pueden reconocer los neoantigenos presentados en la superficie de las células tumorales como
no propios, promoviendo la activacién mejorada de las células T y la infiltracion del tumor de
las células inmunes. Esto se visualiza como un ejemplo de respuesta en la figura 3| [2].

13



Proyecto Final - 2020 Introduccion

Infiltrating stromal cells (e.g., Emergence of subclone with Subclone with
cancer-associated fibroblasts) acquired alterations that promote acquired mutations
cell survival/proliferation in the brain
Infiltrating T cells
against tumor

neo-antigens = %
recognized & fﬁ? fﬁ:‘

as non-self
@ Selection pressures Cancer progression
—_— —_—
Subclone sensitive {
to selection pressures »

(e.g., chemotherapy) Liver
T &Y

Subclone with Outgrowth of subclone
intrinsic resistance to with intrinsic resistance
selection pressures

e
{ﬁ’:’f 2

Blood vessels W

Primary tumor Metastatic disease

© 2015 American Assoclation for Cancer Ressarch
CCR Reviews AACR

Figura 3: Heterogeneidad intratumoral y evolucién clonal. Jamal-Hanjani et al., 2015

5. Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es el segundo cédncer méds comin en mujeres y el tercer cancer méas
comun en hombres [6].

En Argentina, segin las estimaciones de incidencia del Observatorio Global de Céancer de la
OMS, el cancer de mama es el de mayor magnitud en cuanto a ocurrencia del 2018: con un
volumen de més de 21.000 casos al ano, representa el 17 % de todos los tumores malignos y casi
un tercio de los canceres femeninos. El segundo con mayor incidencia es el CCR, el cual para
ambos sexos se estimaron 15.692 casos nuevos para el ano 2018, concentrando el 13 % del total
de tumores [7].

5.1. Estadios del CCR

La estadificacion TNM se usa ampliamente y se acepta para estratificar a los pacientes en
diferentes grupos prondsticos de la enfermedad. La tabla[l| hace esquematiza dicho sistema.

Sistema Descripcion Estadio
TNM
T La extensién del tumor T1: carcinoma in situ

T2: tumor que invade la mucosa
T3: tumor que invade la capa muscular
T4: tumor que invade la serosa

N La diseminacion a los NO: ganglios negativos

ganglios linfaticos N1: de uno a tres ganglios afectados

N2: mas de tres ganglios afectados

N3: ganglios afectados en troncos vasculares
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M Presencia de metastasis MO: no hay metéastasis
M1: metéastasis

Cuadro 1: Sistema de clasificacion TNM.

La figura EI esquematiza las capas del colon para un mayor entendimientol§].

Tejido intestinal normal
(seccién transversal del
, tracto digestivo)

— Epitelio
. ) Mucosa
__Tejido conectivo

Capa muscular
delgada

Submucosa

 Capas musculares
gruesas

Subserosa

Serosa

Figura 4: Capas del colon.

Esta clasificacion es més detallada a medida que las letras TNM se acompanan con nimeros, y
a medida que el ntimero crece, crece la agresividad del tumor[3]. A partir de esta clasificacién,
se establecen estadios generales I, II, IIT o IV:

s 0: Carcinoma in situ: invasién confinada a la lamina propia de la mucosa del colon o del
recto

» I: El tumor ha crecido traspasando varias capas (invasién de la submucosa (T1) o mus-
cularis propia.(T2)), pero sin atravesar la capa muscular. Los ganglios no estén afectados

= II: Invasion de todas las capas de la pared del colon o recto y en algunos casos se pueden
haber afectado 6rganos vecinos. No estan afectados los ganglios

e Ila: Invasion a través de la muscularis propia (T3)
e IIb: Invasién del peritoneo visceral (T4a)

e Ilc: Invasién de otros 6rganos o estructuras (T4b)

» III: Existen ganglios afectados, independientemente del tamano del tumor
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o Illa:
o T1 o T2 tumor con presencia de metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales
(N1)
o Tumor con presencia de metdastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales (N2a)
o IIIh:
o Tumor T1 o T2 con presencia de metastasis en 7 o més ganglios linfaticos re-
gionales (N2b)
o T2 o T3 tumor con presencia de metastasis a N2a
o T3 o T4a tumor con presencia de metastasis N1

o Illc:
o T3 o T4a tumor con presencia de metastasis a N2b

o T4a tumor con presencia de metastasis de N2a

o T4b tumor con presencia de metastasis N1 o N2
» IV: El tumor se ha diseminado y ha afectado a otros érganos a distancia (metéstasis)

e [Va: Presencia de metastasis confinada a un érgano sin metastasis peritoneales
e [Vb: Presencia de metastasis en mas de un érgano

e [Vc: Presencia de metastasis al peritoneo con o sin afectacion de otros érganos

5.2. Tratamientos actuales del CCR

Los tratamientos varfan segun la localizacién del carcinoma (recto o el resto del colon).
Cirugia: Es el principal tratamiento en los canceres con etapas mas tempranas.

= Polipectomia y escisién local: Los tumores en etapa 0 o I, es decir, en etapas ini-
ciales, se busca extirpar los pélipos durante una colonoscopia. En este procedimiento se
utiliza un tubo alargado y flexible con una pequena videocdmara en uno de sus extremos
que se introduce por el recto para ser guiada hacia el interior del colon. Los siguientes
procedimientos quirurgicos pueden llevarse a cabo durante una colonoscopia:

e En una polipectomia, el cancer es extirpado como parte del polipo.

e Una escision local implica un procedimiento ligeramente mas complejo ya que se
busca extirpar pequenos canceres dentro del revestimiento del colon junto con una
pequena cantidad de tejido sano circundante sobre la pared del colon.

= Colectomia: es una cirugia que implica la extraccion de parte o de todo el colon. También
se extirpan los ganglios linfaticos cercanos.

e Se conoce como hemicolectomia, colectomia parcial o reseccion segmentaria
al procedimiento para extirpar solo una parte del colon. El cirujano extrae la parte
del colon que contiene el cancer junto con un pequeno segmento de colon normal en
ambos lados. Se extirpa por lo general de un cuarto a un tercio del colon, dependiendo
de la localizaciéon y el tamano del cancer. Luego se reconectan las secciones restantes
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del colon. Al menos 12 ganglios linfaticos cercanos también son extraidos para que
se puedan analizar y ver si hay cancer.

e Colectomia total implica la extirpacién de todo el colon. Solo se emplea si hay
otro problema involucrado en el colon que no es cancer, tales como enfermedad
inflamatoria intestinal o pdlipos.

e Colostomia de derivacion: Los pacientes que tienen cancer de colon y que el
mismo se ha propagado a otras partes del cuerpo, se realiza una cirugia para aliviar
la obstruccién sin extraer la parte del colon que contiene el cancer. El colon se
corta por encima del tumor y se adhiere a un estoma (una abertura en la piel del
abdomen) para permitir que las heces fecales salgan del cuerpo. Es una cirugia contra
la propagacién del cancer de colon. A menudo puede ayudar al paciente a recuperarse
lo suficiente como para iniciar otros tratamientos (como la quimioterapia) [9].

Ablacién: Cuando el CCR se ha propagado originando metastasis, a veces se pueden extraer
con cirugia o eliminar mediante otras técnicas, como ablacién o embolizacién. Si bien la técnica
principal es la cirugia, la ablacion se utiliza para destruir pequenos tumores entre 3 a 6 cm de
diametro sin tener que extirparlos, y esta técnica se emplea en los casos que los tumores vuelven
a surgir tras la cirugia, para quienes el cancer no se puede curar con la cirugia o para los que no
puedan someterse a cirugia debido a otras razones. Esto podria ayudar a una persona a vivir
mas tiempo.

= Radiaciéon por radiofrecuencia: utiliza ondas radiales de alta energia para destruir los
tumores. Mediante una ecografia o tomografia por computadora, el médico coloca una
sonda delgada parecida a una aguja a través de la piel y hacia el tumor. Luego se emite
una corriente eléctrica hacia el extremo de la sonda, lo que libera ondas radiales de alta
frecuencia que calientan el tumor destruyendo las células cancerosas.

= Radiaciéon por microondas: Esta técnica de ablacién més reciente se tiende a usar en
el cancer que se ha propagado al higado. Los estudios por imédgenes se usan para guiar la
sonda con forma de aguja hacia el tumor. Microondas electromagnéticas se emiten a través
de la sonda para generar altas temperaturas que matan los tumores con rapidez. Este
tratamiento se ha usado contra tumores de mayor tamafno (de hasta 6 cm de amplitud).

= Ablacién con etanol: También conocida como inyecciéon percutdanea de etanol, esta
técnica consiste en inyectar alcohol concentrado directamente en el tumor para destruir
las células cancerosas. Esto usualmente se hace a través de la piel usando una aguja que
es guiada por ecografia o tomografias computarizadas.

» Criocirugia: La técnica consiste en destruir mediante congelaciéon con una sonda de
metal el tumor. A través de una ecografia, la sonda es guiada por la piel hasta alcanzar
el tumor. Luego se pasan gases muy frios a través del extremo de la sonda para congelar
el tumor, lo que destruye las células cancerosas. Este método puede tratar tumores méas
grandes que las otras técnicas de ablacién, pero a veces requiere de anestesia general. El
tratamiento puede repetirse tantas veces como se requiera para eliminar todas las células
cancerosas [10].

Tratamiento quimioterapéutico: La terapia sistémica es el uso de medicamentos para des-
truir las células cancerosas. Este tipo de medicamentos se administra a través del torrente
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sanguineo para llegar a las células cancerosas en todo el cuerpo. El profesional que receta tera-
pias sistémicas es un oncélogo clinico, un médico que se especializa en el tratamiento del cancer
con medicamentos. En particular, la quimioterapia es el uso de farmacos con el fin de destruir
las células cancerosas al poner fin a su capacidad para crecer y dividirse.

Un programa de quimioterapia, consiste en una cantidad especifica de ciclos donde se adminis-
tran en un periodo determinado. Un paciente puede recibir 1 farmaco por vez o una combinacion
de diferentes farmacos administrados al mismo tiempo.

La quimioterapia se puede administrar después de la cirugia para eliminar las células cancerosas
restantes. En muchos casos, el tratamiento se utiliza en personas combinada con radioterapia
antes de la cirugia para reducir el tamano de un tumor y minimizar la posibilidad de que el
cancer reaparezca. La terapia se puede usar en distintas ocasiones durante el tratamiento contra
CCR.

= La quimioterapia adyuvante se administra después de la cirugia. El objetivo es des-
truir algunas células cancerosas que podrian haber quedado durante la cirugia porque
eran demasiado pequenas como para verse, asi como células cancerosas que podrian ha-
ber escapado del tumor principal y se establecieron en otras partes del cuerpo, siendo
demasiado demasiado pequenas como para verlas en estudios por imagenes. El fin de esto
es disminuir la probabilidad de que el cancer regrese.

= La quimioterapia neoadyuvante se administra antes de la cirugia para tratar de re-
ducir el tamano del cancer y asi hacer mas facil la cirugia. Se puede complementar con
radioterapia. Este método se usa frecuentemente para tratar el cancer de recto.

= Para los casos de cancer en etapas avanzadas que se han extendido a otros érganos como
el higado, la quimioterapia puede utilizarse también para ayudar a encoger tumores y
aliviar los sintomas. De esta manera, les permite a los pacientes mejorar la calidad de
vida [11].

Con respecto a los medicamentos administrados, existen varios aprobados por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA) para tratar el CCR. Los
mecanismos de accién son los mismos, consisten en provocar una alteracion celular, en la divisién
celular, en sintesis de proteinas o en acidos nucleicos, lo que lleva a una destruccion de las células
en la division. Esto ocurre en células tanto tumorales como normales.

» Fluorouracilo (5-FU): es un farmaco especifico del ciclo de fase celular, fase S, con ac-
tividad inhibitoria ya que interviene en la sintesis de ADN e inhibe en poco grado la
formacion de ARN. Promueve un desequilibrio metabdlico que resulta en la muerte de
la célula. Diversos estudios buscan estudiar los efectos de 5FU sobre no solo las células
tumorales, también las respuestas inflamatorias y las medidas funcionales en un modelo
de CCR en ratones y sugiere que los microbios intestinales pueden desempenar un papel
en algunas, pero no en todas, las perturbaciones relacionadas con 5FU [12].

» Capecitabina (Xeloda): el cual se administra oralmente (pastillas). Las ventajas que pre-
senta el mismo es su capacidad de mimetizar la infusion continua de 5FU al tiempo que es
un tratamiento comodo con una mayor aceptacion y cumplimiento por parte del enfermo,
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evitando las complicaciones y costes econémicos asociados a la administracién intraveno-
sa. A su vez, presenta una activacién selectiva en el tumor que potencialmente posibilita
un tratamiento localizado con la consiguiente mejora de la actividad antitumoral y re-
duccién de la toxicidad sistémica [13].

» Irinotecdn (Camptosar): farmaco empleado especificamente para céncer de colon o de
recto. Se administra de manera indovenosa. Interfiere en la acciéon de la enzima topoiso-
merasas [. Es un inhibidor de la topoisomerasa I, la cual controla la manipulacién de la
estructura del ADN necesaria para la replicacion [I4]. Si bien la quimioterapia basada
en H5FU es el estandar de oro para el CCR, este medicamento ofrece pocos beneficios
en ciertos estadios de CCR, y los regimenes basados en irinotecan puede una excelente
alternativa [15].

» Oxaliplatino (Eloxatin): se identifica dicha droga con el fin de inducir la muerte inmu-
nogénica[ﬂ de las células de CCR, y este efecto determina su eficacia terapéutica en pa-
cientes con CCR. [16]

5.3. Tratamientos actuales que consideran la heterogeneidad tumo-
ral

A pesar de los grandes avances en los tratamientos actuales para el cancer, la misma continua
siendo la segunda causa maés frecuente de mortalidad, y en particular el CCR es la segunda
causa de defuncién dentro de los distintos canceres en Argentina. Esto se debe a la falta de
eficiencia en eliminar todas las células tumorales. Las terapias nombradas hasta el momento,
tienden a disminuir el tamano del tumor y eliminar ciertos clones del tumor. La combinacién de
terapias aumenta el indice de sobrevida de los distintos casos. Sin embargo, con frecuencia las
células desarrollan mecanismos genéticos de resistencia que anulan la apoptosis, permitiendo a
las mismas migrar y causar la recidiva de la enfermedad.

La inmunoterapia es un tipo de tratamiento del cancer que ayuda al sistema inmunitario a
combatir la enfermedad, estimulando asi las defensas naturales del cuerpo. Este tipo de terapias
involucra:

= Anticuerpos monoclonales

Inhibidores de puntos de control

Inmunoterapias no especificas

Terapia con células T

Vacunas contra el cancer

= Terapia con virus oncoliticos

'El concepto de muerte celular inmunogénica (MCI) incluye una muerte programada de las células cancerosas
con la subsiguiente liberacién de moléculas que dan una senal de peligro al sistema inmunolégico.
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5.3.1. Anticuerpos monoclonales

Son proteinas del sistema inmunitario creadas en el laboratorio con el propdsito de unirse a
blancos especificos en las células cancerosas. Se busca que los anticuerpos monoclonales reconoz-
can las células cancerosas y se unan a ellas, para luego ser destruidas por el sistema inmunitario.
En particular, para CCR se utilizan los anticuerpos como cetuximab y bevacizumab. Ce-
tuximab es un anticuerpo monoclonal anti-EGFRP| que, utilizado solos o en combinacién con
quimioterdpicos, permiten mejorar la respuesta al tratamiento en el CCR metastésico [17][18].
Por otro lado, bevacizumab, es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido al factor de cre-
cimiento endotelial vascular, tiene un papel importante en el tratamiento del CCR metastasico,
evitando la formacién de nuevos vasos sanguineos que irrgiguen al tumor y le permitan crecer
mediante el suministro de nutrientes [19].

5.3.2. Inhibidores de puntos de control

Otros tipos de anticuerpos funcionan liberando los frenos del sistema inmunitario a fin de que
este pueda destruir las células cancerosas. Las vias PD-1/PD-L1 y CTLA-4 son cruciales para la
capacidad del sistema inmunitario de controlar el crecimiento del cancer. Estas vias a menudo
se denominan puntos de control inmunitarios (inmune checkpoints). El sistema inmunitario
responde al cancer bloqueando estas vias con anticuerpos especificos denominados inhibidores
de los puntos de control inmunitarios. Una vez que el sistema inmunitario es capaz de encontrar
el cancer y responder a este, puede detener o desacelerar el crecimiento del cancer. En particular,
la proteina 1 de muerte celular programada (PD1), limita las funciones efectoras de las células
T dentro de los tejidos. Por lo tanto, al regular los ligandos para PD1, las células tumorales
bloquean las respuestas inmunitarias antitumorales en el microambiente tumoral. Muchos tipos
de cancer utilizan estas vias para evadir el sistema inmunitario. A su vez, el antigeno 4 asociado
a los linfocitos T citotoxicos (CTLA4), se encargan de modular la amplitud de la activacién
de las células T, haciendo que la respuesta inmune sea mas ineficiente. La terapia anti-CTLA4
fue el primer agente en demostrar un beneficio de supervivencia en pacientes con melanoma
avanzado y fue aprobada por la FDA en 2010 [20].

5.3.3. Inmunoterapias no especificas

Al igual que los anticuerpos monoclonales, las inmunoterapias no especificas también ayudan a
que el sistema inmunitario destruya las células cancerosas. La mayoria de las inmunoterapias no
especificas se administran después o al mismo tiempo que otros tratamientos para el cancer, por
ejemplo, la quimioterapia o la radioterapia. Sin embargo, algunas inmunoterapias no especificas
se administran como el principal tratamiento del cancer. Las terapias mas utilizadas son:

2EGFR es una protefna transmembrana de la familia de los receptores de factores de crecimiento tipo tirosina
cinasa. La activacion de este receptor regula procesos como la proliferacién, migracion, invasion, angiogénesis
y apoptosis. El EGFR desencadena dos vias de senalizacién principales: el eje RASRAF-MAPK involucrado
primordialmente en la proliferacién celular, y la via PI3K-PTEN-AKT involucrada en la supervivencia celular,
migracion e invasién. La expresién aberrante del EGFR se ha asociado a diferentes tipos de céncer epitelial,
asi como a un peor prondstico y resistencia a la quimioterapia. Por lo tanto, se han desarrollado diferentes
inhibidores de EGFR [17].
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= Interferones: Los mismos ayudan al sistema inmunitario a combatir el cancer y pueden
desacelerar el crecimiento de las células cancerosas. Un tipo de interferén elaborado en
un laboratorio se llama interferén alfa (Roferon-A [2a], Intron A [2b], Alferon [2a]). Este
es el tipo de interferon que se usa con mas frecuencia en el tratamiento del cancer. Los
efectos secundarios del tratamiento con interferén pueden incluir sintomas similares a los
de gripe, un mayor riesgo de infecciones, erupciones cutaneas y cabello fino.

= Interleuquinas: Las interleuquinas ayudan al sistema inmunitario a producir células para
combatir el cancer. Una interleuquina elaborada en un laboratorio se llama interleuquina-
2, IL-2, o aldesleuquina (Proleukin). Se utiliza para tratar principalmente el cadncer de
rinén y el cancer de piel, incluido el melanoma. Los efectos secundarios frecuentes del
tratamiento con IL-2 incluyen aumento de peso y presién arterial baja. Algunas personas
también pueden experimentar sintomas similares a los de la gripe [18].

5.3.4. Terapia con células T

La terapia con células T del receptor de antigeno quimérico (CAR) es una terapia celular
que redirige las células T de un paciente para atacar y destruir especificamente las células
tumorales. Los CAR son proteinas de fusion genéticamente modificadas compuestas de un
dominio de reconocimiento de antigeno derivado de un anticuerpo monoclonal y una senalizacién
intracelular y dominios coestimuladores de células T1, 2, 3, 4, 5. Teniendo en cuenta que el uso
de las células T para terapia con CAR ha sido muy eficaz en el tratamiento de determinados
céanceres de la sangre, este tipo de terapia atin esta en proceso de estudio [21].

5.3.5. Vacunas contra el cancer

Otro método existente es la vacuna contra el cancer. Teniendo en cuenta el concepto de las vacu-
nas, las cuales se aministran a las personas sanas para ayudar a prevenir infecciones, utilizando
gérmenes debilitados o muertos como virus o bacterias para iniciar una respuesta inmunitaria
en el organismo, se busca preparar el sistema inmunitario para defenderse de estos gérmenes.
De esta manera, se evita que las personas contraigan las infecciones. Lo mismo se aplica a las
enfermedades cancerigenas. Una vacuna expone al sistema inmunitario a un antigeno, buscan-
do de esta manera que el sistema inmunitario de la persona ataque a las células cancerosas y
destruya ese antigeno o los materiales relacionados. Existen 2 tipos de vacunas contra el cancer:
vacunas para prevencién y vacunas para tratamiento [18].

Por un lado, las de prevencion tienen como blanco a los virus que pueden causar ciertos ti-
pos de cancer. Pueden ayudar a proteger contra algunos tipos de cancer, pero no se dirigen
directamente a las células cancerosas ya que ain no se han formado o encontrado dichas células.

Las vacunas para el tratamiento del cdncer son diferentes de las vacunas que funcionan contra
los virus, como las preventivas, ya que buscan preparar al sistema inmunitario para que lance un
ataque contra las células cancerosas en el organismo. Estas vacunas tienen el objetivo de lograr
que el sistema inmunitario ataque a una enfermedad que ya existe. Algunas vacunas para el
tratamiento del cancer se componen de células cancerosas, partes de células o antigenos puros,
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es decir, ciertas proteinas en las células cancerosas. A veces, las vacunas contienen las propias
células inmunitarias extraidas de un paciente y expuestas a las sustancias en el laboratorio
para su proliferacién. Una vez que la vacuna estd lista, se inyecta en el cuerpo para aumentar
la respuesta inmunitaria contra las células cancerosas [22].

5.3.6. Virus de replicacion condicional

Para explicar esta terapia primero se debe mencionar el concepto de los virus oncoliticos. Los
virus oncoliticos son virus utilizados para identificar y atacar tumores que ya se han formado,
buscando que el mismo se propague selectivamente en el tejido tumoral y lo destruye sin causar
un dano excesivo a los tejidos normales no cancerosos. [23]. Una vez entregado a una célula
diana susceptible, el genoma viral usurpa la maquinaria biosintética celular para reproducirse,
permitiendo que el mismo se propague a las células adyacentes, lo que conduce a un patrén
caracteristico de destruccion de tejidos. De esta manera, la lisis de estas células desencadenan
una respuesta inflamatoria, despertando las respuestas inmunes innatas y adaptativas del tu-
mor [24]. Para que la terapia sea exitosa, los virus oncoliticos deben ser capaces de penetrar las
defensas del huésped para acceder a los tumores en crecimiento, ya sean primarios o metastasi-
cos. También deben ser capaces de propagarse lo suficiente en el sitio objetivo para destruir
los tumores infectados antes de que el sistema inmunitario controle y elimine la infeccién. La
figura 5| es un esquema representativo de la actividad viral de un virus oncolitico.

Célula sana

No hay replicacién
virica y la infeccién
no progresa

Virus
oncolitico

Activaciénde la

Antigenos tumorales respuestainmune

-

Lisis celular

Receptor
especifico
tumoral

&g

1
Particulas viricas | Dispersion

/" enel tumor

Célula tumoral \
Figura 5: Diagrama esquemadtico de la destruccién especifica de células cancerosas de virus
oncolitico. El mismo puede replicarse y destruir las células cancerosas por oncélisis especifica
del cancer mientras evita las células normales (Joung-Woo Choi et al., 2015[25]).

Por seguridad, los virus oncoliticos deben ser altamente especificos para el cancer y al tejido de
interés para asi causar danos minimos en la destruccién a los tejidos normales. En esta tesis de
grado se busca realizar un analisis bioinformatico para lograr una modificacién genética de los
virus que aumente la especificidad y sensibilidad del mismo. En particular, el virus de interés
en este proyecto es el adenovirus.
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5.4. Adenovirus

Los adenovirus son virus sin envoltura con un ADN lineal de doble cadena, de aproximadamente
36 kb. Hay 7 especies de adenovirus humanos (A a G) y 57 serotipos. Pertenecen a la familia
Adenoviridae, y los diferentes serotipos estan asociados con distintas enfermedades. En los
seres humanos, pueden generar graves infecciones en las vias respiratorias, cistitis hemorragica,
gastroenteritis y conjuntivitis. El genoma viral consiste en los genes tempranos (E1, E2, E3
y E7) y los genes tardios (L1, L2, L3, L4 y L5). La figura |§] esquematiza la secuencia del
adenovirus.
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Figura 6: Estructura de adenovirus y regiones de transcripcién. El genoma lineal adenoviral de
ADN bicatenario esta unido covalentemente en sus extremos a proteinas terminales a través
de repeticiones terminales invertidas (ITR). La primera unidad de transcripcién viral que se
expresa es E1A que activa las otras transcripciones de adenovirus tempranas (E1B, E2, E3 y
E4). La transcripcion génica tardia (L1-L5) se activa después del inicio de la replicacién del
ADN. Las flechas indican la direccién de la transcripcion. (Bart Thaci et al., 2011[27]).

Después de la infeccién de la célula objetivo y el desmontaje del virus en el endosoma temprano,
el ADN viral ingresa al nicleo a través de los poros con la ayuda de microtibulos y dineina. La
primera unidad que se transcribe al ingresar el genoma viral es E1A. Esta proteina actiia como
factor activador de otras unidades transcripcionales, controlando el ciclo celular y la expresion
de los otros genes tempranos. En la fase S el virus toma control de la maquinaria celular para
poder replicar asi su propio genoma. Su ausencia impide la replicacién viral. Ademas, debido a
la unién entre E1A y retinoblastoma (Rb), se permite la liberacién de E2F, lo que produce la
progresién del ciclo celular [26] [27].

5.4.1. Adenovirus oncolitico de replicacién condicional

Los adenovirus oncolitico de replicacién condicional (AOL-RC) son virus con selectividad tu-
moral generada mediante ingenieria genética que replican y lisan selectivamente a las células
tumorales. Una de las maneras de realizar esto es mediante la regulacion transcripcional de
los genes virales [2§].

Como bien se mencioné anteriormente, uno de los mayores desafios que enfrenta la terapia
contra el cdncer es generar estrategias de tratamiento especificas para el tumor. La mayoria de
los tumores malignos metastasicos y localmente avanzados son refractarios al tratamiento. La
terapia génica espera lograr esto dirigiendo la actividad de los genes terapéuticos especificamente
a los sitios de la enfermedad.

23



Proyecto Final - 2020 Introduccion

Se conoce como promotores a las secuencias de ADN que controlan la iniciacién de la trans-
cripcion de una determinada porcién del ADN a ARN. Por lo tanto, contienen la informacién
necesaria para activar o desactivar el gen que regula. Su funcién es mediar y controlar el inicio
de transcripcion del gen que se encuentra situado rio abajo de dicho promotor. La terapia génica
para el cancer requiere que la expresion de determinado gen sea especifico y restringido al sitio
tumoral de interés. Por lo tanto, para poder lograr una terapia selectiva con altos niveles de
transcripcion en poblaciones celulares definidas se deben tener promotores celulares o elementos
reguladores especificos. Mientras mayor sea el nivel de especificidad de expresion de la proteina,
mayor sera el interés del promotor de la misma ya que permite que la orientacion de la terapia
sea mds exacta al sitio de interés. La figura [7] esquematiza como se puede lograr la orientacién
transcripcional del virus oncolitico con promotores.

Promoter

T

Prcyéter
Mormal cell -

Figura 7: Mecanismos de focalizacion tumoral por virus oncoliticos. Orientacién transcripcional.
Un gen viral esencial se coloca bajo el control de un promotor especifico de tumor (algunos
promotores de virus son naturalmente especificos de tumor). Tipicamente, el gen seleccionado
codifica una proteina viral temprana que es esencial para completar con éxito el ciclo de vida
del virus. En el caso del adenovirus, este gen es E1A (Stephen J Rusell et al., 2007[2])]).

I

Muchos promotores especificos de tejido han sido aislados y caracterizados, y han sido
utilizados en modelos experimentales de terapia génica contra el cancer. Teniendo en cuenta
que los promotores especificos de tejido también son activos en el tejido normal del que se
originé el tumor, se deben considerar mecanismos de especificidad adicionales para que el vector
resultante sea 1util para el suministro sistémico. Por lo tanto, se busca introducir un nivel
adicional de especificidad en el promotor especifico del tejido, como una especificidad para las
células en proliferacién o una selectividad para otras afecciones que son caracteristicas de las
células tumorales. Se conoce como promotores especificos de tumor (PET) a aquellos
cuyos genes regulados han sido identificados con actividad en condiciones patoldgicas, sobre-
expresado en células cancerigenas y no en células normales [28]. Por lo tanto, en el caso de los
adenovirus oncoliticos se emplean estos PET para dirigir la terapia tinicamente a las células
target. Teniendo en cuenta que E1A es el primer gen transcripto del adenovirus, se busca
modificar genéticamente la secuencia del mismo, para reemplazar el promotor natural de E1A
por un PET. De esta manera, se puede dirigir la replicacion selectiva del virus a un tejido
tumoral especifico [29]. Es de suma importancia para una terapia con alta eficacia generar
un adenovirus oncolitico con capacidad de replicaciéon tumoral restringida al tejido colorrectal
tumoral. En el caso de CCR, los promotores seleccionados por el Instituto Leloir, en particular
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el laboratorio dirigido por Osvaldo Podhajcer, son: A33, AQP5, CDC25A, CDC25B, FSCNI1,
GLI1, NQO1 y VWA2.

5.5. Promotores

5.5.1. A33

El antigeno A33 es una proteina unida a la membrana expresada casi exclusivamente por las
células epiteliales intestinales[30]. El gen A33 se encuentra en el cromosoma 1 de los humanos.
El nivel de su expresion es consistente en todo el eje rostrocaudal del intestino humano y del
raton. En el colon, se encuentra una fuerte expresion en las membranas basolaterales de las
células proliferantes en las regiones inferiores de las criptas y en las células diferenciadoras en
las regiones superiores de las criptas, asi como en las células epiteliales de las criptas en el
intestino delgado [31]. Las pruebas en muestras tumorales demostraron que solo los tumores
del tracto gastrointestinal son consistentemente positivos para A33. A33 se encuentra en el
95% de los canceres colorrectales primarios y metastdsicos, con una expresiéon uniforme en
todos los tumores en la mayoria de los casos. A33 también se detecta en el 63 % de los cdnceres
gastricos, con expresién uniforme en el 45 % de los casos. El ochenta y tres por ciento de los
canceres gastricos de tipo intestinal fueron positivos para A33, y aproximadamente el 50 % de
los cénceres de tipo difuso y mucinoso fueron positivos para A33. A33 se expresé en el 50 % de los
canceres pancreaticos pero con marcada heterogeneidad. Otros canceres epiteliales, sarcomas,
tumores neuroectodérmicos y neoplasias linfoides fueron generalmente A33 negativos. Por lo
tanto, A33 es el primer ejemplo de un antigeno de membrana epitelial especifico de érgano
expresado constitutivamente que permite la focalizacién de tumores altamente especificos en
pacientes con céncer gastrointestinal [32]. Estos resultados coinciden con los de Zebin Mao, et
al. (2003) y Cameron N. Johnstone et al. (2002), los cuales muestran cémo la sobreexpresion de
A33 estd estrictamente asociada a las células de cancer colorrectal. Por lo tanto, la evidencia
acumulada valida A33 como un marcador definitivo para las células de CCR, para tumores
primarios y metéstasis [31][30].

5.5.2. AQP5

Las aquaporinas (AQP) son una familia de proteinas integrales, principalmente canales de agua
de membrana, necesarios en el transporte de agua a través de muchos epitelios secretores y ab-
sorbentes. Se encontraron algunos subtipos de AQP involucrados en el transporte de otras
moléculas, como el glicerol y la urea. Se ha revelado una expresién alterada de AQP en varios
tipos de tumores en funcién de su localizacion tisular especifica. En particular, AQP5 es un
gen que pertenece al cromosoma 12 humano. Estd ampliamente sobreexpresado en el cancer de
pancreas y parece estar involucrado en la proliferacion celular. En el CCR, la sobreexpresién de
AQP5 se asocia con metastasis, lo que sugiere que la proteina es importante en la progresién
del cancer [33][34]. Dado que el crecimiento, el desarrollo, la invasién y las metdstasis tumorales
dependen en gran medida del microambiente tumoral y su metabolismo, la cantidad de molécu-
las de agua juega un papel importante en la progresion de los tumores epiteliales malignos, lo
que explica la sobreexpresién de AQP5 en el CCR[35]. La ﬁgura representa la sobre-expresion
de la proteina en CCR comparado con el tejido normal. Tanto Wang et al., 2018, como Zhikuan
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He et al., 2017, sostienen que el silenciamiento de AQP5 restringié la migraciéon e invasion de las
células de cancer colorrectal y regulaba la expresion de las células relacionadas con el proceso
de transicién epitelial-mesenquimal (EMT) en ellas al inhibir la via de Wnt / b-catenina.

El proceso de EMT es la base molecular de la metastasis del cancer. La EMT es un proceso que
transforma las células epiteliales en células mesenquimales, y por lo tanto, las células epiteliales
pierden su polaridad y adhesién celular y adquieren capacidades migratorias e invasivas [30].
La EMT generalmente se considera un factor principal en la fase temprana de las metastasis de
cancer [37]. La aparicién de metéstasis a distancia es principalmente un evento letal durante la
progresién del tumor, y la metéstasis hepética es més frecuente en CCR, [38][39]. Los mecanismos
moleculares detras de la EMT del CCR han recibido mucha atencion en los estudios recientes
con la esperanza de identificar nuevos objetivos terapéuticos para una terapia eficaz contra el
cancer.

Por lo tanto, teniendo en cuenta que AQPH esta sobre-expresado en las células de CCR, y su
sobreexpresién se correlaciona con un mal pronéstico de los pacientes con CCR, se demostrd
que la eliminacién de AQP5 inhibié la migracién y la invasion de las células de CCR, e indujo
la alteracion de la expresién de genes relacionados con EMT mediante la regulacién negativa
de la via Wnt / B catenina.

Figura 8: Imagenes representativas de tincion inmunohistoquimica para detectar la expresion
de AQP5 y AQPS8 en muestras clinicas CCR. A Inmunorreactividad AQP5 en el citoplas-
ma y la membrana plasmaética de las células de carcinoma colorrectal (marrén oscuro). B La
inmunoreactividad de AQP5 no se detecta en el epitelio de colon normal adyacente. C La in-
munoreactividad de AQPS8 se detectd en el citoplasma y la membrana plasmatica del epitelio
de colon normal adyacente (marrén oscuro). D La inmunoreactividad de AQPS8 no se detecta
en los tejidos de carcinoma colorrectal. (Aumento: 400X).(Wei Wang et al., 2012[33]).

5.5.3. CDC25A y CDC25B

Los genes CDC25 son fosfatasas activadoras del ciclo celular que regulan positivamente la
actividad de la quinasa dependiente de ciclina. En particular, CDC25A controla la progresién
a través de la fase S, mientras que CDC25B y CDC25C participan en el control de la transicién
de G2 a mitosis [40]. CDC25A gen pertenece al cromosoma 3 humano y CDC25B al cromosoma

26



Proyecto Final - 2020 Introduccion

20 humano. Teniendo en cuenta que la desregulacién de la progresiéon del ciclo celular es una
alteracion evidente en los tumores malignos humanos, CDC25A y CDC25B son oncogenes que se
sobreexpresan en una variedad de neoplasias malignas humanas. La sobreexpresion de CDC25A
y CDC25B se ha demostrado en el linfoma no Hodgkin, los carcinomas humanos de mama y
pulmén y los tumores de cabeza y cuello [41][42] [43][44].

Figura 9: Inmunotincién con anticuerpo antihumano CDC25A. La proteina CDC25A se localizé
principalmente en el nicleo tanto en tejido normal (C) como en tejido de carcinoma (D). Se
ve una sobre-expresion de la proteina en tejido de carcinoma por sobre el epitelio normal.
(Aumento de C: 25X)(Aumento de D: 50X) (Ichiro Takemasa et al., 2000[46]).

Por otro lado, el grupo de Rizeng Li sostiene que la sobre-expresién de CDC25B se observa en
tejidos de CCR. Este resultado coincide con el anélisis bioinformatico realizado por el mismo
grupo con la base de datos de TCGA [47]. A su vez, sostienen que la restauracién de los niveles
de expresion de CDC25B rescaté significativamente la proliferacion, migracion e invasion de
células CCR. La sobreexpresion de CDC25B hace que las células de la fase S y la fase G2
entren en mitosis, ya sea que la replicacién del ADN esté completa o no. Por lo tanto, los altos
niveles de esta proteina se asocian a la proliferacién celular [48][49]. Diversos estudios asumen el
rol oncogénico de CDC25B y aportan informacion de sobre-expresion en CCR. Ichiro Takemasa
et al., indicaron que la alta expresion era un predictor significativo de mal pronéstico de CCR, y
que su alta expresion se observaba en 43 % de casos colorrectales. A su vez, sostienen que hay una
correlacion significativa entre la alta expresion de CDC25B y el tamano del tumor o metéstasis
a distancia. No hubo correlacién entre la alta expresion de CDC25B y la edad, el género, el
sitio del tumor, la metéastasis de los ganglios linfaticos, la profundidad de la invasién y el grado
de diferenciacién [46]. En particular, la figura [10| representa la expresién de CDC25B, imagen
adaptada de (Ichiro Takemasa et al., 2000)[46]. La figura A en la mucosa colénica normal,
se observé una expresion débil de CDC25B desde la parte inferior hasta la parte superior del
epitelio normal, mientras que la figura B, es un carcinoma colorrectal representativo que expresé
un alto nivel de CDC25B.

27



Proyecto Final - 2020 Introduccion

o

2 iy S ——

L ﬂwﬂ%« il " .--‘ -

)

-, ot Ty Ve
i S

i3
o

B b camean
. @

l;:“l-hwmu_w-‘.-'.._;;\é o

F 4

Figura 10: Inmunotincién con anticuerpo antihumano CDC25B. A: en mucosa colénica normal y
B: tejidos de carcinoma colorrectal. A, en la mucosa colénica normal, se observé una expresién
débil de CDC25B desde la parte inferior hasta la parte superior del epitelio normal. B, un
carcinoma colorrectal representativo que expresé un alto nivel de CDC25B. La intensidad de la
tincién se consideré fuerte (intensidad = 3), y el porcentaje de células CDC25B positivas fue

del 100 %. (Aumento de A: 25X)(Aumento de B: 50X).Ichiro Takemasa et al., 2000[46].

5.5.4. FSCN1

Las fascinas son un grupo de proteinas que participan en el mantenimiento de una estructura
adecuada del citoesqueleto celular. En particular, Fascinl (FSCN1) es una proteina de agrupa-
miento de actina presente en mesenquimales, dendriticas, neuronas, musculo liso, fibroblastos y
células endoteliales y se caracteriza por su ausencia en la mayoria de las células epiteliales. Los
resultados de sobreexpresién en células de CCR se observan en Yosuke Hashimoto et al., 2006 y
2009 [50][51]. Dado que el crecimiento tumoral y las metdstasis no son posibles sin un proceso
altamente coordinado que involucra factores intracelulares y extracelulares, la migracién de
células de adenocarcinoma es posible por los cambios en la organizacién del citoesqueleto de
actina, asi como la matriz celular e interacciones adhesivas célula-célula. Ademaés, los resultados
en Jawhari et al., 2003, también reflejan que FSCN1 no es detectable en el epitelio colénico
normal, mientras que en el adenocarcinoma colorrectal estd sobre-expresado. La figura [11]es un
ejemplo del estudio de Barbara M. Piskor et al, que demuestra estos resultados[52]. Adema4s,
los estudios realizados por Barbara M. Piskor, Anna Pryczynicz et al, 2018, asi como Aida U.
Jawhari, Andrea Buda et al, 2003, indican que el aumento de la expresion de FSCN1 fue més
comun en el tipo clinico desfavorable de adenocarcinoma sin componente de la mucosa que
sugiere un papel potencial de esta proteina en la histogénesis del céancer de colon [52][53].
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Figura 11: Expresion de la proteina FSCN1 en CCR. A Falta de inmunorreactividad de FSCN1
en la mucosa normal del colon. B Expresion positiva de FSCN1 en las células del CCR. C Inmu-

norreactividad con FSCN1 en gldandulas similares a criptas de CCR. Aumento 200X. Barbara
M. Piskor et al., 2018 [52].

Se observo una expresion fuerte de FSCN1 en un subconjunto de adenocarcinomas colorrectales
avanzados que se correlaciond con una supervivencia méas corta en pacientes en estadio 111 y IV,
con una expresion a menudo focal. Por lo tanto, la evidencia de numerosos estudios sugieren
que FSCN1 puede tener valor-pronéstico como un biomarcador temprano para adenocarcinomas
colorrectales mas agresivos [51].

5.5.5. GLI1

GLI es miembro de la familia Kruppel, caracterizada por un dominio de proteina de dedo de zinc
conservado. El gen GLI1 se encuentra en el cromosoma 12 de los humanos. El gen codificado
media la senalizacién de Sonic hedgehog (Shh) durante el desarrollo de los mamiferos. Se sabe
que la via Shh desempena funciones esenciales en multiples aspectos del desarrollo embriona-
rio, y su desregulacion se ha implicado en la patogénesis de una variedad de tumores humanos
[54]. Dado que juega un papel en la proliferacién y diferenciacién celular a través de su papel
en la senalizacion de Shh, la evidencia acumulada ha demostrado que Glil esta involucrado
en la progresion tumoral [55][56]. La expresién de dicha proteina no esta asociada a factores
biolégicos como la edad de los pacientes, el sexo, el tamano del tumor y el grado tumoral. Por
el contrario, la expresiéon de Glil aumenta en los tejidos de cancer de colon en comparacién
con los tejidos normales, especialmente en pacientes con metastasis en los ganglios linfaticos y
estadios T superiores [57]. Por otro lado, la senalizacién de Wnt-b-catenina desempena un papel
fundamental en la homeostasis del epitelio intestinal al promover la renovaciéon de las células
madre. En el intestino delgado, las células de Paneth epiteliales secretan ligandos Wnt y, por
lo tanto, adoptan la funcién del nicho de células madre para mantener la homeostasis epitelial.
Si bien no esta claro cuales células comprenden el nicho de células madre en el colon, si se sabe
que las células mesenquimales subepiteliales que expresan Glil forman este nicho esencial. El
bloqueo de la secrecion de Wnt de las células que expresan Glil previene la renovacion de las
células madre del colon en ratones: las células madre se pierden y, como consecuencia, la inte-
gridad del epitelio del colon se corrompe y conduce a la muerte [58]. El mismo grupo de estudio
determiné que Glil se correlaciona con el cambio de tipo EMT de células epiteliales cancerosas
en el adenocarcinoma colorrectal, al igual que AQP5, y que GLI1 se asocia con la proliferacién
de células cancerosas en el adenocarcinoma colorrectal. GLI1 promueve la potencia del cancer
a través de la via de senalizacién intracelular PI3K / Akt / NFkB en el adenocarcinoma colo-
rrectal. La figura [12] refleja la sobre-expresién de la proteina. La tincion de Glil fue detectable
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tanto en el citoplasma como en el nicleo de las células epiteliales de colon benignas y malignas.
En el niicleo de los tejidos normales del colon (Figura ), la expresion de la proteina Glil fue
menos abundante que en el nicleo de las células de cancer de colon. En las células del cancer de
colon, la expresion de Glil estaba presente en diferentes intensidades y diferentes distribuciones
celulares. A su vez, se observo que el alto nivel de expresion de Glil estaba relacionado al alto
estadio de la enfermedad [55].
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Figura 12: Analisis de expresién inmunohistoquimica de la proteina Glil en tejido de colon
normal y tumores de colon utilizando un Microarray de tejidos (Aumtento: 200 X). A: tejido
de colon normal, Glil negativo. B: tejido de cancer de colon, Glil positivo +, la tincién es débil.
C: tejido de cancer de colon, Glil positivo 4+, la tinciéon es moderada. D: Tejido de cancer de
colon, Glil positivo +++, la tincién es fuerte. Yin-Lu Ding et al., 2012 [55)].

5.5.6. NQO1

Este gen pertenece al cromosoma 16 humano y codifica NAD (P) H: quinona oxidorreductasa
(NQO1). Es una enzima antioxidante que protege a las células contra el estrés oxidativo y el ciclo
redox. NQO1 es una flavoproteina que cataliza la desintoxicacién y la reduccion de quinones
en dos electrones, asi como sus subproductos [59]. Algunos compuestos como xenobiéticos,
oxidantes y antioxidantes, la luz ultravioleta y las radiaciones ionizantes inducen la expresion
del gen NQO1. El elemento de respuesta antioxidante (ARE) se activa por factores nucleares
relacionados con E2; como el factor NF-E2 (Nrf2). Es un TF esencial en el manejo de la
desintoxicacion y la proteccién antioxidante, asi como en la regulacién general de la respuesta
protectora. Nrf2 tiene la capacidad de gestionar muchos aspectos diferentes de la proteccién
celular [60]. Los estudios realizados por Asma Chinigarzadeh, Razauden Zulkifli et al, 2012,
indican que NQO1 también es un biomarcador potencial para el CCR. NQO1 esta sobre-
expresado en numerosos tumores solidos humanos y altos niveles de NQO1 se correlacionan con
un peor pronodstico del paciente. Altos niveles de NQO1 en los canceres implica que las células
cancerosas pueden tratar el estrés oxidativo elevado, y esto se confirma a partir de estudios
de Nrf2, el TF que principalmente controla la expresién de NQO1. La hiperactivacion de Nrf2
ayuda a las células transformadas o malignas a evadir el estrés oxidativo extremo a través de
la induccion de genes citoprotectores, por ejemplo, la sobreexpresién de NQO1. Por lo tanto, la
inhibicién de NQO1 evitaria el crecimiento de células cancerosas y la transformacion maligna,
ya que dicha inhibicién podria dar lugar a niveles téxicos de estrés oxidativo[61].
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5.5.7. VWA2

Este gen pertenece al cromosoma 10 humano y se conoce como colon cancer secreted protein-2
(CCSP-2). La proteina codificada se localiza en la matriz extracelular y puede servir como un
componente estructural en las membranas basales o en estructuras de anclaje en andamios de
coldgeno VII o fibrilina. Los estudios realizados por Beatriz Gonzalez et al., 2018 y Baozhong
Xin et al., 2005 confirman que VWA2 es un excelente biomarcador para el CCR, ya que su
sobreexpresién indica especificidad de células cancerosas y de tejido. La proteina de secresion
se encuentra ausente en tejido sano, tanto de colon como de otros, pero se encuentra sobre-
expresada hasta 78 veces en CCR en estadios II a IV [62][63]. A su vez, el trabajo realizado
por Kim et al., 2017, demostré la expresion de CCSP-2 en el 87.0 % de las muestras de cdncer
colorrectal y el 89.5% de las muestras de adenoma de colon, lo cual corrobora los estudios
anteriores [64]. La figura [13| muestra los resultados se sobre-expresién de este estudio.
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Figura 13: Se observé una expresion de CCSP-2 significativamente mas fuerte en CCR y ade-
nomas humanos en comparacion con tejidos de colon normales emparejados. Jaeil Kim et al.,
2017 [67).

5.5.8. Promotores hibridos

Teniendo en cuenta todo lo mencionado, se afirma que la terapia génica del cancer empleando
virus oncoliticos deberian utilizar un vector viral capaz de infectar tumores con alta eficiencia,
induciendo una expresion especifica y de alto nivel de transgén en el tumor y destruyendo se-
lectivamente las células tumorales[65]. Una posible solucién para mejorar las terapias génicas es
mejorar la eficiencia y la especificidad de los vectores en una de tres formas: con un mejor reco-
nocimiento celular, con una entrada eficiente a la célula deseada, o con una expresion especifica
de tejido a niveles suficientes. Debido a que la expresion de las proteinas mencionadas en las
secciones anteriores no son homogeneas en todos los tipos de CCR, y que un AOL construido
por el PET de una tnica proteina limitaria su eficacia terapéutica a tumores que inicamente so-
breexpresen dicha proteina, esto podria causar la proliferaciéon de subclones que no la expresan.
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Se propone la terapia con promotores hibridos. Los promotores hibridos, también conocidos
como promotores quimera, son aquellos constituidos por elementos de distinto origen que
buscan imitar las propiedades ideales de los vectores necesitados para la terapia génica en fun-
cion del tipo de cancer a tratar. Es decir, se busca armar los vectores con combinaciones de
PET que logren diferenciar las células malignas de las normales segtin la expresion diferencial
de genes de dichas células [66]. Teniendo en cuenta que es poco probable que los promotores
mono-sensibles tengan un perfil de activacién que refleje el curso de una enfermedad completa,
se busca a través de los promotores quimera reflejar la activacion de genes en distintos tipos
celulares que componen la enfermedad.

Hay diversos estudios que utilizan promotores hibridos para lograr una actividad transcripcio-
nal mayor en un tejido determinado. Este es el caso del grupo de investigadores L. Wu et al.,
quienes combinaron el promotor especifico de la préstata (PSA) con elementos de respuesta
a andrégenos (AR) activando la transcripcién en presencia de estas hormonas [67]. A su vez,
Katarzyna Piekarowicz et al., trabajaron en un nuevo promotor modular especifico para muscu-
los, el cual demostrd su alta actividad en las células musculares y su baja actividad en otros
tipos de células [66]. Por otro lado, O Greco et al., han logrado nuevos promotores de genes
quiméricos sensibles a la hipoxia y la radiacién ionizante [68]. Los investigadores Min Guan et
al., presentan resultados de un nuevo vector hibrido de adenovirus-alfavirus, con mayor eficacia
y seguridad en el tratamiento del cancer de higado experimental [65]. A su vez, diversos estudios
han mostrado que el agregado de enhancers o activadores rio arriba de un PET es 1til para

mejorar la expresion del transgen requerido para la terapia génica del tejido especifico target
[69].

Este nuevo tipo de vectores hibridos puede proporcionar una herramienta potente y segura para
la terapia génica contra el cancer. En esta tesis se busca identifiar secciones de los promotores
detectados por el laboratorio para lograr la mejor combinacion de estos PET para direccionar
transcripcionalmente al adenovirus oncolitico en CCR.

5.5.9. Promotores sintéticos

Los promotores sintéticos son secuencias de ADN que no existen en la naturaleza y que estan
disenados para regular la actividad de los genes, controlando la capacidad de un gen para
producir su propia proteina codificada de forma tinica. Cada gen requiere un promotor para de-
codificarlo en una proteina. Cuanto mas fuerte es el promotor, més rapido se puede decodificar
el gen y, como consecuencia, se puede producir mas proteina. Teniendo en cuenta que el genoma
estd compuesto por diferentes promotores especificos para cada gen que han evolucionado para
controlar la expresion génica de una manera particular, los promotores sintéticos comprenden
fragmentos de dichos promotores naturales para formar nuevos tramos de secuencia de ADN
que no existen naturalmente [70]. La generacién de vectores de terapia génica sensibles a la
enfermedad requiere el conocimiento del perfil de activacion de los TFs durante la enferme-
dad activa, con el fin de ensamblar sitios de unién para estos TFs en promotores sintéticos,
que pueden activarse de manera apropiada mediante el proceso de la enfermedad. Si bien los
promotores sintéticos se encuentran en pleno desarrollo, diversos estudios buscan esclarecer
su armado y funcionamiento. En particular, el grupo de Mohamed et al., se ha encargado de
trabajar con el armado de promotores sintéticos perse para comprender distintos resultados.
Dicho grupo sostiene que para armar los promotores sintéticos, seria légico utilizar promotores
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activados por varios TFs relevantes para el proceso de la enfermedad en estudio [71]. A su vez,
los investigadores sostienen varias conclusiones en el armado de los promotores relacionados a:

= Actividad de promotores monosensibles en células expuestas a estimulacién multiple. Los
promotores monosensibles deben disenarse cuidadosamente para que retengan la actividad
completa incluso cuando se activan otras vias transcripcionales o, como alternativa, se
debe incorporar la capacidad de respuesta multiple en los promotores para que otros
factores de transcripciéon relevantes contribuyan a su activacién.

= Disposicién espacial 6ptima de 15 pb entre TFBS y 55 pb de la caja TATA el ultimo TF
para una baja actividad promotora basal e inducciéon maxima.

= La funcion de agrupaciones de TFBS espaciadas éptimamente y el efecto de la estimula-
cién multiple. Las repeticiones de los mismos TFBS en disposiciones cercanas promueve
el reclutamiento del TF afin y, por lo tanto, aumenta la actividad de transcripcién del
promotor.

Por lo tanto, primero se debe conocer los TFs asociados a la enfermedad de cancer colorrectal
y su funcién en la misma, para luego decidir si los mismos se deben incorporar en el armado del
promotor. A su vez, se ha estudiado que la incorporacion de factores tales como SP1 es de vital
importancia ya que la adicién de sitios Spl, sirven para la proteccién contra el silenciamiento
del promotor a través de la metilacién, asi como también para impulsar la expresion génica [72].
A su vez, es muy importante determinar el espaciado de cada elemento del promotor de tal
manera que los elementos reguladores aparezcan en el mismo lado de la hélice de ADN cuando
se vuelven a ensamblar, y por lo tanto, deben emplearse elementos minimos relevantes para que
se produzcan asi promotores capaces de expresarse eficientemente solo en el tejido de interés.
Las secuencias reguladoras de cis derivadas de elementos de promotores naturales se usan para
construir estos promotores sintéticos usando un enfoque de bloques de construcciéon, que puede
llevarse a cabo mediante diseno racional o mediante ligadura aleatoria, tal como se muestra en
la figura [I4] En particular, el ensamblaje aleatorio de elementos reguladores cis ha mostrado un
éxito particular como un medio para desarrollar promotores sintéticos [72]. El resultado es una
secuencia de ADN compuesta de varios elementos reguladores cis distintos en una orientacién
completamente nueva que puede actuar como un potenciador del promotor; tipicamente para
iniciar la transcripcion mediada por ARN polimerasa II.
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A. Typical Mammalian Synthetic Promoter Layout
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Figura 14: Disenos tipicos de promotores sintéticos para procariotas y eucariotas [72].

A su vez, un importante avance realizado por (Mogno et al., 2010) indica que la caja TATA
es un componente modular, ya que su fuerza de unién al complejo de ARN polimerasa II
y la fuerza de transcripcién resultante que media es independiente de los potenciadores del
elemento regulador cis aguas arriba. También descubrieron que la caja TATA no agrega ruido
a la transcripcion, es decir, actia como un amplificador simple sin alterar la especificidad de la
expresion génica dictada por los elementos potenciadores aguas arriba. Por lo tanto, implica que
cualquier combinacién de potenciadores reguladores cis podria acoplarse a una caja TATA y
serian los potenciadores los que mediarian en la especificidad sin ninguna interferencia de la caja
TATA. Las implicaciones de este estudio sugieren que deberia ser posible construir cualquier tipo
de promotor sintético disenado especificamente para mostrar un patrén altamente restrictivo
de regulacion génica, y por lo tanto, la construccién de promotores sintéticos es posible debido
a la naturaleza modular de las regiones reguladoras de genes naturales [73].

Por otro lado, el grupo de investigacion G M Edelman et al., mostraron que los promotores
sintéticos mas activos en la linea celular de neuroblastoma estaban asociadas con un mayor

nimero de factores conocidos, entre los cuales se encontraban: AP2, CEBP, GRE, EBOX,
ETS, CREB, AP-1y Spl / MAZ [74].

Una aplicacién terapéutica interesante para la tecnologia del promotor sintético que se ha
descrito es la generaciéon de una clase de virus competentes en replicacion que permiten la
destruccion especifica de células tumorales al replicarse especificamente en células cancerosas.
Uno de los precedentes méas importantes que hay en esta rama es el estudio realizado por (Han
et al., 2010), quienes desarrollo un promotor sintético especifico del higado que podria usarse
para curar esencialmente la diabetes en un modelo de ratén transgénico. En este estudio se
construy6 un promotor sintético activo en células hepaticas en respuesta a la insulina. Los
autores disenaron promotores de 3, 6 y 9 elementos basados en combinaciones aleatorias de
elementos cis HNF-1, E / EBP y GIRE. En los promotores de 3 elementos, se probaron las
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27 combinaciones de las tres y se usaron los promotores de mayor actividad para generar el
promotor de 6 elementos, y asi sucesivamente [75]. Para que la terapia génica sea un éxito en
la clinica, es imperativo desarrollar promotores que sean altamente especificos y que muestren
un perfil de expresién restrictivo y predecible [72].

En esta tesis se busca disenar promotores sintéticos que reemplacen el promotor natural de
E1A y por lo tanto, se dirige asi la actividad del adenovirus, logrando que el mismo se traduzca
y replique eficientemente solo en las células cancerosas del tejido colorrectal. La eficiencia del
promotor se basa en los TFs con los cuales se arma el promotor y la distancia de los mismos.

6. Bioinformatica

La bioinformatica es un campo interdisciplinario que involucra principalmente la biologia mo-
lecular y la genética, la informatica, las matematicas y la estadistica. La gran demanda de
analisis e interpretacién de estos datos esta siendo gestionada por la ciencia en evolucion de la
bioinformatica, y por lo tanto, se busca abordar a los problemas biologicos a gran escala con
uso intensivo de datos desde un punto de vista computacional. Siendo un campo en pleno desa-
rrollo, las técnicas computacionales son mayormente utilizadas con el fin de disenar y avanzar
en el campo de la medicina de precisién [76]. En dicha érea, se busca definir el tratamiento, el
tipo y el dosaje de medicacién para el paciente en funcion de la informacion genética particular
del mismo. Ademads del analisis de los datos de la secuencia del genoma, la bioinformatica se
estda utilizando ahora para una amplia gama de otras tareas importantes, incluido el anélisis
de la variacion y expresiéon génica, el analisis y la prediccién de la estructura y funcién de
genes y proteinas, la prediccion y deteccién de redes de regulacion génica, la simulacion de
entornos para el modelado de células completas, el modelado complejo de la dindamica y las
redes reguladoras de genes, y la presentacion y andlisis de vias moleculares para comprender las
interacciones gen-enfermedad. Aunque a menor escala, las tareas bioinformaéaticas mas simples
y valiosas para el investigador clinico pueden variar desde el diseno de cebadores (secuencias
cortas de oligonucledtidos necesarias para la amplificacion de ADN en experimentos de reaccién
en cadena de la polimerasa) hasta la prediccion de la funcién de los productos génicos. En todos
los casos, una vez obtenidos los datos necesarios se hacen inferencias a partir de los mismos [77].

El proyecto genoma humano es uno de los trabajos mas importantes alcanzados en esta
area. El mismo implicé un programa de investigacién colaborativo e internacional cuya meta
era la del mapeo y entendimiento completo de todos los genes de los seres humanos. Todos
nuestros genes juntos se conocen como genoma. Una vez finalizado el proyecto en el 2003, se
dio a conocer de la existencia de aproximadamente 25000 genes en el genoma humano, brin-
dando asi un recurso de informacién detallada acerca de la estructura, la secuencia de bases
de nucledtidos, la localizacion, la organizacion y la funcién del conjunto completo de genes
humanos [78]. Los tres grandes cambios que conllevé este proyecto son: la produccién de datos
a gran escala, el desarrollo de recursos computaciones potentes y robustos y la sociologia de la
investigacion biolégica, ya que la magnitud y complejidad de los proyectos genémicos requieren
de la colaboracion en grandes redes cientificas, con equipos multidisciplinares complementa-
rios. Se considera que el siglo XXI, uno de los mayores paradigmas tras el legado del proyecto
genoma humano es el de la reconstruccién de los organismos, el de un enfoque sintético, inter-
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disciplinario, donde grandes grupos de investigacion formados por genéticos, bioinformaticos,
bioquimicos, fisicos, matematicos, médicos, informaticos, trabajan conjuntamente para explicar
las propiedades emergentes de los sistemas biol6gicos [79].

Dos grandes areas de la bioinforméatica son mineria de datos y mineria de texto.

6.1. Mineria de datos

Las bases de datos biolégicas son el corazéon de la bioinformatica y representan un conjunto
organizado de una gran variedad de datos biolégicos de investigaciones anteriores realizadas en
laboratorios (incluidos estudios in vitro e in vivo), desde anélisis bioinformaticos (in silico) y
articulos cientificos. El andlisis de grandes volimenes de datos bioldgicos a través de sistemas
de bases de datos tradicionales es a menudo problemético y desafiante. La mineria de datos es el
proceso de estructurar el conocimiento y los patrones de los grandes volimenes de estos datos.
Teniendo en cuenta el crecimiento de los datos biomédicos, la necesidad de clasificacion de datos
utiles al proyecto de cada investigador se vuelve una etapa elemental en el flujo de trabajo. A
través de algoritmos innovadores de clustering, regresion, clasificacion, y redes neuronales se
busca mejorar las técnicas de mineria de datos innovadoras e inteligentes para un analisis de
biodatos efectivo y escalable [80]. Bases de datos actuales como RefSeq, The Human Protein
Atlas (THPA), EMBL, Protein Data Bank (PDB), Ensembl, Gepia, entre otros, son grandes
fuentes de informacién, y la complejidad acarreada por los grandes voliimenes de datos es lo
que se intenta abordar con la minerfa o extraccién de datos [81].

6.2. Mineria de texto

Teniendo en cuenta que los cientificos informan sus resultados en lenguaje natural, hay un
desafio tanto en el andlisis computacional de texto como en la creacién de bases de datos
estructuradas de informacion reportada usando lenguaje natural. Por lo tanto, el objetivo de la
mineria de texto es proporcionar una revision til de los datos para el investigador. Este proceso
implica la aplicacién de técnicas de procesamiento del lenguaje natural para la obtencién de
informacion bioldgica relevante a partir de las plataformas tales como PubMed, que contienen los
respectivos datos biomédicos [82][83]. Un ejemplo de mineria de texto se observa con el tesauro
Medical Subject Headings (MeSH), un vocabulario controlado y jerdrquicamente organizado
producido por la Biblioteca Nacional de Medicina. Se utiliza para indexar, catalogar y buscar

informacion biomédica y relacionada con la salud. MeSH incluye los encabezados de temas que
aparecen en MEDLINE / PubMed, el Catdlogo NLM y otras bases de datos NLM [81].

6.3. Bases de datos

A continuacién, se desarrollan las bases de datos de TRANSFAC y JASPAR en mayor detalle
ya que son las que fueron empleadas para el analisis de este proyecto.
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6.3.1. TRANSFAC

TRANSFAC®) es la base de datos de TFs eucariotas, sus sitios de uniéon genémica y sus
perfiles de uniéon al ADN. Se remonta a una compilacién muy temprana, se ha mantenido y
conservado cuidadosamente desde entonces y se convirtié en el estandar de oro en el campo, que
se puede utilizar al aplicar la plataforma geneXplain. En particular, su biblioteca de matrices de
peso posicional es una coleccién tnica de modelos de unién al ADN, adecuada para un anélisis
exhaustivo de secuencias gendémicas para posibles TFBS. TRANSFACE®) se puede utilizar como
enciclopedia de regulacion transcripcional, o como una herramienta para identificar posibles
TFEFBS. La plataforma online de MATCH desarrollada en la seccion de Materiales permite
hacer esto tltimo.

La estructura de TRANSFAC consta de un ntcleo que comprende el contenido de dos dominios:
uno documenta los sitios de union de TF's, generalmente en promotores o potenciadores. El otro
describe las proteinas de union. La figura [15| representa dicho esquema. Los sitios de unién que
se refieren al mismo TF se fusionan en una matriz de peso posicional. Dicha matriz refleja la
frecuencia con la que se encuentra cada nucledtido en cada posicion de los sitios de unién de
este TF y, por lo tanto, la preferencia de base en cada posicion.
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Figura 15: Estructura de la base de datos TRANSFAC

Las caracteristicas principales de esta base de datos son:

= Los informes entrelazados que conectan TFs, sus sitios de unién caracterizados experi-
mentalmente y genes regulados, asi como informes de promotores con sitios de union de
TFs anotados mapeados y datos de alto rendimiento (ChIP-seq).

= Mas de 23,000 informes de TF's (y 1,200 miRNA), un subconjunto de los cuales proporcio-
na asignaciones funcionales GO, asociaciones de enfermedades y asignaciones de patrones
de expresion.

= Mas de 70,000 informes de sitio que contienen detalles de la literatura primaria para mas
de 300 especies, con un enfoque en humanos, ratones, ratas, levaduras y plantas.
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= Méds de 67,000 interacciones anotadas manualmente de factor de transcripcién-sitio.

= Mas de 7,000 matrices de peso posicional, para ser utilizadas por la plataforma online
geneXplain MatchTM, FMatch, CMsearch que permiten predecir los sitios de unién de
TF.

= Mas de 360,000 informes de promotores para humanos y otros nueve organismos, incluidos
sitios de inicio de transcripcidn, islas CpG, polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y
varias otras anotaciones.

= Incluye herramientas para la prediccion de sitios de unién a TF's, identificacion de factores
de novo, comparacion de matrices e identificacion de reguladores de miARN.

Uno de los grandes beneficios de la base de datos es que ofrece una plataforma online -
geneXplain- con una versién gratuita de las matrices de peso. A su vez, existen plataformas
online, al margen de la versién gratuita que ofrece TRANSFAC, que implementan sus propias
matrices de peso posicional para predecir los sitios de union del TF dentro de una secuencia

de ADN;, es decir, empleando sus propios algoritmos de busqueda utilizando la base de datos
TRANSFAC.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que la versién completa de TRANSFAC (Professional)
es una base de datos que se debe pagar. La version utilizada en la plataforma online es una
version con contenido limitado. La misma base de datos compara la version open source de la
privada. Como bien aclara la plataforma online, el contenido de la versiéon profesional estd més
de diez anos antes del lanzamiento ptblico e incluye datos y capacidades de andlisis que no
estan disponibles en la version publica. La figura [16]es la informacién que se dispone de ambas
versiones de la base de datos.

TRANSFAC® Professional Public
(version 2020.1)

Data

Factors 48,084 6,133
miRNAs 1,771 nfa
DNA sites 50,912 7,195
mRNA sites 67,823 nfa
Factor-DNA site links 68,928 Yes
miRNA-MRNA site links 74,676 nfa
Genes 102,900 2,397
ChiP-Seq fragments 103,548,181 nfa
Matrices 9,962 398
References 40,648 Yes

Promoter sequences 441,771 nfa

Figura 16: Informacién obtenida en Gene Regulation comparando TRANSFAC Professional y
TRANSFAC public.

Aun asi, es importante aclarar que a los fines del andlisis del proyecto, los 6133 TFs de la
base de datos publica son suficientes para hacer un andlisis exhaustivo de las secuencias de
los promotores. De esta manera, se permite realizar un anélisis completo ya que se puede
complementar y comparar los resultados con esta base de datos.
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6.3.2. JASPAR

JASPAR (http://jaspar.genereg.net E[) es una base de datos de acceso abierto de perfiles
de unidn a los TFs conservados y almacenados como matrices de frecuencia de posicién (PFM)
y modelos flexibles TF (TFFM) para TFs en multiples especies en seis grupos taxondmicos.
La base de datos JASPAR consta de subconjuntos mas pequenios de perfiles conocidos como
colecciones. Cada una de estas colecciones tiene objetivos diferentes. La coleccion principal se
conoce como JASPAR CORE vy es la coleccion que usan la mayoria de los cientificos. La misma
contiene un conjunto curado, no redundante, de perfiles de unién de TF's. Todos los perfiles se
derivan de colecciones publicadas de sitios de unién de TF's definidos experimentalmente para
eucariotas multicelulares. Uno de los objetivos centrales de JASPAR CORE es proporcionar un
modelo unico y mejor para cada TF. Esto significa que la base de datos no es redundante en
el sentido de que no hay muchos modelos para el mismo factor (con algunas pocas excepciones
motivadas por el reconocimiento de factores significativamente diferentes).

La principal diferencia con recursos similares (TRANSFAC - quien ofrece una versién piblica
con resultados parciales de la base de datos privada) consiste en el acceso a datos abiertos,
la no redundancia y la calidad de JASPAR. Es importante aclarar que JASPAR CORE es lo
que la mayoria de los cientificos quieren decir cuando se refieren a JASPAR en manuscritos.
Por conveniencia, JASPAR CORE estéa dividido por grupos mas grandes de especies. Esta dis-
tincién se usa principalmente en la interfaz web y, opcionalmente, en la seccion de descarga.
Actualmente estos grupos taxondmicos mas grandes son: vertebrados, planchas, insectos, ne-
matodos, hongos, plantas y urocordados. En el directorio DESCARGAR, la mayoria de las
colecciones de matrices tienen un subdirectorio SITE, que para cada modelo enumera todos los
sitios utilizados para la construccién del modelo como un archivo fasta. Las alineaciones son
implicitas: las subpartes de secuencias utilizadas estan en mayusculas. Se debe tener en cuenta
que en la mayoria de los casos, esta es una interpretaciéon: se utilizan buscadores de patrones
para encontrar la alineacién mas probable, pero esto no siempre es lo méas correcto. Esta es la
razon principal por la que se pone a disposicion las colecciones: de esta manera, les permiten a
los usuarios crear sus propios modelos en funcién de los archivos sin formato.

Mas alla del formato de salida que se elija, cada matriz tiene asociada una detallada informacién
haciendo clic en el ID de perfil y los logotipos de secuencia, mostrando informacién detallada
sobre el modelo: tanto datos de anotacién, como un logotipo de secuencia, una matriz de con-
teo y estadisticas de matchero (hits). Los logotipos de secuencia son representaciones grificas
del modelo de matriz, basadas en el contenido de la informacién. Un logotipo de secuencia es
basicamente un diagrama de barras que muestra el contenido total de informacién en cada po-
sicién, donde la barra se reemplaza por letras apiladas (A, C, G, T), que se clasifican en funcién
de su aparicién. La figura [I7] es un ejemplo de la matriz MAO0048.2 asociada al TF NHLHI.
Se presenta una descripcién del factor, el logotipo de secuencia y la matriz de frecuencia, con
opcién de bajar la informacién en distintos formatos de salida.

3http:/ /jaspar.genereg.net
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Detailed information of matrix profile MA0048.2 # Home - Matrix> MAODS5.2
Profile summary Sequence logo
Name: NHLH1

Matrix1D:  MADD48.2

Class: Basic helix-loop-helix factors (bHLH)

Family: Tal-related factors
Collection: CORE - ‘ : ( :

Taxon: Vertebrates o - —

Spedies: Homo sapiens

Data Type: HT-SELEX

Validation: 8289804

Uniprotib: Q02575 Al 788 461 3 2166 0 9 0 2 296 208 ]
Source: 23332764 cl 2186 179 266 3 301 2166 4 4 2166 736 ]
Comment: Data is from Taipale HTSELEX DBD (2013) el 181 2166 0 1 2166 124 4 2166 102 2166 1

TI 111 142 0 0 114 0 2186 1 350 1488 1

Figura 17: Formato de salida para una matriz asociada a un factor de transcripcion.

Como bien muestra la figura [I7], los PFM se pueden descargar en varios formatos, incluidos
JASPAR, TRANSFAC y MEME. La diferencia entre ellos no es la informacién de la matriz,
sino el diseno que tienen los resultados. En particular, el formato de factor MEME es un formato
de texto simple para factores que es aceptado por los programas de MEME Suite que requieren
el formato de factor MEME. Un archivo de texto en formato de factor minimo MEME puede
contener més de un factor, y también (opcionalmente) especifica el alfabeto del factor, las
frecuencias de fondo de las letras en el alfabeto y la informacién del filamento (para factores
de alfabetos complementarios como el ADN). Este es el formato que se elije para este proyecto
ya que una de las plataformas online que se va a utilizar para analizar las secuencias de los
promotores es un programa MEME Suite.

En este proyecto, se trabaja con la opcién de Download JASPAR data, seleccionando la opcién
de non-redundant, y la opciéon de MEME, tal como indica la figura

Taxonomic group PFMs (non-redundant) PFMs (redundant)
Vertebrates « Individual PFMs (zip) [ & JASPAR | & MEME | & TRANSFAC | « Individual PFMs (zip) [ & JASPAR | & MEME | & TRANSFAC |
« Single batch file (txt) [ & JASPAR | & MEME | & TRANSFAC ] « Single batch file (txt) [ & JASPAR | & MEME | & TRANSFAC ]

Figura 18: Seleccién de matrices de frecuencia de posicién (PFM); grupo taxonémico: Verte-
brados; Single batch file (txt) en formato MEME.

Toda esta informacién de la base de datos fue encontrada en la pdgina oficial de JASPAR [84].

6.3.3. TRANSFAC vs JASPAR

La diferencia fundamental entre ambas es que JASPAR es de cédigo abierto, mientras que
TRANSFAC es un producto comercial de acceso gratuito de propiedad de BioBase (pertene-
ciente al grupo de Qiagen). Los TFs se pueden encontrar usando una variedad de métodos

40



Proyecto Final - 2020 Introduccion

que incluyen algoritmos que hacen el descubrimiento de dichos TFs a partir de secuencias que
contienen sitios de unién y métodos in vitro como microarrays de unién a proteinas (PBM)
y evolucién sistematica de ligandos de alto rendimiento mediante enriquecimiento exponencial
(HT -SELEX). Las mejoras en los procesos de secuenciacién y las técnicas como la inmunopreci-
pitacién de cromatina (ChIP) seguida de la secuenciacién profunda (ChIP-seq) y la escisién de
exonucleasa en ChIP-exo que miden la ocupacién de TFs in vivo, han mejorado la resolucion al
nivel de un solo nucleétido. Todos estos métodos permiten proporcionar datos de alta resolucién
para el descubrimiento de factores. Teniendo esto en cuenta, las bases de datos mencionadas
utilizan estas técnicas y obtienen informacion de manera independiente una de a otra. Por lo
tanto, como la implementacién de la informacion disponible es distinta, los resultados de las
bases de datos no son necesariamente iguales.

JASPAR también afirma que tienen una calidad superior de curaciéon y menos redundancia. Sin
embargo, no se puede asegurar que tan veridico es esto, ya que TRANSFAC esta considerada
como una fuente altamente confiable y uno de sus puntos de venta para la versién profesional
es que se paga por la calidad profesional de sus datos y herramientas. De todas maneras, es
intrinsecamente especulativo ya que no hay forma de comparar los dos en cuanto a cual es
“mejor”, v si es asi, jen qué sentido de la palabra?. Las medidas de calidad para medir esto
son en gran medida subjetivas.

Es importante mencionar que la version gratuita de TRANSFAC estéd desactualizada y es muy
limitada. Sin embargo, es una fuente mas de informacion que se debe analizar con ojo critico
y sirve para complementar los resultados obtenidos. Los papers analizados que tienen como
objetivo identificar TF's, coincidente con el planteado en este trabajo, utilizan por lo general
ambas bases de datos [85][86] [87].

Tompa et al, en el 2005 probd algoritmos de descubrimiento de factores por su capacidad
de predecir sitios de factores insertados usando medidas estadisticas para la sensibilidad del
sitio y el coeficiente de correlacion [8§]. En este primer estudio exhaustivo, encontraron que
un problema de evaluacién de factores es complejo y admitieron que la insercién de factores
aleatorios no captura la condicién bioldgica de la uniéon de TF. Caleb Kipkurui Kibet y Philip
Machanick muestran que ninguna base de datos unica actualmente supera a las demas para
todos los TF. Existe un acuerdo en el ranking de los mejores DB (ZLAB y HOCOMOCO) y
peor desempenio (TF2DNA y SWISSREGULON), segtin se estudio realizado en 2016]89].

Lo que es importante mencionar es que en este proyecto no se busca identificar si existe una
plataforma online mejor que la otra. Si se debe analizar los algoritmos de busqueda y las
distintas fuentes de informaciéon que han utilizado para justificar sus resultados. Sin embargo,
se busca complementar los resultados con el fin de enriquecer el analisis realizado.

7. Hipdtesis

Los diversos estudios ya publicados por el laboratorio de Osvaldo Pordhajcer del Instituto Leloir
demuestran que es posible generar adenovirus oncoliticos capaces de eliminar células malignas
con mayor eficiencia a partir de la regulacién transcripcional de la replicacién viral por medio
de PETs. En particular, esto se corroboré con el AV22EL, regulado por el PET A33, y el
AR2015, regulado por 2 PETSs de genes que se expresan de manera heterogénea tanto en tumores
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primarios como en metéstasis de CCR (A33 y VWA2). Sin embargo, los adenocarcinomas de
colon son altamente heterogéneos y por lo tanto, todos los tumores son distintos, y dentro de
esta diferencia, no todos los tumores expresan A33 o VWA2. Por lo tanto, es esperable que
aquellas células que no expresen alguna de las dos proteinas pueden escapar al tratamiento
adenoviral y derivar en la recidiva de la enfermedad. Se puede mejorar el tratamiento génico
mediante la propuesta de promotores hibridos y promotores sintéticos que logren una mejor
respuesta en una mayor cantidad de células tumorales, y pueden ser identificados a través de
la bioinformatica, con herramientas de mineria de datos y texto, haciendo inferencias a partir
de los mismos.

8. Objetivo General

Este proyecto tiene por objetivo realizar un analisis bioinformatico de los factores de transcrip-
cién de los 8 PET's detectados por el laboratorio, identificar aquellos que tienen una relevancia
en la regulaciéon de CCR para realizar en un futuro la construcciéon de nuevos AOL-RC. Por lo
tanto, se centra en la regulacion transcripcional del adenovirus. Por un lado, se estudian las se-
cuencias de los PETs detectados en el laboratorio para combinar distintos PETSs, identificando
las fracciones de mayor interés para formar promotores hibridos. A su vez, se busca identificar
factores de transcripciéon especificos de CCR para el armado de promotores sintéticos.

9. Objetivos Especificos

9.1. Promotores hibridos

1. Analizar los factores de transcripcion de cada uno de los promotores y las distancias al
inicio de la transcripcién.

2. Analizar similitudes y diferencias entre los factores de transcripcion de los 8 promotores.

3. Proponer secuencias de los promotores para combinarlos en promotores hibridos a partir
de 1) y 2).

9.2. Promotores sintéticos

1. Proponer factores de transcripcion relevantes para el armado de promotores sintéticos
asociados a la enfermedad de cancer colorrectal.

2. Proponer promotores sintéticos con combinaciones aleatorias de los factores de transcrip-
cién encontrados para dirigir la terapia de cancer colorrectal.
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10. MATERIALES

10.1. Plataformas online
10.1.1. ToppGene

ToppGene (https://toppgene.cchmc.org/ E[) es un portal integral gratuito y abierto a todos
los usuarios, y no requiere un inicio de sesiéon para acceder. Esta plataforma online es tinica
tanto para enriquecimiento funcional de la lista de genes, como para la priorizacién de genes
candidatos mediante anotaciones funcionales o analisis de red de interacciones proteicas. La
figura [90] es una representacién esquematica del flujo de trabajo y la metodologia en las
aplicaciones de ToppGene Suite. El funcionamiento de ToppGene asume que las caracteristicas
fenotipicas similares se asocian con genes que tienen funciones similares. El programa compa-
ra dos listas provistas por el usuario, una de genes de entrenamiento y una de genes de
prueba usando anotaciones funcionales de todo el genoma. De esta manera, realiza un ranking
priorizando los genes candidatos de la enfermedad basada en la anotacién funcional, utili-
zando una medida de similitud entre dos genes basada en anotaciones seméanticas. Los puntajes
de similitud de las caracteristicas individuales se combinan en un puntaje general mediante
el metanalisis estadistico, teniendo un tnico valor-p ajustado para cada resultado [90]. Hay
catorce puntajes de similitud descriptas en la figura [19|C y D.

“https://toppgene.cchmc.org/
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Figura 19: La figura A describe a los genes en el conjunto de capacitacion que se seleccionan en
funcién de sus atributos o anotaciones genéticas actuales (genes asociados con una enfermedad,
fenotipo, via o término GO). La figura B describe la fuente del gen de prueba, que pueden ser
genes candidatos de estudios de analisis de ligamiento o genes expresados diferencialmente en
una enfermedad o fenotipo particular. La figura C describe ToppFun: términos enriquecidos de
las anotaciones genéticas y las caracteristicas de la secuencia, a saber, GO: funcién molecular,
GO: proceso biolégico, fenotipo de ratén, vias, interacciones de proteinas, dominios de pro-
teinas, sitios de unién del TF, genes objetivo de miRNA, enfermedad- asociaciones genéticas,
interacciones farmacologicas-gen y expresién génica, compiladas a partir de varias fuentes de
datos, y también utilizadas para desarrollar un perfil genético de conjunto de entrenamiento. La
figura C y D describe la herramienta ToppGene: se genera un puntaje de similitud para cada
anotacion de cada gen de prueba comparandolo con los términos enriquecidos en el conjunto de
genes de entrenamiento. La lista final de genes priorizados se calcula en funcién de los valores
agregados de los catorce puntajes de similitud. La figura E y F describen la herramienta
ToppNet: los genes del conjunto de entrenamiento y prueba se asignan a la red de interacciéon
proteina-proteina, y realiza una puntuacién y clasificacion de los genes del conjunto de prueba
segun la ubicacién relativa de todos los genes del conjunto de entrenamiento.
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Finalmente, luego de haber realizado el analisis de comparacion, se obtiene una tabla en formato
csv. La misma contiene los genes de la lista de prueba ingresada por el usuario ordenados de
menor a mayor en funcién del valor-p asignado segtin los puntajes mencionados calculados con
la lista de entrenamiento. Por otro lado, se obtiene informacién de los genes de la lista de
entrenamiento.

10.1.2. Gene Regulation - Match

La plataforma online llamada Gene Regulation - Match (http://gene-regulation.com EI)
utiliza la base de datos TRANSFAC, la cual brinda informaciéon de elementos reguladores de
elementos reguladores de células eucariotas cis y trans, tal como se mencioné en la seccién
Introduccion. Por lo tanto, proporciona un conjunto de datos que indican:

= Factores de transcripcién eucariotas

= Sitios de unién probados experimentalmente: No solo proporciona los nombres de los
factores de transcripcion asociados a una secuencia, también brinda la posicion en la cual
se encuentra dicho factor

= Secuencias de unién de consenso: presenta la secuencia que representa al TF

= Genes regulados

La plataforma permite elegir distintos programas, entre los que se encuentran Match, F-Match,
Patch, P-Match, MatrixCatch, AliBaba2, Composite Module Analyst (CMA), molwSearch,
3DTF, m2match, SignalScan, SbBlast, TfBlast, VCFmerge. En particular para este proyecto
se eligio trabajar con Match. El mismo es un programa que utiliza la biblioteca de matrices
de peso posicional de TRANSFAC®) Public 6.0 para predecir TFBS en secuencias de ADN
brindadas por el usuario. Las matrices pueden ser de alta calidad y de calidad media o baja,
y la plataforma permite seleccionar la opcién de trabajar inicamente con matrices de alta
calidad. Para obtener los resultados, primero se debe crear un usuario de manera gratuita.
Una vez que se tiene acceso, se debe ingresar en formato FASTA la secuencia que se desea
analizar. A continuacién, se debe seleccionar el grupo de matrices con los cuales el algoritmo
de busqueda va a trabajar. Las opciones son all, vertebrates, fungi. Luego, la opcién de high
quality matrices only permite aplicar el filtro mencionado previamente. A su vez, la opcién
de perfiles permite dirigir el algoritmo a un grupo de matrices determinados por immune cell
specific, cell cycle specific, liver specific, muscle specific, best selection. A su vez, permite elegir
la estrategia de filtrado para el corte del grupo matriz, ya sea minimizar los falsos positivos,
minimizar los falsos negativos, minimizar la suma de ambas tasas de error o la opcion de que el
usuario ingrese valores de corte en funcién de los pardmetros de probabilidad con que evalian
los resultados que explicaré a continuacion.

Una vez elegidos dichos parametros, los resultados se presentan en formato de tabla donde
la primer columna es la matriz con la cual se identifica, la posicién y la hebra (positiva o
negativa), dos valores de probabilidad llamados core match y matriz match. Por un lado, core
match es un valor entre 0 a 1 que indica como se adecua el factor de la base de datos a la

Shttp://gene-regulation.com
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secuencia elegida. Por otro lado, matriz match es un valor entre 0 a 1 que indica como se
dispone el factor a la position weight matrix. Por lo tanto, un resultado éptimo es que ambos
valores sean 1. Luego, la columna de sequence presenta el extracto que se ha matcheado con el
factor. Los nucledtidos que estan en maytscula son aquellos que coinciden 100 % con la matriz
identificada, el resto de los nucleétidos se identifican con la secuencia en un cierto porcentaje
en funcién de la matriz elegida. Todo esto se resume en los valores de core match y matriz
match que la plataforma brinda para cada TF. Finalmente, la columna de Nombre del Factor,
indica el nombre del TF. Por lo tanto, se obtiene un conjunto de factores con sus resultados de
probabilidad correspondientes. La plataforma permite visualizar los resultados en un grafico.
En la plataforma hay una opciéon de Goto Match Profiler en la cual se encuentra la lista de
matrices asociadas a los factores de transcripcion con las cuales trabaja la plataforma. A su
vez, cada una de ellas tiene asignado high cuality o low quality. Las matrices de baja calidad
son las que se filtran en caso de que el usuario lo desee [91].

10.1.3. Promo

PROMO (http://alggen.1si.upc.es/ [f) es un laboratorio virtual para la identificacién de
supuestos TFBS en secuencias de ADN de una especie o grupos de especies de interés. Los TFBS
definidos en la base de datos TRANSFAC se usan para construir matrices de peso de sitios de
union especificos para la prediccién de TFBS. El usuario puede inspeccionar el resultado de la
busqueda a través de una interfaz grafica y archivos de texto descargables. La plataforma online
PROMO utiliza la version de TRANSFAC 8.3. A su vez, la plataforma aclara que la misma es
un proyecto de investigacion colaborativo entre el Dr. M.M. Alba y D. Farré en el Grupo de
Gendémica Evolutiva (Unidad de Investigacion en Informdtica Biomédica, Universitat Pompeu
Fabra) y D. Garcia, R. Escudero, O. Nunez, J. Martinez y Dr. X. Messeguer de la Universitat
Politecnica de Catalunya. Este sitio estd parcialmente respaldado por el proyecto DGES PB98-
0926 (AEDRI; Algoritmos y estructuras de datos para la recuperacién de informacién). La
variabilidad de la secuencia intrinseca de los sitios de unién a factores puede representarse
como matrices de peso. Las mismas almacenan informacion sobre la frecuencia de los diferentes
nucleétidos a lo largo del sitio, generalmente son més especificos (menos falsos positivos) y
permiten calificar las coincidencias. PROMO construye matrices de peso que representan sitios
de unién de factores especificos identificados experimentalmente en una especie particular o
grupo de especies. La fuente de secuencias de sitio y TFs es TRANSFAC. Para buscar los
posibles sitios en la secuencia de interés, la plataforma detalla los pasos a seguir.

1. SelectSpecies: selecciona la especie o grupo de especies de interés. También se puede selec-
cionar factores para restringir la prediccion a un conjunto de TFs.

2. SearchSites: ingresar una secuencia de consulta para buscar posibles sitios de enlace.

Una vez que se ha seleccionado la especie, se construyen matrices de peso derivadas de al menos
tres sitios de unién diferentes por TF (en la seccion HELP PROMO se explica el procedimiento
para construirlas). La construccién de la matriz se realiza sobre la marcha, lo que puede demorar
algunos minutos. Sin embargo, en muchos casos las matrices ya se han calculado previamente
(por ejemplo, para humanos o para todos los organismos, como es en nuestro caso con los

Shttp://alggen.lsi.upc.es/
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promotores), por lo que no hay necesidad de esperar. El algoritmo busca la subsecuencia (nticleo)
completamente conservada mas larga para anclar la alineacién de los sitios de unién. Se puede
descartar un subconjunto de secuencias si esto conduce a un aumento en el nimero de sitios
completamente conservados, siempre que al menos la mitad de las secuencias originales se
mantengan en la alineacién final. Cualquier secuencia terminal que contenga huecos se elimina.
Las matrices de peso que contienen el nimero de ocurrencias de cada nucledtido en cada
posicion de secuencia se derivan de las alineaciones. Se pueden inspeccionar utilizando el médulo
ViewMatrices, que también muestra los valores esperados en diferentes niveles de similitud y
una lista de genes que contienen los sitios representados en la matriz [92].

10.1.4. Meme Suite- Fimo

Meme Suite - Motif-based sequence analysis tools (http://meme-suite.org/index.html E[) es
una herramienta que permite descubrir nuevos factores en colecciones de secuencias de nu-
cleétidos o proteinas no alineadas, y realizar una amplia variedad de otros analisis basados en
factores [03]. MEME Suite admite andlisis basados en factores de secuencias de ADN, ARN
y proteinas. Proporciona algoritmos de descubrimiento de factores utilizando modelos proba-
bilisticos y discretos, que tienen fortalezas complementarias. También permite descubrir factores
con inserciones y eliminaciones arbitrarias (GLAM2). Ademds del descubrimiento de factores,
MEME Suite proporciona herramientas para escanear secuencias de coincidencias con factores
(FIMO, MAST y GLAM2Scan), escanear en busca de grupos de factores (MCAST), comparar
factores con factores conocidos (Tomtom), encontrar espacios preferidos entre factores (SpaMo),
prediciendo los roles bioldgicos de los factores (GOMo), midiendo el enriquecimiento posicional
de secuencias para factores conocidos (CentriMo) y analizando ChIP-seq y otros conjuntos de
datos grandes (MEME-ChIP). La figura 20| es un esquema de la interfaz descripta.

Your DNA, RNA of Motif Discovery D’m Sequence B v ommaton o
protein sequences MEME de databases Click to submit 8 job fo the tool
DREME {de novo) = or to view database details.
MEME-ChIP - —1
GLAM2 =
= MoMo Motif Scanning Annotated sequences
J N L FIMO -——
PR Motif Enrichment MAST P —
| CenfriMo Enviched motifs MCAST p——
Motif AME I GLAM2SCAN e
databases SpaMo e — —
: GOMo " - F N
) Motif Comparison - -
- e Aligned maotifs
_ =
or protein motifs -
-—
= 30 comparment Motif
4 GO0 process databases

Figura 20: Esquema de la interfaz MEME Suite.

MEME Suite se compone de una coleccién de herramientas. La herramienta utilizada en este
proyecto se encuentra en la secciéon de Motif Scanning, y se eligié FIMO (Find Individual Motif
Occurances) ya que es la que més se adectia a lo que se busca. FIMO busca en una base
de datos de secuencias dada las ocurrencias de factores conocidos. Este programa trata cada

"http://meme-suite.org/index.html
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factor de forma independiente e informa todos los supuestos sucesos de factores por debajo
de un umbral de valor-p especificado[94]. El resultado establece la cantidad de ocurrencias de
factores encontrados y el valor-p de cada uno de ellos. Se menciona ademas que el valor-p de la
aparicion de un factor se define como la probabilidad de una secuencia aleatoria de la misma
longitud que el factor que coincide con esa posicién de la secuencia con una puntuacion tan
buena o mejor. La puntuacion para la coincidencia de una posiciéon en una secuencia con un
factor se calcula sumando las entradas apropiadas de cada columna de la matriz de puntuacién
dependiente de la posicion que representa el factor. El valor q de una ocurrencia de factor se
define como la tasa de descubrimiento falso si la ocurrencia se acepta como significativa. Los
resultados contienen una linea para cada coincidencia significativa con un factor. Las lineas se
ordenan por orden de importancia estadistica decreciente (valor-p creciente). La primera linea
contiene los nombres (separados por tabulaciones) de los campos. Los nombres y significados
de cada uno de los campos se describen en la tabla a continuacion.

1. Motif;s: El nombre del factor, que es unico en el archivo de base de datos de factores.

2. Motifa,q: Un nombre alternativo para el factor, que puede proporcionarse en el archivo de
base de datos de factores.

3. Sequenceame: El identificador de la secuencia (de la linea de encabezado de secuencia FAS-
TA) o el nombre de la secuencia extraida del identificador de secuencia.

4. Start: La posicion de inicio de la aparicion del factor; coordenadas de secuencia basadas en
la secuencia ingresada.

5. Stop: La posicién final de la aparicion del factor; coordenadas de secuencia basadas en la
secuencia ingresada.

6. Strand: Describe la hebra del ADN con la cual coincide el factor, '+ o ’-’.

7. Puntaje: La puntuacién para la aparicién del factor. La puntuacion para la coincidencia de
una posicién en una secuencia con un factor se calcula sumando la entrada apropiada de
cada columna de la matriz de puntuaciéon dependiente de la posicién que representa el factor.

8. P-value: El valor-p de la aparicion del factor. El valor-p de una coincidencia de factores es la
probabilidad de una subsecuencia aleatoria unica de la longitud de la puntuacién de factores
al menos tan bien como la coincidencia observada.

9. Q-value: El valor q de la aparicién del factor. La tasa minima de descubrimiento falso (FDR)
requerida para considerar esta coincidencia significativa. FIMO estima los valores q de todos
los valores p coincidentes utilizando el método propuesto por Benjamini y Hochberg[95].

10. Secuencia: La region de la secuencia coincide con el factor.

10.1.5. The Human Protein Atlas

The Human Protein Atlas (THPA) (https://www.proteinatlas.org/ f)) es un programa de
origen sueco iniciado en 2003 con el fin de mapear todas las proteinas humanas en células, tejidos

8https://www.proteinatlas.org/

48



Proyecto Final - 2020 Materiales y Métodos

y organos mediante la integracién de diversas tecnologias. Es una plataforma de acceso abierto
para permitir a los cientificos, tanto académicos como industriales, acceder libremente a los
datos para explorar el proteoma humano. El Atlas de proteinas humanas consta de seis partes
separadas, cada una centrada en un aspecto particular del analisis de las proteinas humanas
en todo el genoma; el Atlas de tejidos muestra la distribucién de las proteinas en todos los
tejidos y organos principales del cuerpo humano, el Atlas de células muestra la localizacion
subcelular de proteinas en células individuales, el Atlas de patologia muestra el impacto de los
niveles de proteinas para la supervivencia de los pacientes con cdncer; el Blood Atlas muestra
si la proteina tiene una sobre-expresion o un rol determinado en las células sanguineas; Brain
Atlas explora la expresion de proteinas en el cerebro de los mamiferos mediante la integracién
de datos de tres especies de mamiferos (humanos, cerdos y ratones); y Metabolic Atlas permite
la exploracién de la funcién proteica y la expresion génica en el contexto de la red metabdlica
humana[96]. La figura 21| representa el crecimiento de la base de datos del atlas de proteinas,
la cual se complementa con perfiles transcriptémicos de 27 tejidos normales, y un formato con
seis sub-atlas.
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Figura 21: Figura representativa de la cantidad de genes y anticuerpos registrados en The
Human Protein Atlas en el correr de los anos.

El Atlas de proteinas humanas proporciona un recurso para la investigacién biomédica basa-
da en la patologia, incluida la ciencia de las proteinas y el descubrimiento de biomarcadores.
Ademas de contribuir a un mayor conocimiento basico sobre la enfermedad neoplasica, la iden-
tificacion eventual de perfiles de proteinas especificas del tipo de cancer tiene el potencial de
mejorar la precision del diagnéstico y formar una base para enfoques terapéuticos nuevos e
individualizados[97].

10.1.6. Gepia

Gepia (Gene Expression Profiling Interactive Analysis) (http://Gepia.cancer-pku.cn/ ) es
una plataforma online que tiene funciones interactivas y personalizables que incluyen anélisis

http://Gepia.cancer-pku.cn/
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de expresion diferencial, trazado de perfiles, analisis de correlacion, andlisis de supervivencia
del paciente, deteccion de genes similares y andlisis de reduccién de dimensionalidad. Basada
en datos TCGA y GTEx, Gepia permite el andlisis de expresién completos basados en 9736
tumores y 8587 muestras normales de las bases de datos TCGA y GTEx. Los resultados del
analisis abarcan 20 000 codificantes y 25 000 genes no codificantes, asi como 14 000 pseudogenes
y 400 segmentos de receptores de células T. Los parametros de personalizacién flexibles de
Gepia también permiten a los usuarios personalizar ampliamente la visualizacion, por ejemplo,
cambiando los colores o modificando el ancho de los gréaficos de expresion.

Gepia es una herramienta intuitiva y que ahorra tiempo para liberar el valor de los grandes
datos genémicos en TCGA y GTEx. Gepia es una plataforma con el potencial de convertirse
en una parte integral de los andlisis de datos de rutina para los bidlogos experimentales [98].
La figura [22| esquematiza los resultados de Gepia, y por lo tanto, toda la informacion aportada
al usuario.
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Figura 22: Resultados de Gepia. (A) Los usuarios pueden verificar la expresién génica por mapa
corporal en la pestana “General”. (B) Los genes diferenciales proporcionados por Gepia se pueden
trazar como distribucién cromosémica en la pestana “Genes diferenciales”. (C) Gepia proporciona
graficos de caja, graficos de violin basados en etapas patoldgicas, graficos de puntos y graficos de
matriz. (D) El andlisis de supervivencia general y supervivencia libre de enfermedad del gen de interés
se puede presentar en la pestania “Supervivencia”’. Mientras tanto, se pueden identificar genes con
la asociacién més significativa con la supervivencia del paciente. (E) Gepia proporciona anélisis de
correlacién de genes por pares para conjuntos dados de datos de expresiéon TCGA y/o GTEx. Los
genes de interés pueden ser normalizados por otro gen. (F) Los resultados del andlisis de componentes
principales basados en un conjunto de genes de entrada se pueden presentar en la pestana “PCA”.
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10.1.7. SnapGene

SnapGene (https://www.snapgene.com/ IT_G[) es una aplicacion que permite planificar, visuali-
zar y documentar los procedimientos de biologia molecular. Es un software muy utilizado con
el fin de construir modelos de genes y plasmidos en silico[99][100].

11. METODOS

11.1. Bisqueda de los factores de tranzcripcion

Primero, se trabajo con las plataformas online MATCH, PROMO y MEME SUITE - FIMO
para obtener los TFs de los ocho promotores seleccionados. Un factor importante a tener en
cuenta es que la estrategia de filtrado elegida determina el criterio con el que se deben analizar
los resultados. Es decir, en caso de elegir minimizar los falsos positivos, se busca un tipo
de prueba altamente especifica, los resultados seran de unos pocos factores comparando con
minimizar falsos negativos. Como bien se mencioné antes, puede ocurrir que si bien los valores
de probabilidad son altos, los mismos sean falsos positivos, y es por eso que se debe analizar los
resultados obtenidos en funcién de la estrategia elegida. A su vez, los valores de probabilidad
sirve para filtrar de entre los resultados los que mas se asemejan a la secuencia brindada por
el usuario. La metodologia utilizada para obtener los resultados para los ocho promotores se
explica a continuacion.

1. MATCH: Se obtuvieron los resultados con el filtro para minimizar la suma de ambas tasas
de error, tanto los falsos positivos como los falsos negativos. Se eligié con el fin de tener
un equilibrio entre la especificidad y sensibilidad de la prueba. Luego se obtuvieron los
resultados con el filtro para minimizar los falsos positivos, con el fin de tener la maxima
sensibilidad posible. Los TFs que se obtuvieron se incluyeron en los factores obtenidos en
la tabla inicial, a pesar de que los valores de probabilidad no necesariamente fuesen buenos.
De esta manera, se busca incluir todos los verdaderos positivos.

2. PROMO: Se obtuvieron los resultados con el valor-predeterminado de 15 % (85 % de simili-
tud)

3. FIMO: Una vez realizados los pasos explicados en la seccién Materiales, se obtuvieron los
resultados.

Una vez obtenidas las tablas, para las tres plataformas online se corrigié la posicion de los
TFs encontrados en funcién del inicio de transcripcién del promotor. Para realizar esto se
utilizé el programa estadistico RStudio (versién 3.5.7), donde se importaron las tablas y se
formatearon. Luego, se realizé un primer filtro eliminando los TFs encontrados rio abajo del
inicio de transcripcion.

Ohttps:/ /www.snapgene.com/
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11.2. Terminologia

Antes de realizar el andlisis con todos los factores de transcripcién encontrados, se unifico la
nomenclatura de los TFs de las distintas plataformas online. Esto era necesario ya que cada
plataforma tiene su propia terminologia y en muchos casos, se encontraba el mismo TF en la
misma posicion en dos bases de datos distintas pero con distintos nombres. Por lo tanto, todos
los TFs se los llamé con el simbolo del Comité de Nomenclatura Genética de HUGO (HGNC)
correspondiente para poder asi comparar los resultados obtenidos. HGNC es un comité de la
Organizacién del Genoma Humano (HUGO) que establece los estdndares para la nomenclatura
de genes humanos. HGNC aprueba un nombre tnico y significativo para cada gen humano
conocido, basado en una consulta de expertos [I01]. Adem4s, esto permite que los TFs sean
considerados como vélidos para ToppGene que se utiliza en la priorizacion génica.

11.3. Priorizacién génica

Una vez obtenidas las tablas de las plataformas online y modificadas segin el proceso descripto
en Busqueda de los factores de transcripcion, se utilizé la herramienta ToppGene para el anélisis
de la priorizacién génica. Por lo tanto, como lista de entrenamiento se utilizaron los promotores
seleccionados, y como lista de prueba se utilizaron todos los TFs obtenidos en las diferentes
plataformas.

11.4. Analisis de datos
11.4.1. Factores de transcripcion

Antes de continuar explicando el proceso de andlisis, se debe mencionar que en este trabajo
se decidié trabajar con las tres plataformas online presentadas en la secciéon de Materiales, y
se utilizo la herramienta de ToppGene para el analisis de la priorizacién génica, tal como se
describié previamente. En lugar de optar por un anélisis con los valores estadisticos ya brindados
por cada una de las plataformas online, se utiliz6 otra herramienta ajena a estos softwares
yva que ToppGene no solo es una herramienta mas especifica en cuanto a la informacién que
devuelve, con un valor-p ajustado para los datos en funcion de las catorce medidas de similitud
(como fue mencionado en la seccién de Materiales), sino que al utilizar tres plataformas online
que implementan distintas bases de datos con algoritmos propios e independientes del resto,
determinar un unico punto de corte para tomar los datos como validos no era viable para
las tres plataformas. De esta manera, utilizando ToppGene, se puede tomar como vélido un
unico punto de corte de valor-p igual a 0.05. Los datos que tienen un valor-p menor al punto
de corte se consideran estadisticamente significativos. Para el caso particular de VWA2, la
plataforma ToppGene no tiene resultados estadisticamente significativos para dicho gen. Como
forma parte de los objetivos analizar dicho promotor ya que es de interés para el Instituto Leloir,
se realizé un método particular. Para el mismo, se trabajé directamente con las plataformas
online mecionadas en Materiales, de la siguiente manera:

= Primero se estudié con RStudio cuales eran los TFs que se encontraban en comtun en dos
o tres bases de datos.
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= Luego se incluyeron los TFs que eran considerados estadisticamente significativos para
cada base de datos. En particular, para MATCH se hizo un andlisis y se incluyé los
TFs resultantes de aplicar el filtro de “minimizar falsos positivos”. Por otro lado, para
PROMO, se verificé aquellos factores que tenian un valor de dissimilitud bajo (cercano
a 0). Finalemente, para FIMO se incluyeron los factores que tenian valor-p menor a la
media de los valores p de los resultados.

Como resultado, ya sea para los promotores A33, AQP5, CDC25A, CDC25B, GLI1, FSCNT1,
NQO1, cuyo anélisis incluyé la herramienta ToppGene, como para VWA2, cuyo proceso de
analisis se basé unicamente en las plataformas, las tablas finales inluyen los factores de trans-
cripcion més estadisticamente significativos.

11.4.2. Posiciones

Una vez obtenidos los TF's para los ocho promotores, el andlisis de las posiciones para cada uno
de ellos se basé en el estudio de las posiciones para cada plataforma independientemente. Por
lo tanto, los resultados finales de las posiciones son aquellas que tienen valor de probabilidad
mas estadisticamente significativa para cada plataforma. Es decir, para MATCH se hizo un
analisis y se incluy6 las posiciones con core match y query match cercanos a 1. Por otro lado,
para PROMO, se verific6 aquellas posiciones que tenfan un valor de dissimilitud bajo (cercano
a 0). Finalmente, para FIMO se incluyeron las posiciones que tenian valor-p menor a la media
de los valores p de los resultados.

11.4.3. Definicién de variables para promotores hibridos

En este proyecto, las variables de estudio fueron aquellas que otorgan especial interés a los
factores de transcripcion que conforman al promotor como especifico de tumor. Las variables
se describen en la tabla.

| Definicién de variables

Variable Tipo Valores

Especificidad Categérica !X: sin rol determinado en la enfermedad de cancer
de cancer dicotémica X: con rol determinado en la enfermedad de cancer
Especificidad Categoérica !X: sin sobre-expresién en el tejido intestinal

de tejido dicotémica X: con sobre-expresion en el tejido intestinal

Cuadro 2: Definiciéon de variables para promotores hibridos.

» Especificidad de cancer: Se busca identificar si el TF tiene un rol determinado en la
enfermedad. !X significa que en la actualidad no hay un rol definido para el mismo, pero
puede ocurrir que diversos papers busquen y comprueben roles especificos en un tipo de
cancer que aun faltan mas estudios para corroborarlo. X significa que actualmente esta
comprobado que el TF tiene un rol determinado en la enfermedad. Teniendo en cuenta

23



Proyecto Final - 2020

Materiales y Métodos

que en el cancer se activan redes reguladoras de la transcripcion que no se encuentran
en las células normales, detectar los TFs involucrados en estas redes y la funcion que
cumplen nos permite disenar promotores tanto hibridos como sintéticos que solo deberian
estar activos en las células cancerosas. !X significa que actualmente no esta comprobado
que el TF tiene un rol determinado en la enfermedad.

= Especificidad de tejido: Se busca identificar, como bien dice la tabla, si hay sobre-
expresion en el tejido intestinal. Sin embargo, !X no quiere decir que no haya expresién
en dicho tejido, quiere decir que no hay una sobre-expresion por sobre el resto de los
tejidos. X quiere decir que efectivamente el factor se encuentra sobre-expresado en dicho

tejido.

11.4.4. Definicién de variables para promotores sintéticos

En este proyecto, las variables de estudio fueron aquellas que otorgan especial interés a los TFs
que conforman al promotor sintético como especifico de tumor. Las variables se describen en la

tabla [3]

] Definiciéon de variables
Variable Tipo Valores
Especificidad Categorica !X: sin rol determinado en la enfermedad de cancer
de cancer dicotémica X: con rol determinado en la enfermedad de cancer
Especificidad Categérica !X: sin sobre-expresién en el tejido intestinal
de tejido dicotémica X: con sobre-expresion en el tejido intestinal
Actividad viral Categorica !X: sin rol determinado en la actividad viral

dicotémica X: con rol determinado en la actividad viral

Actividad Categorica !X: sin rol determinado en la actividad de rta.
en respuesta dicotémica inmunolédgica del organismo
inmunoldgica X: con rol determinado en la actividad de rta.

inmunologica del organismo

Cuadro 3: Definicién de variables para promotores sintéticos.

Teniendo en cuenta que las dos primeras fueron explicadas anteriormente, se describen tnica-

mente las dos tltimas.

» Actividad viral: Se busca una relacion entre el TF y la actividad viral, teniendo en
cuenta que todo el andlisis de promotores es para modificar genéticamente un adenovirus
y optimizar su performance en las células necréticas de tejido colorrectal.

» Actividad en respuesta inmunolégica: Se busca identificar si existe una relaciéon entre
el TF y la respuesta inmunoldgica al organismo ya que es una caracteristica elemental
que aporta informacién a los investigadores del Instituto Leloir, tratandose este proyecto

de una inmunoviroterapia.
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Es importante aclarar que las variables explicadas recientemente se incorporan al analisis para
el caso de promotores sintéticos ya que sin ellas, muchos TFs relevantes en el proceso de la
enfermedad serian dejados fuera del estudio. Teniendo en cuenta que el armado de promotores
sintéticos se compone de componentes modulares correspondientes a los factores, se debe tener
en cuenta a aquellos que tienen actividad viral ya que interaccionan con los genes del virus
en si, o tienen un rol en la respuesta inflamatoria del organismo al cual se aplica la terapia.
Por lo tanto, dado que se tienen que tener en cuenta mas caracteristicas para el armado, se
incorporan las variables definidas respectivamente. Con respecto a los promotores hibridos,
se analizan los TF's segin las variables especificidad de cancer y especificidad de tejido
ya que el interés de estudio es entender cudl de los presentados por el laboratorio tiene TFs que
expliquen la expresién diferencial de la proteina.

11.4.5. Data Mining para los factores de transcripcion resultantes

En este proyecto, se consideraron validas las bases de datos para el analisis pertinente de los
TFs de THPA, Gepia, ToppFun, Gene Ontology, KEGG/WikiPathways y el repositorio publico
de papers publicados en Pubmed, remitidos por la comunidad cientifica. Principalmente, se
utilizaron THPA y Gepia para analizar la sobre-expresion de las proteinas en tejidos y si el
factor analizado tiene un rol determinado en la enfermedad de cdncer y por lo tanto se lo
conoce como un cancer-related gene o proto-oncogene. Se buscé especificamente para cada TF,
si tenian alta afinidad con un tejido, cumplian un rol fundamental con el cancer, si tenian un rol
determinado en la actividad viral y si tenfan un rol determinado en la actividad inmunolégica.
A su vez, para cada factor estadisticamente significativo se buscé el rol especifico y posible
interaccién con otros factores presentes en los resultados.

11.4.6. Armado de los promotores hibridos con los respectivos factores de trans-
cripcion

Una vez obtenidos los TFs con las posiciones correspondientes, se diseno la secuencia del promo-
tor en silico utilizando el software SnapGene descripto en la seccion Materiales. Por lo tanto,
para realizar los modelos finales de promotores con los factores se implement6 el programa
SnapGene ya que permite una clara visualizacién de los disenos finales. La figura [23| esquemati-
za la metodologia descripta hasta el momento para los promotores seleccionados. Este anélisis
es para los promotores hibridos.

95



Proyecto Final - 2020 Materiales y Métodos

Andlisis de factores de transcripcién

Para VWA2
Match - Gene
Regulation FIMO PROMO Match - G
atch - Gene
Regulation FIMO PROMO
Correccién de posiciones
Correccién de posiciones
Eliminacién de factores con PRIMER
posiciones rio abajo del FILTRO
Inicio de transcripcion Eliminacién de factores con
posiciones rio abajo del PRIMER
inicio de transcripcién FILTRO
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promoters de transcripcién
Factores de Factores de transcripcién
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ToppGene FILTRO para las tres significativos para las
plataformas tres plataformas
A33 AQP5 CDC25A CDC25B FSCN1 GLI1
Posiciones de los factores
de transcripcién
Posiciones de los factores
de transcripcién
Especificidad Especificidad SEGUNDO
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de cancer de tejido FILTRO

Factores de transcripcién estadisticamente significativos
para VWAZ2 con las posiciones correspondientes al inicio
de transcripcién de cada promotor

Factores de transcripcién estadisticamente significativos
con las posiciones correspondientes al inicio de
transcripcién de cada promotor

Figura 23: Diagrama de flujo de la metodologia empleada para los promotores hibridos. A la
izquierda es el proceso para A33, AQP5, CDC25A, CDC25B, FSCN1, GLI1 y NQO1 y a la
derecha para VWA2.

11.4.7. Seleccion de factores de transcripcién para el armado de promotores sintéti-
cos

Para el caso de los promotores sintéticos, la metodologia empleada es muy similar. La tinica
diferencia es que se analizan los factores finales en funcién de las variables presentadas en la
tabla [3| La figura [24] esquematiza la metodologia descripta hasta el momento para la seleccion
de factores en el armado de promotores sintéticos.
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Analisis de factores de transcripcién
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Figura 24: Diagrama de flujo de la metodologia empleada para los promotores sintéticos. A la
izquierda es el proceso para A33, AQP5, CDC25A, CDC25B, FSCN1, GLI1 y NQO1 y a la

derecha para VWA2.
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Resultados

12. Analisis de los factores de transcripcion de los 8 pro-

motores y las distancias al inicio de transcripcién

12.1. Primer analisis de los promotores

Un primer andlisis se baso en el estudio de los ocho promotores. El mismo consistié en un
proceso de Mineria de texto con la informacion actual relacionada a los TFs de cada promotor
conocidos hasta el momento. La tabla ] muestra a modo resumen los resultados obtenidos.

Promotores | Factores de transcripcién

A33 CDX1, CDX2, KLF4, KLF5 [31][30]

AQP5 NF-KBJ[102]

CDC25A c-myc, E2F, TGFBL1 [106][115], SP1, AP-2, factores CCAAT(CEBPA, CEBPB,
CEBPD), b-myb [113], STAT3[45]

CDC25B TP53, SP1, NFYB [110]

FSCN1 CREB, AhR [51]

GLI1 CCND2-Cyclin D2, FOXM1, CD133, SOX9, NFkB [55][117][58]

NQO1 AP-1, AP-2, XREs, AREs (NFE2L2, NFE2L3), c¢-Jun[118][60], tp53, c-myc [59]

VWA2 c-myc[63]

Cuadro 4: Resultados de estudios previos que asocian fac-
tores de transcripcion a los promotores estudiados.

A33: El grupo de investigacion de (Cameron N. Johnstone et al; 2002) sostienen que la actividad
de CDX1 y CDX2 es fundamental para mediar el patrén de expresién especifico del intestino
del gen del antigeno A33[31]. El grupo sostiene que A33 es uno de los pocos que presenta el
factor homeobox especifico del intestino, CDX1 y CDX2. Esto explicaria la alta especificidad
y potencia del promotor. A su vez, los investigadores mantienen que la alineacién de la region
promotora reveld varios sitios de uniéon conservados para TFs previamente implicados en la
regulacién de la expresion génica en células epiteliales intestinales. Entre ellos se encuentran los
TFs de la familia Kruppel (GKLF / KLF4 e IKLF / KLF5) y dos supuestos sitios de unién a
CDX. A su vez, el grupo de (Zebin Mao et al; 2003) sostiene que GKLF juega un papel critico

o8




Proyecto Final - 2020 Resultados

en la decisién entre la proliferacién y la detencién / diferenciacion del ciclo celular y sugieren
que GKLF es un TF pleiotropico que regula la expresion del antigeno A33, funcionando como
activador en las células de carcinoma de colon [30].

AQPS5: Se sabe que el proceso EMT esta mediado por una serie de vias de senalizacion, incluidas
las vias de senalizacién de factor nuclear kappa B (NF-kB), factor de crecimiento transformante
b (TGF-b), Wnt y Notch. A su vez, se debe tener en cuenta que el silenciamiento de AQP5
inhibe la migracién y la invasion de las células de CCR, lo que se acompana de una expresion
alterada de las moléculas relacionadas con EMT y una transduccion de senalizacion debilitada
de Wnt / b-catenina. Los cambios fenotipicos celulares inducidos por el silenciamiento de AQP5
se restauran parcialmente cuando se reactiva la via Wnt / b-catenina [34][102][103]. Esto es
importante ya que puede explicar varios de los TFs del promotor, entre ellos NF-KB1, AP-1,
PPAR, Cyclin-D1, MYC, entre otros.

CDC25A: Teniendo en cuenta los resultados del grupo de investigacion (Xundi Xu et al; 2003),
si bien el mecanismo para la sobreexpresion de CDC25A en céncer es desconocido, algunas
moléculas como c-myc, E2F y TGFB1 podrian considerarse como candidatos clave para afectar
la sintesis de CDC25A[106]. A su vez, el grupo de (Luca Busino et al; 2004) coincide en la
presencia de la activacién transcripcional mediada por E2F-1- y ¢-Myec en dicho promotor [115].
Por otro lado, el trabajo de (Antonio Iavarone et al; 1999) muestra que el elemento de respuesta
inhibitoria de TGF-b en el promotor CDC25A se asigna a un sitio E2F en los nucledtidos -62
a -b5 desde el sitio de inicio de la transcripcién. A su vez, sostiene que los TFs AP-2, SP1,
factores CCAAT, y b-myb también se encuentran en la secuencia del promotor[I13]. Por tltimo,
STAT3 actia como un enhancer en el promotor de CDC25A, y esto se corrobora en el estudio
de Yanchao Ma et al., 2020, donde se inhibié la fosforilacién de STATS3 en las células HCT116
(linea celular de céncer de colon humano utilizada en investigacién terapéutica y exdmenes de
drogas) y RKO (es una linea celular de carcinoma de colon) y como consecuencia, disminuyé
significativamente la expresion de CDC25A [45].

CDC25B: Segun el grupo de investigacién de (M Dalvai et al; 2003), los mismos sostienen que
en presencia de TP53 se activa el promotor CDC25B, evitando la unién de Spl y aumentando
la uniéon de NFYB en el promotor CDC25B. A su vez, el grupo sostiene que la region -122
a -51 del promotor contiene dos factores ricos en GC para unir Spl / Sp3, mostrados como
importantes para la actividad transcripcional del promotor CDC25B [116].

FSCN1: Para el grupo de investigaciéon de (Yosuke Hashimoto et al; 2009), los hallazgos de-
muestran roles previamente no identificados de los TFs AMPc (CREB) y el receptor de hidro-
carburos de arilo (AhR) en la regulacion de la transcripcién de FSCIN1 en células de carcinoma
humano. Estos datos identifican los factores candidatos AhR y CREB como determinantes prin-
cipales de la actividad transcripcional de la regién FSCN1 -219/+7. Estos resultados demuestran
una correlacién entre la asociacion de CREB y AhR con la regién -219/+7 del promotor FSCN1
y la expresién de la proteina fascina en células de carcinoma de colon humano[51].

GLI1: Se debe tener en cuenta que los resultados del grupo de investigacién de (Yin-lu Ding et
al; 2012) sostienen no solo que las evidencias acumuladas han demostrado que GLI1 estd invo-
lucrado en la progresién tumoral, sino ademas que la ciclina D2 y FOXM1 se han identificado
como los genes diana aguas arriba de GLI1 en los carcinomas de células basales[55]. Afios mas
tarde, el grupo de estudio de (Chuan Zhang et al; 2016) reconfirman que FOXM1 desempena
un papel importante en la aparicion y el desarrollo de tumores malignos y regula la progresion
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tumoral como un TF aguas arriba de Glil en canceres como los carcinomas de células basales
y los carcinomas de pulmon el nivel. Por lo tanto, concluyen que FOXM1 tiene una correlacion
positiva con GLI1, y a su vez, que GLI1 promueve la metastasis de las células de CCR de una
manera dependiente de FOXM1 activando la senalizacion EMT y PISK-AKT[117]. A su vez,
el grupo de (Zhaoting Yang et al; 2018) mostraron que la expresion de GLI1 se correlacion6
significativamente con la expresion de genes relacionados con la madurez como CD133 y SOX9,
pero no con otros marcadores de células madres cancerosas (CSC) como LSD1, SOX2, CD44
y LGR5. A su vez, el mismo grupo sostiene la poblacion de células positivas para GLI1 tiene
una gran superposicién con la poblacién de células positivas para NFkB p65[58].

NQOL1: La investigadora Ani K. Jaiswal en 1991 identificé la secuencia de nucleétidos de un
elemento de respuesta antioxidante ARE caracterizada en el gen NQO1 humano. Curiosamente,
la secuencia de consenso para la unién a la proteina AP1 (TGACTCA) estd contenida dentro
de la secuencia ARE (TCACAGTGACTCAGCAGAATC) del gen NQO1 humano. A su vez,
identifican secuencias asociadas a elementos de respuesta xenobidtica (XREs), entre los cuales
se asocian los TFs NR112, RORA, NR1F1, ARNT, entre otros. Asimismo, identifican secuen-
cias asociadas a los factores de AP-2, secuencias de cajas TATA y CCAAT, y elementos de
respuesta antioxidante (AREs) tales como NFE2L2 (también conocido como Nrf2) y NFE2L3
(también conocido como Nrf3) y AR (Androgen receptor)[60][118]. El complejo de TF ARE es
necesario tanto para la inducciéon como para la expresion de NQO1 y otros genes de enzimas
desintoxicantes. En este proceso, Nrf2 con c-Jun se une al ARE y activa la expresién génica [60].
A su vez, el grupo de (Lili Ji et al; 2014) sostiene que Nrf2, NQO1, MRP1, c-myc y TP53 se
expresaron altamente en tejidos de CCR en comparacién con tejidos adyacentes no tumorales,
y hay correlaciones positivas significativas entre la expresion de Nrf2 y la de NQO1, MRP1,
c-myc y TP53[59].

VWAZ2: El grupo de investigacion de Beatriz Gonzélez et al., descubrié en 2018 que la expre-
sion de VWA2 en CCR primarios se correlaciona con la de los genes Myc y Myc-target[63].
Actualmente, no se encuentran mayores resultados que asocien TFs al promotor.

Este proceso se realizé para luego poder comparar y validar los resultados de los TF's obtenidos
in silico. En el mejor de los casos, los factores estudiados hasta el momento deberian aparecer
en la lista de TFs finales presentados.

12.2. Bisqueda de los factores de transcripcion

Con el objetivo de identificar los TFs de los respectivos promotores, se realizaron los pasos
descriptos en la seccién de Métodos. La figura [23| y [24] esquematiza la metodologia empleada
para los promotores hibridos y sintéticos con A33, AQP5, CDC25A, CDC25B, FSCN1, GLI1
y NQO1 y VWA2, es decir, aquellos que obtuvieron resultados estadisticamente significativos
en la priorizacion génica de ToppGene y VWA2 que no lo tuvo.

12.3. Terminologia
Una vez obtenidas las tablas, y habiendo realizado el primer filtro, se agregé una nueva columna

con a terminologia de cada TF correspondiente al simbolo de HGNC, unificando de esta manera
la nomenclatura de los mismos.
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12.4. Posiciones

Para definir las posiciones de los factores encontrados, se estrucurd a partir de las plataformas
online de manera independiente. Es decir, se busco las posiciones de las tres plataformas de
manera individual, y una vez obtenidas, se comparo las posiciones encontradas para un mismo
factor. En el caso en el que ya existiese una posicion estudiada para ese factor para ese promotor
en particular, se priorizaba dicha posicién. En la gran mayoria de los casos, los factores ya
estudiados se encontraban en dos o tres plataformas con posiciones coincidentes. Esto demuestra
la robustez de ciertos resultados, ya que no solo eran encontrados por tres plataformas que tienen
algoritmos de busqueda distintos, sino que eran coincidentes en las posiciones. En el caso en
el cual no se conocia la posicion, y el factor era encontrado por una tnica base de datos, se
buscaban las posiciones con mejor resultado en cuanto al valor de probabilidad. Este depende
de cada plataforma, como se vio anteriormente, ya que en el caso de PROMO, los mismos se
evalian en funcién de Dissimilarity, RE equally y RE query. Por otro lado, para FIMO,
los valores se informan con el valor-p y el valor q de los resultados. Por tltimo, para MATCH
se analizan los valores relacionados a core match y matrix match. Los mismos se encuentran
explicados en la seccion de Materiales. En el caso en el cual dos o tres plataformas presentaban
posiciones para el mismo factor, se priorizaba las posiciones de FIMO y MATCH frente a las de
PROMO. Esto es asi ya que PROMO presentaba muchas posiciones con valores de probabilidad
muy buenos ya que la longitud del factor encontrado era de pocas pares de base (2 o 3) frente
al mismo factor encontrado en las otras dos plataformas con longitudes més largas. Un claro
ejemplo de esta degeneracion de posibles resultados se presenta en la tabla [10| de factores de
GLI1, con el factor CEBPA. El mismo se encuentra en las tres plataformas, FIMO y MATCH
presentan una unica posicién del mismo (que ademéds coincide para ambas plataformas) con
longitudes entre 11 a 13 pares de bases, mientras que en PROMO se encuentran 6 posiciones
posibles con longitudes de 5 pares de bases.

12.5. Proceso de Mineria de texto con los factores de transcripcién
determinados

A través de los resultados obtenidos por el andlisis de factores y la priorizacion génica con
respecto a cada uno de las proteinas de interés, se realiza un proceso de mineria de texto a
través de las herramientas indicadas en la seccién de Materiales. Por lo tanto, considerando
todos los factores de todos los promotores identificados como estadisticamente significativos
luego del ranking genético, se categorizan las variables en funcion de las variables identificadas
en la tablaf3] Por lo tanto, para la seccién de promotores hibridos se analizan solo los resultados
de dos primeras columnas, mientras que para promotores sintéticos todas las columnas de la
tabla son de interés. La tabla [I3] contiene los resultados correspondientes. A su vez, la tabla[14],
presenta una descripcion mas detallada de la funcién de los TFs. Esto se realizo para una mayor
comprension de los resultados, ya que muchos TFs no tienen ninguna de las caracteristicas
determinadas por las variables definidas, y sin embargo al leer la descripcién de los procesos
en los cuales se encuentra regulando, se entiende el por qué de su apariciéon, no solo como
subunidad necesaria para activar a otros factores, sino la intervencién del mismo en procesos
que ain se encuentran en fase de investigacion. Es por esto que, si bien las bases de datos de
The Human Protein Atlas y Gepia se consideran mas relevantes, se tiene en cuenta las
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investigaciones actuales acerca de las vias de regularizacién de dichos factores que se encuentran
en pleno desarrollo. También hay casos de estudios donde se dio a conocer un rol de un factor
en un caos clinico en particular. Se priorizé la bisqueda de informacién en CCR. Por lo tanto,
dado que la informacién de cada TF es extensa, se hizo un resumen de lo que se conoce en la
enfermedad seleccionada y si su actividad influye en algin factor determinado. Esto es lo que
se presenta en la tabla[14l A su vez, se incluy6 la informacién relacionada a la sobre-expresion
de tejidos distintos al intestinal ya que se considera relevante a la hora de hacer el andlisis de
cada uno.

12.6. Resultado de los factores de transcripcion de cada uno de los

promotores y las distancias al inicio

A continuacién, las tablas presentan los resultados de los 8 promotores con los factores corres-
pondientes. Para A33, AQP5, CDC25A, CDC25B, FSCN1, GLI1 y NQO1 se presenta el valor-p
ajustado de ToppGene, junto con las posiciones finales para cada plataforma. Para VWA2 no
se presenta el valor-p ajustado ya que la metodologia empleada para obtener los resultados fue

distinta.

Factor de ValorP PROMO FIMO MATCH
transcrip- ajustado
cion
KLF4 0,0014766027 “91, -81”7
CDX2 0,0016444091 “-40, -30”
TP53 0,0022258365 “-95, -89”
FLI1 0,0065867341 “-30, -217
MYB 0,0094754420 “-23, -16” “.22,-127
FOXP3 0,0424842733 “-94, -89; -19, -14”
Cuadro 5: Factores de transcripcion para el promotor A33
con las posiciones correspondientes al inicio de transcrip-
cién y el valor-p ajustado de ToppGene.
Factor de ValorP PROMO FIMO MATCH
transcrip- ajustado
cion
STAT3 0,0001036860 “.221, -2117
NFKB1 0,0001548420 “-340, -329; -339, -330” “-340, -328”
NR3C1 0,0002066212 “-341, -331”7
TP53 0,0002255620 “-246, -240; -201, -195;
-131, -125; -119, -113”
STAT1 0,0002344131 “-223, -214; -14, -5

Continua en la siguiente pagina
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Cuadro 6 (AQP5) — continuacién de la pagina anterior
Factor de ValorP PROMO FIMO MATCH
transcrip- ajustado
ciéon
SOX2 0,0003328267 “-346, -340”
FOXA1 0,0004963064 “-225, -220”
E2F1 0,0009749675 “-114, -108; -75, -69”
RXRA 0,0010794233 “-395, -387; -184, -174;
-136, -126; -57, -47"
NF1 0,0013372724 “-327, -322; -239, -234; “-250,
=212, -207” -2217
WT1 0,0014793766 “118, -109; -117, -107”
JUN 0,0014854998 “-35, -30”
ESR1 0,0015448447 “-36, -29” “-247, -231; “-36, -17"
-35, -19”
NKX2-1 0,0018226019 “-314, -308”
RELA 0,0019776562 “-338, -329”
PAX6 0,0024287679 “-358, -354; -353, -349;
-136, -132; -72, -68; -33,
-29; -19, -15”
AIMGBI1 0,0025989315 224, -218; -10, -4
NFE2L2 0,0027793528 “-32, -267
THRB 0,0027905824 “-37, -29”
RARG 0,0028690298 “-92, -85”
SMAD1 0,0029034345 “-87, -T76"
FOS 0,0029794869 “-37, -30; -36, -30”
CEBPA 0,0032172875 “-302, -297; -300, -295;
-261, -256; -259, -254”
EGR1 0,0032405995 “118, -105”
HES1 0,0037037287 “-235, -229; -162, -156”
VDR 0,0042136892 “-335, -332; -133, -130; -54,
-51; -44, -41; -35, -32”
MSX1 0,0046866096 “-235, -233; -231, -229;
1226, -224: -162, -160; -100,
-98; -91, -89; -61, -59; -42,
-40”
MYOG 0,0061170989 “-279, -273; -243, -237; -51, “-250,
-45; -1, 5" -2217
STAT5A 0,0062616003 “-338, -335; -221, -218;
-204, -201; -10, -77
7ZEB1 0,0062948192 “-290, -283; -81, -74”
CEBPB 0,0068803555 “-300, -295; -259, -254”
ESR2 0,0070537073 “-38, -30” “-246, -232;
-34, -20”

Continta en la siguiente pagina
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Cuadro 6 (AQP5) — continuacién de la pagina anterior
Factor de ValorP PROMO FIMO MATCH
transcrip- ajustado
ciéon
RARB 0,0075201018 “-37, -30”
YY1 0,0084048255 “-350, -342”
NR1I2 0,0098401809 “-295, -287”
THRA 0,0101050857 “-38, -30”
SP1 0,0113621828 120,110 ;
-6, 47
PAX9 0,0121113688 “-235, -229; -104, -98; -46,
-40”
ASCL1 0,0128350579 “3,9”
TFAP2A 0,0139887117 “-329, -324; -315, -310; “-315, -304;
244, -239: -179, -174; -41, | -110, -100”
-36”
CUX1 0,0143358388 “-260, -255”
NR2F2 0,0178091284 “-38, -30”
ETS1 0,0190273297 “-316, -311; -40, -35” “-315,
-305; -31,
-217
SP3 0,0200898197 “-120, -110;
-45, -35”
MTUS1 0,0202482801 “-287, -278”
PPARA 0,0220294498 “-36, -30”
EP300 0,0243917228 “-294, -290; -262, -258; -60,
-56”
SF1 0,0244997812 “-343, -335; -201, -193”
KZF1 0,0253620109 329, -321; -221, 213" 224, 211
PAX2 0,0255070280 “-236, -230”
MYOD1 0,0263899203 “-51, -44; -2, 57
JUND 0,0265300311 “-36, -30”
E2F4 0,0278522839 “116, -106”
JUNB 0,0322024369 “-35, -30”
ETV4 0,0332076108 “-29,-22; -13, -6”
IRF1 0,0341927463 222, 214; -14, 67
NKX2-5 0,0344415118 “-226, -218”
STAT6 0,0393830985 “-221, -2137
ITGAM 0,0420777960 “-12, -6”
HNF1B 0,0478325231 “-340, -331”
ATF3 0,0492286966 “-37, -30”

Cuadro 6: Factores de transcripcién para el promotor
AQP5 con las posiciones correspondientes al inicio de
transcripcién y el valor-p ajustado de ToppGene.
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Factor de ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
transcrip-
cion
TP53 9,2432950182797E-11 | “-385, -379; -301, -295; -40,

-34; -26, -20”
E2F1 3,30088308908572E- “-158, -152; -61, -53” “-61, -50 -61, -42”
08
RB1 1,65806304175398E- “-427,-419; -372, -364”
06
AR 9,10072677406948E- “-264, -258”
06
ESR1 3,59808198545641E- “-243, -236; -172, -165” “-252,
05 -234”
EP300 0,000044207516770034 | “-253, -249; -160, -156”
E2F4 8,93560484188649EF- “-63, -51”
05
YY1 0,000137272472965688 | “-112, -107”"
JUN 0,000145495268856988 | “-242, -237; -171, -166”
NFKB1 0,00018466119032956 | “-328, -319”
FOXO03 0,000213124561795786 | “-427, -420; -83, -76”
TFAP4 0,000217822979133642 | “-33, -23”
FOXM1 0,000263850910152796 | “-100, -90; -97, -87”
E2F7 0,000307318494464526 “-62, -49”
STAT3 0,000446026823605949 “-317, -307”
CEBPA 0,000866264009071749 | “-414, -412; -366, -364;
-298, -296; -243, -241; -219,
-217; -127, -125; -102, -100;
-86, -84; -75, -73; -61, -59;
-54, -527
KLF5 0,000926883466516037 “-194, -185;
-40, -317
TFDP1 0,000939306791566952 | “-217, -208; -161, -152; -39,
-30”
EGRI1 0,00107678487619778 | “-196, -184; -43, -31”
PPARG 0,00110813310745395 “-303, -289;
-241, -227”7
HMGB1 0,00129749516746147 | “-433, -427; -327, -321;
-141, -135; -48, -42”
PAX6 0,00154277794287116 | “-433, -429; -172, -168”
JUNB 0,00159487251208501 | “-242, -237; -171, -166”
TTK 0,00161234367163465 | “-263, -256”
RELA 0,00162954362946299 | “-361, -351; -329, -320”

Continua en la siguiente pagina
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Cuadro 7 (CDC25A) — continuacién de la pagina anterior

Factor de ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
transcrip-
cion
XBP1 0,00164965519297855 | “-336, -328”
ESR2 0,00209899997718643 | “-171, -163"
TAL1 0,00233275157872159 | “-436, -428; -265, -257;
-173, -165”
SP1 0,00250308182017633 | “-195, -186; -194, -186; “-194, -184;
-192, -187; -42, -34; -40, -98, -88; -41,
-35” -317
STAT1 0,00284374901310602 | “-52, -43”
INSM1 0,00288459060965896 | “-367, -355; -192, -180”
IRF1 0,00360774463345304 | “-52, -44”
MAZ 0,00390682694344346 | “-44, -34”
NR2F2 0,00401293411487857 “-243, -233”
PBX1 0,0040748957142448 “-79, -68”
THRA 0,00442961998064695 | “-242, -234; -171, -163”
E2F5 0,0049703060427525 “-62, -55”
PAX2 0,0050085471121516 “-245, -239; -174, -168”
FOS 0,00553738476804533 | “-242, -236; -171, -165”
TCF4 0,00605968548271807 | “-368, -362; -300, -294”
ZEB1 0,00726692885053493 | “-436, -429; -265, -258;
-172, -165”
RBPJ 0,00790805650798976 “-318, -309”
FOXO1 0,00796145999668019 | “-89, -79”
THRB 0,00908728846647944 | “-171, -162”
LEF1 0,0104018338725288 “-369, -362; -301, -294”
NR1H4 0,0106686143631195 “-245, -235”
ASCL2 0,0107506993560628 “-33, -24;
-30, -21”
CEBPB 0,0121324403021432 “-414, -409; -301, -296; -86,
-817
MYB 0,0124488352290208 “-353, -345; -350, -343; -65, “-351,
-58” -341; -66,
-56”
ETV4 0,0128858707831518 “-51, -44”
JUND 0,0154444773070046 “-242, -236; -171, -165”
HBP1 0,016167537444871 “-308, -298”
GABPA 0,0163824599720465 “-316, -306”
KLF1 0,0164518968443601 “-40, -30”
WT1 0,0166964694595916 “-404, -398”
ETS1 0,0169670937109609 “-431, -425; -272, -267”
NFE2L1 0,0170055447637748 “172, -1677
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Cuadro 7 (CDC25A) — continuacién de la pagina anterior

Factor de ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
transcrip-
cion
POU2F1 0,0181246599872624 “-252,
-231; -224,
-203”
RARA 0,0185306045443622 “-243, -234; -172, -163” “-241, -225;
-136, -120”
NR2C2 0,0191849174795626 “-241, -227”
NEFYA 0,0193774893636631 “-131, -123; -128, -121; -79, | “-131, -121; -133, -114;
-71; -76, -69” -79, -69 -130, -111;
-81, -62;
-78, -59”
STATHA 0,0197117401749652 “-430, -427; -327, -324;
-317, -314; -138, -135; -67,
-64; -48, -45”
TCF3 0,0200265945086044 “-201, -195; -28, -22”
FOXP3 0,0209054078166723 “-226, -218”
STAT6 0,0218403982307975 “-317, -309”
HNF1B 0,0240836044016713 “11, -4”7
RXRA 0,0252068788770352 “-242, -234; -171, -163”
ASCL1 0,0293324141468732 “-34, -22;
-32, -20; -31,
-19”
SF1 0,0299205076089272 “-242, -233; -172, -162”
ATF3 0,0301833265626682 “-242, -235; -171, -164”
CTCF 0,0316368476692821 “-395, -377;
-193, -175”
NRF1 0,0322345808736546 “-374, -364”
PTF1A 0,0361465513908264 “-334, -325”
SIX3 0,0363273400822686 “-222.-206"
NF1 0,0368771030444086 “-316, -311; -256, -251;
-167, -162; -127, -123 ; -61,
-57; -56, -52; -26, -22”
PPARA 0,0376020725338466 “-242, -236; -171, -165”
MYOG 0,0394828369386035 “-30, -24; -29, -23” “-31, -21;
-30, -20”
71C2 0,0413910373518685 “-443, -441; -434, -432;

379, -377; -263, -261; -240,
-238; -169, -167; -104, -102;
73, -71; -4, -2"
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Cuadro 7 (CDC25A) — continuacién de la pagina anterior

Factor de ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
transcrip-
ciéon
HNF4A 0,0414447744575829 “-301, -290; -241, -230” “-199, -184 -372, -353;
-304, -285;
-295, -276;
-244, -225”
TFAP2C 0,0425369835191388 “-391, -380”
ELK1 0,0459601232253142 “-431, -427; -318, -314; “-70, -56”
-139, -135; -70, -66; -68,
-64; -48, -44”
TFAP2A 0,0460733549987372 “-423, -418; -388, -380; “-391, -380”
-412, -407; -373, -368; -271,
-266”
ZBTB33 0,0469700068779998 “-161, -147;
-158, -144”
CEBPD 0,0490923696665039 “-415, -413; -244, -242;
=222, -220; -128, -126; -108,
-106; -76, -74; -68, -66; -7,
57
Cuadro 7: Factores de transcripcién para el promotor
CDC25A con las posiciones correspondientes al inicio de
transcripcion y el valor-p ajustado de ToppGene.
Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
TP53 7,17357284685249E- “-120, -114”
11
FOS 9,21056051039759E- “-321, -306”
06
NFKB1 7,31041169372837E- “-352, -342; -196, -186”
05
JUN 0,000114297970926214 “-323, -311”
ETS1 0,00020500225195961 | “-370, -364” “-371, -362” “-371,
-361;
-61,-51”
XBP1 0,000205365468611274 | «-313, -308”
E2F1 0,000411275879295681 | “-314, -307; -97, -90”
E2F4 0,000455543332426034 “-207, -197”
Continuia en la siguiente pagina
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Cuadro 8 (CDC25B) — continuacién de la pagina anterior

Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
RELA 0,00069855868561941 “-140, -131”7
PGR 0,00113567079419186 | “-44, -38”
GRB2 0,0014183187132315 “-167, -163; -70, -66”
SP1 0,00248145469611283 “-107, -97;
-95, -85”
NFATC1 0,00333475961933427 | “-141, -133”
NF1 0,0035574626312006 “-356, -349; -252, -245;
-222, -215”
HOXD10 0,00388161403787424 | “-44, -35”
TP73 0,00447945564835539 “-325, -308”
EGR1 0,0046236647789385 “-190, -177;
-134, -121”7
AHR 0,00501139173742216 | “-240, -230”
ETV6 0,00512598795710895 “-371, -362;
-16, -77
TFDP1 0,00555293433832837 “-97, -87"
RXRA 0,00697117128326197 | “-382, -376; -83, -77”
ETV5 0,00746594564087411 “-371, -362”
STAT1 0,00791976512089565 | “-145, -136”
FOXP3 0,00905424062997717 | “-380, -375; -277, -272; -40,
-35”
JUNB 0,0109674147077915 “-320, -311”
HOXD9 0,0117821270883359 “-44, -35”
CREB1 0,012048069568065 “-321, -310”
SP8 0,0129399254596556 “-107, -96”
EHF 0,0130184116116444 “-371, -360”
KLF5 0,0141860024297666 “-350, -341;
-184, -175;
-107, -98;
-95, -86”
CTCFL 0,0144212944986768 “-201, -188”
JUND 0,0145757145859219 “323, -309,
-322, -309;
-320, -311”7
RARB 0,0150365630633315 “-383, -374”
GCM1 0,0152079008389547 “-114, -104”
ASCL1 0,0159403531247492 “-50, -38; -9,
3; -8, 47
ZEB1 0,0160200920261033 “-326, -316”
JDP2 0,0169000514518661 “-321, -310”
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Cuadro 8 (CDC25B) — continuacién de la pagina anterior

Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
MYOG 0,0174366594632067 “r, 37
KLF4 0,0176722968209573 “-186, -176”
7ZFX 0,0177530316820438 “-217, -204;
-110, -97”
POU4F2 0,0180933302786905 “-31, -16”7
RARA 0,0197695848599462 “-304, -292” “-302, -286”
IRF1 0,0204241898400883 “-145, -137”
ETV1 0,0210460551616291 “-371, -362”
TFAP2B 0,0230588809892639 “-311, -299;
-287, -276;
-117, -105”
CEBPB 0,0239119782439381 “-375, -372; -276, -273;
-119, -116; -1, 27
FOSB 0,0242116248115102 “-321,-311”
NFATC2 0,0259636563861469 “-142, -133”
Z21C4 0,0260737061104899 “-312, -298”
TFAP2A 0,0293497105467638 “-294, -289; -219, -214; “-311, -299;
-145, -140; -132, -127; -124, | -287, -276;
-119” -117, -105”
NKX2-5 0,029943404460143 “-168,
-160”
HNF1A 0,0311252569607228 “-411, -403; -40, -32 7
NR1H3 0,0315208037237144 “-294, -276”
ELF3 0,0315525032223899 “-372, -360”
SPDEF 0,0343288769527826 “-371, -361”
ATF3 0,0348777530312249 “-320, -313”
NR3C1 0,0349347568093754 “-350, -346; -267, -263;
-233, -229; -123, -119”
THRB 0,0349654718097267 “-336, -328; -326, -318”
NR2C2 0,0381137148340638 “-124, -110”
TBP 0,0384256481665194 “-35, -29” “-27,-137
POU2F2 0,041242975989803 “-410, -400”
FOXA1 0,0447185861764583 “-226, -219; -142, -135; -38,
-317
MEF2A 0,0484863015162203 “-38,-28 7

Cuadro 8: Factores de transcripcién para el promotor
CDC25B con las posiciones correspondientes al inicio de

transcripcion y el valor-p ajustado de ToppGene.
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Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcién
TP53 1,20208287768264E- “-144, -138; -81, -75; -68,
09 -62”
NFKB1 8,33467826344414E- “-263, -253”
06
GRB2 1,82708726673697E- “-29, -25”
05
STAT1 2,29797162158984E- “-450, -441”
05
FOS 0,000113925618509203 “-214,-199;
-54, -39; -50,
-357
TFAP2A 0,000200788354229431 | “-489, -484; -454, -449; “-437, -426”
-437, -432; -407, -402; -393,
-388; -292, -287; -201, -196;
-61, -56”
NF1 0,000336236658390554 | “-412, -405; -286, -279”
YY1 0,000362381243301679 | “-330, -327”
AHR 0,000540337628454401 | “-70, -61”
E2F1 0,000663996583590176 | “-147, -140; -99, -92; -79,
=727
JUNB 0,000692615318351519 “-49, -40”
ESR1 0,00111771594097909 | “-324, -320”
RORA 0,00115235539908554 “-323, -314”
REST 0,00162769783197181 “-142, -122”
FOXP3 0,0019115672365263 “-220, -215”
GLI2 0,00257062915781836 “-349, -338”
NR3C1 0,00262264249625699 | “-453, -449; -436, -432; -74,
-70; -36, -32”
ETS1 0,00280453851657159 | “-449, -443” “-259,
-240”
HNF4A 0,00287984644849559 “-414,
-395”
LEF1 0,00308374124855948 | “-4, 3”
RXRA 0,00312086969210945 | “-381, -375; -249, -243;
-283, -277; -183, -177; -161,
-155”
RARA 0,00327402342249461 “-155, -139”
CREB1 0,00413599263279951 | “-50, -42; -49, -41” “-50, -39” “-52, -42;
-50, -40;
-48, -38”
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Cuadro 9 (FSCN1) — continuacién de la pagina anterior
Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
XBP1 0,00430880912041554 | “-261, -256; -207, -202; -28,
-23”
WT1 0,00471033094206064 | “-197, -189; -136, -128”
ATF2 0,00499127372733543 | “-50, -41” “-50, -41”
IKZF1 0,00542010088494993 | “-459, -447"
AR 0,00669576833647556 | “-278, -270; -210, -202; -31,
-237
JUN 0,00719223751029363 “-52, -40;
-49, -37”
ATF3 0,00748281711350929 | “-324, -317; -49, -42” “-46, -39”
NFATC2 0,00751593835630859 | “-453, -445”
KLF4 0,00757981777161643 “-70, -60”
NFATC1 0,00764734479152684 | “-454, -445”
EBF1 0,00922487280619766 | “-88, -78”
IRF1 0,00928941266945926 | “-449, -441”
ARNT 0,00937314134448275 | “-70, -61”
CTCF 0,00992136697058987 “-403, -385”
KLF5 0,0107680993619276 “-81, -72;
-68, -59”
SP8 0,0110765963644632 “-70, -59”
E2F4 0,0112974278259523 “-234, -224;
-99, -89”
PAX5 0,0113501895773486 “-67, -56"
PPARA 0,0114125403351324 “-324, -307”
SP1 0,0176199656423104 “-376, -366;
-269, -259;
-82, -72”
STAT4 0,017869292518445 “-450, -445”
SREBF2 0,0184110795890541 “-163, -154”
RREB1 0,0186505647111622 “-254, -235;
-253, -234”
CEBPB 0,0188226640582155 “-408, -405; -319, -316;
-302, -299; -286, -283; -286,
-283; 219, -216; -2, 1
TCF4 0,0216031091896111 “q, 27
JUND 0,0225031422312965 “-50, -36”
SP2 0,0236231134030711 “-376, -362;
-86, -72”
RXRG 0,0239813209778472 “-323, -310”
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Cuadro 9 (FSCN1) — continuacién de la pagina anterior
Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
NR4A2 0,0239974257200334 “-405, -398;
-324, -317"
ASCL1 0,0259343429566832 “-141, -129”
FOSL2 0,0291868634169145 “-52,-38; -51,
-37; -50, -40;
-49, -39”
THRA 0,0304790554793035 “-328,
-313”
THRB 0,0313220503074284 “-215, -207; -164, -156; -44,
-36”
CR1 0,0319883297170478 “-359,
-349”
MEIS2 0,0323288521151817 “-467, -460”
NR2C2 0,032638619315264 “-386, -372;
-323, -309”
ETV5 0,0331739501305099 “-259, -250”
JDP2 0,0335479178381549 “-50, -39”
ETV4 0,0350404107131816 “-261, -253”
HOXB13 0,0358438096277251 “-35, -36”
TFAP2B 0,0361375182965071 “-437, -426”
TBP 0,0389593275516582 “-38, -29; -34, -28” “-34, -20”
CTCFL 0,0400604258357119 “-202, -189”
RARB 0,0416573500285079 “-250, -241; -223, -214”
EGR3 0,04191422191594 “-379, -367” “74, -60”
SREBF1 0,0429622450550528 “-163, -154”
HOXA13 0,0444090855665714 “-35, -26”
RXRB 0,0462013945695109 “-323, -310”
TFDP1 0,0469945374835014 “-234, -224;
-99, -89; -80,
-70”

Cuadro 9: Factores de transcripcién para el promotor
FSCNI1 con las posiciones correspondientes al inicio de

transcripcion y el valor-p ajustado de ToppGene.
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Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcién
TP53 2,13828228166069E- “-303, -297; -46, -40; -30,

05 -24; -13, -77
AR 5,44330229713674E- “179, -173”
05
E2F1 0,000114541207416052 | “-302, -296; -195, -189;
-137, -131”
RARB 0,00020161009275288 | “-368, -357”
LEF1 0,00041015649801901 | “-372, -365”
STAT1 0,000435494173668394 “-80, -66”
ETS1 0,000571137404939637 | “-207, -198; -192, -187” “-206,
-185”
NFKB1 0,000596547922880664 | “-259, -248; -134, -125”
RXRA 0,000657070295259632 | “-368, -357; -29, -19”
NF1 0,000911384309951302 | “-365, -361; -118, -113;
-117, -113; -15, -8; -4, 07
NFATC1 0,000942913945405355 | “-162, -154; -81, -73”
CEBPA 0,000952190238138861 | “-235, -230; -234, -229; “-235, -224” “-235,
-233, -228; -231, -229; -208, -2227
-206; -208, -203”
PAXS 0,000998298469045311 | “ -332, -327”
PPARA 0,00120770031196149 | “-29, -19”
PAX6 0,00134427948800919 | “-273, -269; -243, -239”
PAX5 0,00144207135607333 | “-316, -310”
EP300 0,00148473913478109 | “-350, -346; -339, -335”
RELA 0,00159724738204836 | “-135, -126”
ASCL1 0,00170022482309129 “-117, -105;
-115, -103”
NKX2-1 0,0019457904843706 “-270, -264; -184, -178”
STAT5A 0,00210904705377946 | “-204, -201; -162, -159;
-133, -130; -81, -78”
ARNT 0,00240295674382596 | “-320, -312”
POU3F2 0,00251707323202965 | “-351, -345”
VDR 0,00256645306572611 | “-275, -272; -245, -242;
-236, -233; -218, -215; -196,
-193; -55, -52”
KLF4 0,0030209207817703 “-296, -284”
HES1 0,00302980314029822 | “-318, -312”
NFE2L2 0,00304163066204832 | “-181, -175”
AHR 0,0032355454999059 “-319, -311; -316, -309”
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Cuadro 10 (GLI1) — continuacién de la pagina anterior
Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
MSX1 0,00333247728498032 | “-327, -325; -314, -312;
2934, -232; -219, -217; -147,
-145; -53, -51”
MECOM 0,00334057792500719 “-104, -83;
-80, -59”
TFAP2A 0,00342292440247338 | “-376, -371; -191, -186” “-37, -257
POU1F1 0,00368285436361782 | «-337, -333”
SP1 0,00369149004933367 | “-304, -295; -303, -298; “-304, -294;
-196, -186” -265, -255;
-195, -185;
-168, -158”
RARG 0,00374070756660105 | “-331, -324; -148, -141”
LHX1 0,00407685764895493 | “-370, -367; -347, -344;
-325, -322”
CEBPB 0,00410239093115816 | “-234, -229; -92, -85; -90,
-83”
PGR 0,00436346319396286 | “-315, -309; -313, -307”
FOXO3 0,00437762434448241 | “-290, -283; -232, -225"
GLIS2 0,00439398521504986 “-304, -291;
-253, -240;
-60, -47”
EGRI1 0,00446680262291854 | “-306, -294”
FOXM1 0,0048290220306153 “-339, -333; -373, -368”
DDIT3 0,00502039689169576 “-234,-225”
WT1 0,00509789157787055 | “ -45, -37; -34, -26 7
MYOG 0,00511595636336404 “15, 147
E2F4 0,00565097186434904 “-302, -292;
-137, -127;
-20, -10”
TCF4 0,0070178217743263 “-372, -366”
TCF3 0,0072764841821874 “-356, -350; -182, -176”
ETV4 0,00732942577219997 | “-190, -183”
KLF5 0,00786509476053221 “-303, -294;
-264, -255;
-167, -158”
MYOD1 0,00790724880894411 | «-321, -314”
TAL1 0,00826646534303088 | “-2, 6”
PAX9 0,0112517526011865 “-219, -213"
INSM1 0,0116688569854118 “-242, -2317
HOXD10 | 0,013182220368785 “-159, -150”
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Cuadro 10 (GLI1) — continuacién de la pagina anterior
Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
Z1C3 0,015061810380807 “-23,-9”
POU3F1 0,0151177046676514 “-163, -157”
NFATC4 0,0159510564885061 “-81, -72”
EWSR1 0,0178298246644708 “-173, -156”
SP3 0,0183607915620701 “-304, -296” “-304, -294;
-298, -288;
-297, -287"
POU2F1 0,0199399165079154 “-92, -83”
TEAD2 0,0239801683376659 “-304, -296”
EGR3 0,0264035158998411 “-309, -295;
-303, -289;
-301, -287;
-297, -283”
FOXD3 0,0264136234040354 “-78, -65"
MAFB 0,0269363911895151 “-287, -76”
TTK 0,028674963375187 “-244, -237”
SP8 0,0292186198049805 “-300, -289;
-298, -287”
MYB 0,0294439661115906 “-180, -173” “-179,
-169”
PLAG1 0,0297085026379084 “-303, -290;
274, -261;
-244, -231”
TFAP2B 0,0303267551908553 “-250, -239; -241, -230” “-271, -260;
-37, -25”
TFDP1 0,0306772232394597 “-137, -128; -20, -11” “-137, -127;
-20, -10”
NR2C2 0,032213301879094 “-305, -291;
-300, -286;
-150, -136”
KLF6 0,0326246158199474 “-250, -240; -241, -231”
CDX1 0,032848365614299 “-336, -333; -286, -283;
-228, -225”
IRF1 0,0328957206638373 “-85, -TT" “-84, -64”
ZNF423 0,0335105693569441 “-376, -362”
MZF1 0,0392304991230143 “-23,-9”
Z1C4 0,0399339114638826 “-262, -253”
TFAP2C 0,0410791004612802 “-271, -260;
-37, -25”
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Cuadro 10 (GLI1) — continuacién de la pagina anterior
Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
CEBPD 0,0420559963685923 “-350, -348; -337, -335;
-230, -228; -159, -157”
HOXD9 0,0422781539415785 “-159, -150”
NKX6-2 0,0437341094852443 “-163, -156”
E2F6 0,0464246256321999 “-170, -160;
-166, -156;
-137, -127;
-20, -10”
NFATC3 0,0474730498157291 “-81, -70”
HOXA3 0,0485460194972342 “-323, -319”
Cuadro 10: Factores de transcripcién para el promotor
GLI1 con las posiciones correspondientes al inicio de
transcripcién y el valor-p ajustado de ToppGene.
Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
TP53 5,85895317817275E- “-375, -369; -372, -366”
08
NFE2L2 4,17099956029343E- “-462, -448”
06
PPARG 0,000036605851631788 “-258, -244;
-180, -166”
FOS 0,000167599293366849 “-459, -449”
JUN 0,000380377619455086 | “-458, -452” “-463, -450”
ESR2 0,000442071054509108 “-309, -295”
NR3C1 0,000579800492858551 | “-690, -686;-532, -528; -378,
-374; -323, -319; -266, -260;
-256, -252; -167, -163; -38,
-347
XBP1 0,000632275731883847 | “-591, -586; -375, -370;
-371, -366”
AR 0,000782141303374173 | “-63, -55; -40, -32”
PGR 0,00103221304694179 | “-645, -639; -573, -567;
-523, -517”
IRF1 0,00207208118992874 | “-652, -644”
CEBPA 0,00227939489423423 | “-639, -633; -237, -231”
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Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
FOXA1 0,00241570644570821 | “-523, -516; -477, -470;
-267, -260”
KLF4 0,00249638818317721 “-245, -235”
HNF4A 0,00269415262630779 “-385, -369
NR1H2 0,00296801994175577 “-184, -168”
BACH1 0,00389865195492734 “-461, -447;
-123, -109”
E2F1 0,0046648159638113 “-181, -174; -110, -103;
=77, =707
JUND 0,00481907114122815 “-459, -449”
STAT1 0,00484115461330659 “-133, -123"
LEF1 0,00528540985263415 | “-536, -529”
HIC1 0,00681570878377347 “-370, -362”
RARG 0,00713518044835315 “-384, -369”
EWSR1 0,00835596534351324 “-146, -129”
THRB 0,00843048294862037 | “-182, -174”
NEURODL1 | 0,00933171249368769 “-299, -287”
NF1 0,00940770613168418 | “-391, -384; -346, -339”
FOSL2 0,00988441454084565 “T37, -T27;
-460, -450”
TFAP2A 0,0109788615389371 “-726, -721; -440, -435; “-440, -430;
-286, -281; -147, -142; -87, -315, -304;
-827 -278, -267;
-150, -140”
SP1 0,011183640025212 “-231, -221;
-162, -152;
-141, -131;
-108, -98;
-75, -65”
RARA 0,0115293488979964 “-384, -367”
TFAP2B 0,0120097998967437 “-440, -430;
-315, -304;
-150, -140 ”
MAF 0,0121450497374005 “-464, -444; “-463,
-461, -447; -441”
-458, -444;
-126, -106; ”
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trans-
cripcion
CEBPB 0,0123492434189149 “-663, -660; -644, -641;
-568, -565; -536, -533; -534,
-531; -522, -519; -319, -316;
-288, -285; -236, -233; -189,
-186; -67, -64”
FOSL1 0,0134457685162285 “-459, -449” | “-458,
-449”
FOSB 0,0137872765459522 “-459, -450; “-458,
-458, -449” -449”
MYB 0,0143001772376347 “-689, -679; -194, -187” “.719,
-709; -687,
-677; -50,
-40”
RXRA 0,0173713308967988 “-586, -580; -179, -173”
PAX5 0,0194033196284552 “-375, -369; -372, -366; “-T8, -677
2292, -286; -223, -217; -74,
-68; -45, -39”
KLF9 0,0199916503275922 “-251, -239;
-249, -237;
-247, -235”
ETS1 0,0211455918697501 “-531, -525; -134, -128” “-418, -409” | “418,
-402”
ZBTBT7A 0,0213863978829902 “-420, -408;
-137, -125”
JUNB 0,0214121013334736 “-460, -450;
_458, -448”
NR2C2 0,0225633670284666 “-180, -166"
RARB 0,0238140889894959 “-385, -370”
BACH2 0,0238895986872945 “-459, -446”
STAT6 0,0251521920213095 “-694, -680”
MSX1 0,0272031910954921 “-637, -630”
HES1 0,0286098108054962 “3, 67
NKX2-5 0,0302873542182932 “170, -160” | “-365,
-358”
GRB2 0,0354102785557281 “-637, -633; -625, -621;
-520, -516; -397, -393”
MECOM 0,0359481033956208 “-30, -20”
MTF1 0,0379020695996408 “-306, -293”
MAZ 0,0380569845089093 “-232, -220; -142, -130”
STAT4 0,0399493160678426 “-648, -643; -632, -627”
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Factor de | ValorP ajustado PROMO FIMO MATCH
trans-
cripcion
BSX 0,0402948319081318 “-637, -630;
-625, -618”
DMBX1 0,0402948319081318 “-428, -412”
EBF1 0,0414625648825568 “-584, -574; -315, -305” “-351, -338;
-220, -207”
OTX1 0,0422947962116402 “-424, -4177
GCFC2 0,0454891673722491 “-733, -725; -300, -292 7
YY1 0,0457258959541861 “-651, -648; -625, -622;
-564, -561; -397, -394, -294,
-291”7
ARX 0,0464760516190524 “-641, -625”
EN1 0,0479241867102774 “-637, -630”
TBP 0,048597524836193 “-265, -259”

Cuadro 11: Factores de transcripciéon para el promotor
NQO1 con las posiciones correspondientes al inicio de
transcripcion y el valor-p ajustado de ToppGene.

Factor de PROMO FIMO MATCH
transcripcion
TP53 “17T, -1715 =33, <277 “-314, -297”
POU2F1 “-289, -279” “-288, 2777 | “-289,
-274; -288,
-273;-287,
-272; -89,
-74; -68,
-53”
FOXA1 “-208, -291; -285, -278; -193, -186; “-60, -46”
-186, -179; -79, -72; -52, -45”
TBP “-300, -294; -191, -185; -188, -182; -73, | “-36, -22”
-67; -48, -427
MYB “-305, -298; -125, -118” “-126, -1177
FOXD3 “-58, -47" “-58, -43”
NKX2-5 4248, -238” | “-281,
-266”
FOS “-270, -262; -264, -256; -62, -54; -23, “13, 27 “-22, -7
-15; -20, -117
STAT4 “-284, -279”
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Factor de PROMO FIMO MATCH

transcripcion

SOX5 “-119,
-104”

SOX9 “-118, -110” “121,
-106”

XBP1 “-266, -261;-81, -76”

MNX1 “-101, -92”

HNF4A “-61, -49” “-150,
-135”

Cuadro 12: Factores de transcripcién para el promotor
VWAZ2 con las posiciones correspondientes al inicio de
transcripcion.

12.7. Resultado de la clasificacion de los factores de transcripcién
segun las variables definidas en el estudio

A continuacion, se presenta la tabla de todos los factores encontrados en los ocho promotores
ordenados alfabéticamente, categorizados en funcion de las variables definidas en el estudio. La
tabla representa los resultados correspondientes. Por otro lado, la tabla describe a los
factores encontrados en funciéon de su rol en la enfermedad CCR. Esto es importante ya que
como bien se menciond anteriormente, varios factores no cumplen con las variables definidas,
mas su rol es fundamental en el desarrollo de la enfermedad ya que actia como subunidad, por
ejemplo. Esta tabla se hizo con el fin de que los investigadores puedan rapidamente comprender
el por qué de la presencia de dicho factor en la posicién en la cual se encontro.

TF EDC | EDT | AV ARI TF EDC | EDT | AV | ARI
AHR X X X IX AR X X X X
ARNT X X X IX ARX X X X X
ASCL1 X X X IX ASCL2 X X X X
ATF1 X X X X ATF2 X X X X
ATF3 X X X IX BACH1 X X X X
BACH2 X X X X BSX X X X X
CDX1 X X X IX CDX2 X X X X
CEBPA X X X X CEBPB X X X X
CEBPD X X X X CR1 X X X X
CREB1 X X X X CTCF X X X X
CTCFL X X X IX CUX1 X X X X
DDIT3 X X X X DMBX1 X X X X
DSTN X X X IX E2F1 X X X X
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TF EDC | EDT | AV ARI TF EDC | EDT | AV | ARI
E2F4 X X X IX E2F5 X X X X
E2F6 X X X IX E2F7 X X X X
EBF1 X X X IX EGR1 X X X X
EGR3 X X X X EHF X X X X
ELF3 X X X IX ELK1 X X X X
EN1 X X X IX EP300 X X X X
ESR1 X X X IX ESR2 X X X X
ETS1 X X X IX ETV1 X X X X
ETV4 X X X IX ETV5 X X X X
ETV6 X X X IX EZH2 X X X X

EWSRI1 X X X IX FLI1 X X X X

FOS X X X IX FOSB X X X X

FOSL1 X X X IX FOSL2 X X X X

FOXA1 X X X IX FOXD3 X X X X
FOXM1 X X X IX FOXO1 X X X X
FOXO3 X X X IX FOXP3 X X X X
GABPA X X X IX GCFC2 X X X X
GCM1 X X X IX GLI2 X X X X
GLIS2 X X X IX GRB2 X X X X
HBP1 X X X IX HES1 IX X X X
HIC1 X X X IX HMGB1 X X X X
HNF1A X X X IX HNF1B X X X X
HNF4A X X X IX HOXA3 X X X X
HOXA13 X X X IX HOXB13 | X X X X
HOXD10 X X X IX HOXD9 IX X X X
IKZF1 X X X IX INSM1 X X X X
IRF1 X X X X ITGAM X X X X
JDP2 X X X IX c-JUN X X X X
JUNB X X X IX JUND X X X X
KLF1 X IX X IX KLF4 X X X X
KLF5 X X X IX KLF6 X X X X
KLF9 X X X IX LEF1 X X X X
LHX1 X X X IX MAF X X X X
MAFB X IX X IX MAZ X X X X
MECOM X X X IX MEF2A X X IX X
MEIS2 X X X IX MNX1 X X X X
MSX1 X X X IX MTF1 X X X X
MTUS1 X X X IX MYB X X X X
MYC X X X IX MYOD1 X X X X
MYOG X X X IX MZF1 X X IX X
NEUROD1 | X X X IX NF1 X X X X
NFATC1 X X X IX NFATC2 X X X X
NFATC3 X X X IX NFATC4 | X X X X
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TF EDC | EDT | AV ARI TF EDC | EDT | AV | ARI
NFE2L1 X X X IX NFE2L2 X X X X
NFKB1 X X X IX NEFYA X X X X
NKX2-1 X X X IX NKX2-5 X X X X
NKX6-2 X X | IX !X | NR1H2 X IX X X
NR1H3 X X X IX NR1H4 IX X X X
NR112 X X X X NR2C2 IX X X X
NR2F2 X X X IX NR3C1 X X X X
NR4A2 X X X IX NRF1 X X X X

OTX1 X X X IX PAX2 IX X X X
PAX5 X X X IX PAX6 IX X X X
PAXS X X X IX PAX9 IX X X X
PBX1 X X X IX PGR X X X X
PLAG1 X X X IX POU1F1 X X X X
POU2F1 X X X IX POU2F2 X X X X
POU3F1 X X X IX POU3F2 IX X X X
POU4F2 X X X IX PPARA X X X X
PPARG X X X IX PTF1A X X X X
RARA X X X IX RARB X X X X
RARG X X X IX RB1 X X X X
RBPJ X X X IX RELA X X X X
REST X X X IX RORA X X X X
RREB1 X X X IX RXRA X X X X
RXRB X X X IX RXRG X X X X

SIX3 X X X IX SMAD1 X X IX X

SNAI1 X X X IX SOX2 X X X X
SOX5 X X X IX SOX9 X X X X

SP1 X X X IX SP2 X X X X

SP3 X X X IX SP8 X X X X
SPDEF X X X IX SREBF1 X X X X
SREBF2 X X X IX STAT1 X X X X
STATS3 X X X IX STAT4 X X X X
STAT5A X X X IX STATG6 X X X X

TAL1 X X X X TBP X X X X
TCF3 X X X IX TCF4 X X X X
TEAD2 X IX X IX TFAP2A | X X IX X
TFAP2B X X X IX TFAP2C IX X X X
TFAP4 X X X IX THRA X X X X
THRB X X X IX TP53 X X X X
TP73 X X X IX TTK X X X X
VDR X X X IX WT1 X X IX X
XBP1 X X X IX YY1 X X X X
ZBTB33 X X X IX ZBTB7A | X X X X
ZEB1 X X X IX ZFX X X IX X
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TF

EDC | EDT | AV ARI TF EDC | EDT | AV | ARI

71C2

X X X X ZNF423 X X X X

Cuadro 13: Resultado de todos los factores de transcrip-
cién identificados como estadisticamente significativos
luego del rankeo genético. DSTN y ADF-1 son distintas
nomenclaturas para el mismo TF. TF: factor de trans-
cripcion; EDC: Especifico de cancer; EDT: Especifico de
tejido; AV: Actividad viral; ARI:Actividad de respuesta
inmunolégica.

Factor de
transcrip-
cion

Descripcién

AHR

Sobre-expresion de tejido (placenta). Proceso biolégico: ritmos biolégicos, ciclo
celular, transcripcién, regulacién de la transcripciéon (Uniprot). Activador
transcripcional activado por ligando. Se une a la regién promotora de genes XRE que
activa (Laura MacPherson et al., 2013)(Alvin Gomez et al., 2018). El factor AhR esta
altamente conservado en la secuencia FSCN1. Los factores AhR y CREB son
determinantes importantes de la actividad transcripcional de la regién FSCN1 -219 /
-43, v que la asociacion de estos factores de transcripcion con la regién promotora
FSCNI1 correspondiente esta especificamente elevada en la fascina. células positivas de
carcinoma de colon humano (Hashimoto et al; 2009).

AR

Sobre-expresion de tejido (higado). El gen del receptor de andrégenos tiene més de 90
kb de longitud y codifica una proteina que tiene 3 dominios funcionales principales: el
dominio N-terminal, ADN-bindi CCR tiende a ocurrir con mayor frecuencia en
hombres que en mujeres, y la evidencia muestra que el CCR es un tumor relacionado
con hormonas. Estos hallazgos indican que la metilacion del gen del receptor de
andrégenos (AR) podria ser importante para la regulacién del riesgo de CCR en los
diferentes sexos (Xia T et al; 2019)

ARNT

Requerido para la actividad del receptor Ah (dioxina). Esta proteina es necesaria
para que la subunidad de unién al ligando se transloque del citosol al nticleo después
de la unién del ligando. El heterodimero se une a la secuencia de ADN central
5-TACGTG-3 ’'dentro del elemento de respuesta a la hipoxia (HRE) de los
promotores de genes diana y funciona como un regulador transcripcional de la
respuesta adaptativa a la hipoxia. El heterodimero ARNT:AHR se une a la secuencia
de ADN central 5-TGCGTG-3 ’dentro del elemento de respuesta a dioxina (DRE) de
los promotores de genes diana y activa su transcripcién (Seung-Hyeon Seok et al;2017)
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Factor de
transcrip-
cion

Descripcién

ARX

Sobre-expresion de tejido (cerebro, ovario, musculo esquelético). Proceso biol6gico:
diferenciacion, neurogénesis, transcripcion, regulacion de la transcripcién. TF
requerido para el desarrollo normal del cerebro. Puede ser importante para el
mantenimiento de subtipos neuronales especificos en la corteza cerebral y la guia
axonal en la placa del piso (THPA)

ASCL1

Sobre-expresion de tejido(cerebro, higado, glandula pituitaria). Proceso bioldgico:
diferenciacion, neurogénesis, transcripcion, regulacion de la transcripcion. TF que
juega un papel clave en la diferenciacion neuronal: actiia como un TF pionero,
accediendo a la cromatina cerrada para permitir que otros factores se unan y activen
las vias neurales (THPA)

ASCL2

Sobre-expresion de tejido(conducto deferente, placenta). Proceso biolégico:
diferenciacion, neurogénesis. Participa en la determinacién de los precursores
neuronales en el sistema nervioso periférico y el sistema nervioso central (THPA)

ATF1

Esta proteina se une al elemento de respuesta AMPc (CRE), una secuencia presente
en muchos promotores virales y celulares. Se une al elemento que responde a las
secuencias (TRE) de HTLV-1. Media la estimulacién inducida por PKA de genes
informadores CRE. Reprime la expresion de FTH1 y otros genes de desintoxicacion
antioxidantes. ATF1 funciona como un oncogén que facilita la proliferacién celular;
ATF1 tiene el efecto mas significativo de los genes identificados y promueve el
crecimiento de xenoinjerto de CCR al afectar la apoptosis celular. ATF1 es un factor
clave en el CCR modulado por una interaccién promotor-potenciador (Jianbo Tian et
al; 2019)

ATF2

Activador transcripcional que regula la transcripcién de genes implicados en la
antiapoptosis, el crecimiento celular y la respuesta al dano del ADN. Dependiendo de
su comparfiero de union, se une a CRE (elemento de respuesta de AMPc) o a AP-1.
En el nicleo, contribuye a la transcripcion global y la respuesta al dano del ADN,
ademas de actividades transcripcionales especificas que estan relacionadas con el
desarrollo celular, la proliferacién y la muerte (THPA). Interactiia con E1A y coloca
su dominio de transactivacion en un promotor viral; activador, independiente de
cAMP; activador mas fuerte como heterodimero con c-Jun que como homodimero
(Matsuda S et al; 1991)

ATF3

Sobre-expresion de tejido(vesicula seminal). Miembro de la familia de factores de
transcripcién de la proteina de unién al elemento sensible / cAMP (ATF / CREB).
ATF3 reprime en lugar de activar la transcripcién de promotores con sitios ATF;
regula la expresién de genes diana especificos (Chen BP et al; 1994)
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Factor de
transcrip-
cion

Descripcién

BACH1

Regulador transcripcional que actia como represor o activador, segin el contexto. Se
une a los sitios de uniéon al ADN de NF-E2. Juega papeles importantes en la
coordinacién de la activacion de la transcripcién y la represion por parte de MAFK.
Nrf2 y Bachl son factores transcripcionales importantes que protegen contra las
especies reactivas de oxigeno, y la aberracién de estas moléculas se asocié con la
transformacién y progresion malignas. Bachl fue mayor en la mucosa normal; menos
en adenoma luego aumento en carcinoma y se asocié con caracteristicas de
invasividad tumoral y metastasis (Heba E M El-Deek et al; 2019). BACHL1 sirve como
un oncogén para promover la progresién del CCR y un factor prondstico
independiente para la supervivencia y la metdstasis (Guo-Dong Zhu et al; 2018)

BACH2

Sobre-expresion de tejido (tejido linfoide). Regulador transcripcional que actia como
represor o activador. Se une a los elementos de reconocimiento de Maf (MARE).
Desempena un papel importante en la coordinacion de la activacién de la
transcripcion y la represion por parte de MAFK. Induce la apoptosis en respuesta al
estrés oxidativo a través de la represion del factor antiapoptotico HMOX1 (Yoshida C
et al; 2007). Regula positivamente la importaciéon nuclear de actina. Es un regulador
clave de la inmunidad adaptativa, crucial para el mantenimiento de la funcién
reguladora de las células T y la maduracion de las células B (Afzali B et al; 2017)

BSX

Sobre-expresion de tejido (cerebro, glandula pituitaria, testiculo). El homobox-Bsx
especifico del cerebro podria considerarse un marcador molecular importante para las
primeras etapas embrionarias del desarrollo de la epfifisis, expresandose
especificamente en esta estructura neural (Mattia Cremona et al; 2004)

CDX1

La proteina de unién al ADN codificada regula la expresion génica especifica del
intestino y la diferenciacion de enterocitos. Sobreexpresado solo en CCR. segin Gepia.

CDX2

La proteina codificada es un regulador principal de genes especificos del intestino
involucrados en el crecimiento celular y la diferenciacion. La expresion aberrante de
este gen se asocia con inflamacion intestinal y tumorigénesis (THPA). Sobreexpresado
solo en CCR (Ha Kim et. Al. 2005) y corroborado por Gepia.

CEBPA

Sobre-expresion de tejido(mama, higado). Activador; inhibe la proliferacién celular al
aumentar el nivel de p21 (WAF-1), que es un inhibidor de la quinasa dependiente de

ciclina (CDK) (Harris TE et al; 2001). E1 TF CEBPA es crucial para la diferenciacién
de los granulocitos. La expresién condicional de CEBPA desencadena la diferenciacion
neutrofilica y no granulocitos maduros (Pabst T et al; 2001). Modula la diferenciacién
de macro6fagos, que tienen un papel clave en la inmunidad (Yi Le et al; 2018)
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Factor de
transcrip-
cion

Descripcién

CEBPB

Sobre-expresion de tejido (musculo esquelético). Los factores CCAAT son proteinas
de unién potenciadoras (o CEBPB) y estan involucradas en diferentes respuestas
celulares, como en el control de la proliferacién celular, crecimiento y diferenciacion,
en el metabolismo y en la inmunidad (Martyn GE et al; 2017). Actividad de esta
proteina puede modular la expresion de genes involucrados en la regulacién del ciclo
celular (THPA). Importante factor de transcripcién que regula la expresién de genes
involucrados en respuestas inmunes e inflamatorias (S Kinoshita et al; 19992) (R
Chinery et al; 1997)

CEBPD

Activador de la transcripcién que reconoce dos factores de ADN diferentes: la
homologia CCAAT comun a muchos promotores y la homologia central mejorada
comun a muchos potenciadores (Ju-Ming Wang et al; 2006). TF importante que
regula la expresién de genes implicados en respuestas inmunes e inflamatorias (S
Kinoshita et al; 1992). Activador transcripcional que mejora la transcripcién de 116
solo y como heterodimero con CEBPB.

CR1

Sobre-expresion de tejido (sangre, tejido linfoide). Proceso bioldgico: antigeno del
grupo sanguineo, receptor de la célula huésped para la entrada del virus, receptor
(Uniprot). Grupo enriquecido (basdéfilos, eosindfilos, neutréfilos), receptor de adhesion
inmunitaria de membrana que juega un papel critico en la captura y eliminacion de
patdgenos opsonizados por el complemento por los eritrocitos y monocitos /
macréfagos (J A Schifferli et al; 1988). También desempena un papel en la regulacién
inmune al contribuir, tras la union del ligando, a la generacion de células T
reguladoras a partir de células T auxiliares activadas (Katalin Torok etl al; 2015)

CREB1

Un regulador importante de la expresion de MHC de clase II, conocido como X2BP,
coopera con RFX y NF-Y (Hasegawa SL y otros, 1991; Louis-Plence P y otros, 1991).
La regulacion por arriba de FSCN1 en carcinomas humanos agresivos parece tener
una base multifactorial: CREB y AhR como reguladores especificos principales
(Yosuke Hashimoto et al; 2009) proteina de unién al elemento de respuesta AMPc
(CREB) y el receptor de hidrocarburo de arilo (AhR) en la regulacién de la
transcripcion de FSCN1 en células de carcinoma humano, y son factores altamente
conservados (Yosuke Hashimoto et al; 2009). Debido a su posicién central aguas
abajo de muchas vias de senalizacién de crecimiento, CREB tiene la capacidad de
influir en la supervivencia celular, el crecimiento y la diferenciacién normal, pero
también de células tumorales que sugieren un potencial oncogénico de CREB. CREB
podria no solo servir como marcador pronéstico, sino también como un objetivo
terapéutico para los canceres asociados con una mayor actividad de las vias de
transduccion de sefiales (André Steven et al; 2016)

Continua en la siguiente pagina

87




Proyecto Final - 2020 Resultados

Cuadro 14 — continuacién de la pagina anterior

Factor de
transcrip-
cion

Descripcién

CTCF

Se une a sitios especificos de secuencia de ADN. Participa en la regulacién
transcripcional uniéndose a aisladores de cromatina y evitando la interaccion entre el
promotor y los potenciadores y silenciadores cercanos. Actia como un represor
transcripcional que se une a los promotores del gen MYC vertebrado y el gen BAGL.
La miogénesis esta regulada por MyoD y otros factores de transcripcion especificos
del musculo que promueven un programa de expresion génica especifica del musculo.
CTCF interactua fisicamente con MyoD, lo que sugiere un papel para CTCF en la
activacién transcripcional de genes especificos del musculo (Rodrigo G. Arzate-Mejia
et al; 2018).

CTCFL

Sobre-expresion en tejido (testiculos). TCFL / BORIS ha recibido atencién adicional
como objetivo expresado en CSC. Estas células impulsan la recurrencia del
crecimiento tumoral, la metéstasis y la resistencia al tratamiento. El silenciamiento
de CTCFL / BORIS conduce a la senescencia y muerte de CSC. Por lo tanto, una
estrategia inmunoterapéutica dirigida a CTCFL / BORIS puede conducir a la
destruccion selectiva de CSC y a la posible erradicacion de la enfermedad metastéasica
(Loukinov D; 2018)

CUX1

CUX1 es un gen homeobox que esta implicado en la supresion y progresion tumoral
(Zubaidah M Ramdzan et al; 2014) Las mutaciones inactivadoras de CUX1 estdn
presentes en muchos tipos de canceres. El aumento de la expresion de CUX1 es
frecuente en muchos tipos de cancer y se asocia con una supervivencia deficiente.
Estas dos funciones opuestas de CUX1 para la patogénesis del cdncer (oncogén y gen
supresor de tumores) pueden indicar que varios objetivos transcripcionales y
funciones celulares de CUX1, asi como el microambiente, afectan la tumorigénesis
(Yun Sol Jo et al; 2017)

DDIT3

Proceso biolégico: apoptosis, ciclo celular, detencion del crecimiento, respuesta al
estrés, transcripcion, regulacion de la transcripcion, respuesta de proteinas
desplegadas, via de senalizacién de Wnt. TF multifuncional en la respuesta al estrés
ER. Desempena un papel esencial en la respuesta a una amplia variedad de tensiones
celulares e induce la detencion del ciclo celular y la apoptosis en respuesta al estrés
ER. Desempena un doble papel como inhibidor de la funcién CCAAT / proteina de
unién potenciadora (¢/EBP) y como activador de otros genes. Desempena un papel
regulador en la respuesta inflamatoria a través de la induccién de caspasa-11 (CASP4
/ CASP11) que induce la activacién de caspasa-1 (CASP1) y ambas caspasas
aumentan la activacion de pro-IL1B para IL1B maduro que esta involucrado en el
respuesta inflamatoria.

DMBX1

Sobre-expresion en tejido (glandula pituitaria, testiculo). Este gen codifica un
miembro de la subfamilia bicoide de TFs que contienen homeodominio. La proteina
codificada actia como un TF y puede desempenar un papel en el desarrollo del
cerebro y los 6rganos sensoriales (THPA)
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DSTN
(ADF-1)

Proteina despolimerizante de actina. Corta los filamentos de actina (F-actina) y se
une a los monémeros de actina (G-actina). Actiia de manera independiente del pH
(Uniprot)

E2F1

Sobre-expresion en tejido (médula 6sea, tejido linfoide). El activador de myc
(activacion inducida basal + E1A), E2F parece ser un objetivo funcional para la
accion de la proteina supresora de tumores Rb, tiene un papel importante en el
control de la proliferacién celular (Nevins JR; 1992). La sobreexpresién puede causar
transformacién neoplasica (Singh P et al; 1994). La expresion y funcién desregulada
de E2F1 puede tener consecuencias oncogénicas. Los genes E2F1 y DP1, que
codifican parejas heterodiméricas que juntas crean actividad E2F, actiian de manera
oncogénica (David G. Johnson et al; 1994). La expresion de E2F1 estd regulada
positivamente y se correlaciona positivamente con los fenotipos malignos del CCR
(Zejun Fang et al; 2019)

E2F4

NRF1, junto con E2F4 y MYC, puede desempenar un papel critico en la adquisicion
de las caracteristicas del cdncer (Kaumudi Bhawe et al; 2018). Los TFs (ETS1, ESR1,
GATA1, GATA2, GATA3, AR, YBX1, FOXP3, E2F4 y PRDM14) se detectaron
como moléculas indicadoras de CCR (Md Rezanur Rahman et al; 2019)

E2F5

Juega un papel crucial en el control del ciclo celular y la acciéon de las proteinas
supresoras de tumores y también es un objetivo de las proteinas transformadoras de
los virus tumorales de ADN pequenos (THPA).

E2F6

E2F6 podria regular la proliferacion, invasién y apoptosis de las células de cancer
gastrico (CG) mediante la inhibicién de la expresion de CASC2, lo que sugiere que el
eje E2F6/CASC2 es otro regulador de la progresién de dicha enfermedad (Li Y, Jiang
L et al; 2019). E2F4 y 6 son nuevos biomarcadores para el prondstico del cancer de
mama (Sun CC et al; 2019). Papel crucial en el control del ciclo celular (Shi X et al;
2019)

E2F7

Sobre-expresion en tejido (tejido linfoide). Juega un papel esencial en la regulacién de
la, progresién del ciclo celular (Luisa Di Stefano et al; 2003) y en la regulacién
negativa de un conjunto de miRNA que promueven la proliferacién celular (Jone
Mitxelena et al; 2016)

EBF1

Grupo enriquecido (células B de memoria, célula B ingenua -atin no expuesta a un
antigeno-) Activador transcripcional que reconoce variaciones de la secuencia

palindromica 5’-ATTCCCNNGGGAATT-3 ’(Uniprot)

EGR1

Desempena un papel en la regulaciéon de la supervivencia celular, la proliferacién y la
muerte celular. Activa la expresién de TP53 y TGFB1, y por lo tanto ayuda a
prevenir la formacion de tumores; Media las respuestas a la isquemia y la hipoxia;
Regula la expresién de proteinas como IL1B y CXCL2 que estan involucradas en
procesos inflamatorios y el desarrollo de dano tisular después de la isquemia (THPA)
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EGR3

Sobre-expresion en tejido (cerebro). EGR 2 y 3 juegan un papel crucial en la
regulacién del sistema inmune y su participacién en la activacion de las células B y T,
la induccién de anergia y la prevencién de la enfermedad autoinmune (Sina
Taefehshokre et al; 2017).

EHF

Sobre-expresion en tejido (conducto deferente, glandula salival, vesicula seminal).
Activador transcripcional que puede desempeniar un papel en la regulacién de la
diferenciacion y proliferacion de células epiteliales. Puede contribuir al desarrollo y la
carcinogénesis actuando como un gen supresor de tumores o antoncogen; Marcador
pronéstico en CCR (favorable). La sobreexpresién de EHF se correlaciona
positivamente con una pobre diferenciacién, estadio T avanzado y una supervivencia
general mas corta de los pacientes con CCR. Los experimentos de funcién revelaron
que la sobreexpresiéon de EHF promovié la proliferacion, migracion e invasion de
células CCR in vitro e in vivo (Lan Wang et al; 2020)

ELF3

Participa en la mediacion de la inflamacion vascular. Puede desempenar un papel
importante en la diferenciacion de células epiteliales y la tumorigénesis. La regulacion
aberrante de la via Wnt / b-catenina juega un papel importante en la carcinogénesis
colorrectal, con més del 90 % de los casos de cancer de colon esporadico con
acumulacion de b-catenina. Elf3, miembro de la familia E-veintiséis de TF's, impulsa
la transactivacion de b-catenina y se asocia con una pobre supervivencia de los
pacientes con CCR. La supresién de Elf3 en las células CCR atentia la senalizacion de
b-catenina y disminuye la proliferacién celular, la migracién y la supervivencia (J-L
Wang et al; 2014)

ELK1

Activador. Proteinas relacionadas con la via RAS (Uniprot). La inhibicién de Elk1
indujo la apoptosis de las células de cancer de tiroides y restringié su proliferacion
regulando EGR1/PTEN;, lo que indica un papel potencial para Elk1 en el tratamiento
del cancer de tiroides (Yakun Kong et al; 2018). La sobreexpresién inducida por Elk1
de TRPM2-AS promovié el desarrollo y la progresién del CG en parte a través del eje
de senalizacién miR-195/HMGAL, y establecié su candidatura como un nuevo
biomarcador de cancer para pacientes con CG. MicroRNA-873 inhibe la metastasis
del CCR apuntando a Elkl y STRN4 (Chuannan Fan et al; 2019)

EN1

Sobre-expresion en tejido (tejido adiposo, cerebro, musculo esquelético, piel). Papel
en el control del desarrollo.

EP300

Proteina co-activadora transcripcional celular p300 asociada a E1A, importante en los
procesos de proliferacién y diferenciacién celular. Un co-activador de HIF1A (factor 1
alfa inducible por hipoxia), y por lo tanto juega un papel en la estimulacién de genes
inducidos por hipoxia (THPA). La proteina de unién a CREB y p300 representan
acetiltransferasas de histona y coactivadores transcripcionales que juegan papeles
esenciales en la iniciacién y progresion del tumor (Rithlmann F et al; 2019)
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ESR1

Sobre-expresion en tejido (cuello uterino, uterino, endometrio). Células inmunes
mejoradas (células T CD4 ingenuas). Media la regulacién génica en respuesta a la
hormona estrégeno, con AP-1 / c-Jun, c-Fos, ATF-2, Spl y Sp3. Receptor de
hormona nuclear. Las hormonas esteroides y sus receptores estan involucrados en la
regulacién de la expresion del gen eucariota y afectan la proliferacién y diferenciacion
celular en los tejidos diana. También puede actuar sinérgicamente con NF-kB para
activar la transcripcion que involucra elementos de respuesta adyacentes de
reclutamiento respectivos; la funcién involucra CREBBP. (THPA)

ESR2

Sobre-expresion de tejido (ovario, testiculo, vagina). El estrogeno esta involucrado en
la fisiopatologia del cancer de mama, ESR2 puede proteger contra el efecto mitégeno
del estrégeno en el tejido mamario (Koyama S et al; 2010). Se une a los estrogenos
con una afinidad similar a la de ESR1. Media la regulacién génica en respuesta a la
hormona estrégeno, con AP-1 / c-Jun, c-Fos, ATF-2, Spl y Sp3. Receptor de
hormona nuclear. Las hormonas esteroides y sus receptores estan involucrados en la
regulacién de la expresion génica eucariota y afectan la proliferacion y diferenciacién
celular en los tejidos diana (THPA) (Paulo Roberto Stevanato Filho; 2018)

ETS1

Sobre-expresion de tejido (tejido linfatico). Actia sinérgicamente con AP-1, SRF y
PAX (Verger et al., 2002). Se cree que se une a TP53, lo que le confiere un papel
supresor de tumores (Fry et al., 2018). La desregulacién del TF facilita la
proliferacion celular en los canceres, y varios miembros participan en la invasion y
metdstasis activando la transcripcion génica. Participa en la oncogénesis y la
supresién tumoral segin las situaciones biolégicas utilizadas (Elizabeth A. Fry y
Kazushi Inoue; 2018). Participa en el desarrollo de células madre, senescencia y
muerte celular y tumorigénesis (Uniprot)

ETV1

Sobre-expresion de tejido (cerebro, glandula salival). ETV1 es critico en la expansién
del estroma desmoplasico y la progresion metastasica del cancer de pancreas en
ratones, mediado funcionalmente en parte a través de Sparc y Has2 (Steffen Heeg et
al; 2016). Poca expresion en CCR (Gepia)

ETV4

Sobre-expresion de tejido (vesicula biliar). Activador transcripcional que se une al
potenciador del gen adenovirus E1A. Actia como mediador de metéstasis, y
proporciona una justificacién biolégica para el prondstico adverso asociado con la
expresion elevada de ETV4 en el CCR humano (Aruz Mesci et al; 2014). El eje
CIC-ETV4 no es solo un médulo clave que controla la progresién del CCR, sino
también un nuevo objetivo terapéutico y/o diagndstico para el CCR (Jeon-Soo Lee et
al; 2020).

ETV5

Sobre-expresion de tejido (glandula paratiroides). Los TFs de ETS juegan papeles
importantes en la invasién, diferenciacion y angiogénesis de células tumorales. El
factor de transcripciéon ETV5 podria estimular la malignidad de CCR y promover la
angiogénesis de CCR al apuntar directamente a PDGF-BB
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ETV6

Este gen codifica un TF de la familia ETS. El producto de este gen contiene dos
dominios funcionales: un dominio N-terminal puntiagudo que participa en las
interacciones proteina-proteina consigo mismo y otras proteinas, y un dominio de
union al ADN C-terminal. Los estudios de genes inactivados en ratones sugieren que
se requiere para la hematopoyesis y el mantenimiento de la red vascular en desarrollo.
Se sabe que este gen estd involucrado en una gran cantidad de reordenamientos
cromosdémicos asociados con leucemia y fibrosarcoma congénito (THPA)

EZH2

Sobre-expresion de tejido (médula dsea, tejido linfoide). EZH2 controla reguladores
del desarrollo en células madre embrionarias y es esencial para la determinacién y
transicién del destino celular. EZH2 se informé sobre-expresado en una variedad de
tumores solidos. EZH2 reprime la expresion de una gran cantidad de genes supresores
de tumores en las células tumorales, lo que promueve el ciclo celular, la proliferacién
celular y la invasion celular y la progresiéon del cancer. Recientemente, esta surgiendo
evidencia que indica roles importantes de EZH2 en las células inmunes. EZH2 juega
un papel en la regulacion de varios tipos de células inmunes, el microambiente
tumoral, las respuestas inmunes y las inmunoterapias contra el cancer (Xiaohai Wang
et al; 2019).

EWSR1

Este gen codifica una proteina multifuncional que participa en diversos procesos
celulares, incluida la expresion génica, la senalizacion celular y el procesamiento y
transporte de ARN (THPA). EWSRI1-CREB1 y EWSRI1-ATF1 son fusiones de genes
descritas consistentemente en 5 neoplasias histopatologicas y conductualmente
diversas (entre ellas encontramos tumores del tracto gastrointestinal) (Khin Thway et
al; 2012)

FLI1

Sobre-expresion en tejido (tejido linfoide). FLI1 es un nuevo controlador oncogénico
que promueve la metastasis tumoral a través de la via miR584-ROCKI1. Es
importante destacar que el FECR1 exosémico en suero puede servir como un
biomarcador prometedor para rastrear la progresiéon de la enfermedad de SCLC
(cancer de pulmén de células pequenas). Casi sin expresiéon en CCR (Gepia)

FOS

Gen relacionado con el cancer. Sinénimo: AP1; Fos / Jun; PEA1. Protooncogen.
Papel dominante de AP-1 en la regulacion positiva transcripcional de MMP-1 en
células CCR que estd modulada por las funciones conjuntas de STAT3 y STAT1
(Muller A1,2, Gasch J et al; 2019). Involucrado en la via MAPK, tiene un papel clave
en la inflamacion, proliferacién, diferenciacién y apoptosis regulada por estimulos
externos, incluida la infeccién viral (Gazon et al; 2018). c-Myb promueve el
crecimiento y la metastasis del CCR a través de la transicion epitelial-mesenquimal
inducida por c-fos (Xiao Qu et al; 2019)

FOSB,
FOSLI,
FOSL2

La familia de genes Fos consta de 4 miembros: FOS, FOSB, FOSL1 y FOSL2. Estos
genes codifican proteinas de cremallera de leucina que pueden dimerizarse con
proteinas de la familia JUN, formando asi el complejo del TF AP-1. Como tal, las
proteinas FOS han sido implicadas como reguladores de la proliferacion,
diferenciacién y transformacién celular (THPA).
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FOXA1

Sobre-expresion en tejido (higado, préstata). FOXAT1 ha sido atribuido previamente a
roles supresores de tumores y oncogénicos. Sobreexpresion en adenocarcinoma de
préstata y carcinoma invasivo de mama, no hay expresion en CCR, (Gepia)

FOXD3

CEP55, FOXD3, FOXF2, GNAO1, GRIA4 y KCNAS expresados diferencialmente en
CCR en comparacion con la mucosa normal y cuya expresion parece depender de la
metilacion. Todos estos seis genes eran comunes en todos los grupos de metilacion y
estados de mutacién de CCR y, como tal, se cree que es un evento temprano en la
carcinogénesis humana de CCR (Nina Hauptman et al; 2019). La restauracién de la
expresion de FOXD3 inhibié la proliferacion y migracién de las células tumorales.
FOXD3, que con frecuencia se metila en el CCR, actué como un supresor tumoral
que induce la apoptosis de las células tumorales bajo estrés ER a través de p53 (Ming
Xu; 2019). De acuerdo con THPA y Gepia, existe poca o ninguna expresién de
FOXD3 en el CCR, sin embargo, los documentos y las revisiones muestran muchos
casos en los que FOXD3 podria usarse como biomarcador en CCR.

FOXM1

Sobre-expresion de tejido (tejido linfoide, testiculo). Sobreexpresién en CCR (Gepia).
Varias proteinas (NPM, MELK, Pinl, STAT3, NF-kB / p65, CENPF) estabilizan
FOXMI1 y aumentan su actividad oncogénica (Andrei L. Gartel et al; 2017).
Elemental para la regulacion de GLI1.

FOXO1

Sobre-expresion en tejido (musculo esquelético). TF que es el objetivo principal de la
senalizaciéon de la insulina y regula la homeostasis metabdlica en respuesta al estrés
oxidativo. Muy poca expresién en CCR (Gepia).

FOXO03

Desencadena la apoptosis en ausencia de factores de supervivencia, incluida la muerte
celular neuronal por estrés oxidativo (A Brunet et al; 1999). Participa en la
regulacion postranscripcional de MYC (THPA)

FOXP3

Sobre-expresion en tejido (sangre, tejido linfoide). Critico para el control de las
respuestas inmunes y posiblemente el nimero de células T, actuando como un
regulador para la activacion de las células T (Brunkow ME et al; 2001)

GABPA

TF capaz de interactuar con repeticiones ricas en purinas (repeticiones GA).
Necesario para la expresion del gen Adenovirus E4.

GCF(C2

Factor que reprime la transcripcion. Se une a las secuencias ricas en GC
(5-GCGGGGC-3 ") presentes en el receptor del factor de crecimiento epidérmico, la
beta-actina y los promotores de proteasa dependientes de calcio (Uniprot).

GCM1

Sobre-expresion de tejido (placenta). El TF involucrado en el control de la expresion
del factor de crecimiento placentario y otros genes especificos de placenta (K Yamada
et al; 1999) (Miao Chang et al; 2008) tiene un papel central en la mediacién de la
diferenciacion de las células del trofoblasto a lo largo de ambos las vias vellosas y
extravillasas en el desarrollo placentario (D Baczyk et al; 2009)

GLI2

Sobre-expresion en tejido (ovario). Funciona como regulador de la transcripcién en la
ruta del erizo (Hh) (Markku Varjosalo ET AL; 2008) (Bingchen Han et al; 2015).
Funciona como activador transcripcional (A Tanimura et al; 1998)
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GLIS2

Puede actuar como represor transcripcional o como activador transcripcional,
dependiendo del contexto celular. Desempena un papel en el desarrollo renal y la
neurogénesis (Feng Zhang et al; 2002)

GRB2

Proceso bioldgico: interaccién virus-huésped (Uniprot). Los 14 genes (incluidos
BCARI1, CRK, FYN, GRB2, LCP2, PIK3R1, PLCG1, PTK2, PTPN11, PTPNG,
SHC1, SOS1, SRC y SYK) en este médulo son genes inflamatorios, enfatizando el
papel critico de la inflamacién en el CCR (Hao Jiang et al; 2018).

HBP1

Represor transcripcional que se une a la regién promotora de genes diana. Desempena
un papel en la regulacion del ciclo celular y de la via Wnt. Interrumpe la interaccion
entre el ADN y TCF4 (Uniprot)

HES1

Puede actuar como un regulador negativo de la miogénesis al inhibir las funciones de

MYOD1 y ASH1 (Uniprot)

HIC1

Crecimiento regulador y gen represor tumoral. Participa en la regulacion negativa de
SIRT1 y, por lo tanto, participa en la regulacion de las respuestas de dano de ADN
apoptdtico dependiente de p53/TP53. La IL-6 regula a la baja el supresor tumoral
HIC1 y promueve el desarrollo del cancer de mama en el microambiente tumoral
mediante senalizacién paracrina o autocrina (Sun X et al; 2019). La proteina
desacetilasa SIRT1 es crucial para numerosos procesos fisiologicos, como el
envejecimiento, el metabolismo y la autoinmunidad, y esta reprimido por varios TF's,

incluido HIC1 (Song JY et al; 2019).

HMGB1

Proceso biolégico: inmunidad adaptativa, autofagia, quimiotaxis, dafio en el ADN,
recombinaciéon de ADN, reparacién de ADN, interaccién virus-huésped, inmunidad,
respuesta inflamatoria, inmunidad innata. Promueve la respuesta inflamatoria del
huésped a las senales estériles e infecciosas y participa en la coordinaciéon e integracion
de las respuestas inmunes innatas y adaptativas. En el citoplasma funciona como
sensor y / o chaperona para los dcidos nucleicos inmunogénicos que implican la
activacion de las respuestas inmunes mediadas por TLR9, y media la autofagia.
Actiia como molécula de patrén molecular asociado al peligro (DAMP) que amplifica
las respuestas inmunes durante la lesién tisular (Daphne C Avgousti et al; 2016)

HNF1A

Sobre-expresion de tejido (intestino, rindn, higado). La proteina codificada por este
gen es un TF requerido para la expresion de varios genes especificos del higado.
HNF1A-AS1 se regulé significativamente tanto en los tejidos tumorales CCR como en
las lineas celulares CCR en comparacion con los tejidos adyacentes no tumorales y la
linea celular epitelial del colon humano normal (HcoEpiC). La disminucién de la
expresion de IncRNA HNF1A-AS1 suprimié la actividad de la via de senalizacion de
Wnt / b-catenina al regular negativamente la expresiéon de b-catenina, cyclinD1 y
c-myc (Xin Zhang et al; 2017).
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HNF1B

Sobre-expresion en tejido (vesicula biliar, rinén, pancreas). La proteina se une al
ADN como un homodimero o como un heterodimero con la proteina relacionada con
el HNF1A. Se ha demostrado que el gen funciona en el desarrollo de nefronas y regula
el desarrollo del pancreas embrionario. Las mutaciones en este gen provocan quistes
renales y sindrome de diabetes y diabetes mellitus no dependiente de insulina, y la
expresion de este gen estd alterada en algunos tipos de cancer (Uniprot, THPA)

HNF4A

Sobre-expresion en tejido (intestino, rinén, higado). HNF4A controla la homeostasis
del epitelio intestinal y la absorcién intestinal de los lipidos de la dieta (Floriane
Baraille et al; 2015). Actia como un activador transcripcional para la expresion
génica de eritropoyetina especifica de tejido e hipoxia (Galson DL et al; 1995).
HNF4A regula el equilibrio intestinal entre la proliferacion y la diferenciacién
(Anne-Laure Cattin et al; 2009)

HOXA3

La expresion de HoxA3 en estas células afecta la formacion adecuada de los 6rganos
de timo, tiroides y paratiroides. La eliminacion de HoxA3 conduce al fracaso en la
formacién del timo y la glandula paratiroides. HoxA3 mutante también causa una
reduccién en el tamano de la tiroides. Si bien las células foliculares y parafoliculares

aun se diferencian, sus nimeros se reducen y no se distribuyen uniformemente en
toda la glandula (Manley NR et al, 1995; Chojnowski JL et al, 2014)

HOXA13

Sobre-expresion en tejido (cuello uterino, uterino, prostata). Regulacién positiva de
HOXA13 y la progresion del CG. Ademas, HOXA13 contribuye a la invasion y EMT
de las células de CG a través de la via de senalizaciéon de TGF-b (Y-X He et al;
2017). La sobreexpresiéon de HOXA13 promueve la proliferacién y la metéstasis en
parte a través de la activacion de Erkl / 2 en CG (Zhiwei Qin et al; 2019).

HOXB13

Sobre-expresion en tejido (intestino, préstata). TF especifico de secuencia que forma
parte de un sistema regulador del desarrollo que proporciona a las células identidades
posicionales especificas en el eje anterior-posterior. Se une preferentemente al ADN
metilado (Yimeng Yin et al; 2017)

HOXD10

Sobre-expresion de tejido (mama, endometrio). TF especifico de secuencia que forma
parte de un sistema regulador del desarrollo que proporciona a las células identidades
posicionales especificas en el eje anterior-posterior (Uniprot)

HOXD9

Sobre-expresion de tejido (endometrio). HOXDO estd involucrado en el crecimiento
del cancer y la metastasis. La expresién ectépica de HOXD9 promovié la metastasis
de invasion en las células del CCR mediante la inducciéon de EMT in vitro e in vivo
(Mengwei Liu et al; 2020)

IKZF1

Sobre-expresion en tejido (sangre, médula sea, tejido linfoide). Regulador de la
transcripcion de la diferenciacion de células hematopoyéticas, funciona como un
regulador de la diferenciacién de linfocitos (Marilyne Dijon et al; 2008). Desempena
un papel en el desarrollo de linfocitos, células B y T. La sobreexpresiéon de algunas
isoformas negativas dominantes se ha asociado con neoplasias malignas de células B,
como la leucemia linfoblastica aguda (Uniprot, THPA)
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INSM1

Sobre-expresion de tejido (glandula suprarrenal, cerebro, glandula pituitaria).
Participa en el ciclo celular, diferenciacion, neurogénesis, transcripcién, regulacion de
la transcripcion. La expresion de INSM1 aumenté significativamente en tejido
neopléasico versus no neoplasico. Las neoplasias con metastasis conocidas mostraron
una expresion significativamente mayor que las que ain no habian hecho metastasis
(Rosenbaum JN et al; 2015). Marcador sensible para la diferenciacién neuroendocrina
de tumores pulmonares humanos (Gepia)

IRF1

Sobre-expresion de tejido (sangre). La proteina codificada por este gen es un
regulador transcripcional y un supresor tumoral, que sirve como un activador de
genes involucrados en las respuestas inmunes innatas y adquiridas. La proteina
codificada activa la transcripcién de genes involucrados en la respuesta del cuerpo a
virus y bacterias, desempenando un papel en la proliferacion celular, la apoptosis, la
respuesta inmune y la respuesta al danio del ADN. Esta proteina reprime la
transcripcion de varios otros genes. Como supresor tumoral, suprime el crecimiento de
células tumorales y estimula una respuesta inmune contra las células tumorales. Los

defectos en este gen se han asociado con CG, leucemia mielégena y cancer de pulmon
(THPA).

ITGAM

Sobre-expresion de tejido (médula 6sea). Proceso biolégico: adhesién celular,
inmunidad, inmunidad innata. Integrin ITGAM / ITGB2 estd implicado en diversas
interacciones adhesivas de monocitos, macréfagos y granulocitos, asi como en la
mediacion de la absorcion de particulas y patégenos recubiertos de complemento
(Josephine Losse et al; 2010). Regula la migraciéon de neutréfilos (Ming Bai et al;
2017)

JDP2

Proteina de dimerizacién de Jun 2. Componente del TF AP-1 que reprime la
transactivacion mediada por la familia de proteinas Jun. Participa en una variedad de
respuestas transcripcionales asociadas con AP-1, tales como apoptosis inducida por
UV, diferenciacién celular, tumorigénesis y antitumogeneris (Uniprot)

c-JUN

Protooncogen. Participa en la activacion transcripcional mediada por KRAS activada
de USP28 en células de CCR. Se une al promotor USP28 en células de CCR (Ryan W
Serra ET AL; 2014). Codifica una proteina que es muy similar a la proteina viral y
que interactia directamente con secuencias especificas de ADN objetivo para regular
la expresion génica.

JUNB

JunB es miembro de la familia AP-1 de TFs diméricos. Ejerce una doble accién en el
ciclo celular. Es mejor conocido como un inhibidor de la proliferacion celular, un
inductor de senescencia y un supresor tumoral (Marc Piechaczyk et al .; 2008)

JUND

Sobre-expresado en tejido (médula désea). La proteina codificada por este gen es un
miembro de la familia JUN y un componente funcional del complejo del TF AP1.
Esta proteina se ha propuesto para proteger las células de la senescencia y la
apoptosis dependientes de p53 (RefSeq, noviembre de 2013)
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KLF1

Sobre-expresion en tejido (médula 6sea, tejido linfoide, placenta). La activacién de
KLF1 mejora la diferenciacién y maduracion de los glébulos rojos de las células
madre pluripotentes humanas (Cheng - Tao Yang ET AL; 2017). KlIfl y Egr2 son
moduladores de la supresién inmune mediada por PD-L1 en las células T CD4+ y
podrian proporcionar nuevas ideas sobre objetivos terapéuticos para enfermedades
autoinmunes y tumores malignos (Shuzo Teruya et al; 2018). KLF1 es un importante
TF eritroide que une principalmente potenciadores y supereforzadores para activar la
expresion génica (Melissa D. Ilsley et al; 2017)

KLF4

Sobre-expresion en tejido (piel). Correlacién inversa entre la expresion de miR-543 y
KLF4 en tejidos de CCR. La regulacién negativa de KLF4 favorece el efecto
oncogénico inducido por miR-543 sobre la proliferaciéon celular, la apoptosis, la
migracién y la invasién (Zhai F et al; 2017). MiR-543 facilita la proliferacién y
metdstasis del CCR al enfocarse en KLF4 (Babaei K et al; 2019). KLF4 se encontré
regulado negativamente en CCR (Martha L. Slatteryl et al; 2017)

KLF5

Sobre-expresion en tejido (eséfago, intestino). La expresion y la actividad de KLF5
estan reguladas por multiples vias de senalizacion, incluidas Ras / MAPK, PKC y
TGFb, y varias modificaciones postraduccionales. KLF5 media las funciones de
senalizacién en la proliferacion celular, ciclo celular, apoptosis, migracion,
diferenciacion y potencia mediante la regulacién de la expresion génica en respuesta a
estimulos ambientales. El acido lisofosfatidico estimula la proliferacion celular al
inducir la expresién de KLF5 en lineas celulares de cancer de colon. KLF5 tiene una
funcién anti-apoptosis, puede modular la apoptosis de una manera independiente de
p53. KLF5 promueve la migracion de células epiteliales (Jin-Tang Dong et al, 2009;
Zhang H et al, 2007)

KLF6

La disminucién de la expresion de KLF6-SV2 puede estar asociada con la aparicion y
el desarrollo de CCR. KLF6-SV2 desempena un papel como supresor tumoral al
bloquear eficazmente la proliferacion celular, detener el ciclo celular e inducir la
apoptosis en el CCR, lo que puede estar relacionado con una mayor expresion de p21
y Bax (Biao Zhang et al; 2018)

KLF9

TF que se une a los elementos promotores de la caja GC. Activa selectivamente la
sintesis de ARNm a partir de genes que contienen repeticiones en tandem de cajas
GC pero reprime los genes con una sola caja GC. Actia como un TF circadiano
epidérmico que regula la proliferacién de queratinocitos (Uniprot). KLF9 suprime
significativamente la invasién de células GC y la metdastasis al inhibir la transcripcion
de MMP28 (Yang Li et al; 2019); KLF9 exhibi6 baja expresién en cancer de pancreas,
y la regulacion positiva de KLF9 puede inhibir la progresion del cancer de pancreas
(Zhiwei Zhong et al; 2018)

LEF1

Sobre-expresion de tejido (tejido linfoide). Participa en la via de senalizaciéon Wnt.
Activa la transcripcién de genes diana en presencia de CTNNB1 y EP300. La
isoforma 1 activa transcripcionalmente la expresién de MYC y CCNDI1 y aumenta la
proliferacién de células tumorales pancredticas (Uniprot)
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LHX1

Sobre-expresion de tejido(cerebro, rifién, vesicula seminal). Sin expresiéon en CCR
segun Gepia

MAF

Activa la expresién de 114 en células T helper 2 (Th2). Aumenta la susceptibilidad de
las células T a la apoptosis al interactuar con MYB y disminuir la expresién de
BCL2. Junto con PAXG6, transactiva fuertemente el promotor del gen glucagén a
través del elemento G1. Cuando se sobreexpresa, reprime la transcripcién mediada
por el elemento de respuesta antioxidante (ARE). Participa como oncogén o como
supresor tumoral, segin el contexto celular (Uniprot).

MAFB

Los niveles de MAFB aumentaron en muestras clinicas de CCR, y una mayor
expresion se correlacioné con una etapa TNM mds avanzada (Lin-Sen Yang et al;
2016)

MAZ

Puede funcionar como un TF con roles duales en el inicio y la terminacién de la
transcripcion. Se une a dos sitios, MElal y ME1la2, dentro del promotor MYC que
tiene mayor afinidad por el primero. También se une a multiples sitios ricos en G/C
dentro del promotor de la familia Sp1 de factores de transcripcién. Regula la
expresién inducida por inflamacién de las proteinas amiloides A séricas (Uniprot)

MECOM

Funciona como un regulador transcripcional que se une a las secuencias de ADN en la
region promotora de los genes diana y regula positiva o negativamente su expresion.
Oncogén que juega un papel en el desarrollo, la proliferacion y diferenciacion celular.
También puede desempenar un papel en la apoptosis a través de la regulacion de la
senalizacion JNK y TGF-b. Implicado en la hematopoyesis (Uniprot)

MEF2A

Interviene en las funciones celulares de desarrollo del musculo esquelético y cardiaco,
en la diferenciacién y supervivencia neuronal. Desempena diversos roles en el control
del crecimiento celular, la supervivencia y la apoptosis a través de la senalizacion de
p38 MAPK en la transcripcién especifica del musculo y / o relacionada con el factor
de crecimiento (Uniprot).

MEIS2

Participa en la regulacion transcripcional. Se une a las proteinas HOX o PBX para
formar dimeros y se cree que tiene un papel en la estabilizacién del complejo
homeoproteina-ADN. Probablemente en complejo con PBX1, estd involucrado en la
regulacién transcripcional por KLF4 (THPA)

MNX1

Sobre-expresion de tejido (pancreas). La expresion ectépica de MNX1 activa la
senalizacion de Wnt / b-catenina y aumenta la expresiéon de c-Myc y CCND1, los
genes posteriores de la senalizacién de Wnt / B-catenina. Por lo tanto, MNX1
desempena un papel indispensable en la promocion de la progresién del CCR humano
y puede representar un nuevo objetivo terapéutico para el CCR (Xiangrong Yang et
al; 2019). Sobreexpresién en CCR segin Gepia.
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MSX1

Sobre-expresion de tejido (cuello uterino). Actia como represor transcripcional.
Involucrado en multiples interacciones epiteliales-mesenquimales durante la
embriogénesis de vertebrados. Las variantes de MSX1 se han relacionado con la
agenesia dental, la hendidura orofacial y la displasia ungueal. Participa en la
formacién de extremidades, el desarrollo del sistema nervioso y la inhibicion del
crecimiento tumoral (Jia Liang et al; 2016)

MTF1

Activa el promotor de metalotioneina I, se une al elemento sensible al metal (MRE)
(Uniprot, THPA)

MTUS1

La isoforma 1 inhibe la proliferacién celular del cancer de mama, retrasa la progresion
de la mitosis al prolongar la metafase y reduce el crecimiento tumoral (Uniprot)

MYB

Sobre-expresion de tejido (tejido linfoide). Los componentes estructurales de v-myb
son importantes para la transactivacién de la expresion génica (Bortner DM1,
Ostrowski MC.; 1991). La proteina de control transcripcional, caracterizada por un
dominio de unién al ADN N-terminal altamente conservado, se considera un oncogén
(Klempnauer KH1, Sippel AE; 1987). c-Myb se sobreexpresa significativamente en los
tejidos de CCR en comparacion con los tejidos normales adyacentes. La alta
expresion de c-Myb se correlaciona positivamente con metéastasis de ganglios
linfaticos y mal prondstico. c-Myb inhibe la proliferacién, resistencia a la apoptosis,
invasién, metastasis, formacion de colonias y tumorigénesis in vivo de células CCR.
Ademas, la investigacion del mecanismo indica que c-Myb puede promover la
progresion del CCR mediante la regulacién de c-fos. La sobreexpresion de c-fos puede
rescatar el efecto inhibitorio de c-Myb sobre las caracteristicas malignas de las células
de CCR: c-Myb inhibe el fenotipo molecular de EMT en células de CCR, mientras
que la sobreexpresién de c-fos puede rescatar este efecto inhibitorio. Este estudio
sugiere que c-Myb promueve la progresién maligna de CCR a través de EMT
inducida por c-fos y tiene el potencial de ser un biomarcador prondstico prometedor y
un objetivo terapéutico. (Xiao Qu et al; 2019)

MYC

Protooncogen que juega un papel en la progresion del ciclo celular, la apoptosis y la
transformacién celular. La proteina codificada forma un heterodimero con el TF
relacionado MAX. Este complejo se une a la secuencia consenso de ADN de la caja E
y regula la transcripcion de genes diana especificos. La amplificacién de este gen se
observa con frecuencia en numerosos canceres humanos (THPA). La capacidad de
Myc para activar la telomerasa puede contribuir a su capacidad de promover la
formacién de tumores (Wang J et al; 1998). Regulada negativamente por AP-2
(Gaubatz S et al; 1995). Puede estar involucrado en la regulacién postranscripcional
del metabolismo de rRNA, lo que podria explicar, en parte, la estimulacién
generalizada de las células durante la tumorigénesis
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MYOD1

Sobre-expresion de tejido (musculo esquelético). Activador de la transcripcién
muscular especifica (D Sassoon et al; 1989); se observé hipermetilacién de este gen en
comparacién con la mucosa normal en el 88 % de los adenomas y en el 99 % de los
carcinomas. La metilacion extensa fue significativamente mas frecuente en tumores
con inestabilidad de microsatélites (B J Tacopetta et al, 1997; B Shannon et al, 1999).
Segun Gepia, no hay expresion en tejido colorrectal normal ni necrético.

MYOG

Sobre-expresion de tejido (musculo esquelético). Activador de la transcripcién
muscular especifico que puede inducir miogénesis en una variedad de tipos de células
(D Sassoon et al; 1989); Esencial para el desarrollo de la diferenciacion funcional del
musculo de fibra esquelética embrionaria y para el musculo esquelético funcional
[RefSeq, Jul 2008].

MZF1

Se une al ADN del promotor objetivo y funciona como regulador de la transcripcion.
Regula la transcripcién del promotor PADI1 y CDH2. Puede ser un regulador de los
eventos transcripcionales durante el desarrollo hemopoyético (THPA).

NEURODI1

Contribuye a la regulacién de varias vias de diferenciacion celular, como las que
promueven la formacion de células ganglionares retinianas tempranas, neuronas
sensoriales del oido interno, células granulares que forman el cerebelo o la capa de
células de giro del hipocampo, células de los islotes endocrinos del pancreas y células
enteroendocrinas del intestino delgado. También se requiere para la morfogénesis
dendrita y el mantenimiento en la corteza cerebelosa. Se asocia con la cromatina a los
elementos reguladores potenciadores en genes que codifican reguladores
transcripcionales clave de la neurogénesis (Uniprot)

NF1

Funciona como un regulador negativo de la via de transduccion de senales ras. Se
considera un supresor tumoral porque la reduccién de su produccién (en células
haploinsuficientes) implica la activacién de la proteina ras, que a su vez regula una
cascada de vias de senalizacion posteriores, incluidas las proteinas quinasas activadas
por mitégeno (MAPK), P13K, PKB y proteina quinasa diana de rapamicina en
células de mamifero (mTOR) 3. La activacién de estas vias causa una variedad de
efectos celulares que generalmente estimulan la supervivencia y proliferacion celular
(E Denayer et al; 2008)

NFATC1

Desempena un papel en la expresiéon inducible de genes de citoquinas en células T,
especialmente en la induccién de la transcripcion del gen 1L-2 o 1L-4. También
controla la expresién génica en las células cardiacas embrionarias. Podria regular no
solo la activacion y la proliferacion, sino también la diferenciacién y la muerte
programada de los linfocitos T, asi como de las células linfoides y no linfoides (S
Chuvpilo et al; 1999). Se requiere para la osteoclastogénesis y regula muchos genes
importantes para la diferenciacion y funcién de los osteoclastos.
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NFATC2

Sobre-expresion de tejido (tejido linfoide). Desempena un papel en la expresion
inducible de genes de citoquinas en células T, especialmente en IL-2, IL-3, 1L-4,
TNF-alfa o GM-CSF. Promueve la migracion invasiva a través de la activacién de la
expresion GPC6 y la via de senalizacion WNT5A (Uniprot). Este complejo juega un
papel central en la induccién de la transcripcion génica durante la respuesta inmune.

NFATC3

Actia como regulador de la activacion transcripcional. Desempena un papel en la
expresion inducible de genes de citoquinas en células T, especialmente en la induccion

de la IL-2 (Guo-Dong Li et al; 2008). Junto con NFATC4, involucrado en el desarrollo
del corazén embrionario

NFATC4

TF regulado que participa en varios procesos, incluido el desarrollo y la funcion del
sistema inmunitario, cardiovascular, musculoesquelético y nervioso. Participa en la
activacion de células T, estimulando la transcripcién de genes de citocinas, incluida la
de IL2 e IL4. Junto con NFATC3, participa en el desarrollo del corazén embrionario
(THPA, Uniprot).

NFE2L1

Sobre-expresion de tejido (musculo esquelético). Sensor de membrana del reticulo
endoplasmico que se transloca en el ntcleo en respuesta a diversas tensiones para
actuar como TF (Senthil K Radhakrishnan et al; 2014). Capaz de detectar diversas
tensiones celulares, como el exceso de colesterol, el estrés oxidativo o la inhibicion del
proteasoma (Janos Steffen et al; 2010)

NFE2L2

TF que desempena un papel clave en la respuesta al estrés oxidativo: se une a los
elementos de respuesta antioxidante (ARE) presentes en la region promotora de
muchos genes citoprotectores, como las enzimas desintoxicantes de fase 2, y promueve
su expresion, neutralizando asi los electréfilos reactivos (Peter Huppke et al; 2017)
(Viraj R Sanghvi et al; 2019)

NFKB1

Presente en casi todos los tipos de células y es el punto final de una serie de eventos
de transduccién de senales que son iniciados por una amplia gama de estimulos
relacionados con muchos procesos biolégicos como inflamacién, inmunidad,
diferenciacion, crecimiento celular, tumorigénesis y apoptosis. NFkB es un factor
importante en la patogénesis de CCR (Moorchung N et al; 2014), esencial para la
migracion del CCR inducida por activina a través de la regulacion positiva de la via
PI3K-MDM2 (Jana A et al; 2017). Comunmente observado en canceres humanos y
provoca la liberacién de citocinas, incluida la IL-6 (Yannick Verhoevena et al; 2019).
NF-kB es un TF que pertenece a la familia Rel. Se ha demostrado que la activacion
de NF-kB desempena un papel en la proliferaciéon celular, la apoptosis, la producciéon
de citocinas y la oncogénesis (Ram Rattan Negi et al., 2018).
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NFYA

Conocido como CBF; CBF-A + CBF-B; Factor de uniéon a CCAAT; CP1; NF-Y; TF
heterotrimérico y altamente que se une a factores CCAAT en las regiones promotoras
(THPA). Los factores CCAAT son proteinas de unién al potenciador (¢/EBP) y estdan
implicados en diferentes respuestas celulares, como en el control de la proliferacién
celular, el crecimiento y la diferenciacién, en el metabolismo y en la inmunidad
(Martyn GE et al; 2017). Su susceptibilidad a las mutaciones especifica que la caja
CCAAT juega un papel importante en la determinacién de la eficiencia del promotor.
No parece jugar un papel directo en la especificidad del promotor, pero su inclusion
aumenta la fuerza del promotor.

NKX2-1

Sobre-expresion de tejido (pulmén, glandula tiroides). Activa el promotor de genes
especificos de tiroides, como tiroglobulina, tiroperoxidasa y receptor de tirotropina.
Crucial en el mantenimiento del fenotipo de diferenciacion tiroidea, puede estar
asociado con el cancer de tiroides (THPA)

NKX2-5

Sobre-expresion de tejido (musculo del corazén). Funciones en la formacién y
desarrollo del corazon, las mutaciones causan defecto del tabique auricular con
defecto de conduccién auriculoventricular (THPA). Expresién diferencial en el
glioblastoma multiforme (Gepia)

NKX6-2

Sobre-expresion de tejido (conducto deferente, musculo cardiaco, tejido linfoide,
glandula salival). Actia como un activador transcripcional (Kirsten Heathcote et al;
2005). En combinacién con NKX2-5, puede desempenar un papel en el desarrollo
embrionario faringeo y cardiaco (Uniprot)

NR1H2

Juega funcionalmente con RORA para la regulacion de genes implicados en el
metabolismo hepético. Marcador pronéstico en CCR (desfavorable)

NR1H3

Sobre-expresion de tejido (tejido adiposo). Receptor nuclear que exhibe una actividad
de activacién transcripcional dependiente de ligando (Ayako Sakurabashi et al; 2015).
Desempena un papel importante en la regulacién de la homeostasis del colesterol,
regulando la absorciéon de colesterol a través de la ubiquitinaciéon dependiente de
MYLIP de LDLR, VLDLR y LRP8 (Tomas Jakobsson et al; 2009). Juega
funcionalmente con RORA para la regulacién de genes implicados en el metabolismo
hepético (Uniprot)

NR1H4

Sobre-expresion de tejido(higado). Regula la homeostasis de los lipidos y la glucosa y
esta implicado en la respuesta inmune innata. Regula hacia abajo la expresion de
citocinas inflamatorias en varios tipos de células inmunes, incluidos los macroéfagos y
las células mononucleares (Raffaclla M Gadaleta et al; 2011)

Continua en la siguiente pagina
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NRI1I2

Sobre-expresion de tejido(sangre, intestino, higado). Sobreexpresado en CCR (Gepia).
Receptor nuclear que se une y se activa por una variedad de compuestos endégenos y
xenobidticos. TF que activa la transcripcion de multiples genes involucrados en el
metabolismo y la secrecion de xenobidticos, drogas y compuestos enddégenos
potencialmente daninos. Activado por el antibidtico rifampicina y varios metabolitos
vegetales, como la hiperforina, guggulipidos, colupulona e isoflavonas (Uniprot). No se
encontrd ninguna explicacion sobre la relacion entre la sobreexpresion del TF y la

enfermedad de CCR.

NR2C2

Desempenar un papel esencial en el desarrollo, la homeostasis celular y la
enfermedad, incluido el cancer, donde la sobreexpresién o la subexpresion de algunos
receptores tiene importancia prondstica para la supervivencia del paciente. Su
expresion es un factor prondstico positivo (cancer de ovario) y negativo (prostata y
mama) para el cancer (Stephen Safe et al; 2014)

NR2F2

TF activado por ligando. Activado por altas concentraciones de acido 9-cis-retinoico y
acido todo-trans-retinoico, pero no por dexametasona, cortisol o progesterona. Factor
sobre-expresado en célula inmunitaria (memoria de células T CD8) (Uniprot)

NR3C1

Proceso biolégico: apoptosis, ciclo celular, division celular, particién cromosémica,
mitosis, transcripcion, regulacion de la transcripcion (Uniprot). Este gen codifica el
receptor de glucocorticoides, que puede funcionar tanto como un TF que se une a los
elementos de respuesta a glucocorticoides en los promotores de los genes sensibles a
glucocorticoides para activar su transcripcion, asi como un regulador de otros TF's. El
receptor se encuentra en el citoplasma. Esta implicado en respuestas inflamatorias,
proliferacion celular y diferenciacion en tejidos diana. Las mutaciones en este gen
estan asociadas con la resistencia a los glucocorticoides generalizada (THPA)

NR4A2

Sobre-expresion de tejido (vesicula seminal). La alta expresiéon de NR4A2 en las
células de CCR confiere resistencia a la quimioterapia, atenia la apoptosis inducida
por la quimioterapia y predice un prondstico desfavorable de los pacientes con cancer
de colon, especialmente para aquellos que recibieron quimioterapia postoperatoria.
NR4A2 puede ser un factor pronéstico y predictivo para el CCR (Yifang Han et al;
2013). La alta expresion de NR4A2 en las células GC confiere quimiorresistencia,
atenua la apoptosis inducida por 5-FU y predice una supervivencia desfavorable,
especialmente para aquellos que recibieron quimioterapia. NR4A2 podria servir como
factor prondéstico y predictivo y objetivo terapéutico para pacientes con GC (Yifang
Han et al; 2013). NR4A2 surge como un factor nuclear importante que vincula la
inflamacién gastrointestinal y el cancer, especialmente el CCR, y deberia servir como
objetivo terapéutico candidato para el cancer gastrointestinal relacionado con la
inflamacién (Yi-Fang Han et al; 2012)

Continta en la siguiente pagina
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NRF1

Vincula la modulaciéon transcripcional de genes metabdlicos clave con el crecimiento y
desarrollo celular. Implicado en el control de genes nucleares necesarios para la
respiracién, la biosintesis del grupo hemo E y la transcripcién y replicaciéon de ADN
mitocondrial

0OTX1

Sobre-expresion de tejido (sangre, retina, glandula salival, piel). Desempena un papel
en el desarrollo del cerebro y los érganos sensoriales (Uniprot)

PAX2

Sobre-expresion de tejido (conducto deferente, epididimo, rinén). TF que puede tener
un papel en la diferenciacién de células renales (Moumita Barua et al; 2014). Tiene
un papel critico en el desarrollo del tracto urogenital, los ojos y el SNC (Uniprot)

PAX4

Juega un papel critico durante el crecimiento del cancer. Actividad viral: el dominio
de activacion parece responder a E1A mientras que el dominio de represion es activo
en general (Fujitani Y et al; 1999). Uno de los TF principales implicados en genes
responsables de la expresién diferencial en CCR temprano (Manika Sehgal et al;2015).

PAX5

Sobre-expresion de tejido (sangre, tejido linfoide). Proto-oncogen. Puede desempenar
un papel importante en la diferenciacién de las células B, asi como en el desarrollo
neuronal y la espermatogénesis. Contribuye a la patogenia de linfomas de células
grandes (Uniprot).

PAX6

Sobre-expresion de tejido (cerebro, retina). TF con funciones importantes en el
desarrollo del ojo, nariz, sistema nervioso central y pancreas. Necesario para la
diferenciacion de las células alfa de los islotes pancreaticos. Compite con PAX4 en la
unién a un elemento comin en los promotores de glucagon, insulina y somatostatina.
Regula la especificacion de los subtipos de neuronas ventrales estableciendo los
dominios progenitores correctos (Uniprot).

PAXS

Sobre-expresion de tejido(rinén, glandula tiroides). PAXS8 es importante para el
desarrollo de varios tipos de tumores. Sin expresion en CCR segun Gepia.

PAX9

Sobre-expresion de tejido (eséfago, tejido linfoide, glandula paratiroides, glandula
salival, lengua). TF requerido para el desarrollo normal del timo, las gldndulas
paratiroides, los cuerpos ultimobranquiales, los dientes, los elementos esqueléticos del
craneo y la laringe, asi como las extremidades distales (Uniprot)

PBX1

Probablemente en complejo con MEIS2, esta involucrado en la regulacién
transcripcional por KLF4. Actiia como un activador transcripcional de NKX2-5 y un
represor transcripcional de CDKN2B. Muy poca expresiéon en CCR, (Gepia). E1 TF de
homeodominio PBX1 puede convertirse en la oncoproteina quimérica E2A-PBX1
(Chiou-Hong Lin et al; 2019).

Continta en la siguiente pagina
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PGR

Sobre-expresion de tejido (uterino, endometrio, musculo liso). Las hormonas
esteroides y sus receptores estan involucrados en la regulacién de la expresion del gen
eucariota y afectan la proliferacion y diferenciacion celular en los tejidos diana.
Dependiendo de la isoforma, el receptor de progesterona funciona como activador o
represor transcripcional (Uniprot). Las tasas de incidencia y los riesgos relativos para
el CCR son mas altos en hombres que en mujeres. Los esteroides sexuales pueden
desempenar un papel en esta diferencia asociada al género en el riesgo de CCR (J
Sainz et al; 2011).

PLAG1

TF cuya activacion da como resultado la sobre-expresién de genes diana, como IGFII,
que conduce a una proliferacién celular descontrolada: cuando se sobreexpresa en
células cultivadas, se observa una mayor tasa de proliferacién y transformaciéon
(THPA). El gen PLAG1 es mejor conocido como un oncogén asociado con ciertos
tipos de cancer, involucrado en la proliferacion celular mediante la regulacion directa
de una amplia gama de genes diana, incluidos varios factores de crecimiento. Es
probable que esto sea un modo de accién central para PLAG1 tanto en el desarrollo
embrionario como en el cancer (Almas R Juma et al; 2016)

POU1F1

Sobre-expresion de tejido (glandula pituitaria). TF involucrado en la especificacién de
los fenotipos lactotropo, somatotropo y tirotropo en la hipdfisis anterior en desarrollo.
Especificamente se une a la secuencia consenso 5- TAAAT-3 . Activa los genes de la
hormona del crecimiento y la prolactina (THPA)

POU2F1

Sobre-expresion de tejido (cerebro). Sinénimo: octl. Interactia con NF-YA. El
dominio POU Oct-1 estimula la replicacién del ADN de adenovirus mediante una
interaccion directa entre el precursor viral proteina-ADN terminal, complejo de
polimerasa y el homeodominio POU (Coenjaerts, et al; 1994). En un modelo quimico
de CCR, la pérdida de Octl en el colon restringié severamente la tumorigenicidad.
(Octl / Pou2fl se requiere selectivamente para la regeneracién del colon y regula la
malignidad del colon (Karina Vézquez-Arreguin et al; 2019)

POU2F2

Sobre-expresion de tejido (sangre, cerebro, intestino, tejido linfoide). Regula la
transcripcion en varios tejidos ademéas de activar la expresion del gen de
inmunoglobulina. Modula la transactivacion de la transcripcién por NR3C1, AR y
PGR (Uniprot). Segtin Gepia, muy poca expresion en CCR.

POU3F1

Sobre-expresion de tejido (cerebro, piel). Participa en la neurogénesis y la
embiogénesis temprana (Uniprot).

POU3F2

Sobre-expresion de tejido (cerebro). TF que juega un papel clave en la diferenciacién
neuronal. Se une preferentemente a la secuencia de reconocimiento que consta de dos
medios sitios distintos, (“GCAT”) y (“TAAT”), separados por una regién espaciadora
no conservada de 0, 2 o 3 nucledtidos. Actia aguas abajo de ASCL1, accediendo a la
cromatina que ha sido abierta por ASCL1, y promueve la transcripcién de genes
neuronales (Uniprot).
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POU4F2

Sobre-expresion de tejido(cerebro, testiculo). Es un TF de unién al ADN especifico
del tejido implicado en el desarrollo y la diferenciacion de las células objetivo.
Funciona como activador o represor que modula la tasa de transcripcion del gen
objetivo a través de la enzima ARN polimerasa II de una manera dependiente del
promotor ( Ling Zhang et al; 2013). Desempena un papel en la apoptosis. En
cooperacion con TP53 potencia la activacién transcripcional de la actividad del
promotor BAX aumentando la apoptosis de las células neuronales. Regula
negativamente la actividad del promotor BAX en ausencia de TP53. Actia como un
coactivador transcripcional a través de su interaccién con el TF ESR1 al mejorar su
efecto sobre el promotor que contiene el elemento de respuesta al estrégeno (ERE).
Antagoniza la actividad estimuladora transcripcional de POU4F1 evitando su unién a
un factor de octamero (Uniprot)

PPARA

Los PPAR afectan la expresion de genes diana implicados en la proliferacion celular,
la diferenciacién celular y en las respuestas inmunes e inflamatorias (THPA)

PPARG

Sobre-expresion de tejido(tejido adiposo, mama). Actiia como un regulador critico de

la homeostasis intestinal al suprimir las respuestas proinflamatorias mediadas por
NF-kB (Uniprot). Sobreexpresado en CCR (Gepia).

PTF1A

Sobre-expresion de tejido(pancreas). TF implicado en la determinacién del destino
celular en varios 6rganos. Se une a la secuencia consenso de E-box 5’-CANNTG-3".
Desempena un papel en el desarrollo y diferenciacién temprana y tardia del pancreas.
Importante para determinar si las células asignadas a los brotes pancreaticos
contintian hacia la organogénesis pancreatica o vuelven a los destinos duodenales.
Puede estar involucrado en el mantenimiento de la expresién génica especifica del
pancreas exocrino, incluyendo ELA1 y amilasa. Requerido para la formacion de
células pancreaticas acinares y ductales. Desempena un papel importante en el
desarrollo cerebeloso (Uniprot).

RARA

Los heterodimeros RXR / RAR se unen a los elementos de respuesta al dcido
retinoico (RARE) compuestos por sitios en tandem 5-AGGTCA-3’ conocidos como
DR1-DR5. En ausencia de ligando, los heterodimeros RXR-RAR se asocian con un
complejo multiproteico que contiene correpresor E de transcripcion que inducen
desacetilacién de histonas, condensacion de cromatina y supresién transcripcional
(Harish Srinivas et al; 2006). En asociacién con los correpresor HDAC3, HDACS y
HDACT, desempena un papel en la represién de microRNA-10a y, por lo tanto,
promueve la respuesta inflamatoria (Ding-Yu Lee et al; 2017)

Contintia en la siguiente pagina
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RARB

Sobre-expresion de tejido(retina). Los heterodimeros RXR / RAR se unen a los
elementos de respuesta de acido retinoico (RARE) El heterodimero RXRA / RARB
puede actuar como un represor en el elemento DR1 y como un activador en el
elemento DR5. Se une al acido retinoico, la forma biolégicamente activa de la
vitamina A que media la senalizacién celular en la morfogénesis embrionaria, el
crecimiento celular y la diferenciacién (RefSeq, mar 2014).

RARG

Sobre-expresion de tejido(es6fago, piel). Receptor para el dcido retinoico. Los
receptores de acido retinoico se unen como heterodimeros a sus elementos de
respuesta diana en respuesta a sus ligandos, acido retinoico todo-trans o 9-cis, y
regulan la expresién génica en varios procesos biologicos (Uniprot). Muy poca
expresion en CCR (Gepia). Desregulacién de RARG en la leucemia mieloide aguda
(Maria Rosa Conserva et al; 2019)

RB1

Supresor de tumor. Regulador clave de entrada en la divisién celular que actia como
un supresor tumoral. Promueve la transicion GO-G1 cuando se fosforila por CDK3 /
ciclina-C. Actida como un represor de la transcripcién de genes diana E2F1. La forma
activa y menos fosforilada de RB1 interactia con E2F1 y reprime su actividad de
transcripcién, lo que lleva a la detencién del ciclo celular (Uniprot, THPA). Presente
en CCR (Gepia).

RBPJ

Regulador transcripcional con un papel central en la senalizacién de Notch, una via
de senalizacion involucrada en la comunicacion célula-célula que regula un amplio
espectro de determinaciones del destino celular. Actida como un represor
transcripcional cuando no esté asociado con las proteinas Notch. Cuando se asocia
con algun producto NICD de proteinas Notch (dominio intracelular de Notch), actia
como un activador transcripcional que activa la transcripciéon de genes diana de
Notch.

RELA

NF-kB es un TF pleiotrépico presente en casi todos los tipos de células y es el punto
final de una serie de eventos de transducciéon de senales que se inician por una amplia
gama de estimulos relacionados con muchos procesos biolégicos como inflamacion,
inmunidad, diferenciacion, células crecimiento, tumorigénesis y apoptosis. NF-kB es
un complejo homo o heterodimérico formado por las proteinas RELA /p65, RELB,
NFKB1/p105, NFKB1/p50, REL y NFKB2/p52. El RELA-NFKBI1 heterodimérico
NF-kB funciona como activadores transcripcionales (Uniprot). La via RelA / NF-kB
se expresa constitutivamente en CCR. RelA / NF-kB podria desempenar un papel
importante en la tumorigénesis colorrectal (Ram Rattan Negi et al; 2018)

REST

Representante clave de la expresién génica en hipoxia; reprime los genes en la hipoxia
mediante la unién directa a un sitio RE1 / NRSE en sus regiones promotoras (Miguel
A S Cavadas et al; 2016). Dependiendo del contexto celular, este gen puede actuar
como un oncogén o un supresor tumoral
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RORA

Sobre-expresion de tejido(piel). Representa un receptor de acido retinoico nuclear. La
proteina codificada, el receptor de acido retinoico alfa, regula la transcripcion de una
manera dependiente de ligando. Este gen ha sido implicado en la regulacion del
desarrollo, diferenciacién, apoptosis, granulopoisis y transcripcién de genes de reloj
(RefSeq, septiembre de 2010)

RREB1

Se ha demostrado que la falta de expresion de miR-143 y miR-145 es una
caracteristica frecuente de los tumores colorrectales. REB1 se sobreexpresa en
tumores de adenocarcinoma colorrectal y lineas celulares, y la expresion de la
transcripcién primaria miR-143/145 esta inversamente relacionada con la expresién
de RREBLI. En las lineas celulares de CCR, el grupo miR-143/145 es reprimido por
RREBI1 aguas abajo de KRAS constitutivamente activo (O A Kent et al; 2013)

RXRA

Desempena un papel en la atenuacion del sistema inmune innato en respuesta a
infecciones virales, posiblemente regulando negativamente la transcripcion de genes
antivirales como los genes IFN tipo I (Ma F, Liu SY et al; 2014). Participa en el
proceso biolégico del huésped interaccién del virus, transcripcién y regulacion de la
transcripcién (THPA).

RXRB

Sobre-expresion de tejido(retina). Los heterodimeros RXR / RAR se unen a los
elementos de respuesta de acido retinoico (RARE). El heterodimero RXRA / RARB
puede actuar como un represor en el elemento DR1 y como un activador en el
elemento DR5. Se une al acido retinoico, la forma biolégicamente activa de la
vitamina A que media la senalizacion celular en la morfogénesis embrionaria, el
crecimiento celular y la diferenciacién (RefSeq, mar 2014).

RXRG

Sobre-expresion de tejido(es6fago, piel). Receptor para el dcido retinoico. Los
receptores de acido retinoico se unen como heterodimeros a sus elementos de
respuesta diana en respuesta a sus ligandos, y regulan la expresion génica en diversos
procesos bioldgicos. Los heterodimeros RAR / RXR se unen a los elementos de
respuesta al dcido retinoico (RARE) conocidos como DR1-DR5. En ausencia de
ligando, actia principalmente como un activador de la expresion génica (THPA)

SF1

Proceso biolégico: procesamiento de ARNm, empalme de ARNm, transcripcion,
regulacion de la transcripcion (Uniprot)

SIX3

Sobre-expresion de tejido (cerebro, glandula paratiroides, glandula pituitaria, retina).
Regulador transcripcional que puede actuar como un represor y activador
transcripcional al unir una secuencia de reconocimiento de nicleo de homeodominio
ATTA en estos genes diana (Uniprot). Participa en muchos procesos biolégicos. No
presente en CCR (Gepia)

Continta en la siguiente pagina

108




Proyecto Final - 2020 Resultados

Cuadro 14 — continuacién de la pagina anterior

Factor de
transcrip-
cion

Descripcién

SMAD1

SMADI1, STAT1 y Foxkl pueden estar involucrados en la regulacién transcripcional
de miR-32, y su regulacién al alza en los tejidos de CCR se informé anteriormente,
donde aumenté la proliferacion, migracion e invasion, y redujo la apoptosis de las
células de CCR al inhibir la expresién de fosfatasa y homologo de tensina (PTEN)
(Weiyun Wu et al; 2019). La expresiéon SMAD4 es un marcador prondstico en CCR.
Las expresiones nucleares de pPSMAD1,5,8 y pSMADZ2,3 no son marcadores
pronosticos ttiles en CCR (Philip W Voorneveld et al; 2013)

SNAI1

Participa en la induccién de la EMT, formacién y mantenimiento del mesodermo
embrionario, detencién del crecimiento, supervivencia y migracion celular. Marcador
prondstico en CCR (desfavorable). Durante la EMT, participa con LOXL2 en la
regulacién negativa de la transcripcién de heterocromatina pericentromérica. SNAI1
recluta LOXL2 en regiones pericentroméricas para oxidar la histona H3 y reprimir la
transcripcién que conduce a la liberacién del componente de heterocromatina CBX5 /
HP1A, lo que permite la reorganizacion de la cromatina y la adquisicién de rasgos
mesenquimales (Uniprot)

SOX2

Sobre-expresion de tejido(cerebro). La sobreexpresion y la amplificacion génica de
Sox2 se han asociado con la agresion tumoral y la metastasis en varios tipos de
céncer, incluidos los de mama, préstata, pulmén, ovario y colon (Sameer Chaudhary
et al; 2019). SOX2 mejora la metdstasis de las células de cdncer de mama y préstata
al promover la EMT a través de WNT / B-catenina (Xuefei Li et al; 2013)

SOX5

Sobre-expresién de tejido(testiculos) El ARN largo no codificante [)| Inc-sox5 modula
la tumorigénesis de CCR al desequilibrar el microambiente tumoral (Wu K, Zhao Z,
et al, 2017)

SOX9

Sobre-expresion de tejido(gldndula salival). La fuerte expresion de SOX9 es un
indicador independiente para un prondstico adverso en el CCR (Bingjian Lii, MD et
al.; 2008). SOX9 interactua con diferentes TFs y presenta varias caracteristicas
pro-oncogénicas, incluida la promocién de la proliferacion, la inhibicion de la
senescencia y la transformacion neoplasica en colaboracién con otros oncogenes.
Interactia con: TCF4-regula positivamente el CCR SOX9; La activacién de
PPAR-influe influye de manera desigual en la expresion de SOX9 y catenina y la
localizacion subcelular, lo que sugiere un papel mecanicista disponible en la
carcinogénesis de colon; NF-Y-SOX9 es necesario para la funcién de la expresion de
inactivacién de NF-Y de ciclina B1, ciclina B2, quinasa dependiente de ciclina 1;
FOXK2-Es un objetivo SOX9 y promueve la proliferacién (MaribelAguilar-Medin;
2019). La regulacién positiva de SOX9 es comin en el adenoma colorrectal y el céncer.
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SP1

Gen relacionado con el cancer. Se une con alta afinidad a factores ricos en GC y
regula la expresion de genes involucrados en procesos como el crecimiento celular, la
apoptosis, la diferenciacion y las respuestas inmunes. Mantiene la actividad de la
telomerasa en las células cancerosas al inducir la expresién del gen TERT y TERC
(THPA). El efecto de los sitios Spl depende de la distancia a la caja TATA (Segal R
et al; 1991). Cooperacién altamente especifica con NF-kB (Majello B et al; 1994).
Interactia fisica y funcionalmente con c-Jun y puede reclutarlo para promotores sin
unién de ADN por c-Jun (Kardassis D et al; 1999)

SP2

Miembro de la subfamilia Sp de factores de transcripciéon Sp/XKLF. Las proteinas de
la familia Sp son proteinas de unién a ADN especificas de secuencia caracterizadas
por un dominio de transactivacion amino terminal y tres factores de dedos de zinc
carboxi terminales [RefSeq, jul 2008]

SP3

Factor transcripcional que puede actuar como un activador o represor dependiendo de
la isoforma y/o modificaciones postraduccionales. Se une a elementos promotores de
cajas GT y GC. Compite con SP1 por los promotores de GC-box. Activador débil de
la transcripcién, pero puede activar varios genes involucrados en diferentes procesos,
como la regulacién del ciclo celular (THPA). La interaccién cooperativa entre NF-kB
y Spl es altamente especifica, ya que ni Sp3 ni Sp4 son capaces de cooperar con
NF-kB (Majello B et al; 1994)

SP8

Sobre-expresion de tejido(prostata). TF que juega un papel clave en el desarrollo de
las extremidades (THPA)

SPDEF

Sobre-expresion de tejido(prostata, glandula salival). Participa en la regulacién de la
glandula prostética y/o el desarrollo del cancer de préstata (Uniprot)

SREBF1

Proceso biolégico: metabolismo del colesterol, metabolismo de lipidos, metabolismo
de esteroides, metabolismo de esteroles, transcripcion, regulacion de la transcripcion
(Uniprot). Las proteinas de unién a elementos reguladores de esteroles (SREBP) son
una familia de TFs que regulan la homeostasis de los lipidos al controlar la expresion
de una gama de enzimas requeridas para el colesterol enddgeno, el acido graso, la
sintesis de triacilglicerol y fosfolipidos (Delphine Eberlé et al; 2004)

SREBF?2

Activador transcripcional requerido para la homeostasis lipidica. Regula la
transcripcion del gen del receptor de LDL, asi como el colesterol y, en menor grado, la
via de sintesis de acidos grasos (THPA). Proceso biolégico: metabolismo del
colesterol, metabolismo de los lipidos, metabolismo de los esteroides, metabolismo del
esterol, transcripcién, regulacién de la transcripcién (Uniprot)

STAT1

STAT1 participa en la respuesta antiviral y bacteriana, inhibicién del crecimiento,
estimulacion de la apoptosis y supresion del crecimiento tumoral. STAT1 desempena
un papel supresor tumoral en las células cancerosas. Se encontré pérdida de
activacién y / o expresiéon de STAT1 en células malignas derivadas de varios tipos
histolégicos de tumor (Yannick Verhoevena et al; 2019). Papel general en el inicio de

la senalizacién en multiples tipos de células y funcién en la activacion y diferenciacion
de las células T (Mahmood Y. Bilal; 2018)

Continua en la siguiente pagina

110




Proyecto Final - 2020 Resultados

Cuadro 14 — continuacién de la pagina anterior

Factor de
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cion

Descripcién

STAT3

La activacion STAT3 persistente se dedica a la mitogénesis, supervivencia,
antiapoptosis, metdstasis y oncogénesis. STAT3 es un jugador importante en el
desarrollo y / o progresion del cancer. Se ha estimado que la actividad STAT3
elevada de forma aberrante ocurre en mas del 70 % de los canceres humanos. La
activacién de STAT3 induce proteinas que impulsan la proliferacién tumoral (como la
ciclina D1 y ¢-Myc) (Yannick Verhoevena et al; 2019)

STAT4

Sobre-expresion de tejido(sangre, testiculos). El silenciamiento del gen STAT4
suprimio la proliferacion celular y la invasién de células CCR. El aumento de la
expresion de STAT4 se correlaciona positivamente con la profundidad de la invasion
en pacientes con CCR, y la inhibicién de la expresién de STAT4 reprime el
crecimiento y la invasion de las células de CCR; STAT4 puede ser un objetivo
terapéutico prometedor para el tratamiento de CCR (Yannick Verhoevena et al; 2019)

STATSHA

La expresion de STAT5A juega un papel carcinogénico en la tumorigénesis de las
células de CG a través de la reprogramacion del metabolismo intracelular de acidos
grasos, que establece un nuevo mecanismo para la tumorigénesis de las células de CG
(S-R Dong et al; 2019). La inhibicién de STAT5a promovié significativamente la
apoptosis de células CCR. La inhibicién de STAT5a puede servir como un nuevo
objetivo potencial para el tratamiento de CCR (Xuan Hong et al; 2012). Se descubrid
que tanto STAT5a como STATSb estaban involucrados en el crecimiento celular, la
progresion del ciclo celular y la apoptosis de las células CCR, y ejercieron sus efectos
a través de la regulacion de los objetivos posteriores de los genes STAT. Sin embargo,
STAT5b influyé en la apoptosis de células CCR més que STAT5a (Wan Du et al;
2012)

STAT6

STAT6 desempena un papel destacado en la inmunidad adaptativa mediante la
transduccién de senales de citocinas extracelulares (Huihui Chen et al; 2011)

TAL1

Sobre-expresion de tejido (médula dsea). Implicado en la génesis de neoplasias
hemopoyéticas. Puede desempenar un papel importante en la diferenciacion
hemopoyética. Sirve como un regulador positivo de la diferenciacion eritroide
(Uniprot). Implicado en la leucemia mieloide (Yifan Wu et al; 2019) (E R Vagapova
et al; 2018)

TBP

Proceso biolégico: interaccién virus-huésped, transcripcion, regulacion de la
transcripcién (Uniprot). Se une al promotor central para colocar la polimerasa
adecuadamente, sirve como andamio para el ensamblaje del resto del complejo de
transcripcion y actia como un canal para las senales reguladoras. TFIID se compone
de la proteina de unién a TATA (TBP) y un grupo de proteinas conservadas
evolutivamente conocidas como factores asociados a TBP (THPA)

TCF3

La senalizacién desregulada de Wnt / B-catenina promueve el CCR al activar la
expresion del protooncogen ¢-MYC. TCF3, juega un papel importante en la
regulacién de la expresion de MYC en CCR (Meera Sha et al; 2015)
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TCF4

Sobre-expresion de tejido(sangre). TF que se une al potenciador de inmunoglobulina
Mu-E5 / KE5-factor. Participa en el inicio de la diferenciacién neuronal (THPA).
Proceso biolégico: diferenciacion, neurogénesis, transcripcion, regulacién de la
transcripcién (Uniprot)

TEAD2

TF que juega un papel clave en la via de senalizacién del Hippo, una via implicada en
el control del tamano de los 6érganos y la supresion tumoral al restringir la
proliferacion y promover la apoptosis. Participa en la regulacién de la proliferacién
celular, la migracién y la induccién de la EMT (Maren Diepenbruck et al; 2014).

TFAP2A

Sobre-expresion de tejido (placenta, retina). Proteina de unién a ADN especifica de
secuencia que interactia con elementos potenciadores virales y celulares inducibles
para regular la transcripcién de genes seleccionados. Los TFs AP-2 suprimen varios
genes, incluidos MCAM/MUC18, CEBPA y MYC (THPA, Lei Yu, Michael J Hitchler
et al; 2009). TFAP2A regula la migracién de células tumorales y la apoptosis
(Francesca Orso et al; 2007). TFAP2A y TFAP2G regulan la progresién tumoral a
través de programas genéticos especificos (Francesca Orso et al; 2008). Represor de
genes especificos del higado en células no hepdticas (Y Ren et al; 2001)

TFAP2B

Sobre-expresion de tejido(epididimo) Proteina de unién a ADN especifica de
secuencia que interactia con elementos potenciadores virales y celulares inducibles

para regular la transcripcién de genes seleccionados. También suprime una serie de
genes, incluidos MCAM / MUC18, CEBPA y MYC (THPA).

TFAP2C

Sobre-expresion de tejido(placenta, piel). Proteina de unién a ADN especifica de
secuencia que interactia con elementos potenciadores virales y celulares inducibles
para regular la transcripcién de genes seleccionados. Los factores AP-2 se unen a la
secuencia consenso 5’-GCCNNNGGC-3’ y activan los genes involucrados en un amplio
espectro de funciones biologicas importantes que incluyen el desarrollo adecuado de

los ojos, la cara, la pared corporal, las extremidades y el tubo neural. También
suprimen una serie de genes, incluidos MCAM/MUC18, CEBPA y MYC (Uniprot)

TFAP4

TF que activa los genes virales y celulares al unirse a la secuencia simétrica de ADN
5-CAGCTG-3 '(THPA). En los tejidos humanos de CCR, los genes que codifican
USP22 y AP4 se sobreexpresan en las lesiones hepaticas metastasicas en comparacion
con los tejidos de cancer primario, y su sobreexpresién se asocia significativamente
con una pobre supervivencia de los pacientes con CCR. USP22 y AP4 pueden servir
como marcadores prondsticos para predecir el riesgo de desarrollar metéastasis a
distancia en CCR (Yongmin Li et al; 2017). Es un mediador central y coordinador de
la progresion del ciclo celular en respuesta a las senales mitogénicas y la activacion de
¢-MYC. Por lo tanto, la inhibicién de la funcién AP4 puede representar un enfoque
terapéutico para bloquear la proliferaciéon de células tumorales (Rene Jackstadt,
Heiko Hermeking; 2014) Sobreexpresién en CCR (Gepia)
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TFDP1

Se une al ADN cooperativamente con los miembros de la familia E2F a través del
sitio de reconocimiento E2, que se encuentra en la regién promotora de varios genes
cuyos productos estan involucrados en la regulacion del ciclo celular o en la
replicaciéon del ADN. El complejo E2F1: DP1 parece mediar tanto la proliferacién
celular como la apoptosis (Helin K et al; 1991) La mutacion TFDP1 indel84 generé
un fenotipo de ganancia de funciéon al aumentar la proliferacién celular, la migracion
y la invasion de células CCR (Chen Chen et al; 2014)

THRA,
THRB

Sobre-expresion de tejido (cerebro). Receptor de hormona nuclear que puede actuar
como represor o activador de la transcripcion. Receptor de alta afinidad para las
hormonas tiroideas, incluidas la triyodotironina y la tiroxina (THPA). El papel en la
generacién/progresion del tumor atin no esta claro (José M Gonzéalez-Sancho et al;
2003)

TP53

Sobre-expresion de tejido(tejido linfoide). La pérdida de la funcién p53 contribuye al
desarrollo de muchos tipos de cancer. Actiia como un supresor tumoral en muchos
tipos de tumores; induce detencion del crecimiento o apoptosis segun las
circunstancias fisiolégicas y el tipo de célula. Participa en la regulacién del ciclo
celular como un activador trans que actia para regular negativamente la divisién
celular. Induce la detencién del ciclo celular, la apoptosis, la senescencia, la
reparaciéon del ADN o los cambios en el metabolismo (Blagih J et al; 2020).
Sobre-expresién en CCR, por sobre tejido normal (Gepia)

TP73

Sobre-expresion de tejido (cerebro). Supresor de tumor. Participa en la respuesta
apoptética al dano del ADN. Isoformas con dominio de transactivacién son
pro-apoptéticas, las isoformas que carecen del dominio son anti-apoptéticas y
bloquean la funcién de p53 y transactivan las isoformas de p73 (Uniprot)

TTK

Sobre-expresion de tejido (tejido linfoide, testiculo). Fosforila proteinas en serina,
treonina y tirosina. Probablemente asociado con la proliferacion celular (Uniprot)

VDR

Sobre-expresion de tejido(intestino, glandula paratiroides). VDR: Receptor de
vitamina D. Receptor nuclear para calcitriol, la forma activa de vitamina D3 que
media la accién de esta vitamina en las células (N Rochel et al; 2000) (Guy Eelen et
al; 2005) Sobreexpresada en CCR (Gepia). La disfuncién del tejido adiposo se ha
relacionado con inflamacion de bajo grado, que esta relacionada con enfermedades
como el cancer. La expresion de VDR de tejido adiposo alto en CCR modifica la
metilacién del ADN del tejido adiposo y promueve la inflamacién (Daniel
Castellano-Castillo et al; 2018).

WT1

Sobre-expresion de tejido(endometrio, trompa de Falopio, ovario). Actia tanto como
un supresor tumoral, asi como un oncogen en la formaciéon de tumores, dependiendo
del tipo de célula en la que se expresa. Tiene un papel esencial en el desarrollo normal
del sistema urogenital y juega un papel en el crecimiento celular, el proceso por el
cual las células maduran para realizar funciones especificas y apoptosis (L Yang et al;
2007). Sobre-expresado en cancer de ovario. (THPA, Gepia)
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XBP1

XBP1 se expresa a altos niveles en muestras de tejido metastdsico y pobremente
diferenciado, mientras que parecia relativamente bajo en muestras de tejido
moderadamente y bien diferenciadas en comparacién con aquellas en tejido de colon
normal. La puntuacién de inmunorreactividad XBP1 se asocié positivamente con el
aumento de la invasion tumoral. Los estudios in vitro mostraron que la sobreexpresion
de XBP1 promovi6 la invasién de células cancerosas (Nizar M. Mhaidat, et al, 2015)

YY1

Miembro de la familia GLI-Kruppel de proteinas de dedos de zinc que desempena
papeles vitales en muchos procesos bioldgicos, especialmente la tumorigénesis. YY1 es
un inductor de metastasis de cancer y puede servir como biomarcador clinico y
objetivo terapéutico para el tratamiento del cancer (Wenmeng Wang et al; 2017).
YY1 se sobreexpresa en muchos tipos de cancer y que se demostro que esta
involucrado en la regulacion de la supervivencia celular, la proliferacién celular, la
invasion celular, la metéstasis y la resistencia (Benjamin Bonavida; 2017). Un alto
nivel de YY1 y E2F1, o un bajo nivel de miR-526b-3p, predijeron una pobre
supervivencia de los pacientes con CCR. Existe una desregulacién del eje YY1 /
miR-526b-3p / E2F1 en el desarrollo de CCR, lo que implica una nueva via
reguladora para E2F1 como posible objetivo terapéutico en CCR (Zejun Fang et al;
2019). YY1 promueve la proliferaciéon delCCR a través del eje miR-526b-3p / E2F1

ZBTB33

TF que reconoce selectivamente sitios que contienen CpG metilados, asi como una
diana de ADN especifica de secuencia. Los informes cada vez mayores vinculan la
sobreexpresién de ZBTB33 y las actividades transcripcionales con el potencial
metastasico y el mal prondstico en el cancer (Amir Pozner 1 et al; 2016)

ZBTB7A

Dedo de zinc y dominio BTB que contiene 7A - TF que reprime la transcripcion de
una amplia gama de genes implicados en la proliferacion y diferenciaciéon celular. La
sobreexpresiéon de FBI-1 inhibi6 la activaciéon de AR dependiente de ligando (Jiajun
Cui et al; 2011)

ZEB1

Actia como represor transcripcional. Inhibe la expresién del gen interleucina-2.
Reprime el promotor de E-cadherina e induce una EMT reclutando SMARCA4 /
BRG1 (Uniprot). Subexpresado en CCR

ZFX

Zfx es un regulador importante del mantenimiento y expansién de células T
periféricas (Smith-Raska MR et al; 2018)

Z1C2

Sobre-expresion de tejido (cerebro). Actia como un activador o represor
transcripcional. Desempena papeles importantes en la etapa temprana de la
organogénesis del SNC. Proceso biolégico: diferenciacién, neurogénesis, transcripcion,
regulacién de la transcripcién (Uniprot)

Z1C3

Sobre-expresion de tejido(cerebro). Céncer enriquecido (cancer de testiculo). Participa
en procesos biolégicos de diferenciacion, neurogénesis, transcripcion, regulacién de la
transcripcién (THPA). Las células madre embrionarias (ESC) deben pasar por una
serie de estados celulares intermedios antes de diferenciarse terminalmente. ZIC3 es
un regulador potencial de la transicién del destino celular (Shen-Hsi Yang et al; 2019)

Continta en la siguiente pagina

114




Proyecto Final - 2020 Resultados

Cuadro 14 — continuacién de la pagina anterior

Factor de Descripcién

transcrip-

ciéon

Z1C4 Sobre-expresion de tejido(cerebro). Miembro de la familia ZIC de proteinas de dedo
de zinc tipo C2H2: importante durante el desarrollo, y se ha asociado con heterotaxia
visceral ligada al cromosoma X y holoprosencefalia tipo 5. Relacionado con el gen que
codifica la proteina de dedo de zinc del cerebelo 1 (THPA)

ZNF423 Célula inmune enriquecida (célula NK). Funciona como un TF de unién al ADN
mediante el uso de distintos dedos de zinc en diferentes vias de senializacion. Por lo
tanto, se cree que este gen puede tener multiples funciones en la transduccion de
senales durante el desarrollo (THPA)

Cuadro 14: Descripcién de los factores de transcripcion
encontrados. Se describe el rol determinado en CCR (en
caso de existir).

13. Similitudes y diferencias entre los factores de trans-
cripcion de los 8 promotores

Considerando la descripcion realizada de cada proteina seleccionada para realizar el trabajo
en la seccién de Introduccion, es de suponer que los factores encontrados para cada promotor
difieran. Dado que las funciones de las proteinas son particulares en CCR, encontrar los factores
asociados a cada una de ellas es de gran importancia a la hora de comprender las similitudes y
diferencias entre los distintos roles. La tabla [L5] es una sintesis de los factores encontrados para
cada uno de los promotores en funcién de las variables elegidas para el estudio de promotores
hibridos. La clasificacién que se presenta en la tabla es mutuamente excluyente, es decir, si el
factor esta en la columna de especifico de tejido, no es especifico de cancer y vice versa. En el
caso de tener ambas caracteristicas se encuentra en la tercer columna.

Promotor Especifico de cancer Especifi- | Ambas

co de

tejido
A33 KLF4, TP53, FLI1, MYB - CDX2
AQP5 STAT3, NFKB1, TP53, STATI, - VDR, NR1I2

SOX2, FOXA1, E2F1, NF1, WT1,
JUN, ESR1, RELA, NFE2L2, RARG,
SMADI, FOS, EGR1, STAT5A,
ESR2, YY1, SP1, CUX1, ETS1,
EP300, IKZF1, MYOD1, E2F4,
ETV4, IRF1, STAT6, ITGAM
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CDC25A

TP53, B2F 1, BZH2, AR, ESRI,
EP300, YY1, JUN, E2F4, NFKBI,
FOXO03, FOXM1, TFDP1, EGRI,
STAT3, PPARG, RELA, XBP1,
TAL1, SP1, STAT1, INSMI, IRF1,
PBX1, E2F5, FOS, LEF1, FOXOL,
MYB, ETV4, WT1, ETS1, RARA,
STAT5A, STAT6, TCF3, NF1, ESR2,
ELK1, RB1

KLF5, HNF4A

CDC25B

TP53, FOS, NFKBI, JUN, ETSI,
XBP1, E2F1, E2F4, RELA, PCR,
GRB2, SP1, NF1, TP73, EGR1, AHR,
TFDP1, ETV5, STAT1, CREBI,
EHF, CTCFL, KLF4, RARA, IRF1,
ETV1, NFATC2, FOXA1, MEF2A

KLF5, HINF1A,
ELF3, POU2F2

FSCN1

TP53, NFKB1, GRB2, STATI, FOS,
NF1, YY1, AHR, E2F1, ESR1, ETSI,
LEF1, RARA, CREB1, XBP1, WT1,
IKZF1, AR, JUN, NFATC2, KLF4,
IRF1, ARNT, E2F4, PAX5, SP1,
STAT4, RREB1, NR4A2, ETV5,
ETV4, CTCFL, HOXA13, TFDP1

HOXB13

HNF4A, KLF5

GLI1

TP53, AR, E2F1, LEF1, STATI,
ETS1, NFKB1, NF1, PAXS, PAX5,
EP300, RELA, STAT5A, ARNT,
KLF4, NFE2L2, AHR, MECOM, SP1,
RARG, LHX1, PGR, FOX03, EGRI,
FOXM1, DDIT3, WT1, E2F4, TCF3,
ETV4, MYODI, TAL1, INSMI,
EWSR1, TEAD2, FOXD3, MAFB,
MYB, PLAG1, TFDP1, KLF6, IRF1

VDR, KLF5,
CDX1

NQO1

TP53, NFE2L2, PPARG, FOS, JUN,
ESR2, XBP1, AR, PGR, IRF1,
FOXA1, KLF4, NR1H2, BACHI,
E2F1, STAT1, LEF1, HIC1, RARG,
EWSRI1, NF1, SP1, RARA, MAF,
MYB, PAX5, ETS1, STAT6, GRB2,
MECOM, MAZ, STAT4, YY1

HNF4A

VWA1

TP53, FOXAL, FOXD3, FOS, STAT4,
SOX5, SOX9, XBP1, MNX1

HNF4A

Cuadro 15: Factores de transcripciéon de los ocho pro-
motores en funcion de las variables Especifico de tejido,

Especifico de cdncer o Ambas.

116



Proyecto Final - 2020 Resultados

Se puede ver claras diferencias en dichos resultados. Por un lado, A33 es el tinico promotor
que presenta el factor CDX2. La figura [25| muestra los niveles de expresién de la proteina. En
el mapa corporal se observa en rojo que el tinico tejido tumoral en el cual se sobre-expresa la
proteina es en el colon y recto. En el andlisis cuantitativo se observa una sobre-expresion de la
proteina en COAD (Colon Adenocarcinoma) y READ (Rectum Adenocarcinoma). Por lo tanto,
esta especificidad en CCR hace a la especificidad de la proteina A33 en CCR. Los resultados
con CDX1, encontrado en GLI1, son muy similares a los presentados en la figura [25]

The median expression of and normal samples in bodymap

Figura 25: Niveles de expresién de CDX2. A la izquierda se observa un mapa corporal, y
en rojo se marca los tejidos necroticos donde se ve una sobre-expresion de la proteina. A la
derecha se observa el analisis cuantitativo. Informacién obtenida de Gepia.

Con respecto a KLF5 presente en CDC25A, CDC25B, FSCN1 y GLI1, y HNF4A, presentes en
CDC25A, FSCN1, NQO1 y VWA2, los niveles de sobre-expresion en CCR no son tan buenos
como con CDX2 ya que tal como se refleja en la figura y respectivamente, la sobre-
expresion de la proteina se encuentra en varios tejidos tumorales. Sin embargo, se ve una clara
sobre-expresion de CCR sobre el tejido normal intestinal tanto en el mapa como en el anélisis
cuantitativo. En particular, HNF4A tiene sobreexpresién en una menor cantidad de tejidos
tumorales comparado con KLF5, lo cual lo hace mas especifico.

Con respecto a HNF1A, presentado en la figura el mismo tiene un perfil muy similar a
HNF4A. HNF1A se encontré en CDC25B.
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Interactive Bodymap

The median expression of tumor and normal samples in bodymap
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Figura 26: Niveles de expresion de KLF5. A la izquierda se observa un mapa corporal, y
en rojo se marca los tejidos necroticos donde se ve una sobre-expresion de la proteina. A la
derecha se observa el andlisis cuantitativo. Se deben ver las abreviaciones de tumor COAD y
READ. Informacién obtenida de Gepia.

Interactive Bodymap

The median expression of fumor and normal samples in bodymap

100 W Tumor
W normal

Figura 27: Niveles de expresiéon de HNF4A. A la izquierda se observa un mapa corporal, y
en rojo se marca los tejidos necroticos donde se ve una sobre-expresion de la proteina. A la
derecha se observa el analisis cuantitativo. Informacién obtenida de Gepia.

Interactive Bodymap

The median expression of tumor and normal samples in bodymap
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Figura 28: Niveles de expresiéon de HNF1A. A la izquierda se observa un mapa corporal, y
en rojo se marca los tejidos necroticos donde se ve una sobre-expresion de la proteina. A la
derecha se observa el analisis cuantitativo. Informacién obtenida de Gepia.
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Con respecto a VDR presente inicamente en AQP5 y GLI1, la expresién de dicha proteina se
encuentra en muchos tejidos tumorales, pero la sobre-exprexpresion por sobre el tejido normal
en CCR es muy notoria. La figura 29| refleja estos resultados.

Interactive Bodymap

The median expression of tumor and normal samples in bodymap
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Figura 29: Niveles de expresion de VDR. A la izquierda se observa un mapa corporal, y en rojo
se marca los tejidos necrdticos donde se ve una sobre-expresién de la proteina. A la derecha
se observa el andlisis cuantitativo. Informacién obtenida de Gepia.

NRI1I2 presenta un perfil mas exacto a la hora de analizar la sobre-expresion de la proteina,
similar al de CDX1 y CDX2. En la figura |30 se observa una clara sobre-expresiéon en el tejido
colorrectal necrético por sobre el normal. A su vez, la sobre-expresién de la proteina se observa

unicamente en CCR y en tejido normal de higado. NR1I2 se encuentra presente iinicamente en
AQP5.

Interactive Bodymap

The median expression of tumor and normal samples in bodymap
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Figura 30: Niveles de expresion de NR1I2. A la izquierda se observa un mapa corporal, y
en rojo se marca los tejidos necroticos donde se ve una sobre-expresion de la proteina. A la
derecha se observa el analisis cuantitativo. Informacién obtenida de Gepia.

El factor ELF3 se encontré tinicamente en CDC25B. El mismo tiene un perfil de expresién mas
amplio, ya que se observa en numerosos tejidos tumorales. Sin embargo, nuevamente se refleja

una sobre-expresion en CCR por sobre tejido normal del colon y el recto. La figura [31] refleja
estas conclusiones.
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Interactive Bodymap

The median expression of tumor and normal samples in bodymap
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Figura 31: Niveles de expresion de ELF3. A la izquierda se observa un mapa corporal, y en rojo
se marca los tejidos necréticos donde se ve una sobre-expresion de la proteina. A la derecha
se observa el andlisis cuantitativo. Informacién obtenida de Gepia.

Con respecto al factor POU2F2, THPA sostiene que hay una sobre-expresién en el tejido in-
testinal mientras que los analisis de Gepia no reflejan estas conclusiones. Los resultados en
la figura demuestran que si bien hay una leve sobre-expresién de la proteina en intestino
delgado en comparaciéon con el resto de los tejidos, la misma es leve y se presenta en otras
estructuras donde se refleja una mayor sobre-expresién (como sangre y cerebro). Por lo tanto,
es importante resaltar que si bien la base de datos la identifica como sobre-expresada en el
tejido diana, dicho factor no explica la potencia y especificidad de la proteina CDC25B.

Figura 32: Sobre-expresion de POU2F2 en sangre, cerebro, intestino, tejido linfoide identificado
por THPA.

14. Promotores hibridos

Teniendo en cuenta todo el andlisis realizado en las secciones anteriores, se presentan los esque-
mas de los promotores con los factores ubicados en las posiciones correspondientes. Las figuras
[35] [38, B9] v [40] son los esquemas de los ocho promotores estudiados. En ellas se
encuentran marcadas las secciones que podrian ser utilizadas en combinaciones con los otros
promotores. Teniendo en cuenta que la capacidad del adenovirus en cuanto a la longitud del
vector se encuentra limitada, se debe elegir las secciones del promotor a combinar. Esto se hizo
con el criterio de la importancia de los TFs. Es decir, aquellos que son especificos de tejido y
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cancer tienen una mayor importancia que el resto ya que hacen a la especificidad y potencia del
promotor al CCR y por lo tanto, la eleccion del fragmento del promotor a utilizar esta guiada
por la presencia de dichos factores. A su vez, se priorizo la eleccion del fragmento segun los
factores indispensables para la activacion del promotor, como FOXM1 en GLI1. En las figuras
se esquematiza un mapeo de la secuencia del promotor de cada proteina con los factores aso-
ciados a ellos. Dichos factores son los resultados del rankeo genético de ToppGene presentes en
la tabla [15] A su vez, teniendo en cuenta la informacién del rol de cada uno presente en las
tablas [13] y [14] se tuvo en cuenta las interacciones entre los mismos.

La eleccién de cada parte de cada promotor se debe a:

= Presencia de los factores asociados a la especificidad de cancer y de tejido.

= Presencia de factores identificados como cruciales a la hora de regular la expresion de la
proteina. Ejemplo: NFE2L2 en el promotor NQO1, FOMX1 en GLI1.

= Relacion entre los TFs. Ejemplo: en NQO1, NFE2L2 con c-Jun se une al ARE y activa
la expresién génica.

Es importante mencionar que en las estructuras en las cuales se encuentre marcada la TATA
BOX es porque la misma esta verificada por distintos trabajos cientificos en dicha posicién.
Ademas, en A33, AQP5, CDC25B, FSCN1 y VWA2 se encontraron TFs tales como TBP y
TFIID, los cuales forman parte del complejo de pre-iniciacién de la ARN polimerasa II en
dichas posiciones, corroborando que la estructura de la caja TATA BOX en las secuencias co-
rrespondientes. Por otro lado, para el resto de las proteinas, en todos los casos se encontraron
factores asociados al complejo pre-iniciacion de la ARN-polimerasa 11, sin embargo, dichos fac-
tores se presentan en varias posiciones y no se encuentran verificadas por papers. En particular,
para GLI1, Cheng Zheng Liu et al., 1998, sostiene que la regién que rodea los sitios de inicio
de la transcripcién carece de secuencias de consenso TATA y CCAAT, tiene un alto contenido
de GC, incluye una isla CpG y contiene varias cajas de GC. Sin embargo, con esta metodo-
logia se encontraron factores CEBPA, CEBPB y CEBPD asociados al promotor. Por lo tanto,
para corroborar estos resultados se debe hacer un estudio in vitro de PCR para verificar la
ausencia/presencia de dichos factores.

Los factores de cada promotor senalados en las figuras a continuacion se presentan en las tablas
Bl [6][7 RO IO [LT][12] La eleccién de la presentacién y los colores en las figuras subsiguientes se
debe a la rapida visualizacién de cuales factores y en que posiciones se encuentran en dos o tres
bases de datos. Esto hace que la posicion de dicho factor tenga mayor relevancia por sobre otra
posicion del mismo factor que solo se encuentran en una plataforma. En todos los casos, el inicio
de transcripcién (41) se encuentra marcado en verde, en negro son los factores encontrados
por PROMO, en rosa son los factores encontrados por FIMO, en azul por MATCH y en
blanco son aquellos encontrados por 2 o 3 plataformas en la misma posicion.
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Figura 33: Estructura del promotor A33 con los factores identificados en la tabla
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Figura 34: Estructura del promotor AQP5 con los factores identificados en la tabla [I5]
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Figura 35: Estructura del promotor CDC25A con los factores identificados en la tabla
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Figura 36: Estructura del promotor CDC25B con los factores identificados en la tabla
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Figura 37: Estructura del promotor FSCN1 con los factores identificados en la tabla
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Figura 38: Estructura del promotor GLI1 con los factores identificados en la tabla [I5]
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Estructura del promotor NQOT1 con los factores identificados en la tabla [15]

Figura 40: Estructura del promotor VWA2 con los factores identificados en la tabla [I5]

Se busca combinar las distintas secciones de los promotores hibridos de manera tal que se
complementen los TF's especificos de cancer y de tumor, teniendo en cuenta cual promotor tiene
una caja TATA asociada y cual atin no se sabe con certeza. De esta manera, los futuros modelos
se van a arman teniendo en cuenta las caracteristicas propias de la proteina, la expresion en
tumores primarios/metastasicos, los TFs presentes y la presencia confirmada de la caja TATA.
La figura 41| presenta un modelo a modo de ejemplo de un posible promotor hibrido que regule
la actividad de un AOL-RC para CCR, con los fragmentos indicados en las figuras anteriores.

VWA2

A33

E1A
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Figura 41: Ejemplo de modelo de promotor hibrido de hasta 4 PETs.
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15. Promotores sintéticos

Teniendo en cuenta que en la tabla presenta los resultados de los factores asociados a la
especificidad de tejido, cancer, y a ambas caracteristicas, a continuacion presento los factores
asociados a las otras dos variables definidas para el estudio de promotores sintéticos.

Factores asociados a actividad viral: E2F1, EP300, ETV4, EZH2, GRB2, POU1F1, POU2F1,
RB1, RELA, RXRA, YY1

Factores asociados a la actividad inmunolégica: BACH2, CEBPA, CEBPB, CEBPD,
CR1, DDIT3, EGR3, EZH2, FOXP3, HMGBI1, IRF1, ITGAM, LEF1, MAF, NFATC4, NR1H4,
NR1I2, PPARA, RXRA, STAT6, TAL1, ZFX

Los factores que presentan ambas caracteristicas, de especificidad de céancer y de tejido, son
CDX1, CDX2, ELF3, HNF1A, HNF4A, KLF5, NR112, POU2F2, VDR, y viendo los perfiles
de expresién de los mismos, los més fuertes en CCR son CDX1, CDX2, HNF1A, HNF4A,
NR1I2, KLF5, ELF3 y VDR. Por otro lado, los factores que presentan ambas carcateristicas,
de actividad inmunoldgica y actividad viral son EZH2 y RXRA. A su vez, teniendo en cuenta
los resultados obtenidos por Manika Sehgal et al., 2015 presentados en la figura 42| se utiliza
para complementar con los resultados obtenidos y decidir posibles combinaciones de TF para
el armado de los promotores sintéticos.

" W

@ B PLos | ONE Revealad Key Genas in CRC via Novel Devised Parameters

Table 2. Identified major transcription factors in early colorectal cancer progression.

Transcription Frequency Importance JASPAR IDy Class Family Pubmed |Ds/ Experimental

Factor Databases;

HNF4 31.80% 0.31802 MAD114.1 Zinc- Hormone-nuclaar 10048623, 22731003, 22308320
coordinating Recepton

MNRZF1 18.43% 0.50044 MADDTT 1 Zinc- Hormone-nuclear The Human Protein Atlas
coordinating Receptor

DR1 17.31% 004112 - Zinc~ Hormone-nucisar The Human Probein Atlas, 10690519,
coordinating Receptor 19251712

PPARG 14.45% 0.03622 MADDES.1 Zinc- Hormone-nuclear 19186181, 16489531
coordinating Receptor

HHF1 14.13% 0.36064 MADO46.1, Hedix-Tum- Homeo 12730871, 20096102

MAD153.1 Hedix

HNF4_DR1 13.78% 0.16882 - Zing- Hormone-nuclear 22383578, 18180275
coordinating Receptor

PPAR_DR1 13.43% 0.13428 - Zin- Hormone-nuclear 11840453 25961905
coordinating Receptor

HNF4ALPHA 12.01% 0.20848 MAD114.1 Zinc- Hormone-nuclear 25061905, The Human Profein Aflas,
coordinating Receptor 22731903

PAXA 12.01% 0.18322 MADDES.1 Hedix-Tum- Homeo 12970747, The Human Prodein Atlas,
Hedix: 19305656

ER 10.60% 0.08216 MaD1122, Zinc- Hormone-nuciear 20663982

MAQ258.1 coordinating Receptor

"The JASPAR IDs corespond to the transcription factors from JASPAR database
“The Pubmed IDs/ Experimental Databases column contains the information for literature references and databases created on experimentally validated
data for thisir association with colorectal cancer,

Figura 42: Resultados de Manika Sehgal et al, 2015, de 10 TF principales implicados en genes
responsables de la expresién diferencial en CCR temprano.

Teniendo en cuenta todo lo estudiado hasta el momento de los promotores sintéticos y los resul-
tados obtenidos estas propuestas incluyen a los factores HNF4A CDX2, SP1, RXRA/PPARA
(ya que es un heterodimero), AP-1, AP-2, NFKB1 y PAX4, con combinaciones aleatorias de los
mismos, y la respectiva caja TATA con los TF involucrados. Por lo tanto, las primeras tres com-
binaciones son HNF4A, CDX2, SP1, RXRA/PPARA, en posiciones aleatorias, en combinacién
con 3, 4y 5 de cada TF seleccionado (figura [43). Todas las combinaciones propuestas siguen la
linea de los resultados obtenidos por Mohamed et al., y por lo tanto, la distancia fija entre TFs
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es de 15pb y la distancia del ultimo TF con la caja TATA es de 55 pb. Es importante mencionar
que los ejemplos que se presentan a continuacién son a modo de ejemplo con algunos de los
factores seleccionados, se pueden realizar diversas combinaciones en funcién de lo resaltado en
v [I5 A medida que aumenta la cantidad de TFs, aumenta el tamano del promotor.

RXRA/PPARA RXRA/PPARA
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Figura 43: Primeros tres promotores sintéticos propuestos con los factores HNF4A, CDX2, SP1,
RXRA/PPARA. Difieren en la cantidad de cada TF seleccionado.

Una segunda propuesta es con mas factores, involucrando factores conocidos tales como NFKB,
AP2 y AP-1. Teniendo en cuenta la relacién especifica entre SP1, NFKB y AP1 mencionada
en la tabla Una vez mas, los modelos siguen un orden de TFsManika Sehgal et al, 2015, los
cuales se corroboran en las tablas presentadas como resultados aleatorios.
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Figura 44: Promotores sintéticos propuestos con los factores HNF4A, CDX2, SP1, RX-
RA/PPARA, NFKB, AP2 y AP-1. Difieren en la cantidad de cada TF seleccionado.

Otras propuestas son incluyendo al factor PAX4, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por
Manika Sehgal et al, 2015, los cuales se corroboran en las tablas presentadas como resultados.
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Figura 45: promotor sintético propuesto con los factores HNF4A, CDX2, SP1, PAX4, NFKB,

AP2 y AP-1.
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16. Situacion actual de CCR

Hoy en dia, las terapias actuales de CCR tienen la desventaja de que no logran atacar todas
las poblaciones celulares que conforman un mismo tumor. Segun el estadio del mismo, las pro-
babilidades de sobrevida difieren en funcién de la terapia implementada. Sin embargo, aquellos
clones no sensibles al tratamiento pueden llevar a una nueva proliferaciéon mas agresiva. Es
decir, la heterogeneidad celular que conforma al tumor es la principal caracteristica de la re-
cidiva de la enfermedad. Incluso las nuevas terapias personalizadas/dirigidas tienen un tnico
blanco terapéutico, y por lo tanto van generando indirectamente que los clones que no sean
atacados por la terapia escapen al tratamiento y sean los responsables de la recidiva. Tenien-
do en cuenta las cifras estimadas de la enfermedad mencionadas en la seccién Introduccion,
se vuelve imprescindible la busqueda de terapias que logren manejar con mayor eficiencia los
distintos subclones que conforman el tumor. Una de las terapias que se encuentra en conti-
nuo crecimiento consiste en el uso de AOLs con una replicacion restringida dirigida por PETs
dirigiendo la actividad de E1A. La integraciéon de los adenovirus oncoliticos con las terapias
convencionales contra el cancer, como la quimioterapia y la radioterapia, contintia produciendo
beneficios terapéuticos significativos. Hasta el momento, se han obtenido resultados alentadores
de extensos estudios clinicos preclinicos y humanos. Sin embargo, existe la necesidad de mejorar
los vectores adenovirales para superar los problemas no resueltos que enfrenta este prometedor
agente anticancerigeno, el principal de estos problemas es la respuesta inmune desencadenada
por adenovirus y la falta de actividad en todas las células que conforman el tumor, lo cual
amenaza su eficacia. Por lo tanto, mientras mas avance el conocimiento de biologia molecular,
mayor serd la eficiencia de la terapia y su correspondiente implementacién [122][123].

Esta tesis tuvo como objetivo general atacar la heterogeneidad tumoral mediante la combina-
cién de PETSs, proponiendo PETSs quimeras y promotores sintéticos para dirigir la actividad del
primer gen del adenovirus, E1A. De esta manera, se busca reemplazar el promotor natural de
E1A para que la actividad del adenovirus este dirigida transcripcionalmente y tenga actividad
en la mayor cantidad de células posibles que afecten al tumor. Por un lado, los promotores
hibridos buscan imitar el perfil de expresién génica de las distintas células tumorales a través
de la incorporacién de promotores de distinto origen que logren dirigir la terapia viral a un ma-
yor numero de células que conforman los subclones del tumor [65]. Por lo tanto, mientras més
especificos sean los promotores a tejido y enfermedad, mayor sera la eficiencia del tratamiento.
Estos promotores proporcionan nuevas herramientas potentes y seguras para terapias génicas
contra CCR [66]. Por otro lado, los promotores sintéticos son secuencias de ADN que no existen
en la naturaleza, disenados con el fin de regular actividad de genes de interés. Se busca a través
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de la construccion del promotor sintético que los virus se repliquen especificamente en células
cancerosas y por lo tanto la destruccion celular tumoral sea eficiente. Los diversos estudios
sobre el armado de dichos promotores aporta informacion especifica acerca del espaciamiento
6ptimo entre TF y TF, y con respecto a la caja TATA. A su vez, los diversos ensayos mostraron
posibles combinaciones de factores conocidos, y la cantidad éptima de TF, mostrando que un
nimero mayor a 6 TF no aumentaba la actividad del gen correspondiente [71]. Las secuencias
reguladoras cis que conforman al promotor se integran como bloques de construcciéon, y pueden
disenarse mediante una estructura racional o ligadura aleatoria. El ensamblaje aleatorio de ele-
mentos ha demostrado un éxito prometedor [72]. Para ambos casos, mientras mas conocimiento
se tenga en el perfil de activacién de los TF en las distintas etapas de la enfermedad, mejor seran
las propuestas en los promotores encargados de dirigir la terapia. La hipdtesis principal que
promueve este trabajo de promotores hibridos es que la construcciéon de un promotor quimera
de hasta 4 PETs cuya combinacién de genes sobre-expresados en CCR podria agrupar en un
solo virus la especificidad terapéutica para tratar CCR en tumores heterogéneos permite visua-
lizar una opcion a la terapia que permite tratar tanto un tumor primario como una metastasis
en un mismo paciente. Con respecto a los promotores sintéticos, mientras més especificos sean
los TFs incorporados en la secuencia, considerando los conocimientos previos sobre el armado
de los mismos, mayor sera la eficiencia de la terapia.

17. Analisis de datos

En este proyecto, se emplearon herramientas bioinforméticas a fin de obtener los TFs elemen-
tales en CCR, para poder asi determinar la direccién transcripcional del adenovirus a través
del armado de promotores hibridos y sintéticos. La determinacién del perfil especifico de TF's
permite diferenciar a los promotores identificados en el laboratorio, para proponer de esta ma-
nera combinaciones posibles como promotores hibridos. En virtud de la diferencia observada
en la expresion de las proteinas desarrollada en la seccion de Introduccion, se buscd establecer
una metodologia que permita establecer los factores asociados a dichas secuencias para explicar
primero la sobre-expresion de dichas proteinas en CCR, y luego las similitudes y diferencias
entre ellos. Para obtener los factores, se utilizaron las herramientas Match, Fimo y PROMO
explicadas en la seccién de Materiales, las cuales permitian ingresar una secuencia y como
output presentaban los factores asociados a dicha secuencia ingresada. A su vez, cada factor
estaba asociado con un valor de probabilidad, la matriz con la cual se reconocié el factor, la
posicion de inicio y final, y luego cada plataforma presentaba algunos resultados individuales.
El hecho de poder ingresar una secuencia de interés era una caracteristica fundamental en este
trabajo ya que las secuencias de los promotores estaban previamente analizadas en el labora-
torio y por lo tanto, la secuencia de interés no era toda la secuencia del promotor (las cuales
suelen ser entre 2000 a 4000 pb). Luego, a través de la herramienta de RStudio, se formatearon
las tablas para que la posicion de los factores encontrados se posicionen en funcién del inicio
de transcripcién de cada promotor. Para ver las secuencias analizadas y los correspondientes
inicios de transcripcion, las mismas se presentan en la seccion de Anexo. Una vez realizado este
procesamiento, se normalizé la nomenclatura utilizada en las distintas plataformas para los TFs
encontrados en funcién de HGNC. Habiendo realizado el primer filtro, eliminando asi a los TFs
que se encontraban después del inicio de transcripcién, se implementé la herramienta ToppGene
para el andlisis de priorizacion génica, obteniendo de esta manera un enriquecimiento funcional
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de las proteinas elegidas en el laboratorio, y los factores estadisticamente significativos para los
distintos promotores. En el caso de VWA2, dado que no se obtuvo ningun factor estadistica-
mente significativo con esta metodologia, se realizd un anélisis directamente de los resultados
obtenidos de las plataformas online originales. Las metodologias planteadas se reflejan en la
figura [23| para promotores hibridos y [24] para promotores sintéticos. Una vez obtenidos los TF's,
se realiz6 una clasificacién en funcién de las variables definidas en [2]y 3] y la descripcion de los
mismos. Estos resultados se presentan en las tablas [13]y [I4]

18. Factores de transcripcién encontrados

Gracias a la metodologia planteada, el primer resultado importante a destacar es que todos
los promotores seleccionados por el laboratorio presentan TF's especificos de cancer y de tejido
que explican la sobre-expresion de las proteinas correspondientes a CCR, con respecto al tejido
normal. Si bien los perfiles de expresion de cada TF difiere, tal como se demostré con las
figuras [25] [26] 27], [28] [29] [30}, [B1] v [32] todos los promotores presentan TFs con perfil de sobre-
expresiéon en CCR y la diferencia hace a caracterizacion propia de cada promotor. A su vez,
los factores encontrados coinciden con la bibliografia correspondiente. Diversos estudios han
encontrado TFs asociados a A33, AQP5, CDC25A, CDC25B, GLI1, FSCN1, NQO1 y VWA2.
En este trabajo no solo se corroboran dichos resultados, sino ademas se presentan nuevos TF's
asociados a cada promotor. La tabla[L5] presenta un resumen de dichos TFs para cada promotor.
A continuacién se analizan los ocho promotores seleccionados en funciéon de los resultados
obtenidos y la bibliografia.

Para A33, se encuentran los factores CDX2 y KLF4 en las primeras dos posiciones de la tabla.
Esto se puede corroborar en la tabla 5] Teniendo en cuenta el perfil de expresién de CDX2,
el cual es especifico unicamente para CCR, la presencia de este factor explica la potencia
del promotor en la enfermedad tanto en estadios primarios como més avanzados. Si bien se
presentan solo 6 TF, esto ocurre ya que la secuencia de A33 es mas corta que la de los otros
promotores, y sobre todo de esos 6 TF, 5 de ellos estdn asociados a un rol especifico en cancer.

Para AQPS5, lo primero a mencionar es que es uno de los pocos promotores que tiene un TF
distinto a TP53 en la primera posicién de genes rankeados por ToppGene. En las primeras tres
posiciones se encuentran STAT3, NFKB1 y NR3C1, y en la cuarta se presenta TP53. Segin
un estudio realizado por Rachel Haviland et al., la sobreexpresién de STAT3 se encuentra
asociado a la sobreexpresion de AQP5. Si bien la relacion especifica entre ambos genes sigue en
discusion, Haviland detectan una regulaciéon positiva entre ambos, lo cual explicaria la aparicién
de este TF en el promotor. A su vez, diversos estudios explican el bucle de retroalimentacién
positiva entre IL-6 / STAT3 / NF-kB que vincula la inflamacién con el cdncer y mantiene las
células en un estado transformado. Esto explica el ranking del primer y segundo gen en AQP5
[104][105]. Asimismo, tanto STAT3, como NF-kB1 y NR3C1 tienen un rol determinado en la
proliferacion celular, lo cual explica el rol de AQP5 de proliferacion celular en el CCR. El factor
RELA que aparece en la posiciéon 15 forma un complejo heterodimérico RELA-NFkB1, el cual
funciona como activador transcripcional (THPA). Por otro lado, factores encontrados tales como
STAT1 y STATHA tienen una actividad oncogénica a través de alteraciones transcripcionales
o interacciones proteina-proteina, induciendo senalizacion antiapoptotica, respuesta e invasion
aberrante del ADN, metastasis y la EMT. A su vez, estudios recientes han demostrado que la
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senalizacién STATG6 es esencial para la EMT inducida por 1L-4- e I11.-13 y la agresividad de las
células CCR [109]. Por otro lado, existe una regulacién positiva entre FOXA1 y ESR1, lo cual
explica la aparicién de dichos factores en el promotor (THPA)[IT0]. En particular, ESR1 fue
encontrado por las tres plataformas online en posiciones coincidentes, lo cual refuerza la validez
de su posicion. El mismo actia sinérgicamente con NF-kB para activar la transcripcion del gen
que se encuentran regulando (tabla . A su vez, el andlisis de muestras clinicas realizado por
el grupo de Jiaoe Chen et al. 2018, de CCR no solo revela una correlacién positiva entre E2F1,
SP3 y STAT6, sino que el eje E2F1 / SP3 / STAT6 indica un mal prondstico en pacientes con
CCR, e incluso seniala que la ruta E2F1 / SP3 / STAT6 es esencial para la EMT inducida por
senalizacion de IL-4, explicando la agresividad de las células CCR [I11]. Por otro lado, el factor
NF1 encontrado en dos plataformas en la misma posiciéon, se asocia con la desregularizacion de
la red de senalizacion RAS en CCR encontrada en més del 70 % de los tumores, causada por
una alteracién en NF1[112]. Por lo tanto, la gran mayoria de los TFs hallados en el promotor
AQP5 se encuentran asociados a EMT. Todos los TFs hallados con las respectivas posiciones
se visualizan en la tabla [0l

Con respecto a CDC25A, ELK1 pertenece a la familia Ets de TF's y de la subfamilia del factor
complejo ternario (TCF). Las proteinas de la subfamilia TCF forman un complejo ternario al
unirse al factor de respuesta al suero y al elemento de respuesta al suero en el promotor del
protooncogen c-fos. Por lo tanto, si bien no aparece el TF TCFB en la lista de ToppGene, si
aparece el factor ELK1 encontrado por dos bases de datos en posiciones coincidentes, la cual
a su vez coincide con el trabajo de (Antonio lavarone et al; 1999). También se registran los
factores ¢-FOS y ¢-JUN, lo cual coincide con la descripcién del complejo ternario mencionada
anteriormente [113]. Por otro lado, todos los TFs encontrados de la familia E2F (E2F1, E2F4,
E2F5 y E2F7) fueron encontrados en la misma posicién por distintas bases de datos, la cual
coincide con el trabajo de (Antonio Iavarone et al; 1999): -62 a -55 [106]. A su vez, en la lista de
TF's se encuentran SP1, AP-2, CEBPA, CEBPB y CEBPD. En todos los casos, las posiciones
coinciden con el trabajo realizado por (Antonio Iavarone et al; 1999)[113].

Considerando el factor STAT3, el mismo se encontré en la posicién “-317, -307” del promotor.
STATS3, como TF, se identifica como un oncogén positivo que participa en el avance del tumor
cuya activacién inhibe la apoptosis a través del ciclo celular, la glucdlisis aerébica y la metéasta-
sis [107]. Ademas, STAT3 también afecta el microambiente tumoral mediante la estimulacién
de la angiogénesis y la inflamacién y mediante la inmunosupresiéon mediadora [108]. Por lo
tanto, la activacién de STAT3 en las células tumorales puede promover la progresiéon tumoral.
Recordando que este factor protéico actiia como regulador en la proteina CDC25A, el método
empleado en este proyecto permitiéo no solo su deteccién en la secuencia, sino la posicion del
mismo en la secuencia.

MYB es un factor encontrado por dos plataformas en posiciones coincidentes, y una de esas
posiciones coincide con la presentada por Antonio lavarone (-65, -55 aproximadamente) [I13].
c-Myb se sobreexpresa significativamente en los tejidos de CCR en comparacién con los tejidos
normales adyacentes y su alta expresién se correlaciona positivamente con metastasis de ganglios
linfaticos y mal prondstico. c-Myb promueve el crecimiento y la metastasis del CCR a través
de la EMT inducida por c-fos [114].

Una de las claras limitaciones se refleja en los factores ausentes tales como c-myc. Esto se debe
a ninguna de las tres plataformas online registré dichos factores, y por lo tanto, ToppGene no
los tenia en la lista de prueba. Todos los TFs mencionados se visualizan en la tabla [7] junto con
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las posiciones correspondientes.

Con respecto a CDC25B, TP53 se encuentra primero en la lista de factores, en la misma
posicién indicada por los investigadores en el trabajo de (M Dalvai et al; 2003). Por otro lado,
tanto para el factor NFYB como SP3, la plataforma ToppGene los identificé con un valor-p
ajustado mayor a 0.05 (0.5565 y 0.7082 respectivamente). A su vez, ETS1 se encuentra en las
tres plataformas en posiciones coincidentes. Los factores con quienes interactiia descriptos en
la tabla tabla [14] también se encuentran presentes. Los factores RARA y AP2 aparecen en dos
plataformas en posiciones coincidentes. El factor TBP asociado a la caja TATA se encuentra
por PROMO y FIMO en posiciones coincidentes. Esto se puede visualizar en la tabla [§]

Analizando los resultados de FSCIN1, los dos factores principales hallados en la bibliografia se
presentan en la tabla[9] En particular, CREBI se encontré en las tres plataformas con posiciones
coincidentes. A su vez, TP53 y NFKBI1 son los factores mas significativos hallados, ambos
implicados en el progreso de la enfermedad. ATF2 también se encontré en dos plataformas. Algo
importante a destacar es que FSCN1 presenta un TF (HOXB13) asociado inicamente a tejido
intestinal. Segin THPA, no se especifica un rol determinado en el CCR, y para Gepia, el mismo
no tiene expresion en CCR, Unicamente en cancer de préstata. Sin embargo, diversos estudios
argumentan un posible rol de HOXB13, teniendo un efecto supresor de tumores en el CCR,
siendo un factor importante para la transformacién de células colorrectales. Los altos niveles de
expresiéon de HOXB13 se asocian con una supervivencia global prolongada en pacientes con CCR,
[125][126]. Estos estudios concuerdan con los resultados histoldgicos de FSCN1 presentados en
la seccion de Introduccion, ya que FSCNT1 se encuentra tinicamente expresado en CCR, y no en
tejido normal del colon y recto. Por lo tanto, la presencia de un factor asociado con el tejido y
no con la enfermedad CCR podria indicar una expresion de la proteina en tejido normal, que no
coincide con los resultados observados del perfil de expresion de dicha proteina. La descripciéon
de todos los factores y su relacién con CCR se encuentra en la tabla [14]

Con respecto a GLI1, FOXMI, el principal factor asociado a la regulacion de GLI1 junto
con NFKBI1, fueron hallados por la plataforma PROMO. Ciertos factores tales como ETSI,
CEBPA, SP1, SP3, MYB, AP-2, TFDP1 y IRF1 se presentan en dos plataformas, con posiciones
coincidentes. Para una descripcién de cada uno y su relacion con CCR nuevamente se encuentra
en [I4] Sin embargo, los factores SOX9, CCND2 y CD133 no fueron encontrados. Los mismos
no se encontraron por ninguna plataforma online, y por lo tanto, ToppGene no los presenta
en el rankeo genético ya que no estan en la lista de prueba. Esto podria indicar, por un lado,
que los TFs verdaderamente no se encuentran en el promotor GLI1, o por otro lado, que las
plataformas elegidas no fueron lo suficientemente especificas para detectarlos.

Con respecto a NQO1, analizando los elementos necesarios para el complejo de TF ARE, se
encontré NFE2L2 (Nrf2) y c-Jun, permitiendo la activacién genética de NQO1. A su vez, los
diversos estudios nombrados que establecen la relacion con NFE2L2 como principal factor de
regulacion del promotor se corrobora con los resultados obtenidos, ya que este factor fue en-
contrado con un valor-p 4,17E-06. A su vez, el factor TP53 también se encontrd, junto con los
complejos AP-1 (FOS) y AP-2. A su vez, se encontraron diversos factores asociados a la caja TA-
TA, y factores involucrados en la enfermedad de cancer tales como PPARG, ESR2, XBP1, AR,
PGR, IRF1, FOXA1, KLF4, NR1H2, BACH1, E2F1, STAT1, LEF1, HIC1, RARG, EWSRI,
NF1, SP1, RARA, MAF, MYB, PAX5, ETS1, STAT6, GRB2, MECOM, MAZ, STAT4, YY1,
e incluso con el factor HNF4A, el cual se ha demostrado que tiene un rol fundamental en la
enfermedad CCR. Muchos de dichos factores actian en sincronia con el complejo ARE y con
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los factores asociados a XREs presentes en NQO1 segun la blibliografia. La secuencia del nicleo
ARE interactia con los TFs bZIP (Jun, Fos, Fra, Nrf, Maf, Raf y NF-E2) [127]. Numerosos
de estos factores fueron encontrados. Para mas informacion, la tabla [11] presenta todos los TF's
encontrados y [14] la descripcién de los mismos.

Con respecto a VWAZ2, si bien el tiinico TF encontrado hasta el momento es c-myc y el mismo
no aparece en la tabla de factores para dicho promotor, c-myc se encontré aguas abajo del inicio
de transcripcion, en la posiciéon 186. Por lo tanto, en el primer filtro aplicado quedé afuera de la
seleccion final. Es importante aclarar que el factor si fue encontrado por las plataformas online,
pero por la metodologia de andlisis implementada en este proyecto no fue tomado en cuenta.
Por otro lado, si se detectan factores tales como TP53, POU2F1, FOXA1, MYB, FOXD3, FOS,
SOX9, TBP (asociado a la caja TATA del promotor), HNF4A, entre otros, los cuales tienen
roles determinados en la enfermedad. Estos factores son novedosos ya que no existen estudios
actuales que busquen explicar la especificidad y potencia de la expresién de la proteina en CCR
a través de los TFs de su promotor.

La tabla [I4] la cual presenta la descripcién de todos los TFs hallados permite hacer grandes
analisis en cuanto a la explicacién de cada factor en cada promotor. De esta manera, se explica
muchas de las apariciones encontradas. A través de esta metodologia empleada, se logré no
solo reconocer la mayoria de los factores ya resaltados en los distintos trabajos, tal como se
menciona en los parrafos anteriores, sino se lograron encontrar diversos factores asociados a la
especificidad de tejido intestinal, a la enfermedad de cancer o incluso a ambas caracteristicas.
Esa informacién se encuentra resumida en la tabla Este proceso de investigacion de los TFs
de los ocho promotores y la especificidad y potencia que le confieren a cada uno de ellos permite
predecir posibles puntos de corte para el armado de promotores hibridos. A su vez, haber
identificado los roles de cada TF, teniendo en cuenta que vienen de proteinas diferencialmente
expresadas de CCR, permite aportar informacion en cuanto a cuales de los ocho promotores
seleccionar y a que secciones de los mismos para el armado de los promotores hibridos. Se
realizo el andlisis en cuanto a las similitudes y diferencias de los promotores seleccionados por
el laboratorio desde una vision relacionada al perfil de TF de los mismos, y las conclusiones
fueron relacionadas con el rol de la expresion de las proteinas correspondientes a los promotores.
De esta manera, se desarrollé posibles combinaciones para el armado de promotores hibridos,
con las secuencias correspondentes identificadas en el laboratorio y las secciones identificadas

en las figuras [33] 34} 35] [36] 37} 38} 39] y 40}

Por otro lado, la identificacién de los factores y su rol determinado en CCR, junto con la biblio-
grafia encontrada, permitié un avance en la terapia adyuvante con una direccién transcripcional
guiada por promotores sintéticos. Algunos de los posibles modelos se presentan en las figuras
44y Actualmente, no hay trabajos cientificos que reporten promotores hibridos o pro-
motores sintéticos que direccionen transcripcionalmente a un AOL en CCR. Esta tesis busca
ampliar el conocimiento existente en el area en una patologia en particular. Si bien se proponen
algunos modelos de promotores en este trabajo, el andlisis es lo que se resalta. La presentacion
de los numerosos factores y sus perfiles de regulacién permite proponer diversas propuestas al
margen de las realizadas en este trabajo.

A modo de resumen, ambos promotores tienen el fin de direccionar transcripcionalmente al
AOL-RC exclusivamente a las células malignas ya que su replicaciéon depende de un promotor
genético obtenido de genes sobreexpresados en forma selectiva en las células tumorales del CCR.
Este trabajo se baso en la busqueda de un AOL dirigido tanto por un promotor quimera como
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con promotores sintéticos para lograr la eficacia terapéutica necesaria para el tratamiento de una
patologia con heterogeneidad intra e inter tumoral como lo es el CCR. Es importante mencionar
que la cinética y la sensibilidad de la activacién de los promotores propuestos se deben explorar
aun mas en los analisis in vivo que se realizan en el laboratorio. La bioinformatica es una
herramienta que nos permite conocer y estudiar posibles resultados para asi afrontar mejor los
resultados obtenidos en los analisis in wvivo. Por lo tanto, estos resultados que provienen de
una probabilidad estimada por plataformas online que implementan distintas bases de datos
deben corroborarse con los andlisis en el laboratorio para poder determinar la certeza de dichos
resultados.

19. Perspectivas futuras

Teniendo en cuenta que la terapia génica es un campo que se encuentra en pleno desarrollo, esta
tesis tiene como objetivo aportar informacion en el area de promotores para dirigigir transcrip-
cionalmente al adenovirus oncolitico de manera mas eficiente. Si bien en este trabajo se hace
un estudio de los promotores seleccionados por el laboratorio (A33, AQP5, CDC25A, CDC25B,
FSCN1, GLI1, NQO1 y VWAZ2) a partir de las secuencias de los mismos y asi identificar los
TF's asociados, las propuestas de promotores hibridos y sintéticos son solo el comienzo y aun se
requiere de diversos estudios n vitro como estudios de PCR y PCR cuantitativo para verificar
la presencia/ausencia de los TFs detectados en cada promotor, o por lo menos los principales
asociados a las variables identificadas en el estudio y su correspondiente cantidad de ARN men-
sajero asociado a los trascriptos. Se debe verificar la presencia de la caja TATA en todos los
promotores, ya que la aparicién de factores asociados a la misma no indica necesariamente que
dicho promotor tiene una caja TATA asociada. A su vez, un ensayo de gen reportero para es-
tudiar la regulacion de la transcripcion de las secuencias de interés. Un ensayo de doble hibrido
permite probar dos proteinas a ver si interaccionan entre si. A largo plazo, los estudios in vivo
van a permitir analizar respuestas inmunitarias para verificar el rol de los factores asociados a
la actividad inmunitaria del hospedador.

En particular, en este trabajo se podrian haber realizado mas ensayos en el area de bioestadisti-
ca, como analisis de Kaplan-Meier y regresiones de Cox para verificar el andlisis de sobrevida y
los factores tanto de riesgo como de protecciéon para el modelo. A su vez, se espera un analisis
mas detallado para identificar mejor el punto de corte de valores significativos. En este traba-
jo se consider6 un p-valor de 0.05 como estadisticamente significativo, sin realizar pruebas de
normalidad de las bases de datos. Se asumié que siendo plataformas establecidas hace tantos
anos, siendo reguladas y por lo tanto curadas, los datos numéricos de las mismas seguian una
distribucién normal. Un aspecto a mejorar es verificar esta distribuciéon asumida.
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Conclusiones

» El cancer colorrectal (CCR) es la tercer neoplasia que causa mayor mortalidad segin
las cifras estimadas por la OMS en 2015. En Argentina, es el segundo cancer con més
incidencia luego del cancer de mama, con 15.692 casos en 2018.

= Se desarrollé un proyecto para identificar promotores hibridos y sintéticos para desarro-
llar un tratamiento de la heterogeneidad de CCR con adenovirus oncolitico direccionado
transcripcionalmente con los mismos.

» La busqueda inicial de factores de transcripcion (TFs) en las plataformas online Match,
PROMO y Fimo permitié el andlisis de los factores en las secuencias de los promotores
de interés para el laboratorio. A continuacién se listan la cantidad de factores distintos
registrados en este primer andlisis sin tener en cuenta las multiples repeticiones de cada
uno en diversas posiciones para A33, AQP5, CDC25A, CDC25B, FSCN1, GLI1, NQO1
y VWA2: 108, 214, 299, 158, 149, 364, 214, 158.

= Luego de un primer filtro aplicado, eliminando los factores que se encontraban en una
posicién aguas abajo de +1, los mismos se redujeron a 99, 196, 274, 145, 134, 229, 196,
94 respectivamente.

= El andlisis de priorizacién genética con la herramienta ToppGene, empleando la lista de
entrenamiento con los promotores seleccionados en el laboratorio, y la lista de prueba con
los factores asociados a cada promotor, permitio reducir los factores de interés. Eliminando
a aquellos que presentaban un valor-p ajustado mayor a 0.05, se redujeron a: A33 = 6,
AQP5 = 61, CDC25A = 84, CDC25B = 63, FSCN1 = 72, GLI1 = 84 y NQO1 = 64.

= Para VWA2, que no se pudo implementar ToppGene como herramienta de filtro ya que no
se encontrd ningun factor estadisticamente significativo, se decidié trabajar con los valores
de probabilidad asociados a cada plataforma. Dado que era de interés para el laboratorio,
y en trabajos anteriores se ha demostrado la sobre-expresion de dicha proteina en CCR,
se implementé una metodologia que se ajuste a este promotor.

= Para promotores hibridos, con las variables definidas en este estudio, se emplearon herra-
mientas de bioinformética de mineria de texto sobre las bases de datos de The Human
Protein Atlas, Gepia, PubMed principalmente. Los factores se redujeron a: 5, 32, 40, 33,
37, 45, 33 y 10 respectivamente.

= Para promotores sintéticos, con las variables definidas en este estudio, se emplearon he-
rramientas de bioinformatica de mineria de texto sobre las bases de datos de The Human
Protein Atlas, Gepia, PubMed principalmente. Para este campo no se asocia los factores
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a los promotores, sino la importancia recide en los factores en si y su correspondiente rol
en la enfermedad.

= Se resalta la sobre-expresion de los factores CDX1, CDX2, ELF3, HNF1A, HNF4A, KLF5,
NR1I2, POU2F2 y VDR en CCR.

= Se resalta la sobre-expresion del factor HOXB13 en el tejido intestinal.

= Se resalta la expresién de 96 factores asociados a la enfermedad del cancer: AHR, AR,
ARNT, ATF1, BACH1, CDX1, CDX2, CREB1, CTCFL, CUX1, DDIT3, E2F1, E2F4,
E2F5, EGR1, EHF, ELF3, ELK1, EP300, ESR1, ESR2, ETS1, ETV1, ETV4, ETV5,
EZH2, EWSRI1, FLI1, FOS, FOXA1l, FOXD3, FOXM1, FOXO1, FOX0O3, GRB2, HICI,
HNF1A, HNF4A, HOXA13, IKZF1, INSM1, IRF1, ITGAM, ¢-JUN, KLF4, KLF5, KLF6,
LEF1, LHX1, MAF, MAFB, MECOM, MEF2A, MNX1, MYB, MYC, MYOD1, NF1,
NFATC2, NFE2L2, NFKB1, NR1H2, NR112, NR4A2, PAX5, PAXS, PBX1, PGR, PLAGI,
POU2F2, PPARG, RARA, RARG, RB1, RELA, RREB1, SMAD1, SOX2, SOX5, SOX9,
SP1, STAT1, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT6, TAL1, TCF3, TEAD2, TFDP1, TP53,
TP73, VDR, WT1, XBP1, YY1.

» Este andlisis permitio esquematizar los promotores con sus correspondientes factores y asi
poder elegir distintas secciones de la secuencia para posibles combinaciones de los distintos
promotores con las regiones de mayor interés de cada uno. Si bien en este trabajo se
presentan algunas opciones de promotores hibridos y se sugieren las secuencias de trabajo
de cada promotor, el campo se encuentra en pleno desarrollo y se pueden realizar distintas
combinaciones para evaluar el correspondiente desempeno, distintas a las planteadas.

= Se plantean distintas combinaciones de promotores sintéticos a partir de la bibliografia y
los resultados de los factores obtenidos. Nuevamente, siendo un campo en pleno desarrollo,
las propuestas realizadas en este trabajo son a modo de ejemplo. Se pueden realizar
distintas combinaciones y probar su correspondiente eficacia en la terapia.

= No se realizan analisis de bioestadistica tales como ensayos de sobrevida que se podrian
incorporar para enriquecer el andlisis de los factores y los promotores elegidos en el labo-
ratorio.

» La cinética y la sensibilidad de la activacién de los promotores propuestos se deben explo-
rar aun mas en los analisis in vitro e in vivo realizados en el laboratorio. La bioinformatica
es una herramienta que nos permite conocer y estudiar posibles resultados para asi afron-
tar mejor los resultados obtenidos en los analisis in vivo. Por lo tanto, este analisis que
presenta resultados que provienen de una probabilidad estimada por plataformas online,
las cuales implementan distintas bases de datos, deben corroborarse con los andlisis en el
laboratorio para poder determinar la certeza de dichos resultados.
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20. Secuencia de promotores

A continuacién se presentan las secuencias de los ocho promotores seleccionadas por el Insti-
tuto Leloir. En todos los casos, se encuentra resaltado el inicio de transcripcion del promotor,
resultado de un andlisis previamente realizado. En todas las figuras, el inicio de transcripcién
(+1) se encuentra marcado en azul.

kagcaaatatgggcaacaccocttottttactagottggaaccotacctotgagtgcatttocococtttttattattt
atttococtgtcagttataagagaggoctaccEoctttgtgagoagtotaggactttgtacacctygoctaagtagggayg
aaggraggggaggtggoctggtttaaggggaacttgagggaagtagggaagactoctoctogggacctttggagtag
gtgacacatgagocccagococagotcacctgocaatocagotgaggagotcacctgocaatocagotgaggotgyg
gragaggtgggtgagaagagggaaaattgoagygacctocagttgggocaggocagaagotgotgtagotttaac
cagacagoctcagacctgtatggaggotgocaggoe

Figura 46: Secuencia del promotor A33 de 410 pares de bases. En azul: +1

bccccgtcccgtcccgtcgacaaggggaaccccggcctgggagagggcgcctccggggatccgttgcctagtcca
ggtactgcoccagoctaccgggogtogaggattgogaagogtoggggcaggoctggcacggigoccacttttoocaaa
acgccagoccttocaagooccagaagotogocoggocccaggyocogggagoggocccacgtoggacggooggacogocot
gcaggacccagooocggoogooogoccocoogoogocggoggytgagggaggtgagoggogocgacotgogggacgago
atcactcoccgacccoagoocgggggtgaggogggtocaggatgoctocggtogocaggaggaaaaggyaggagctggaccaa
aagcoogaagagaagadsagyggaagygoogogcacggagogoggtaaaggooggyoggagoctagacgoococogaggt
cggagtgaagogoogggacogagooccogtctoocagggagtooggggogoacggcacogaggagagogogggago
caacctgggogoatocatgogoagggoocogggacgotgggoocggtotacacogoogoctgggtcacgtggocogga

Figura 47: Secuencia del promotor AQP5 de 600 pares de bases. En azul: +1

bgacctccacaggtcttccttagcctccacattgcctcagagtgtggggcgcccggctgggggcgaggtagcgga
ggcccaaagggggcocgaagctaactygacggoagotogogatgggaactacgocttooccagoatgogacggggcasa
aggggcctttocagoogogagcagogoctogoaggttotgotgggagttttocattgacctotgotocococoototoat
tttgatccococgotottotgototgggctoocgoccocttoctgagagocgatyacctyycagagtoccocgogagocgc
tttcttottoococototocattggocccagoctagotgocattoggttgagagyagyagaagttgottactgattggt
ggattocogtttggogocaactaggaaagggaggogggygcagoagotggocccactgagocgotattacogegada

Figura 48: Secuencia del promotor CDC25A de 450 pares de bases. En azul: +1
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tgtctaacgcagacocgtacagocccagotgggtitagoaaacttoogggagocagttggagoctotoooccato
ctagcggtgatcoccaggtgacgacatgoogoggggggtococtgcggaggocaccotagggogttgotgotgocttt
ggagtgtggagctocaaaccatgtogegagagycggattitggyagyccgggatcotogcgccagggggataty
cgagggtgtgggataaatocttaattooctoocggooccacccaaagooctggaaatocagootoogogoctottgooct
cgggoococogooctocagtocogooctocatoctaaccogotaccococat tggtggogtcoggoggogoggotgotgtt
atttttogaatatataaggaggtggaagtggoagotgiaactagaggottoocctggotggtgoctgagocoggog

Figura 49: Secuencia del promotor CDC25B de 450 pares de bases. En azul: 41

CAGETCCTGECCTCACCGEET OO CCAC OGO T G T CAGCTCCCAGCCTCTTTCOCTCGT CIGOCTCTGRGETTC
GIAAGGCTATGT o T O AL AT O T A GG CAGC T C AR OO CCACCT TOGCCCAGTACCGAT TGO
eI eI I T ARG T CT A TR T A C T AR R T O T O T CCT TGO T CCTAGCGAGECT TR I CEEGG
GICOGAGETGEEEGACATCOGGEEEEET TAGET GECT GECGCEEEGAGCCGEEGT TG GAGGEETGAT GTCCTC
GEOEEOEECGCT ROGEEETGOGECGAGEACACCEET GEEET GAGAGCACCEEOGEEECAGCAGOGEEEECCGCR
GLCaEETCCCTOGECCCEEaECCCCTCCOGCaCGEAGICAGGEEOGEEACAGEEEEELGT GECCTGETGEOGT
GROGTCACCTOROCTAT AL R A TG T OGOl T AT GG T TTE I GRAGCGCT GOGGRAGEET GOGTGIG

CEOEECAGCCGARCRR AGGAGCAGEEGOGC OGO CGCAGEEACCOGCCACCCACCTOCOGEEGCCGIGCAGIS

Figura 50: Secuencia del promotor FASCIN de 600 pares de bases. En azul: +1

FGCCTCTTTGGGGCCHGCCGATCCRGAAATCCAAGCCGGGRTTTRGTHCTCACCAHCAGCRGCGTGTTCAGCCGG
GEOGEEEEEEEEEE T ARG CAGTAT AGGGT OO T CARGREAGEEGEAGEAT CCT GEEGETCCTGEGEET GCART
A G O A OO T T T TG o T T O AT A DO OGO CTCAT OO T O CAGR A GG CA R GAGGGAGGGARRTAGRD
CEGAGGT GAGGEEOGAGIGEEAR R GOEEC R OGO O AR OGE T GLAGRGAGRR R A RGTTTTTGCAR R AGLEAD
BALRRRRRTTTEOGCTTCTCGOGEETGEICOREECTIGORECCCEEOREECT GEEICEEEGEEAGEECTIGEEEET
CAGGTTGEEEEEETEEEEETGECAT CGAGGCTGOGCTGOCGTGECCCTCTICCGCCOCCCCICCOCACCGCACRAC)
gooctotttggggocahCToCAGCCCTGRACCROGCAT COOGRGCCCARCGCCCAGACAGAGETGAGRAGEEEEGG
CAGEOEEEE e CACC T GeEAGCAGT GEEEEAGEEEE T GAGEEEAT GUTCAGCTICT TAGEEACT CATCOCAG
ROCC

Figura 51: Secuencia del promotor GLI1 de 604 pares de bases. En azul: +1
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bicgtgagocacocgogooctggtoocogttttggotattotttaatatgottoooctataactgotatoctocacaccag
ccttgocttagotocatggyaaacaaaaccaattagttococcccattacoctyocttyaggagocaggggtgytgcagt
ggcatgoaccoagggaagtytyttgtatgggocococcaagtgocagaatoctgaatocttgoaaaggaagaaacaaatt
cgtoctocacggagdoatgtoctocccaggactoctcagocttocaaatoogoagtcacagtgactcagoagaatotga
gcctagggocaccacagtaatoogoatocoggototttttotgotocatttogtgocaaggotaaaagggoatgooe
acttgatcococtggactotottgggacgacttocaccotgoatoctottgocacctcagggcacagtgogoagatgd
gocttgococttagoaccooccagocagatttttgaggoctotgtocacacacaccoctacaatococococtococcocagoooe
gagagacttttocttgacttocaccagttgotoogygogygtgagagtggagaggoccocctocttcatococoocaggoct
cococtoccocttootggagotgcagoctcagoatocctocogooccagoacococcagyattcaggogt tgggtoocogooctt
gtaggctgtoccacctocaaacyyycogyacaggatatataagayayaatycaccgtgocactacacabyogactooe
acaaggttgcagocoggagocogoccagoctcaccgagagoctagttooggocagyytogoccooggcaaccacgagoc
cagoccaatocagogoo

Figura 52: Secuencia del promotor NQO1 de 840 pares de bases. En azul: +1

ECA&TGMCAGGCATGCI CIGE AT TT I TAR A TR G TAT AR A TTATGRAT TGTGCAGT CATAGTCRARCGTT
AT TGRAGAGCTTACTTTATAT AR A G AT AT TCAG AT IGT GO T TG G CATTTGATTITTTARRRATCRRR
T AR T CT T AR G A A TGAT G C AR R A G T O CT TAT TACCCRRCTGCARCA R TAGGRAGEEACAGT
AT TR G R T TGO AT GAC AR TR G R R R G TGO AR G T O R R CATTTTTTCARGEAGCTATARRGOCCG
TGGAGGRGT CAGCTGACGECAC AT T TOGC G T G T OGGRGECT GG TCACCOGOGTAGRAGT GARGT
T TTTTTAT T T AR TGO CGAT OGO TTTAR L A R A OGO GA GGG T CTAT GCACCTOOCT GEOGETAG
I T T R T A OG T O T O T GO GO CT CTCOCAGGAGAGRCR A A CA GG T T CCCACG T GRCAGCT
GCGOCCCeEECaCCCCICCTGIGAT COOGTAGCGCCCCCTGEOCCGAGOCECGCCCGEET CIGT GRGTAGRGCCS
CCCeEECACCGAGCGCTGETCGCCGCTICTCCTICO

Figura 53: Secuencia del promotor VWA2 de 632 pares de bases. En azul: +1
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