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RESUMEN

El Adenocarcinoma colorrectal o Cancer Colorrectal (CCR) se clasifica como la tercera neoplasia
mas comun y la segunda causa principal de mortalidad a nivel mundial. En este estudio exploramos
mediante un analisis bioinformatico el impacto de mutaciones y expresion de los genes SAMHDI,
GNLI, POLE, MREIl y ASXL2 como potenciales mini impulsores en Adenocarcinoma
Colorrectal. Este estudio es netamente documental, experimental, exploratorio e informativo.
Utilizamos 3 bases de datos de importancia molecular y bioinformatica: COSMIC con 9490
muestras, TCGA con 461 y cBioportal con 1351. Utilizamos como principales herramientas de
analisis los portales web del cBioportal, GEO, GEO2R, UALCAN vy el lenguaje de programacion
The R Project for Statistical Computing para el andlisis de enriquecimiento por vias metabolicas.
Tres de los 5 genes evaluados (GNLI, POLE y MRE11) mostraron sobreexpresion en pacientes
con CCR en relacion con los controles (p<0.01). En relacion con los genes coexpresados, GNLI,
POLE y MREI 1 presentaron respectivamente 3689, 1550 y 3529 genes de co-expresion positiva,
los cuales enriquecen vias metabolicas asociadas a la respuesta inmunoldgica, ciclo celular,
procesamiento de factores de transcripcion, control de la expresion génica y mecanismos de reparo
del DNA. Estas vias moleculares estan directamente asociadas a algunos Hallmarks (sellos
distintivos del cancer) como: el mantenimiento de la sefial proliferativa, resistencia a la muerte
celular y la evasion del sistema inmunoldgico. Esta relacion directa con los Hallmarks podria
confirmarnos el significativo papel de GNLI, MRE11 y POLE en la aparicion del Adenocarcinoma
Colorrectal.

Palabras claves: genes impulsores, sellos distintivos del cancer, oncogénesis.



ABSTRACT

Colorectal adenocarcinoma or Colorectal Cancer (CRC) is classified as the third most common
neoplasm and the second leading cause of mortality worldwide. In this study we explore the impact
of mutations and expression of SAMHDI, GNLI, POLE, MREI1 and ASXL2 genes as potential
mini-drivers in Colorectal Adenocarcinoma through bioinformatic analysis. This study is purely
documentary, experimental, exploratory, and informative. We use 3 databases of molecular and
bioinformatics importance: COSMIC with 9490 samples, TCGA with 461 and cBioportal with
1351. As main analysis tools, we use the web portals of cBioportal, GEO, GEO2R, UALCAN and
the programming language The R Project for Statistical Computing for the analysis of enrichment
by metabolic pathways. Three of the 5 genes evaluated (GNLI, POLE and MREI1I) showed
overexpression in CRC patients compared to controls (p<0.01). In relation to the co-expressed
genes, GNLI, POLE and MRE]I1 presented 3689, 1550 and 3529 positive co-expression genes,
respectively, which enrich metabolic pathways as sociated with the immune response, cell cycle,
transcription factor processing, expression control gene and DNA repair mechanisms. These
molecular pathways are directly associated with some Hallmarks (Distinctive Hallmarks of
Cancer) such as: maintenance of the proliferative signal, resistance to cell death and evasion of the
immune system. This direct relationship with the Hallmarks could confirm the significant role of
GNLI, MREI and POLE in the appearance of Colorectal Adenocarcinoma.

Keywords: driver genes, hallmarks of cancer, oncogenesis.



I.  INTRODUCCION

En los ultimos afios, se ha reportado un aumento considerable en los casos de cancer
colorrectal (CCR) de aparicion temprana en pacientes menores de 50 afios en paises de Europa y
América (Sinicrope, 2022). La presentacion clinica inicial como CCR ocurre aproximadamente en
el 20% de los pacientes, sabiendo que, el 50% de los pacientes con enfermedad localizada,
eventualmente desarrollan metéstasis (Ciardiello et al., 2022). La investigaciéon sobre el
tratamiento integral del cancer colorrectal ha seguido en aumento, y la terapia combinada con un
agente dirigido es el principal método de tratamiento para los pacientes con cancer colorrectal
(Weng et al., 2022).

Con el progreso continuo de los paises en desarrollo, se estima que para el afio 2035 la
incidencia de cancer colorrectal en todo el mundo aumente a 2,5 millones de nuevos casos (Dekker
et al., 2019). Ademas, en estudios epidemioldgicos, el sexo masculino y el aumento de la edad han
mostrado consistentemente fuertes asociaciones con la incidencia de esta patologia (Henrikson et
al., 2015). Mientras que, el régimen de medicacion se desarrolla continuamente es dificil hacer
avances en la terapia del CCR cuyo pronostico sigue siendo pobre con una mediana de
supervivencia general de solo 25 a 30 meses (Chibaudel et al., 2015).

Debido a esto, encontrar nuevos impulsores de la progresion tumoral nos ayudaria a
clasificar a los pacientes de acuerdo con un mejor pronostico, mejorar el ritmo hospitalario, poder
administrar mejor los recursos de los pacientes y proporcionar una perspectiva completa sobre la
progresion del CCR.

1.1  Descripcion y formulacién del problema
El Adenocarcinoma Colorrectal o cancer colorrectal fue la cuarta neoplasia con mayor

frecuencia mundial con un 6.1% de incidencia en el afio 2018 (Bray et al., 2018b). Este cancer



maligno present6 1.8 millones de nuevos casos y también es considerado como la segunda causa
de muerte a nivel mundial con un 9.2% de incidencia (Ferlay et al., 2019). En el afio 2020
GLOBOCAN report6 un aproximado de 19.3 millones de nuevos casos de cancer y 10.0 millones
de muertes por cancer, de los cuales el CCR actualmente ocupa el tercer lugar como la neoplasia
mas diagnosticada con un 10% (1.93 millones de casos) de incidencia y ocupa el segundo lugar
como principal causa de muerte con un 9.4% (Sung et al., 2021). Del afio 2018 al 2020 la incidencia
y mortalidad de cancer colorrectal aumentaron considerablemente.

La mayoria de las investigaciones en genética del cancer se han centrado en identificar las
mutaciones somaticas mas importantes a las cuales denominaron “Impulsores principales”. Sin
embargo, muchas de las mutaciones encontradas en el cancer podrian no ser impulsoras
principales, sino que podrian tener efectos promotores de tumores relativamente débiles y a este
tipo de mutaciones se les denomina “mini impulsores” (Castro-Giner et al., 2015).

Para poder entender la implicancia de estos genes en el desarrollo de la oncogénesis
debemos mencionar el papel que desempena cada uno dentro de esta neoplasia. Las mutaciones en
el gen SAMHDI (Dominio SAM y dominio HD que contienen desoxinucledsido trifosfato
trifosfohidrolasa) asociadas al CCR bloquean su actividad como dNTPasa o varian su
especificidad, lo que conduce a una degradacion desigual de los ANTP. Este desequilibrio en la
concentracion de dNTP disminuye fuertemente la fidelidad de la replicacion del DNA elevando la
frecuencia mutacional. Estos datos sugieren que las mutaciones heterocigotas en SAMHDI
asociadas con cancer elevan la tasa mutacional en células cancerosas (Rentoft et al., 2016).

El gen GNLI (Proteina G Nucleolar 1) modula positivamente la expresion de la RPS20
(Proteina Ribosomal S20) y promueve la proliferacion celular. El agotamiento de GNLI y RPS20

endogenos retrasa la transicion de fase G1 a S del ciclo celular al reducir el nivel de proteina del
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retinoblastoma hiperfosforilado. Ademas, el bloqueo de GNLI y RPS20 reduce la capacidad de
formacion de colonias de la linea celular en cancer de colon. Todos estos datos evidencian que las
mutaciones que regulan el incremento de la expresion de GNLI mas su relacion con RPS20
desempefian un papel importante en el desarrollo de la oncogénesis (Krishnan et al., 2018).

Las DNA polimerasas, involucradas principalmente en la replicaciéon del DNA, presentan
un mecanismo de reparacion del DNA y corrigen los malos emparejamientos de bases. El gen
POLE (Gen de la subunidad catalitica de la DNA polimerasa épsilon) codifica una proteina de 59
kDa que desempefia un papel importante en la replicacion del DNA. Las mutaciones presentes en
el gen POLE son muy raras, pero se pueden identificar en algunas enfermedades, como
inmunodeficiencia combinada y adenomas colorrectales. Lamentablemente, la funcion bioldgica
exacta y el significado clinico de POLE siguen sin conocerse (Su et al., 2020).

El complejo MRN (MRE11-RAD50-NBSI) es un heterotrimero que consta de MREI]
(Recombinacion meidtica 11), RADS50 (Proteina reparadora de ADN Rad50) y NBS!I (Sindrome
de rotura de Nijmegen) (Situ et al., 2019b). Las mutaciones en el gen MRE11 se asocian con una
mayor susceptibilidad al CCR, especialmente en relacion con una mayor inestabilidad de
microsatélites (Chubb et al., 2016). Las mutaciones de MRE11 ocurren en la mayoria de los CCRs
primarios defectuosos por reparacion de errores de emparejamiento (MMR), y aproximadamente
el 15% de los CCR presentan inestabilidad de microsatélites (MSI) (Ortiz et al., 2016).

El papel del gen ASXL2 (Regulador transcripcional ASLX?) en la aparicion y desarrollo de
tumores se ha estudiado ampliamente en los ultimos afios. ASXL2 es considerado como un
potenciador de los genes trithorax y polycomb que se ha demostrado que actiian en muchos tipos
de tumores. Las mutaciones con regulacion al alza de ASXL2 se encuentran significativamente en

muestras de CCR. Sin embargo, la relacion entre ASXL2 y el prondstico del CCR atin no esta clara
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(Cui et al.,, 2020). Por lo que nos preguntamos: ;Se puede explorar mediante andlisis
bioinformatico el impacto de las mutaciones somaticas en los genes SAMHDI, GNLI, POLE,
MREI1 y ASXL2 como potenciales mini impulsores del Adenocarcinoma colorrectal?

1.2  Antecedentes

Los avances recientes en la secuenciacion del genoma completo han revelado que los
canceres humanos a menudo contienen miles de mutaciones subclonales. Rentoft (2016) planted
que incluso las pequenas variaciones en las concentraciones de ANTP disminuyen la fidelidad de
la replicacion del ADN y como consecuencia se obtendria un aumento de la tasa mutacional. Para
abordar esta incognita, ellos compararon grupos de dANTP en embriones de ratones silvestres,
embriones de ratones heterocigotos SAMHD 1"~ (Gen inactivo en un alelo) y embriones de ratones
homocigotos SAMHDI”~ (Gen inactivo en ambos alelos) con 13,5 dias de desarrollo. Como se
esperaba, los conjuntos de dNTP aumentaron significativamente en embriones SAMHDI™-
homocigotos.

Es importante destacar que los embriones heterocigotos SAMHD 1"~ también tenian grupos
de ANTP elevados y desequilibrados en comparacion con los ratones silvestres, y los conjuntos de
dCTP y dTTP aumentaron en 40%, dATP en 60% y dGTP en 20%. Estos datos sugieren
fuertemente que las mutaciones de SAMHDI heterocigotas asociadas al CCR afectan
negativamente su actividad de dNTPasa y aumenta los grupos de dNTP in vivo. La determinacion
de grupos de ANTP en embriones de raton reveld que la inactivacion de SAMHDI en un alelo es
suficiente para elevar las reservas de ANTP. Estas observaciones sugieren que las mutaciones de
SAMHDI asociadas al cancer heterocigotas aumentan las tasas de mutacion en las células

cancerosas.
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Krishnan (2018) inform6 por primera vez la acciéon de GNLI como promotor del ciclo
celular y la proliferacion al inducir la hiperfosforilacion de la proteina del retinoblastoma. Ademas,
mencionan que la correlacion inversa de la expresion de GNLI y RPS20 en canceres primarios de
colon y géstrico (con la supervivencia del paciente) refuerzan su importancia critica durante la
oncogénesis. Ellos analizaron los patrones de expresion de GNLI en diferentes canceres con los
respectivos tejidos normales disponibles en la base de datos Bio-Xpress. Los resultados de este
andlisis sugirieron que la expresion de GNLI se incrementd en la mayoria de los canceres.
Basandose en el patron de expresion de GNLI, se seleccionaron sistemas de lineas celulares de
CCR y cancer gastrico para comprender mejor la relevancia funcional de la regulacion positiva de
GNLI durante la oncogénesis.

Para ello, primero determinaron la supervivencia y proliferacion celular mediante ensayos
de incorporacion de MTT y BrdU sobre la expresion ectopica de GNLI en lineas celulares de CCR
(HCT116 p53*") y gastrico (AGS). Los resultados indicaron que GNLI 1-607 -GFP (en lo
sucesivo denominado GNLI 1-607) aument6 la viabilidad celular y la proliferacion de ambas
lineas celulares probadas. Por el contrario, el agotamiento de GNLI por shRNA especifico redujo

significativamente la viabilidad celular y la proliferacion de HCT116™*

p53 asi como lineas

celulares AGS. Juntos, estos datos sugieren que GNLI promueve la supervivencia y la
proliferacion celular en lineas celulares cancerosas.

Guerra (2017) realiz6 un cribado de mutaciones somaticas del dominio de exonucleasa

de POLE (exones 9-14) mediante secuenciacion Sanger buscando mutaciones en el dominio

de exonucleasa del gen en muestras de ADN tumoral de 307 pacientes con CCR. Ellos

identificaron tres mutaciones heterocigotas en dos casos (T286 y T368), lo que corresponde a

una frecuencia de mutaciones somaticas de POLE del 0.65%. Un tumor (T286) presentd una
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mutacion missense en el gen POLE (¢.857C> G, p. Pro286Arg), y otro tumor (T368) presentd
dos mutaciones de sentido erréneo (c.901G> A, p. Asp301Asn; y ¢.1376C> T, p. Ser459Phe).
Se prevé que todas estas alteraciones tengan un efecto directo en la funcidon de correccion de
pruebas del DNA.

Vilar (2011) evaluaron el estado mutacional de MREII en un panel de 17 lineas
celulares de CCR y 46 tumores primarios y encontraron una fuerte correlacion con el estado
de MSI (Inestabilidad microsatelital) tanto en lineas celulares como en tumores. Debido a esto
plantearon la hip6tesis de que la deficiencia de MRE I puede sensibilizar a las células de CCR
a la inhibicion de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP-1) segtin el concepto de letalidad
sintética. También resaltan la presencia de mutaciones frecuentes en un tracto poli (T) 11
especifico ubicado en el intron 4 de MREII en tumores colorrectales con MSI que es
consistente con informes previos, lo que confirmaria que MSI estd fuertemente asociado con
esta mutacion.

Cui (2020) utilizaron la reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa en tiempo real
(qRT-PCR), el andlisis de transferencia Western y pruebas de inmunohistoquimica (IHC) para
examinar la expresion de ASXL2 en tejidos de CCR. Este estudio demostr6 que ASXL2 se
expreso significativamente mas en muestras de CCR que en tejidos adyacentes normales. La
regulacion al alza de ASXL2 se relaciono6 con el estadio clinico avanzado. Los pacientes que
exhibieron altos niveles de expresion de ASXL2 tuvieron una menor supervivencia general,
mientras que aquellos con baja expresion de ASXL2 sobrevivieron mas tiempo. Estos
resultados mostraron que ASXL2 podria inducir la proliferacion celular, que se asocié con un
mal pronostico de los pacientes con CCR, lo que sugiere que ASXL2 podria ser una nueva diana

terapéutica para el CCR.
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1.3  Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Explorar mediante analisis bioinformatico el impacto de mutaciones y expresion de los
genes SAMHDI, GNLI, POLE, MREIIl y ASXL2 como potenciales mini impulsores en
Adenocarcinoma Colorrectal.

1.3.2 Objetivos especificos

Analizar y estudiar la frecuencia e incidencia de las mutaciones en los genes SAMHDI,
GNLI, POLE, MREI1 y ASXL2 en datos de muestras de tumores de las bases de datos COSMIC,
TCGA y cBioPortal.

Determinar si las mutaciones o la expresion de SAMHD1, GNLI, POLE, MRE11 y ASXL2
podrian ser consideradas como “mini impulsores” dentro de la evolucion del cancer poligénico.
1.4  Justificacion

Multiples trabajos consideran que el desarrollo del CCR es dependiente de las ganancias y
pérdidas en el material genético, asi como del estado mutacional de los genes que participan en la
via del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) (Martinez, 2019). Los genes con
mayor frecuencia mutacional presentes en el desarrollo del CCR son: KRAS, NRAS, BRAF, TP53,
APC entre otros (Thierry et al., 2014). En comparacion con SAMHDI, GNLI, MREI11 y ASXL2,
genes que presentan mutaciones con efectos promotores de tumores relativamente bajos y a pesar
de que el efecto de cada mutacion sea débil, en conjunto, pueden aumentar o agravar el desarrollo
de la oncogénesis actuando en sinergia (Castro-Giner et al., 2015).

La finalidad de este estudio es determinar el papel y la importancia de las mutaciones en
los genes SAMHDI, GNLI, POLE, MREIIl y ASXL2 que presentan un bajo porcentaje de
incidencia, asi como su expresion, como impulsores de la oncogénesis en el desarrollo del

Adenocarcinoma Colorrectal. También buscamos determinar que, debido a la baja frecuencia
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mutacional, estos genes mutados podrian ser considerados como “mini impulsores” y de esta forma
proporcionar una perspectiva completa del desarrollo de la oncogénesis en el Adenocarcinoma
Colorrectal.

Encontrar nuevos impulsores de la oncogénesis nos ayudaria a clasificar a los pacientes de
acuerdo con un mejor prondstico, el ritmo hospitalario podria administrar mejor los recursos de
los pacientes y a futuro podriamos sentar las bases para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas
al cancer. Creemos que las mutaciones con baja frecuencia poblacional por si solas no son
suficiente para dar inicio al desarrollo del tumor, pero segun la teoria del modelo “mini impulsor”
de la evolucion del cancer poligénico, un conjunto numeroso de estos mini impulsores podria
sustituir a uno o algunos “impulsores principales” durante el inicio de la oncogénesis. Por lo cual
en este trabajo proponemos las siguientes hipotesis:

1.5  Hipdtesis

Ha: La expresion génica y las mutaciones somaticas en SAMHD1, GNLI, POLE, MRE11
y ASXL2 propician la accidon de estos genes como “mini impulsores” y en conjunto a otras
mutaciones con baja frecuencia mutacional pueden sustituir a uno o algunos “impulsores
principales” durante el inicio de la oncogénesis.

Ho: La expresion génica y las mutaciones somaticas en SAMHD1, GNLI, POLE, MREI ]
y ASXL2 no propician la accidon de estos genes como “mini impulsores” y no pueden sustituir a

uno o algunos “impulsores principales” durante el inicio de la oncogénesis.
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Il. MARCO TEORICO

2.1  Adenocarcinoma colorrectal o cancer colorrectal

El Adenocarcinoma colorrectal, también llamado Cancer Colorrectal (CCR), a menudo se
agrupan debido a sus caracteristicas en comun. Segun la Sociedad Americana del Cancer, el CCR
se clasifica como la tercera neoplasia maligna letal mas comun y la segunda causa principal de
mortalidad relacionada con el cancer a nivel mundial (Siegel et al., 2020). La mayoria de los
canceres colorrectales comienza como un crecimiento en el revestimiento interno del colon o del
recto, conocido como pdlipos, algunos de los cuales pueden convertirse en cancer con el paso del
tiempo. Pero no todos los polipos se convierten en cancer, lo que depende del tipo de pdlipo
(American Cancer Society, 2018). Los polipos adenomatosos (adenomas) usualmente se
transforman en cancer por lo que los adenomas se denominan afecciones precancerosas. Los
adenocarcinomas representan alrededor del 96% de los canceres colorrectales y se originan de las
células que producen mucosidad para lubricar el interior del colon y recto. Cuando los especialistas

hablan de CCR, casi siempre se refieren a este tipo de cancer (Ballester et al., 2016).

2.2 El modelo “mini-driver” de la evolucion del ciancer poligénico

Las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS) han avanzado
enormemente nuestra comprension de los mecanismos de la carcinogenesis. La capacidad de
analizar el genoma completo o el exoma en profundidad en un gran numero de tumores ha
aumentado sustancialmente la lista de genes impulsores (Kandoth et al., 2013). También ha
revelado que tales mutaciones impulsoras no siempre estan presentes en el clon tumoral
dominante. Esto es clinicamente relevante, porque es probable que el direccionamiento de
impulsores subclonales destruya s6lo una subpoblacion de células tumorales, mientras que el

direccionamiento exitoso de variantes clonales puede conducir a la erradicacion del tumor (Temko
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et al., 2018). Por lo tanto, diferenciar las mutaciones clonales tempranas de las subclonales tardias
puede no solo aumentar nuestra comprension de los mecanismos de la oncogénesis, sino también
mejorar el manejo clinico de los pacientes (McGranahan et al., 2015).

Una de las varias caracteristicas sorprendentes, contrariamente a lo esperado, es que se han
encontrado muy pocos genes impulsores, que puedan ser considerados como nuevos marcadores,
que estén mutados con una frecuencia alta. En el modelo “mini impulsor” (mini-driver), las
mutaciones proporcionan una pequeia ventaja selectiva a la célula cancerosa y, por lo tanto,
tienden a aumentar en frecuencia a medida que avanza la carcinogénesis (Hindorff et al., 2011).
Sin embargo, no son esenciales para el desarrollo del tumor. Las caracteristicas propias de las
mutaciones “mini impulsoras” incluyen las siguientes: primero, estarian presentes en una pequeia
proporcion de tumores; segundo, estarian presentes en subclones (porque su débil ventaja selectiva
hace menos probable un barrido selectivo); tercero, mostrarian una evolucion paralela o
convergente entre subclones de cancer y entre canceres del mismo tipo; y por tltimo, apuntarian a
motivos funcionales implicados en procesos tales como la regulacion de la expresion génica, la
estabilidad del ARN, el cambio de transcripcion, la metilacion del ADN y otras caracteristicas
genomicas no codificantes (Castro-Giner et al., 2015). En ocasiones, varios mini conductores
pueden sustituir a uno o algunos "conductores principales" durante la oncogénesis en el modelo de
la evolucion del cancer poligénico. Los mini impulsores poligénicos también pueden funcionar en
combinacion con mutaciones de impulsores principales. Si bien es tentador especular que los genes
del cancer pueden comportarse de manera similar, hasta ahora ha habido poca evidencia
experimental que respalde este modelo poligénico de oncogénesis de "mini impulsores" (Bennett

et al., 2018).

2.3  Mutaciones en el gen SAMHDI1 y su papel en el inicio de la oncogénesis
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SAMHDI tiene un motivo o estéril N-terminal (SAM), un dominio central histidina-
aspartico (HD) y la proteina 1. Es una trifosfato de desoxirribonucledsido (ANTP) activado por
(desoxi) guanosina trifosfato (dGTP / GTP) trifosfohidrolasa involucrada en la homeostasis
de dNTP celular (Herold et al., 2017). El dominio SAM es un médulo de interaccion proteina-
proteina y proteina-acido nucleico putativo, mientras que el dominio HD es responsable de las
actividades como dNTPasa. SAMHDI es una dNTPasa que hidroliza los dNTP en
desoxirribonucleodsidos (dN) y trifosfatos por lo cual es considerado como un importante regulador
de los niveles de ANTP celular en células de mamiferos (Ji et al., 2013).

Las nucleasas como “SAMHDI” pueden ser afectadas por el estrés replicativo impulsado
por oncogenes en el CCR, la expresion de genes de nucleasas también podria estar alteradas por
hipometilacién de retroelementos endogenos en canceres de colon (Yang et al., 2017). Se ha
demostrado que SAMHD1 puede desempefiar un papel importante en la regulacion de los niveles
de dNTP, que son fundamentales para la fidelidad de la sintesis de ADN y la estabilidad del
genoma. Estudios moleculares y bioquimicos demostraron que SAMHDI se activa por
tetramerizacion alostérica inducida por dGTP, que da forma al bolsillo de union al sustrato para la
union y catalisis de INTP (Ji et al., 2013).

Curiosamente, estudios enzimaticos recientes sugirieron que GTP es el principal activador
de SAMHDI (Ji et al., 2014). La actividad dNTPasa de SAMHD| esta regulada por acetilacion,
que promueve la progresion del ciclo celular en las células cancerosas. SAMHDI se acetila en el
residuo lisina 405 (K405) in vitro e in vivo por una acetiltransferasa, que detiene la proteina
defectuosa 1 (ARD1). SAMHDI es acetilado por ARDI, como se sabe, ARDI es oncogénico y la
actividad enzimatica de SAMHD| es relevante para la regulacion del ciclo celular, creemos que la

acetilacion de SAMHDI mediada por ARDI puede contribuir a la proliferacion de células


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
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cancerosas. Al identificar el sitio de acetilacion especifico de SAMHDI y mutarlo para bloquear
su acetilacion. Estos datos sugieren una funcion novedosa de acetilacion de SAMHDI en el
crecimiento de células cancerosas (Lee et al., 2017).

Figura 1

Mecanismo de acetilacion de SAMHDI mediada por ARDI en la proliferacion de células

cancerosas.
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Nota: La acetilacion de SAMHDI mediada por ARD]I facilita la transicion G1/S al reducir los
niveles de ANTP y promueve la proliferacion de células cancerosas. Tomado de “La acetilacion
SAMHD1 mejora su actividad desoxinucleotido trifosfohidrolasa y promueve la proliferacion de

células cancerosas”, por Lee, 2017, Oncotarget, 8(40).

2.4  Papel del gen GNLI en el desarrollo de la oncogénesis
El gen GNLI (Proteina G nucleolar) es una proteina putativa GTPasa nucleolar y pertenece

a la subfamilia GTPasas YawG/YIqgF/HSR1 MMRI. La subfamilia Yawg/YIqF/HSR1 MMRI1
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pertenece a la subclase de GTPasas TRAFAC caracterizada por una permutacion circular de sus
motivos de firma de GTPasa (G1-5) de modo que G4, -5, y los subdominios -6 se reubican desde
el lado C-terminal de la proteina al N-terminal (Du et al., 2006). Recientemente estudios
plantearon, por medio de ensayos con dos hibridos de levadura, la importancia de su relacion con
la proteina ribosémica S20 (RPS20) como un nuevo socio funcional de interaccion con GNLI. Se
sugiere que GNLI y RPS20 promueven la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (Rb) que
a su vez modula la fase G1/S del ciclo de division celular y también resaltan que la interaccion
entre GNLI y RPS20 es fundamental para promover la proliferacion y supervivencia celular
durante la oncogénesis (Krishnan et al., 2018).

Se encontrd que GNLI esta altamente regulado en varios tipos de canceres y ademas se
cree que GNLI inhibe la apoptosis modulando la expresion de la familia de proteinas Bcl2 y la
division de las caspasas 7 y 8. Ademas se cree que GNLI protege las células de cancer de colon

de la apoptosis inducida por quimio-fairmacos (Krishnan et al., 2020).
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Figura 2
GNLI y RPS20 como moduladores de los puntos de control G1/S y G2/M del ciclo celular.
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Nota: GNL1 y RPS20 modula el punto de control G1 S y G2/M del ciclo celular al alterar el
estado de la fosforilacion de Rb para promover la proliferacion celular. Tomado de “La
interaccion entre GNL1 nucleolar humano y RPS20 es fundamental para modular la proliferacion
celular”, por Krishnan, 2018, Scientific Reports, 8(1).

Curiosamente, GNLI regula al alza la expresion de p53 y su diana transcripcional, p21,
pero se encontrd que la regulacion al alza de p21 es dependiente de p53, asi como mecanismos
independientes. También se piensa que GNLI promueve el crecimiento y la supervivencia celular
al inducir la retencion citoplasmica y la estabilizacion de p21 a través de la fosforilacion mediada
por AKT, todos estos informes sugieren que GNLI podria regular la red de vias para promover

el crecimiento y la supervivencia celular, pero los mecanismos donde este gen se involucra atin
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siguen siendo poco conocido (Boddapati et al., 2012).

2.5 Implicancia de las mutaciones del gen POLE y su importancia en el cancer

El biomarcador candidato prometedor es la mutacion del dominio de correccion de pruebas
POLE (exonucleasa), detectado en el 6-12% de los canceres de endometrio, 1-2% de los canceres
colorrectales, y con menos frecuencia en los tumores de estdmago, pancreas, mama, y cerebro.
POLE codifica la subunidad cataliticade la ADN polimerasae (Pol ¢€), que replica
la cadena principal de ADN antes de la division celular (Domingo et al., 2016). Los tumores con
mutaciones somaticas en el gen POLE son notables por su gran inestabilidad genémica y su carga
mutacional se encuentra entre las mas altas en el cancer humano (Temko et al., 2018).

Figura 3

Frecuencia y ubicacion de las mutaciones del dominio de exonucleasa de correccion de pruebas

de Pol 6 y Pol € somaticas y de linea germinal en canceres.
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Nota: Una representacion esquematica de los dominios de exonucleasa de Pol 6 (parte a) y Pol €
(parte b) que muestra motivos exo conservados (I-V), residuos del sitio activo exo | y la posicion
y frecuencia de la linea germinal y mutaciones somaticas (paneles superiores). Tomado de “Una

panoplia de errores: mutaciones de dominio de correccidn de polimerasa en cancer”, por Rayner,

2016, Cancer, 16(2).
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Recientemente se ha demostrado que las mutaciones en POLE predisponen a la poliposis
coldnica y al cancer, y que las mutaciones somaticas en este gen ocurren en varios tumores. Entre
los mas comunes se menciona al cancer de endometrio, colon y recto. La patogenicidad de estas
mutaciones ha sido respaldada por estudios que utilizan mutantes de Saccharomyces cerevisiae,
confirmando que las mutaciones en POLE reducen o anulan la actividad exonucleasa y aumentan
la tasa de mutacion (Rayner et al., 2016). Estudios anteriores han identificado una asociacion entre
la mutacion truncante TP53 R213* y los canceres POLE mutantes (Shinbrot et al., 2014). Se ha
identificado ademads que este punto de acceso TP53 se encuentra enriquecido en mutantes POLE
P286R (62.5%) en el CCR. La mutacion que trunca TP53 R213 * es causada por una transicion
C> T en un contexto de penta-nucledtidos de TTCGA, ademas, se cree que los mutantes POLE
con esta mutacion generalmente tienen una frecuencia relativa mas alta (Fang et al., 2020).

La correccion de pruebas POLE es esencial para la fidelidad de la replicacion y, de acuerdo
con esto, su alteracion por las mutaciones heterocigotas patogénicas encontradas en los canceres
conduce a un fenotipo de mutacion a gran escala tumoral, con una carga de variantes de un solo
nucledtido. Posiblemente debido a que su mutacion a gran escala provoca un enriquecimiento de
nuevos epitopos antigénicos, que a su vez estimula una respuesta citotoxica potente de células T
(Domingo et al., 2016). Aunque esta claro que las mutaciones somadticas en POLE causan un
fenotipo mutante y actian como impulsores del cancer queda sin respuesta varias preguntas sobre

su contribucidn a la Oncogénesis (Kane & Shcherbakova, 2014).
2.6  Mutaciones en el gen MRE11 y su papel en el desarrollo del cancer colorrectal

El gen MRE11 (Gen de Recombinacion meidtica 11) estd implicado en la recombinacion
homologa del DNA, este gen forma un complejo multiprotéico con RAD50 y NBS1 (MRN) que

indica roturas de ADN de doble hebra y luego recluta otras proteinas que inician la reparacion
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del ADN (Syed & Tainer, 2018). En estudios realizados con muestras tumorales de CCR con
MSI, se observaron mutaciones frecuentes en un tracto poli (T) 11 especifico ubicado en el intrén
4 de MREI1I, lo que confirma que la MSI estd fuertemente asociado con las mutaciones en
MREII (Vilar et al., 2011).

Las mutaciones en el gen MREII se expresan debido a los fallos en la reparacion del
DNA generando secuencias repetitivas del material genético (Ortiz et al., 2016). Las mutaciones
en MREI ] se asocian con una mayor susceptibilidad al CCR, especialmente en relacion con una
mayor inestabilidad de microsatélites (Situ et al., 2019). Estudios anteriores se centraron en
mutaciones homocigoéticas de la repeticion poli (T) 11 dentro del intrén 4 de MRE11 humano,
esta mutacion se encuentra exclusivamente en tumores colorrectales primarios deficientes en
MMR y conduce a errores de empalme, expresion de MRE1 I reducida y MRN complejo proteico
truncado (Ihara et al., 2016).

Figura 4

El complejo MRN y la respuesta al daiio del ADN, estructura del dominio de las proteinas MREI 1,

RAD50 y NBS.
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Nota: El complejo MRN es un heterotrimero que consiste en la recombinacion meiodtica 11
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(MRE11), la proteina de reparacion de ADN Rad50 (RADS50) y el sindrome de rotura de Nijmegen
1 (NBS1). Tomado de “Complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) en cancer humano e implicaciones
prondsticas en cancer colorrectal, por Situ, 2019, International Journal of Molecular Sciences,
20(4).

Las mutaciones en el gen MRE ] se producen en la mayoria de los canceres colorrectales
primarios defectuosos en la reparacion de errores de emparejamiento (MMR), y aproximadamente
el 15% de los canceres colorrectales presentan inestabilidad de microsatélites (MSI) (Chubb et al.,
2016). Se cree que la deficiencia de MREII causa inestabilidad de microsatélites a través de

interacciones defectuosas con MLHI y MREII que conducen a su inactivacion en canceres

deficientes en MMR (Ihara et al., 2016).

2.7  Mutaciones en el gen del regulador transcripcional ASXL2 y su relacion con el

desarrollo del cancer colorrectal

El gen ASXL2 (Proteina adicional similar a peines sexuales 2) perteneciente a la familia de
genes ASXL (ASXLI, ASXL2 y ASXL3) son proteinas de andamiaje epigenético que ensamblan
reguladores epigenéticos y factores de transcripcion en loci gendmicos especificos con
modificaciones de histonas (Katoh, 2013). Lamentablemente, la funcion de ASXL2 ha sido menos
estudiada. A pesar de esto, se ha comprobado que las mutaciones con regulacion al alza de ASXL2
se encuentran significativamente en muestras de CCR. Sin embargo, la relacion entre ASXL2 y el
pronostico del CCR aun no esta clara (Park et al., 2015).

Se plantea que ASXLI forma un complejo con el Supresor de tumores BAPI y una
deubiquitinasa (DUB). BAPI es esencial para mantener la estabilidad de la proteina ASXL2, pero

no de ASXLI. En particular, la pérdida de expresion de BAPlesta asociada al cancer y da como
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resultado la desestabilizacion de ASXL2 y, por lo tanto, la pérdida de su funcién generando una
proliferacion celular exacerbada (Daou et al., 2015).

Figura 5

Modelo de trabajo propuesto para el complejo BAP1/ASXL?2.

Transcription On

Nota: El complejo BAP1/ASXL2 presenta implicancia en la modificacion de la cromatina y la
regulacion de la transcripcion de los genes. Tomado de “Las mutaciones familiares y somaticas de
BAPI inactivan la regulacion alostérica mediada por ASXL1/2 de la BAP1 desubiquitinasa al
dirigirse a multiples dominios independientes”, por Peng, 2018, Cancer, 78(5).

Ademas, se encontré que ASXL2 estaba relacionado con la aparicion y el desarrollo de
tumores al estar involucrado en la activacion y represion transcripcional de una manera
dependiente del contexto (Cui et al.,, 2020). También se demostré que la interaccién con
BAPI/ASXL?2 regula la senescencia celular y que las mutaciones en el gen ASXL2 asociadas al
cancer interrumpen la actividad de BAPI y DUB. Por tanto, la inactivacion del eje BAP1/ASXL2

podria contribuir al desarrollo del cancer (Daou et al., 2015).
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III. METODO

3.1 Tipo de investigacion

La finalidad de este estudio busca determinar la importancia e incidencia de la expresion
y mutaciones de los genes SAMHDI, GNLI, POLE, MREIl y ASXL2 como posibles mini
impulsores en la evolucion y desarrollo de la oncogénesis. Por lo tanto, este estudio es netamente
documental experimental debido a que estaremos analizando y comparando los datos de las
mutaciones presentes en los genes propuestos, obtenidos de 3 bases de datos de importancia
molecular y bioinformatica.

Exploratoria por que trata de probar la hipotesis que los genes SAMHDI, GNLI, POLE,
MREII y ASXL2 son “mini impulsores” que pueden sustituir a uno o algunos “impulsores
principales” durante el inicio de la oncogénesis.

Informativa porque trata de informar la relevancia de las mutaciones SAMHD1, GNLI,
POLE, MREI1 y ASXL2 como posibles mini impulsores en la evolucion y desarrollo de la
oncogenesis.

Documental porque analizando y comparando los datos de las mutaciones presentes en

los genes propuestos, obtenidos de 2 bases de datos de importancia molecular y bioinformatica.

3.2  Ambito temporal espacial

Utilizamos tres bases de datos de acceso publico: El Catalogo de Mutaciones Somaticas en
Cancer (COSMIC), uno de los recursos mas grandes y completos del mundo para explorar el
impacto de las mutaciones somaticas en el cancer humano (Forbes et al., 2017). El Atlas del
Genoma del Cancer (TCGA) cuya finalidad es catalogar cambios moleculares de importancia
biologica responsables de la aparicion de cancer haciendo uso de la secuenciacion gendmica y la

bioinformatica (The Cancer Genome Atlas Program, 2019). Y el cBioPortal for Cancer Genomics,
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que nos muestra una visualizacidon y nos plantea un analisis perceptivo de datos complejos en
gendmica del cancer (Gao et al., 2016).

Los datos de las muestras de tumores obtenidos de COSMIC fueron registrados desde el
afio 2005 hasta la actualidad, resaltamos que esta base de datos es de acceso global por lo tanto
tiene registrado muestras de todo el mundo, es considerada una de las bases de datos mas completas
en genomica del cancer, contiene informacion de 3 estudios con gran relevancia en este campo
(TCGA, ICGC y Cell Line) y cada afio el numero de registro va aumentando (Forbes et al., 2017).

Los datos de las muestras de tumores obtenidos de TCGA fueron registrados desde el afio
2006 hasta la actualidad, Esta base de datos esta bien organizada e involucra a diferentes
colaboradores responsables de la recoleccion y el procesamiento de muestras, seguidos de una
secuenciacion de ultima generacion y analisis de datos bioinformaticos y estadisticos, resaltamos
que esta base de datos tiene como principal aporte los registros de los casos de cancer de EEUU
(Tomczak et al., 2015).

El cBioPortal es una plataforma para visualizacion, analisis y descarga exploratorios e
interactivos de conjuntos de datos de gendmica del cancer a gran escala, abarca una gran cantidad
datos publicos (COSMIC, TCGA, ICGC, estudios de secuenciacion publicados, etc.) para su

analisis y facil descarga (CBioPortal for Cancer Genomics, n.d.).
3.3  Variables

En el presente estudio se distinguen las siguientes variables:

3.3.1 Variable dependiente

El inicio y desarrollo de la oncogénesis en el Adenocarcinoma de Colorrectal.

3.3.2 Variable independiente

La incidencia y la frecuencia mutacional presente en las muestras de tumores SAMHD],
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GNLI, POLE, MREI1 y ASXL2.

3.4  Poblacion y muestra

Hasta diciembre del 2020 en la base de datos COSMIC hay un total de 9490 muestras de
adenocarcinoma colorrectal. Para el andlisis de las mutaciones de los genes SAMHDI, GNLI,
POLE, MREII y ASXL2 utilizamos 278 muestras de tumores que presentaron mutaciones
significativas en estos genes (Forbes et al., 2017). Hasta diciembre del 2020 la base de datos del
TCGA cuenta con 461 muestras de adenocarcinoma Colorrectal de los cuales se ha seleccionado
123 muestras que utilizamos para el andlisis de los 5 genes propuestos, tomando en cuenta solo
aquellas que presentaron mutaciones de alto impacto (The Cancer Genome Atlas Program -
National Cancer Institute, 2019). Y hasta enero del 2021 la base de datos del cBioportal tiene
registrado 1351 muestras de las cuales utilizamos 235 muestras que presentaron mutaciones

significativas y de alto impacto (CBioPortal for Cancer Genomics, n.d.).
3.4.1 Criterios de inclusion
Las muestras de cancer colorrectal que presenten las mutaciones correspondientes para
cada gen.
3.4.2 Criterio de exclusion
Las muestras que no presenten informacion de variantes o niveles de expresion.
3.5 Instrumentos

Ordenador con Sistema operativo Windows 10, COSMIC database, TCGA database,
cBioportal, The R Project for Statistical Computing, La prueba SMG de la suite MuSIC del
TCGA, GEPIA2 web server, R2: Genomics Analysis and Visualization Platfor, GEO DataSets

(NCBI) web server y GeneMANIA web server.
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3.6 Procedimientos
3.6.1 Bisqueda de datos

Realizamos la busqueda de las mutaciones correspondientes para cada gen en la base de
datos COSMIC (Forbes et al., 2017), para lo cual utilizamos la herramienta Cancer Browser que
nos permite buscar datos por tipo de tejido e histologia. Para la buisqueda utilizamos los siguientes
tesauros: “Bowel” como tipo de tejido, “colon” como sub-tejidos, “carcinoma” como tipo de
histologia y “adenocarcinoma” como sub-histologia. Iniciamos el filtrado y como resultado
conseguimos una lista de genes involucrados en el desarrollo de esta neoplasia junto a la frecuencia
mutacional correspondiente a cada uno. Luego, seleccionamos los genes mutados propuestos
(SAMHDI, GNLI, POLE, MREI11 y ASXL?2) para determinar el nimero de muestras mutadas
correspondientes.

Para la base de datos del TCGA (The Cancer Genome Atlas), usamos Genomic Data
Commons Data Portal (The Cancer Genome Atlas Program - National Cancer Institute, 2019),
una herramienta de busqueda de conjuntos de datos armonizados sobre el cancer, para lo cual
realizamos la busqueda de los datos correspondientes en cada uno de los genes propuestos
(SAMHDI, GNLI, POLE, MREI11 y ASXL?2), luego seleccionamos el proyecto “TCGA-COAD”
(TCGA-adenocarcinoma de colon) para determinar el nimero de muestras mutadas y registradas
en adenocarcinoma de colon, y por ultimo seleccionamos los datos de las mutaciones
correspondientes a cada gen. En ambos casos realizamos un filtrado por tipo de mutacion tomando
como datos principales las mutaciones “nonsense” y “missense”, pero a la vez descartamos las
mutaciones silenciosas en regiones codificantes (coding silent). Por ultimo, comparamos las

mutaciones presentes en ambas bases de datos y elaboramos una lista general.

3.7 Analisis de datos

3.7.1 cBioPortal para genomica del cancer
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Ingresamos a la plataforma del cBioPortal (CBioPortal for Cancer Genomics, n.d.) y
seleccionamos los estudios por analisis y visualizacion, seleccionamos “Bowel” (intestino) como
tipo de cancer y obtuvimos una relacion de estudios en adenocarcinoma de colon como principal
interés. Luego seleccionamos 3 principales estudios: Colorectal Adenocarcinoma DCFI (Dana-
Farber Cancer Institute), Colorectal Adenocarcinoma (PanCancer, Atlas TCGA) y Colorrectal
Adenocarcinoma Triplets del MSKCC (Memorial Sloan Kettering - Cancer Center). Consultamos
por cada gen de interés con el comando “Query By Gene”, seleccionamos los perfiles moleculares
de interés (mutaciones, variantes estructurales y alteracion del numero de copias) e ingresamos los
genes de propuestos, seleccionamos el comando “Submit Query”. Por ultimo, entramos a la
pestaia de mutaciones, seleccionamos las mutaciones presentes para cada gen y comparamos con

las bases de datos del TCGA y COSMIC.
3.7.2 Anadlisis segun las caracteristicas clinicas.

Dentro de la plataforma del cBioPortal entramos a la pestafia “Plots” y seleccionamos ejemplos
de mutaciones vs diagndstico, usamos como tipo de data “atributo clinico” y seleccionamos las
caracteristicas clinicas mas importantes: Sexo, categoria CIMP (fenotipo metilador de islas
CpG), tipo de muestra, tipo de tumor, estado del cancer y neoplasia de la persona, sitio anatémico
de la enfermedad tumoral, sitio del tumor, subtipo molecular del céncer y tipo de céncer

detallado.

3.7.3 Analisis con “GEO2”y “GEO2R”

Revisamos la base de datos GEO (About GEO DataSets - GEO - NCBI, 2021) y realizamos
un filtrado de todos los estudios que incluian las siguientes caracteristicas: Colorectal cancer,
Homo sapiens, mRNA y adjacen normal tissue. Después de estos filtros, encontramos 45

resultados que filtramos a mano para determinar cuales comparaban pacientes con controles, de
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esta forma excluimos los estudios que Unicamente evaluaban pacientes o tratamientos. Luego de
esto quedaron 5 estudios, de los cuales 2 analizaban el valor de expresion génica del mRNA.
Para el andlisis utilizamos la herramienta GEO2R, realizamos una comparacién entre
muestras de tejido normal adyacente (control) y muestras de tejido tumoral (prueba). Después,
ingresamos a la pestafia “Profile graph”, “View data for GPL” y realizamos la busqueda de los ID
correspondientes a los genes SAMHDI1, GNLI, POLE, MRE11 y ASXL2. Por tltimo, ingresamos

el ID y generamos las graficas de valor de expresion génica.

3.7.4 Anadlisis de expresion génica por el servidor “UALCAN”

Utilizamos el servidor web UALCAN (Chandrashekar et al., 2017) para realizar un
analisis de expresion génica de 327 muestras del TCGA comparando tejido normal adyacente vs
tejido tumoral. Dentro del servidor UALCAN seleccionamos la base de datos del TCGA,
realizamos una exploracion por genes e ingresamos los nombres correspondientes SAMHDI,
GNLI, POLE, MREI11 y ASXL2. Por ultimo, seleccionamos el tipo de cancer “Adenocarcinoma

Colorrectal” y analizamos los datos de expresion por mRNA.

3.7.5 Expresion concomitante de genes utilizando “The R Project for Statistical Computing”
Revisamos datos de expresion génica por RNA-seq en muestras de cancer CCR y tejidos
saludables incluidos en el proyecto TCGA a través del servidor online UALCAN. Obtuvimos
datos de expresion de los genes SAMHDI, GNLI, ASXL2, POLE y MREII en muestras de
pacientes y controles, su potencial contribucion a la sobrevida e informacion sobre genes
coexpresados. Usando el lenguaje de programacion R descargamos la data de enriquecimiento de
los modulos KEGG 2021 (Enciclopedia de genes y genomas de Kioto). Reactome (Base de datos
de rutas de Reactoma) y Gene Ontology (Recurso de Ontologia Genética) del servidor Enrichr, vy,

por ultimo, generamos dotplots que muestran la implicancia de la expresion génica de GNLI,
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POLE y MREI 1 en diferentes vias metabdlicas, funciones moleculares y componentes celulares.
Y cnetplots que muestran la correlacion entre GNLI, POLE y MREI1 y sus vias metabolicas

implicadas.



IV.
4.1 Busqueda de datos

Tabla 1

RESULTADOS

34

Numero de mutaciones registradas para cdancer colorrectal en las bases de datos, COSMIC, TCGA

y CBIOPORTAL correspondientes para los genes SAMHDI1, GNLI, MRE11, POLE y ASXL2.

# Total de # de Mx # de Mx % de Mx
Mx testeadas mutadas mutadas
SAMHD1 802 27 3.36%
GNLI 802 16 2%
COSMIC MREI1] 1777 149 8.40%
9490
POLE 1474 44 2.98%
ASXL2 1394 42 3.01%
SAMHD1 16 3.57%
GNLI1 8 1.78%
TCGA MREI11 47 10.50%
_ 461 448
POLE 16 3.57%
ASXL2 36 8.03%
SAMHD1 34 2.65%
GNLI 20 1.56%
CBIOPORTAL MREII 32 2.49%
1351 1282
POLE 106 8.26%
ASXL2 43 3.25%
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4.2  cBioPortal para genémica del cancer

Figura 6

Oncoprint. Visualizacion de muiiltiples eventos de alteracion genomica en los genes SAMHDI, GNLI, MREIl, POLE y ASXL2

(CBioPortal for Cancer Genomics, n.d.).
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Nota: Este Oncoprint nos ayuda a visualizar y comprender la alteracion genética presente en los genes SAMHD1, GNLI, MREI 1, POLE

y ASXL2, asi como los diferentes tipos de mutaciones y las coocurrencias.
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En la Figura 6, las variantes en SAMHDI presentan un perfil de alteracion del 6% en un
total de 75 casos de 1213 pacientes. De los cuales 45 pacientes presentaron mutaciones
“Amplification” (amplificacion), 1 paciente presento “Deep Deletion” (delecion o pérdida de una
region génica importante), 8§ pacientes presentaron ‘“Missense mutation - putative driver”
(mutacion de sentido erroneo de conductor putativo), 6 pacientes mostraron ‘“Truncating
Mutation” (mutacion truncada) y 15 pacientes mostraron “Missense mutation — unknown
significancer” (mutacion de sentido erréneo de significado incierto)

Las variantes en GNLI mostraron un 1.8% en su perfil de alteracion en un total de 22 casos
de 1213 pacientes de los cuales 3 pacientes presentaron mutaciones de amplificacion, 17 pacientes
presentaron mutaciones de sentido erréoneo de significado incierto, 1 paciente presento una
mutacion truncada y 1 paciente present6 un “Splice Mutation — unknown significancer” (mutacion
por empalme de significado incierto)

Las variantes en MREI1 presentaron un perfil de alteracion del 2.2% en un total de 27
casos de 1213 pacientes. Del total 15 pacientes mostraron mutaciones de sentido erroneo de
significado incierto, 10 pacientes presentaron mutacion truncada, 1 paciente present6 una “Splice
Mutation — putative driver” (mutacidon por empalme de conductor putativo) y 1 paciente presento
una “Deep Deletion” (delecion profunda).

Las variantes en POLE presentaron un perfil de alteracion del 7% en un total de 83 casos
de 1213 pacientes. De los cuales 15 pacientes presentaron mutaciones de sentido erroneo de
significado incierto, 9 pacientes presentaron mutaciones truncadas, 2 pacientes mostraron una
“Inframe Mutation” (mutacion en el marco de lectura), 2 pacientes mostraron mutacion por
empalme de significado incierto y 55 pacientes presentaron mutaciones de sentido erroneo de

significado incierto. Las variantes en ASXL2 presentaron un perfil de alteracién del 3% en un total
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de 38 casos de 1213 pacientes. De los cuales 9 pacientes presentaron Mutacion truncada, 1 paciente

presentd mutacion en el marco de lectura, y 28 pacientes mostraron mutaciones de sentido erroneo
de significado incierto.

Figura 7

Frecuencia de alteracion de los del perfil de variantes en los genes SAMHDI, GNLI, MREI I,

POLE y ASXL2.
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En la Figura 7 Seleccionamos dos estudios sumarizados dentro de la base de datos: El
primer estudio “Colorectal Adenocarcinoma del DCFI” (Dana-Farber Cancer Institute), mostro
una frecuencia de alteracion del 18.35% de 594 casos presentes en este estudio, de los cuales, un

10.1% corresponden a mutaciones, 7.58% amplificaciones, 0.34% deleciones profundas y un
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0.34% a maultiples alteraciones. Para el segundo estudio “Colorectal Adenocarcinoma”

(PanCancer, Atlas TCGA) mostr6 una frecuencia de alteracion del 14.38% de 619 casos presentes

en este estudio, de los cuales todo el porcentaje hace referencia a mutaciones.

Tabla 2

Co-ocurrencia presente en las 1351 muestras tomadas de 1282 pacientes pertenecientes a los 3

principales estudios del DCFI, PanCancer Atlas TCGA y MSKCC.

A B Log2 Valor
A B Ninguno No No Ambos Odds Valor q Tendencia
B A Ratio

MREIlI  POLE 1055 13 69 14 >3 <0.001 <0.001 Coocurrencia
POLE  ASXL2 1046 67 22 16 >3 <0.001 <0.001 Coocurrencia
MREIlI ASXL2 1093 20 31 7 >3 <0.001 <0.001 Coocurrencia
GNLI POLE 1053 15 76 7 2.693 <0.001 0.001  Coocurrencia
GNLI MREII 1105 19 24 3 2.862  0.013 0.026  Coocurrencia
SAMHDI GNLI 1067 62 18 4 1.935  0.033 0.055  Coocurrencia
SAMHDI ASXL2 1052 61 33 5 1.386  0.061 0.088  Coocurrencia
SAMHD1 POLE 1010 58 75 8 0.893  0.095 0.119  Coocurrencia
SAMHD1 MREII 1061 63 24 3 1.074  0.198 0.22 Coocurrencia
GNLI  ASXL2 1091 22 38 0 <3 0474 0474 Dxclusividad

mutua
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En la tabla 2 observamos el numero de coocurrencias presentes entre los 5 genes
propuestos, de los cuales las primeras 4 comparaciones presentan un resultado significativo con
un valor de p y q <0.001. La primera comparacioén entre MREI1 y POLE nos muestra que hay
1055 pacientes que no presentan mutacidon en estos genes, 13 pacientes presentan mutaciones en
MRE]I 1 pero no en POLE, 69 pacientes presentan mutaciones en POLE pero no en MREI1 y 14
pacientes presentan mutaciones en ambos genes. El Log2 Odds Ratio en la primera comparacion
presenta un valor >3 lo que nos indicaria que la presencia de las mutaciones en MREI1 y POLE
estan asociadas en el sentido de que las mutaciones en MRE] I aumentan las probabilidades de las

mutaciones en POLE y viceversa.

4.2.1 Anadlisis segun las caracteristicas clinicas

La Figura 8 A nos muestra la incidencia de las mutaciones en SAMHDI, GNLI, MREI I,
POLE y ASXL?2 tanto en la poblacion femenina como masculina con un valor de p=0.0085.
Determinamos que hay una diferencia significativa entre los dos sexos, también observamos que
la poblacion masculina presenta un mayor conteo mutacional en comparacion a la poblacion
femenina. La Figura 8B nos muestra el conteo mutacional de los genes 5 genes propuestos en
muestras con bajo y alto CIMP (fenotipo metilador de islas CpG) con un valor de p<0.0001.
Determinamos que hay una diferencia significativa entre ambos casos y también resaltamos que
las muestras con bajo CIMP presentaron un mayor conteo mutacional en comparacion a las

muestras con alto CIMP.
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Conteo mutacional versus caracteristicas clinicas (Sex, CIMP Category, Sample Type, Tumor

Grade, Person Neoplasm Cancer Status y Tumor Disease Anatomic Site) en los genes SAMHD1,

GNLI, MREI11, POLE y ASXL2.
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Nota: Los valores de la mediana y numero poblacional (n) correspondiente para cada analisis se

pueden visualizar en la tabla en los anexos. (A) Comparacion del conteo mutacional entre el sexo

masculino y femenino. (B) Comparacion de conteo mutacional entre las categorias CIMP (fenotipo

metilador de islas CpG) bajas o altas. (C) Comparacion de los tipos de muestras, tumores con



41

metastasis y tumores primarios. (D) Comparacion en base al grado del tumor, pacientes libres de
tumor y pacientes con tumor. (E) Comparacion segun la persona con estado de neoplasia del
cancer. (F) Comparacion segun el sitio anatomico de la enfermedad tumoral, segmentos de colon
o0 recto.

La Figura 8C nos muestra el conteo mutacional de los 5 genes en pacientes con presencia
de metastasis y tumor primario con un valor de p<0.0001. Determinamos que hay una diferencia
significativa entre ambos casos y también resaltamos que los pacientes con tumor primario
presentaron un mayor conteo mutacional en comparacion a los pacientes con metéstasis. La Figura
8D nos muestra el conteo mutacional de los 5 genes en pacientes con peor grado de tumor y
pacientes con moderado grado de tumor, presentando asi un valor de p<0.0001. Determinamos
que hay una diferencia significativa entre ambos casos y también resaltamos que los pacientes con
un moderado grado de tumor presentaron un mayor conteo mutacional en comparacion con los
pacientes de grado tumoral avanzado.

La Figura 8E nos muestra el conteo mutacional de los 5 genes propuestos en pacientes
libres de tumor y pacientes con presencia de tumor, con un valor de p= 0.001. Determinamos que
hay una diferencia significativa entre ambos casos y también resaltamos que los pacientes con
tumor presentan un mayor conteo mutacional en comparacion a los pacientes sin tumor. La figura
8F nos muestra el conteo mutacional de los 5 genes en pacientes con enfermedad tumoral en el
colon y recto, con un valor de p<0.0001. Determinamos que hay una diferencia significativa entre
ambos casos y también resaltamos que los pacientes con presencia de tumor en el recto presentaron

un mayor conteo mutacional en comparacion con los pacientes que desarrollaron tumor en el colon.
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Figura 9
Conteo mutacional versus caracteristicas clinicas (Tumor site, Subtype y Cancer Type Detailed)

en los genes SAMHDI1, GNLI, MREI 1, POLE y ASXL?2.

A B c
Tumor Site Subtype Cancer Type Detailed
. p<0.0007 ‘
' Pp<0.0007 A p<0.0007
p<0.0007 , P<0.0001 . ‘ p<0.0001
5000 P00 0067 14000+ pPe0.0001 15000 p<0.0001
p=0.065 — p<0.0001 p<0.0001
] 12000 [ — 12000
4000 10000 - - p<0.0001
- p<0.0001 ' s 90004
= 3000 g 80004 H——4 g o2
L p=0.
3 - 8 5000 T p<0.0001 o 600 T
&) T = — 5
= 900+ G 4000+ =
2 5 S 400
S S 30004 -
5 600 2 = 200
= 2000 .
300 p=0.24 b <.','_.E
----- é 0 & 1000_ I i _'_I_ 0 I I I
0 I | VIV V"IV" 0- T 00&@ 00&0 (}“}& ,006\0
> L © ¥ & & &
S & & & & N o & & &
o O & o O Y < o o G )
(Y & O ¥ < F ® & & e &
& ¢S & fF & & TN
& o8 F &F F O © e
< A0 © Y ® &~ &
<0 s@ P &’b
(&)
b\o Q\e’.‘- (-’\0
2’(‘ & &
V'é’ \é\‘ ro’
R )
) ?‘b
\}6
()
o"‘\o
§

Nota: Los valores de la mediana y numero poblacional (n) correspondiente para cada analisis se
pueden visualizar en la tabla Anexo H en los anexos. (A) Comparacion del conteo mutacional entre
los diferentes sitios del tumor: colon transversal ascendente, ciego, recto y el colon sigmoideo del
flexor esplénico. (B) Comparacion de conteo mutacional entre los diferentes subtipos segtn la base
de datos: CIN, GS, MSI y POLE. (C) Comparacion del conteo mutacional entre los diferentes tipos
de cancer detallados: Adenocarcinoma de colon, Adenocarcinoma colorrectal, Adenocarcinoma

mucinoso de colon y recto y Adenocarcinoma rectal.
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La Figura 9A nos muestra el conteo mutacional de los genes SAMHDI, GNLI, MREI 1,
POLE y ASXL2 en pacientes con presencia de tumor en las regiones del colon transversal
ascendente, ciego, recto y el angulo esplénico del colon sigmoideo con un valor de p<0.0001.
Determinamos que hay una diferencia significativa entre los 4 casos y aclaramos que esta
diferencia significativa no se aplica cuando comparamos por separado las columnas A/B y C/D ya
que estas mostraron un valor de p>0.01. Resaltamos que las muestras de tumor del Angulo
Esplénico del Colon Sigmoideo presentan un mayor conteo mutacional en comparacion con los
demas.

La Figura 9B nos muestra el conteo mutacional de los 5 genes propuestos en los subtipos
tumorales COAD/READ CIN, COAD/READ GS, COAD/READ MSIy COAD/READ POLE con
un valor de p<0.0001. Determinamos que hay una diferencia significativa entre los 4 casos y
aclaramos que esta diferencia significativa no se aplica cuando comparamos por separado las
columnas A/B ya que esta comparacion mostrd un valor de p>0.01. Resaltamos que las muestras
del subtipo tumoral COAD/READ POLE presentaron un mayor conteo mutacional en
comparacion con los demas subtipos.

La Figura 9C nos muestra el conteo mutacional de los 5 genes en los diferentes tipos de
cancer detallados adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma colorrectal, adenocarcinoma
mucinoso de colon/recto y adenocarcinoma rectal con un valor de p<0.001. Determinamos que
hay una diferencia significativa entre los 4 casos y aclaramos que esta diferencia significativa no
se aplica cuando comparamos por separado las columnas A/B ya que esta comparacion mostré un
valor de p>0.01. Resaltamos que las muestras del tipo de cancer adenocarcinoma rectal presentaron

un mayor conteo mutacional en comparacion con los demas subtipos.
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4.3 Analisis de expresion génica por el servidor “UALCAN”

Figura 10

Andlisis de expresion de mRNA de los genes SAMHDI1, GNLI, POLE, MREI1 y ASXL?2 presentes
en 327 muestras de pacientes con cdncer colorrectal (COAD) (The Cancer Genome Atlas Program

- National Cancer Institute, 2019).
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En la Figura 10 se analiz6 los valores de expresion de mRNA de los genes SAMHDI,
GNLI, POLE, MREI1 y ASXL2 usando como control 41 muestras de tejido normal adyacente y

como prueba 286 muestras de tejido tumoral extraidos de biopsias de pacientes con CCR. En este
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estudio se encontro6 3 de los 5 genes evaluados con un p. Value < 0.01 lo cual nos indica que si hay
una diferencia significativa entre la expresion de los genes mutados y no mutados.
4.4 Expresion positiva concomitante de genes utilizando “The R Project for Statistical

Computing”

Tres de los 5 genes evaluados (GNLI, POLE y MREII) mostraron sobreexpresion en
pacientes con CCR en relacion a los controles (p<0.01). En relacion a los genes coexpresados,
GNLI presentd 3689 genes co-expresados, los cuales enriquecen vias metabdlicas asociadas a la
respuesta inmunologica. POLE mostrd 1550 positivamente coexpresados, que fueron asociados
con el control del ciclo celular y el procesamiento de factores de transcripcion. Mientras que el
gen MRE] 1 se coexpresa en conjunto con 3529 genes, mostrando una relacion con el control de la
expresion génica y mecanismos de reparo del DNA. Adicionalmente, los genes GNLI, POLE y
MREII fueron coexpresados negativamente con 47, 102 y 143 genes, respectivamente.
Mencionamos que SAMHD1 y ASXL2 mostraron una expresion con un valor de p > 0.01 mostrando

una diferencia no significativa, por lo tanto, no se les considero para este analisis.



46

Figura 11
KEGG: Andlisis de enriquecimiento por vias metabdlicas y co-expresion génica positiva segiin la

Enciclopedia de genes y genomas de Kioto.
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Nota: (A) Diagrama de puntos (dotplot), vias metabolicas relacionadas a los genes MRE11, POLE

y GNLI. (B) Diagrama de redes (cnetplot), co-expresion génica en MREI I, POLE y GNLI.
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Figura 12
REACTOME: Andlisis de enriquecimiento por vias metabdlicas y co-expresion génica positiva

segtin la Base de datos de rutas de Reactoma.
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Nota: (A) Diagrama de puntos (dotplot), vias metabolicas relacionadas a los genes MREI I, POLE

y GNLI. (B) Diagrama de redes (cnetplot), co-expresion génica en MREI1, POLE y GNLI.
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Figura 13
Gene Ontology - Biological Process: Andlisis de enriquecimiento por procesos biologicos y co-

expresion génica positiva seguin el Recurso de Ontologia Genética.
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Gene Ontology - Molecular Function: Andlisis de enriquecimiento por funciones moleculares y

co-expresion génica positiva seguin el Recurso de Ontologia Genética.
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POLE y GNLI. (B) Diagrama de redes (cnetplot), co-expresion génica en MREI 1, POLE y GNLI.
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Figura 15
Gene Ontology — Cellular Component: Andlisis de enriquecimiento por componentes celulares y

co-expresion génica positiva segiin el Recurso de Ontologia Genética.
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V.  DISCUSION DE RESULTADOS

En este estudio utilizamos tres bases de datos de gran impacto en cancer (COSMIC, TCGA
y CBIOPORTAL). La Tabla 1 nos muestra el nimero de muestras registradas correspondiente a
cada base de datos en CCR, podemos notar que la base de datos COSMIC presenta un mayor
nimero de muestras registradas siguiéndole CBIOPORTAL vy por ultimo TCGA. Segun Forbes
(2017) COSMIC es la base de datos méas amplia de mutaciones en cancer, esto es debido a que
abarca un gran numero de estudios cientificos de todo el mundo con mas de 4 millones de
mutaciones codificantes descritas.

En comparacion con cBioPortal Unberath (2019) nos menciona que esta base de datos es
un software de codigo abierto que permite el andlisis interactivo, exploratorio y multidimensional
a gran escala de conjuntos de datos gendmicos publicos obtenidos de otras bases de datos
(COSMIC, TCGA e ICGC). Y por ultimo Tomczak (2015) nos menciona el TCGA es una base de
datos propia de EE UU que involucra cientificos y gerentes del Instituto Nacional del Cancer (NCI)
de los NIH y del Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano (NHGRI) financiado
por el gobierno de los Estados Unidos.

En la Figura 6 observamos la incidencia de las mutaciones en SAMHD1, GNLI, MREI 1,
POLE y ASXL2 en 1351 muestras de pacientes con CCR pertenecientes a los principales estudios
del DCFI, PanCancer Atlas TCGA y MSKCC. El gen POLE present6 el mayor perfil de alteracion
con un 7% y dentro de este perfil destacan las mutaciones de sentido erréneo ya que estan presentes
en 70/83 casos. Segun Hernandez (2016) anteriormente se ha descrito una mutacion de sentido
erroneo recurrente en el gen POLE (p. Leu424Val) como responsable de un pequefio porcentaje

de casos de CCR y polipdsis no clasificados, pero, debido a la escasez de casos descritos hasta la
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fecha, el fenotipo clinico exacto no se ha definido. Estos datos sugieren que las mutaciones de
sentido errébneo en POLE podria promover el desarrollo en las células tumorales.

En segundo lugar, estd el gen SAMHDI con un perfil de alteracion del 6 %. En este perfil
destacamos las mutaciones de amplificacion presentes en 45/75 pacientes y las mutaciones de
sentido erroneo presentes en 23/75 casos, creemos que las mutaciones por amplificacion aumentan
la expresion del gen SAMHDI y por consecuencia favorecen el desarrollo tumoral. Lee (2017)
realiz6 2 experimentos para determinar la sobreexpresion por acetilacion de SAMHDI y su
implicancia en el desarrollo del cancer. Primero, midieron la expresion de SAMHDI en tejido
tumoral y no tumoral de pacientes con hepatocarcinoma, notaron que los niveles de SAMHD] eran
mas elevados en el tejido tumoral junto a la expresion de ARDI que se elevo a la par. Segundo,
construyeron 2 lineas celulares cancerosas estables con expresion de SAMHD salvaje (acetilada)
y la mutante K405R (mutante de SAMHDI, lisina sustituida por arginina) no acetilada. En la
mutante K405R se gener6 una regulacion a la baja de SAMHDI, esto hizo que las células HeLa
crecieran lentamente, en comparacion con la sobreexpresion de SAMHD1 de tipo salvaje, esta
resultd en una mayor tasa de crecimiento de células HeLa. Estos resultados demostrarian que la
sobreexpresion de SAMHDI mejora su capacidad para promover la proliferaciéon en células
cancerosas.

En tercer lugar, estd el gen ASXL2 con un perfil de alteracion del 3%. Este perfil presenta
en su mayoria mutaciones de sentido erroneo presentes en 28/38 casos. Daou (2015) menciona que
el complejo de union BAP1/ASXL2 es esencial como supresor tumoral, pero mutaciones sin sentido
y deleciones asociadas al cancer evitan la unioén ubiquitina de BAPI. Por lo tanto, la perdida de
funcion de ASXL2 es un evento muy comun en canceres que también presentan mutaciones en

BAPI. En cuarto lugar, se encuentra el gen MRE1 I con un perfil de alteracion del 2.2%. Mostrando
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en mayoria mutaciones de sentido erréneo en 15/27 casos y mutaciones truncadas en 10/27 casos.
Segun McPherson (2014) en el caso de MRE[ 1, deleciones en la region poli-T11 dentro del intrén
4 da como resultado un empalme aberrante y la produccion de una proteina truncada. Esta
mutacion se encuentra en el 93% de los tumores de CCR con MSI (Inestabilidad microsatelital).
Debido a esto sugerimos que las mutaciones en MREII estan fuertemente relacionadas a la
proliferacion de células cancerigenas.

Y en ultimo lugar se encuentra el gen GNLI con un perfil de alteracion de 1.8%. Este perfil
presenta principalmente mutaciones de sentido erroneo presentes en 17/22 casos y mutaciones de
amplificacion en 3/22 casos. Krishnan (2018) realizé un experimento con lineas celulares de
cancer de colon y gastrico, como resultados obtuvo que la sobreexpresion por amplificacion de
GNLI junto a la proteina RPS20 indujo la capacidad de formacion de colonias de lineas celulares
de cancer. También reportaron una relacion inversa entre la expresion de GNLI/RPS20 y la
supervivencia de los pacientes. Todos estos datos sugieren que GNLI desempefia un papel critico
para el desarrollo de la carcinogénesis.

Comparando los anteriores datos con la Figura 7, esta nos muestra la frecuencia de
alteracion presente en los estudios del DCFI y PanCancer Atlas TCGA. En el caso del estudio del
DCFI, los genes SAMHD 1, GNLI, POLE, MRE1 1 y ASXL2 mostraron una frecuencia de alteracion
del 18.35% de los cuales el 10.1% corresponde a mutaciones de sentido erroneo, 7.58%
amplificaciones, 0.34% de deleciones y 0.34% de multiples alteraciones. El estudio del PanCancer
Atlas TCGA present6 una frecuencia de alteracion del 14.38% y el total corresponde a mutaciones
de sentido erroneo. Segun Pérez-Cala (2017) las mutaciones de sentido erréneo ocurren con mayor

frecuencia en comparacion con otras mutaciones y se dan en regiones del genoma con alta
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inestabilidad microsatelital. Mutaciones en estos genes se asocian con canceres colorrectales
somaticos y hereditarios.

En la Figura 6 observamos que el paciente con la ID “TCGA-DY-A1DG” mostrd una
variante de amplificacion en SAMHDI y GNLI presentando asi una coocurrencia mutacional.
También resaltamos las siguientes coocurrencias mutacionales: El paciente “TCGA-AZ-4315”
presentd una mutacion de sentido erroneo en SAMHDI y POLE, el paciente “TCGA-CK-4951”
presentd una mutacion de sentido erroneo en GNLI 'y POLE, el paciente
“coadread dfci 2016 578 presentd una mutacion de sentido erréneo en GNLI y MREI1, Los
pacientes “TCGA-AG-A002” y “TCGA-EI-6917” presentaron comutaciones en SAMHDI,
MREI1y ASXL2, etc.

Si comparamos los datos de la Figura 6 con los de la tabla 2, en esta podemos observar con
mayor facilidad la coocurrencia mutacional presente en las 1351 muestras tomadas de los estudios
del DCFI, PanCancer Atlas TCGA y MSKCC en base al Log2 Odds Ratio. Segiin Hoppe (2018)
el Log2 Odds Ratio es una estadistica que cuantifica la fuerza de la asociacion y la dependencia
entre dos eventos, A y B. Por ejemplo, la relacion de coocurrencia entre MREI I y POLE mostro
un Log2 Odds Ratio > 3 esto nos indica que la presencia de las mutaciones en MREI[ aumentan
las probabilidades de las mutaciones en POLE y viceversa. Este caso también se cumple para la
coocurrencia entre POLE/ASXL2, MREI1/ASXL2, GNLI/POLE, GNLI/MREIl y SAMHDI/
ASXL?2. La coocurrencia entre SAMHD1 y MRE1 1 nos dio un Log2 Odds Ratio = 1, esto nos indica
que las mutaciones en SAMHDI son independientes a las mutaciones en MREI1 y no guardan
relacion. Y por altimo la coocurrencia entre SAMHDI/POLE y GNLI/ASXL2 mostro un Log2
Odds Ratio < 1, esto nos da una correlacion negativa y nos indica que las mutaciones en SAMHD ]

reducen las probabilidades de mutaciones en POLE y a viceversa. El mismo caso se aplica para
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GNLI/ASXL2. En base a estos datos creemos que la asociacion y la coocurrencia mutacional entre
genes con bajo perfil de alteracion podrian cumplir un rol significativo en la carcinogénesis.

La Figura 8A nos muestra la incidencia de las mutaciones en SAMHDI1, GNLI, MREI 1,
POLE y ASXL2 tanto en la poblaciéon masculina como femenina. Notamos que la poblacion
masculina presenta un mayor conteo mutacional en comparacion con la poblacién femenina, esta
diferencia es significativa con un valor de p<0.01. GLOBOCAN y la OMS para el afio 2020
reportaron una mayor incidencia de CCR para la poblacion masculina (23.4%) en comparacion
con la poblacién femenina (16.2%) y si hablamos de mortalidad la poblacién masculina presenta
mayor porcentaje de mortalidad (11%) en comparacion con la poblacion femenina (7.2%) (Bray
et al., 2018).

Ademas, en ese mismo afio GLOBOCAN report6 al CCR en el 4to lugar de incidencia en
Perti con 4 636/69 849 nuevos casos (6.6.%) para ambos sexos, siendo superado por el cancer de
préstata, mama, y estdmago. En la poblacion masculina el CCR ocupa el 3er lugar con un 6.9% de
incidencia y en la poblacion femenina ocupa el 4to lugar con 6.4% de incidencia, a su vez, ocupa
el 6to lugar de mortalidad con un 5.4%. Proponemos que las mutaciones en SAMHDI, GNLI,
POLE, MREI11 y ASXL2 actian como posibles mini impulsores y aumenta la incidencia de CCR
en la poblacion masculina.

La Figura 8B nos muestra una comparacion en base a la categoria CIMP. Segin Mojarad
(2013) el fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) es una hipermetilacion del genoma global, lo
que resulta en la inactivacion de los genes supresores de tumores y, por ende, al desarrollo del
CCR. En nuestro andlisis determinamos que los pacientes con bajo CIMP presentaron un mayor
conteo mutacional de los 5 genes propuestos en comparacion a las muestras con alto CIMP, pero,

igual consideramos que el conteo mutacional presente en ambas categorias es considerable. En los
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estudios de Yagi (2010) nos mencionan que algunos grupos de pacientes con CCR y CIMP-alto se
asocian a un mal prondéstico y, por otro lado, los pacientes con CIMP-bajo presentaron un peor
prondstico en comparacion con los pacientes con CIMP-negativo. Creemos que para ambos casos
(CIMP-alto y CIMP-bajo) la hipermetilacion junto a las mutaciones en SAMHD1, GNLI, MREI I,
POLE y ASXL2 podrian presentar un efecto significativo en el inicio del desarrollo del CCR.

La Figura 8C nos muestra una comparacion entre dos diferentes tipos de muestra: muestras
de tejido tumoral con metastasis y tejido tumoral primario. Notamos que en los tejidos tumorales
con metastasis el conteo mutacional de los 5 genes propuesto es casi nulo, al contrario, los tejidos
tumorales primarios presentaron un alto conteo mutacional. Segun la Estadificacion Del Cdncer -
Instituto Nacional Del Cdncer, (n.d.) un tumor primario es el tumor original o el primer tumor en
aparecer, mientras que la metastasis es la diseminacion de células cancerosas desde el lugar donde
se formo el cancer por primera vez hasta otra parte del cuerpo. Estos conceptos, sumados a nuestros
resultados, respaldan nuestra teoria de que los genes SAMHDI1, GNLI, MREI11, POLE y ASXL?2
podrian actuar como mini impulsores en la carcinogénesis de los tumores primarios, mas no
estarian involucrados en la propagacion o metastasis del cancer.

La Figura 8D nos muestra el conteo mutacional presente en muestras de tumores con peor
diagnodstico y muestras de tumores con un diagnoéstico bueno o moderado. Observamos que las
mutaciones en los 5 genes propuestos estan presentes con mayor frecuencia en pacientes con un
diagnostico bueno o moderado en comparacion con los que presentan un peor diagnostico, esta
diferencia es muy significativa con un valor de p<0.0001. Rodriguez (2009) nos menciona que el
pronostico del cancer de colon esta muy relacionado con el grado de penetracion del tumor a través
de la pared intestinal. A su vez, Maqueda (2021) nos menciona que un mal prondstico en su

mayoria se relacionan a los estadios III y IV en cancer de colon con presencia de metastasis y un
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avanzado desarrollo del tumor. Estos datos respaldan nuestra hipotesis, ya que los 5 genes
propuestos solo cumplirian con la funciéon de impulsar el inicio del desarrollo tumoral, por lo tanto,
el conteo mutacional seria mayor en aquellos pacientes con tumores en estadios iniciales (Estadios
I o IT) acompaifiados de un prondstico bueno o moderado. Al contrario, el conteo mutacional seria
menor en los pacientes con peor prondstico, ya que, un mal prondstico estd mas relacionado a los
Estadios III o IV, estadios donde se empieza el desarrollo y propagacion del tumor con fines
metastasicos.

En la Figura 8E analizamos el estado del cancer de la neoplasia en la persona y comparamos
el conteo mutacional de los genes SAMHD1, GNLI, POLE, MRE11 y ASXL?2 entre pacientes libres
de tumor y pacientes con tumor. Los pacientes con tumor presentaron un mayor conteo mutacional
en comparacion los que estaban libres de tumor, estos valores son bastante significativos con un
valor de p=0.001. (Tao et al., 2019) nos explica que los pacientes con estado de cancer de neoplasia
positivos (con tumor) son mucho mas propensos a la muerte o metéstasis en comparacion con los
pacientes libres de tumor, los pronosticos son significativamente mas optimistas cuando no se
observa tumor en general. Por lo tanto, suponemos que la presencia de los 5 genes mini impulsores
propuestos, junto a los impulsores principales, generarian una ventaja significativa para el
desarrollo tumoral aumentando el nimero de mutaciones.

La Figura 8F expone el conteo mutacional de los 5 genes propuestos presente en 2 sitios
anatémicos de la enfermedad tumoral: colon y recto. Los pacientes con presencia de tumor en el
recto presentaron un mayor conteo mutacional en comparacion con los pacientes que presentan
tumor en el colon. Sung (2021) menciona que segun la base de datos GLOBOCAN el cancer de
colon presenta una mayor incidencia en nuevos casos (6%) en comparacion con el cancer de recto

(3.8%) y si hablamos de mortalidad el cancer de colon sigue presentado una mayor incidencia
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(5.8%) en comparacion con el cancer de recto (3.4%). En base a nuestra hipdtesis creemos que
SAMHDI, GNLI, POLE, MREI1 y ASXL?2 tienen una implicancia significativa en ambos tipos de
cancer, pero no lo suficiente como para tener un impacto en la incidencia de nuevos casos y
mortalidad.

Creemos que es muy importante examinar la frecuencia mutacional segln el sitio del
cancer de colon. Para esto, en la Figura 9A realizamos una comparacion de 4 regiones diferentes
del colon: colon transversal ascendente, ciego, recto y el &ngulo esplénico del colon sigmoideo. El
angulo esplénico del colon sigmoideo presentd un mayor conteo mutacional y en segundo lugar
encontramos al recto, estas 4 regiones mostraron una diferencia bastante significativa con un valor
de p<0.0001 pero mencionamos que al comprar por separado colon transversal ascendente y ciego
no se encontr6 una diferencia significativa, este mismo caso se aplica al comparar por separado al
recto y al angulo esplénico del colon sigmoideo.

Cuevas (2017) realiz6 estudio observacional descriptivo, retrospectivo, transversal de 40
pacientes con diagnostico histologico de cancer de colon en el Servicio de Cirugia del Hospital
Central de IPS. En este estudio reportd una incidencia de cancer de colon sigmoides 50%, ciego
20%, ascendente 15%, transverso 7.5%, esplénico 5% y descendente 2.5%. Estos resultados
concuerdan con los datos obtenidos en la Figura 9A ya que el mayor porcentaje de incidencia en
cancer lo obtuvo el colon sigmoides y a su vez en nuestros resultados el 4ngulo esplénico del colon
sigmoideo presentd el mayor conteo mutacional de los genes SAMHD1, GNLI, MREI 1, POLE y
ASXL2. Creemos que las mutaciones presentes en los 5 genes propuestos podrian tener cierta
implicancia en la elevada incidencia de cancer de colon en la region sigmoides.

La Figura 9B representa 4 diferentes subtipos tumorales: COAD/READ CIN,

COAD/READ GS, COAD/READ MSI y COAD/READ POLE. Ademas, observamos una
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comparacion del conteo mutacional presente en cada uno de estos subtipos. El subtipo
COAD/READ POLE presento mayor frecuencia mutacional y le sigue el subtipo COAD/READ
MSI. Resaltamos que los subtipos COAD/READ CIN y COAD/READ GS no presentaron conteo
mutacional.

La Figura 9C nos muestra el nimero de mutaciones segtn el tipo de cancer diagnosticado
en los pacientes. Se tomaron en cuenta 4 tipos de cancer detallados: adenocarcinoma de colon,
adenocarcinoma colorrectal, adenocarcinoma mucinoso de colon/recto y adenocarcinoma rectal.
Obtuvimos un mayor conteo mutacional para adenocarcinoma rectal y en segundo lugar al
adenocarcinoma mucinoso de colon/recto, estos resultados concuerdan con la Figura 8F que
también nos muestra un mayor conteo mutacional en el tejido rectal. El tipo histopatoldégico mas
comun es el adenocarcinoma colorrectal con un 95% (Cuevas, 2017). También resaltamos que el
adenocarcinoma mucinoso (AM) es comunmente estudiado histolégicamente como un subtipo de
adenocarcinoma colorrectal cuyo diagndstico tardio frecuentemente se presenta en el 85% de los
pacientes en estadios III y IV al momento del diagnostico (Tamayo et al., 2017).

En el Anexo A, B y figura 10 realizamos un analisis para medir la expresion del mRNA de
los genes SAMHDI1, GNLI, POLE, MRE11 y ASXL2 en muestras de pacientes con CCR usando
GEO y GEO2R, hicimos comparaciones entre tejido normal adyacente (control) y tejido tumoral
(test). El Anexo A nos muestra la expresion de mRNA de los genes propuestos en 6 muestras de
pacientes con CCR, no encontramos una diferencia significativa de la expresion de los genes entre
la muestra control y la muestra tumoral. En el Anexo B realizamos el mismo analisis, pero con 12
muestras de pacientes con CCR, tampoco encontramos una diferencia significativa entre la muestra
control y la muestra tumoral. Por ultimo, la Figura 10 nos muestra la expresion de mRNA de los

genes propuestos en 327 muestras de pacientes con CCR, en este andlisis encontramos que los
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genes POLE, MREI11 y GNLI mostraron una diferencia significativa con un valor de p < 0.01
mientras que SAMHD1 y ASXL2 no mostraron diferencias significativas con un valor de p > 0.01.
Por lo cual creemos que POLE, MREI1 y GNLI junto a otras mutaciones con baja frecuencia
mutacional, podrian dar una ventaja significativa para el desarrollo de la carcinogénesis.

Las Figuras 11A y B nos muestra un analisis de enriquecimiento por rutas metabolicas
basado en la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG). Para empezar, nos centraremos
en las rutas asociadas al cancer con expresion génica positiva y un p-Valor significativo para los
genes MREI11, POLE y GNLI. Entre los mas importantes, notamos que MREI[ y POLE estan
relacionados con vias de vigilancia de mRNA, mecanismos de replicacion de DNA, protedlisis
mediada por ubiquitina, mecanismos de reparo y transicion entre las fases del ciclo celular.
Mientras que GNLI mostrd vias metabolicas asociadas a la respuesta inmunologica como la
diferenciacion de células Th17 y vias de sefializacion de quimosinas.

Segun Martinez (2012) dentro de las vias de vigilancia del mRNA podemos mencionar al
factor de iniciacion de la traduccion eucariota (eIF4E), esta proteina presenta mayor expresion en
cancer y esta sobreexpresion puede promover la oncogénesis incrementando selectivamente la
traduccion de una serie de mRNAs que tienen un 5’UTR muy estructurado. Cabe destacar que esta
sobreexpresion incrementa el reclutamiento selectivo de mRNAs que codifican proteinas
relacionadas al cancer de colon. Dentro de los mecanismos de replicacion del DNA Cardona et al.
(2015) nos menciona que las células cuentan con mecanismos complejos que vigilan la integridad
del ADN, activando mecanismos de reparacion cuando hay deficiencias o errores durante la
replicacion.

Una consecuencia potencial de los dafios son las alteraciones permanentes en la estructura

del ADN que pueden generar mutaciones, transformacion carcinogénica y muerte celular. La
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Figura 11B nos muestra con mayor claridad la relacion entre POLE, MRE11 y GNLI por medio
de la ruta metabdlica de la proteolisis mediada por ubiquitina, siendo esta mas significativa para
el gen MRE11. Galindo (2019) nos menciona que la proteolisis mediada por ubiquitina permite
degradar rapidamente los componentes reguladores de los mecanismos moleculares,
contribuyendo a la precisa sincronizacion de los complejos procesos celulares. La desregulacion
de la degradacion de las proteinas estd implicada en la transformacién tumoral, entre otras
enfermedades.

Ledén (2019) indica que la carcinogénesis condiciona a que las células adquieran una
proliferacion celular exacerbada independientemente de las sefales que regulan la activacion del
ciclo celular también menciona que las mutaciones deletéreas o la inhibicidn parcial o total de la
expresion de los genes supresores tumorales estimulan la proliferacion celular, al reducir la
efectividad de los puntos de control que regulan el ciclo celular. Por otro lado, GNLI esta asociado
a respuestas inmunoldgicas como la diferenciacion de linfocitos Th17 productores de citocinas
IL17. Los estudios de Rial (2016) nos mencionan que la inflamacion cronica puede facilitar el
desarrollo de un cancer o el crecimiento de los tumores, ya hace algiin tiempo se reportd que IL-
17 favorece la promocién de la carcinogénesis, crecimiento tumoral y angiogénesis en células
tumorales.

En diversos estudios se ha llegado a la conclusion de que IL17 promueve el desarrollo de
cancer debido a sus efectos anti-apoptoticos y angiogénicos. Todos estos datos nos indican que las
vias metabodlicas asociadas a MREII, POLE y GNLI podrian estar involucrados en la
carcinogénesis. Las Figuras 12A y B nos muestra un analisis de enriquecimiento por rutas
metabolicas segiin la Base de datos de rutas de Reactoma (REACTOME). Al igual que en la Figura

11, los genes MRE11 y POLE presentan asociacion a vias de vigilancia de mRNA, reparacion de
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DNA vy ciclo celular. Pero en este caso, la Figura 12A nos muestra asociaciones mucho mas
especificas como los Checkpoints (punto de control) dentro del ciclo celular.

Se sabe que la desregulacion del ciclo celular es un sello distintivo del cancer y sus
componentes han sido objetivo de estrategias inmunoterapeuticas. Segun el National Cancer
Institute (2019) la funcidon de un punto de control es evitar que una respuesta inmunitaria sea tan
fuerte que destruya las células sanas del cuerpo. Cuando el punto de control y las proteinas
asociadas se unen, envian una sefial de "apagado" a las células T disminuyendo la accion
inmunologica y asi evitan el dafo a las células sanas, pero a su vez, puede evitar que el sistema
inmunitario destruya el cancer. Existen 3 principales puntos de control durante el ciclo celular: al
final de la fase Gl, al final de la fase G2 y durante la metafase en la Mitosis. Estos datos
concuerdan con nuestros resultados ya que la Figura 12A nos muestra una asociacion de MRE! 1
y POLE con las vias metabolicas pertenecientes a la metafase, prometafase y anafase mitética.

Otra via que podemos mencionar es la “via principal de Splicing de mRNA”. Segtin Di
(2018) el empalme de pre-mRNA también es la clave para la patologia de numerosas
enfermedades, especialmente canceres, esto es debido a que existen diferentes isoformas de
empalme aberrante que regulan con precision tres aspectos funcionales basicos en el cancer:
proliferacion, metastasis y apoptosis. Por otro lado, la organizacién de la matriz extracelular
(MEC) también cumple un rol importante en el desarrollo de la oncogénesis.

Segin Caon (2020) la desregulacion de la matriz extracelular altera el microambiente
celular desencadenando el inicio o la rapida progresion de varias enfermedades, entre ellas el
cancer. El microambiente tumoral esta constituido por: la matriz extracelular, células del estroma
y la propia respuesta inmune que vendrian a ser determinantes de la morfologia y clasificacion

tumoral, agresividad clinica, pronostico y respuesta al tratamiento del tumor. Naranjo (2009) nos
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menciona que las condiciones fisioldgicas como patoldgicas, la comunicacion reciproca entre
células del estroma y el parénquima dirigen la expresion génica. Debido a esto creemos que la
relacion de la expresion de MREI1 y POLE tendria algtn efecto significativo en la funcién de la
MEC en el tumor.

Para el gen GNLI en la Figura 12 podemos observar la relacion con las vias de sefializacion
por interleucinas e interferon gamma. Briukhovetska (2021) menciona que las interleucinas
pueden actuar de dos formas en el microambiente tumoral, pueden nutrir un entorno que permita
y favorezca el crecimiento del cancer o, al mismo tiempo, sean esenciales para una respuesta
inmunitaria productiva dirigida al tumor. El interferon gamma (IFNy) es una de las interleucinas
mas estudiadas para la inmunoterapia contra el cancer, Ni (2018) informaron que varios estudios
reportaron una regulacion positiva de IFNy y, a su vez, a la eliminacion de células tumorales luego
del bloqueo de algunos puntos de control. También se report6 que la resistencia a la inmunoterapia
se atribuye a defectos en la sefnalizacion de IFNy, debido a esto, creemos que las mutaciones en
GNLI podrian estar relacionadas a la desregulacion de las interleucinas y la baja produccion de
IFNy.

La base de datos del Recurso de Ontologia Genética (GENE ONTOLOGY) nos ayuda a
entender la implicancia de MRE11, POLE y GNLI en procesos bioldgicos, funciones moleculares
y componentes celulares. La Figura 13A y B nos muestra que las mutaciones en MRE1l y POLE
estan asociadas a procesos biologicos como division celular y replicacion de DNA, la Figura 14A
y B nos muestra las funciones moleculares correspondientes para ambos genes: actividad DNA
helicasa, actividad ATPase y uniéon de DNA monocatenario. Y, por Ultimo, la Figura 15A y B nos
muestra los componentes celulares a los cuales estan asociados estos dos genes: Cromosoma y

cinetocoro.
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Anteriormente ya hemos mencionado la importancia de la division celular y la replicacion
de DNA en el desarrollo de la oncogénesis, pero, en este caso vamos a resaltar puntos mas
especificos, ;Como es que MREI1 y POLE influyen en las regiones del cromosoma? O ;Cudl es
la influencia de POLE y MRE1 ] en la accion de la helicasa y la actividad ATPasa? Haschka (2018)
nos menciona que una mitosis exacerbada es esencial para el desarrollo del cancer, debido a esto,
se ha usado diferentes tipos de farmacos como tratamiento para interferir con la mitosis.
Ultimamente se han desarrollado farmacos de segunda generacion, a menudo denominados
"bloqueadores mitdticos", cuyo objetivo es interferir con la formacion adecuada del huso
acromatico, cinetocoro, la segregacion cromosdmica y/o la salida mitdtica.

Creemos que POLE y MREI acthan como impulsores mitoticos propiciando una salida
mitoética prematura, forzando la segregacion cromosoémica o el deslizamiento mitdtico con falla de
citocinesis, aumentando la inestabilidad cromosomica y desarrollando caracteristicas propias de la
evolucion del cancer. Por otra parte, podemos mencionar al factor eIF4A, Saez (2019) informa que
elF4A es una RNA helicasa con actividad ATPasa cuya funcion durante el inicio de la traduccion
consiste en desenrollar la estructura secundaria del RNAm en la region 5'-UTR, y asi promover la
union al ribosoma 40S. Creemos que las mutaciones en POLE y MRE] I conllevarian a fallos en
el desenrollado de la estructura secundaria del RNAm, por lo tanto, esto conllevaria a una mala
traduccion y formacion de proteinas aberrantes que darian lugar carcinogénesis.

Otro proceso biologico a considerar dentro del Recurso de Ontologia Genética son las
reacciones de transesterificacion en las vias de RNA splicing mostradas es la Figura 13A y B, los
genes POLE y MREI I muestran mayores valores de significancia para estas vias. A la par, en la
Figura 14A y B observamos las funciones moleculares correspondientes: Actividad catalitica

actuando sobre RNA, actividad del corregulador de la transcripcion y la actividad del regulador
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GTPasa. Y, por ultimo, la Figura 15A y B nos muestra los componentes celulares relacionados
como el complejo spliceosoma. Anteriormente, en la Figura 12, ya habiamos mencionado la
importancia del RNA splicing, este proceso gobierna muchos aspectos de la proliferacion,
supervivencia y diferenciacion celular teniendo en cuenta multiples alteraciones con implicancia
en muchos canceres.

Segun Wang (2020) el empalme previo al ARNm se produce mediante una reaccion
quimica conocida como transesterificacion, en la que se eliminan los intrones para crear una
molécula de ARNm maduro. La aparicion de mutaciones somaticas en las proteinas del empalme
o la expresion desregulada de los factores de empalme de la proteina de union al ARN (RBP)
contribuyen a que las transcripciones del ARNm se empalmen incorrectamente y apoyen el
crecimiento del cancer. Esto podria indicar que las mutaciones somaticas presentes en MREII y
POLE propician un alza en la desregulacion del empalme previo del mRNA aumentando asi las
condiciones necesarias para el desarrollo del tumor.

Las Figuras 13, 14 y 15 también nos muestran asociacion significativa entre GNLI y la
organizacion de la matriz extracelular. Este proceso bioldgico presenta implicancia en el desarrollo
del microambiente tumoral, la funcion molecular correspondiente a esta via es la constitucion
estructural de la matriz y las uniones de colageno. Como componentes celulares podemos
mencionar a la adhesion focal de la matriz y la union célula sustrato. Durante la metastasis se dan
4 fendmenos importantes: angiogénesis, migracion celular, evasion de la respuesta inmunitaria y
degradacion de la matriz extracelular (MEC).

Segun Leal (2021) para que la célula madre cancerigena pueda llegar al torrente sanguineo
y desde ahi invadir otros tejidos, es necesario que pueda atravesar la red molecular hecha de tejido

conectivo, la cual contiene una serie de proteinas estructurales. Asi, tanto las células tumorales
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como las inflamatorias que circundan el tumor, liberan enzimas que van cortando y digiriendo todo
este entramado molecular degradando asi la matriz extracelular. Estas enzimas corresponden por
lo general a metaloproteasas y se sabe que estan aumentadas de manera generalizada en los
procesos neoplasicos. Probablemente la accion de las mutaciones somaticas en GNLI promueva
la liberacion de metaloproteasas por parte de las células tumorales e inflamatorias ayudando asi en
el inicio y progresion del microambiente tumoral.

Otro proceso biologico asociado a GNLI es la activacion de células T con la funcion
molecular de activacion y unidn de citoquinas, ademas, la accién de componentes celulares como
la vesicula endocitica y membrana vacuolar. Normalmente los linfocitos T citotdxicos reconocen
los antigenos tumorales presentados por las células dendriticas y asi poder atacar a las células
cancerigenas. Pero, segin Waldman et al., (2020) las células tumorales desarrollan distintos
mecanismos para inactivar parcialmente la funcidon de los linfocitos CDT8+, presentandoles
sefiales como PD-L1 que se unen a receptores PD-1 de las CDT8+, con lo cual logran limitar su
activacion, haciendo creer al sistema inmune que el tumor “no es un agente extrafio/externo”.
Posiblemente las mutaciones en GNLI aumentan la accion de este sello distintivo del cancer para

evadir el sistema inmunolédgico y promover el crecimiento tumoral.



67

VI. CONCLUSIONES

» Al usar tres bases de datos de alto impacto en cancer (COSMIC, TCGA, cBioPortal) damos
al estudio un 6ptimo grado de validez y aceptacion de nuestros resultados.

» El gen POLE mostrd la mayor frecuencia mutacional (7%) y como principal alteracion
obtuvimos las mutaciones de sentido erroneo en muestras de tejido tumoral.

» El gen SAMHDI mostr6 la segunda mayor frecuencia mutacional (6%) y como principal
alteracion mostrd el mayor numero de mutaciones por amplificacion, la sobreexpresion de
SAMHDI podria estar relacionada a la proliferacion de células cancerosas.

» Los estudios del DFCI y PanCancer Atlas TCGA mostraron una frecuencia de alteracion
con un mayor numero de mutaciones de sentido erréneo, siendo estas las que ocurren con mayor
incidencia sobre todo en regiones del genoma con alta inestabilidad microsatelital (MSI)
normalmente asociadas a tejidos tumoral.

» La coocurrencia mutacional entre POLE y MRE1 I presentaron mayores valores del Log2
Odds Ratio, debido a esto, aumentarian las probabilidades de mutaciones en GNLI, AXL2 y
SAMHDI generando un efecto mini impulsor en cadena.

» Los 5 genes propuestos presentaron un mayor conteo mutacional en la poblacién masculina
en comparacion con la femenina indicando una mayor incidencia de CCR en hombres.

» Los pacientes con bajos valores de CIMP mostraron un mayor conteo mutacional
mostrando que SAMHDI, GNLI, MREI11, POLE y ASXL2 solo participarian durante el inicio de
la carcinogénesis, que es donde se muestran niveles bajos de CIMP, respaldando su efecto como

mini impulsores.
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» Las muestras de pacientes con buen pronoéstico y tejido tumoral primario mostraron un
mayor conteo mutacional respaldando la hipotesis del efecto mini impulsor de los 5 gene
propuestos como iniciadores de la carcinogénesis.

» Al comparar las muestras de pacientes libres de tumor y pacientes con presencia tumoral,
claramente notamos la diferencia significativa al encontrar un mayor conteo mutacional en los
pacientes con presencia de tumor, estos resultados nos indicarian que los 5 genes propuestos tienen
cierta implicancia en la carcinogénesis.

» Al comparar los diferentes sitios del tumor encontramos un mayor conteo mutacional en la
region sigmoides del colon. En los diferentes tipos de cancer detallado, el adenocarcinoma rectal
mostro un mayor conteo mutacional.

» Los genes GNLI, MREI1 y POLE estan asociado a vias metabdlicas con gran implicancia
en el desarrollo del cancer, entre las mas importantes mencionamos a: Los defectos de reparacion
del DNA, Checkpoints del Ciclo celular, prote6lisis mediada por ubiquitina, fallos durante el
splicing del mRNA, organizacion de la matriz extracelular, diferenciacion de células Thl7,
senalizacion del interferon gamma y sefalizacion de citoquinas. Estas vias moleculares estan
directamente asociadas a algunos Hallmarks (sellos distintivos del cancer) como: el mantenimiento
de la senal proliferativa, resistencia a la muerte celular y la evasion del sistema inmunolégico. Esta
relacion directa con los Hallmarks podria confirmarnos el significativo papel de GNLI, MRE11 y

POLE como mini impulsores en la aparicion del Adenocarcinoma Colorrectal.
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VII. RECOMENDACIONES

» El presente estudio, es netamente bioinformatico, a partir de datos previamente producidos
y publicados. A causa de esto, las interpretaciones generadas proponen potenciales puntos de
partida para futuros estudios experimentales. En dependencia de la disponibilidad de muestra,
estos estudios podrian incluir material de pacientes (biopsias sélidas o liquidas), linajes celulares
y/o modelos animales. La incidencia de CCR en Peru es bastante considerable, por eso, seria bueno
empezar a desarrollar metodologias para optimizar el diagndstico preventivo de CCR, mejorando
el sistema de salud, asi como la expectativa y calidad de vida de estos pacientes.

» También, se propone el andlisis de otros genes que podrian ser considerados como mini
impulsores en CCR: El gen ARDI, encargado de la acetilacion de SAMHDI y de regular su
actividad como dNTPasa. El gen RPS20, que junto a GNLI promueven la proliferacion y
supervivencia celular durante la carcinogénesis. Por ultimo, RAD50 y NBSI que junto a MREI ]

forman un complejo multiprotéico y participan en la reparacion del DNA.
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IX. ANEXOS
Anexo A
Analisis con “GEO” y “GEO2R”
Valores de expresion de miRNA, mRNA y, IncRNA de los genes SAMHD1, GNLI, POLE,

MREI1 y ASXL2 presentes en 6 muestras de pacientes con cdncer colorrectal (Xu, 2021).

SAMHD1 GNLA1 POLE
GSE156732 7/ GPL26963 / ASHG19AP1 81 26722076VS GSE156732 / GPL26963 / ASHG13AP1B112755573VS GSE156732 / GPL26963 / ASHG19LNC1A103319521VS

i : S EeRy r S g
B33 $(2 E(2|8|8|8)|8 Els18|8 §
3
8|8|3 |3 g|8|8[8[8|8 2|8|3|38 8

" test ol test otrl test
. epression value = expression value = expression value

MRE11 ASXL2
GSE156732 / GPL26963 / ASHG13AP1B120562095VS 3SE156732 / GPLZHSBS / ASHGI SAP1811456239%8VS
GSE156732 :

Valor de P general:

p.Value > 0.05 | | I | | | I
ila|E(g|8|d AEIEIR AR
(22 |%|%|% ol S o
g|8|)8|8|8]|8 8 .';3 § é 5
ctrl test ot test

= expression value * wpression value

Nota: Como control se utilizo células del tejido normal adyacente al tumor y para las pruebas se

usaron células del tejido tumoral.

En el Anexo A se analizo6 los valores de expresion de miRNA, mRNA vy, IncRNA de los
genes SAMHDI, GNLI, POLE, MREI1 y ASXL2 usando como control 3 muestras de tejido
normal adyacente y como prueba 3 muestras de tejido tumoral extraidos de una biopsia de 6
pacientes con CCR. En esta prueba obtuvimos un p. Value > 0.05 lo cual nos indica que no hay

una diferencia significativa entre la expresion de los genes mutados y no mutados.
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Anexo B
Valores de expresion de mRNA de los genes SAMHDI1, GNLI, POLE, MRE11 y ASXL2

presentes en 12 muestras de pacientes con cdncer colorrectal (Shen et al., 2020).

SAMHD1 GNLA1 POLE
JHHHBHHEHEE HHHHHHHHAHR JHHHEHHEHE
MRE11 ASXL2

GSE136735 ey R

Valor de P general: ‘

| S L
JHHHHHERHHE THHHEHEEHE

Nota: Como control se utilizo células del tejido normal adyacente al tumor y para las pruebas se

usaron células del tejido tumoral.

En el Anexo B se analizo los valores de expresion de mRNA de los genes SAMHDI,
GNLI, POLE, MREI1 y ASXL2 usando como control 6 muestras de tejido normal adyacente y
como prueba 6 muestras tejido tumoral extraidos de biopsias de 12 pacientes con CCR. En este
estudio obtuvimos un p. Value > 0.05 lo cual nos indica que no hay una diferencia significativa

entre la expresion de los genes mutados y no mutados.
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KEGG: Andlisis de enriquecimiento por vias metabdlicas y co-expresion génica negativa segin

la Enciclopedia de genes y genomas de Kioto.
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Nota: (A) Diagrama de puntos (dotplot), vias metabdlicas relacionadas a los genes MREI 1, POLE

y GNLI. (B) Diagrama de redes (cnetplot), co-expresion génica en MREI 1, POLE y GNLI.
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Anexo D

REACTOME: Andlisis de enriquecimiento por vias metabolicas y co-expresion génica negativa segiin la Base de datos de rutas de

Reactoma.
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Nota: (A) Diagrama de puntos (dotplot), vias metabdlicas relacionadas a los genes MREI1, POLE y GNLI. (B) Diagrama de redes

(cnetplot), co-expresion génica en MREI I, POLE y GNLI.
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Gene Ontology - Biological Process: Andlisis de enriquecimiento por procesos biologicos y co-

expresion génica negativa segun el Recurso de Ontologia Genética.
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Nota: (A) Diagrama de puntos (dotplot), procesos bioldgicos relacionados a los genes MRE] 1,
POLE y GNLI. (B) Diagrama de redes (cnetplot), co-expresion génica en MREI 1, POLE y GNL.
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Anexo F
Gene Ontology - Molecular Function: Andlisis de enriquecimiento por funciones moleculares y

co-expresion génica negativa segiin el Recurso de Ontologia Genética.

A

oudoreductase actty,
achng on & Sulfur group of

disulfide u:ldurem
actty & oo

calcium-dependent profein . LRI
binding & o=

[ProRin o Sulfiche ISOMETase . . o
ty

Lrﬁan’aﬁﬂa‘r
oicoreductase actiity, . ® =
transpasing 5-5 bonds
ehectron ransfer acthaty [ ]

P adust

0.002%
0050
0.0075
007100
00128

cylochrome-C omdase actnly
heme-copper ierminal oxidase
anidoreductase ALY,

acting on a heme group of
axidoreductase SHIRS

Acting on a heme group of
donors, caygen as acoepior

L N N

MRE11 GHL1
(117) (36)
Chester

m,%pw—muﬂ‘ iy eensoaeg 34 ooty
crnliz "a
8 0 7
PRt Sl Ok Iy
o
:m‘

2 g
o ﬁ;r?ﬁ: .

Sy
-

LIDCRG

amdorstoctins ot iy, Bciing 0 & b gron of donor, Orypee RIgETATIP
L]

vl
SAAEY

b
) ‘

Nota: (A) Diagrama de puntos (dotplot), funciones moleculares relacionadas a los genes MRE! 1,

POLE y GNLI. (B) Diagrama de redes (cnetplot), co-expresion génica en MREI 1, POLE y GNLI.
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Anexo G
Gene Ontology — Cellular Component: Andlisis de enriquecimiento por componentes celulares y

co-expresion génica negativa seguin el Recurso de Ontologia Genética.
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Nota: (A) Diagrama de puntos (dotplot), componentes moleculares relacionadas a los genes

MREII, POLE y GNLI. (B) Diagrama de redes (cnetplot), co-expresion génica.
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Datos de poblacion y mediana correspondiente a los diferentes tipos de caracteristicas clinicas

evaluadas.
Carac’te'rlstlca Variable Tamafio de Mediana
Clinica muestra (n)
Femenino (A) 633 130
Sexo
Masculino (B) 512 117
Bajo (A) 405 133
Categoria CIMP
Alto (B) 95 847
Metastasis (A) 69 6
Tipo de Muestra —
Primario (B) 597 97
Peor (A) 47 492
Grado del Tumor
Bueno-Moderado (B) 503 141
Estado de Cancer Libre de tumor (A) 104 245
de Neoplasia en la
Persona Con tumor (B) 95.5 222
Sitio Anatomico Colon (A) 388 112.5
de la Enfermedad
Tumoral. Recto (B) 134 91
Colon transversal ascendente (A) 201 184
Ciego (B) 114 178
Sitio del Tumor Recto (C) 137 124
Colon 51gm,01'dal del flexor 166 119
esplénico (D)
COAD/READ CIN (A) 328 99.5
‘ COAD/READ GS (B) 58 102.5
Subtipo
COAD/READ MSI (C) 63 1166
COAD/READ POLE (D) 10 5760
Adenocarcinoma de Colon (A) 335 107
Adenocarcinoma Colorrectal (B) 757 124
Tipo Detallado de - -
Céancer Adenocarcinoma mucinoso de
56 149
colon y recto (C)
Adenocarcinoma Rectal (D) 137 90
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GNLI, POLE, MRE11 Y ASXL2 COMO MINI
IMPULSORES EN ADENOCARCINOMA
COLORRECTAL

ANALISIS DE MUTACIONES SOMATICAS EN SAMHDI, |

OBJETIVO:

Explorar el posible
impacto como mini
impulsores

SAMHDI ; |

Ixe

COSMIC

TCGA |

cBioPortal |

GNLI

d

MREI11

Frecuencia mutacional:

=  SAMHDI: 6%
= GNLI:1.8%
=  POLE: 7%

= MREII:2.2%
= ASXL2:3%

7

HIPOTESIS:

(Potenciales mini
impulsores?

POLE ] [YSXL2

C

Analisis de enriquecimiento
p, Valor < 0.01:

= GNLI.
= POLE.
= MREII

=  Replicacion de DNA.
=  Protedlisis mediada por ubiquitina.
= Senalizacion de citoquinas.

Muiltiples alteraciones: Coocurrencia mutacional Caracteristicas clinicas p.
. ., Log2 Odds Ratio >3: Valor < 0.01:
=  Amplificacion.
=  Mutaciones de sentido =  MREII/POLE. =  SEX.
erréneo. = POLE/ASXL?2. = CIMP.
*  Mutacién sin sentido. = MREII/ASXL2. *  Tipo de Mx.
= Deleciones. = Grado del tumor.
= Estado del cancer.
=  Sitio anatémico del
tumor.
=  Sitio del tumor.
KEGG: = Subtipo.
. . = Tipo de cancer
Ciclo celular. detallado.

REACTOME:

= Checkpoint en el ciclo celular.
= Splicing mRNA

= Seializacion de Interferon y

=  Organizacion de las MEC.

GO (Funciones Moleculares)

= Actividad helicasa y ATPasa.
= Constitucion de la MEC.

= Union de citoquinas.

= Unidn colageno.

GENE ONTOLOGY
(Procesos Biologicos)

=  Segregacion cromosoma.
= Replicacion de DNA.
= Activacion de células T

GO (Componentes Celulares)

=  Centrémero.

= Cinetocoro.

=  Proteinas nucleares.
=  Membrana vacuolar.




