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Resumen

El cancer de pancreas (CaPa) es la neoplasia mas letal, con una tasa de supervivencia del 9%. El
CaPa se caracteriza por su naturaleza agresiva y escasa respuesta al tratamiento, ya que 82%
de los casos presentan algun grado de metastasis al momento del diagnostico. El nexo entre el
sitio tumoral primario y las metastasis distantes son las células circulantes tumorales (CCT), las
cuales son capaces de invadir e incorporarse a los vasos sanguineos, sobrevivir en la circula-
ciéon y evadir al sistema inmunolégico hasta infiltrarse en tejidos distantes. Por estas razones, la
caracterizacion de las CCT es esencial para identificar mecanismos que hacen posible la dise-
minacidn metastasica. Las CCT constituyen una alternativa no invasiva en el estudio de pacien-
tes con tumores malignos, estas células consideradas como biopsias liquidas, pueden permitir
el diagndstico y monitoreo de la enfermedad. A pesar del papel central de las CCT como agen-
tes de la dispersion metastasica, la mayoria de los estudios realizados en CaPa se han limitado
a cuantificar el nimero de CCT en sangre, y unos cuantos se han enfocado en caracterizar a
nivel molecular a esta poblacion celular.

El proyecto tiene como objetivo identificar firmas transcripcionales asociadas a células circu-
lantes tumorales. Para ello se seleccionaron datos de expresién provenientes de tumor prima-
rio (TP), CCT, y metastasis hepaticas (MH) derivadas de pacientes con CaPa de los sets de datos
GSE18670, GSE151580 y GSE114704 del Gene Expression Omnibus. Los datos se procesaron a
través de un flujo de trabajo bioinformatico para obtener el analisis de expresion diferencial
entre TP, CCT y MH. El analisis de enriquecimiento de set de genes se llevd a cabo utilizando el
programa GSEA. Para determinar la esencialidad de los genes se realizaron busquedas en la
base de datos de dependencia de genes del proyecto Achilles-DepMap. Para correlacionar la
expresion geénica con variables clinico-patoldgicas, se accedio a los datos de la cohorte de Ca-
Pa de The Cancer Genome Atlas — PanCancer y de pancreas normal GTEx, a través de UCSC
Xena Browser. La manipulacion, limpieza, filtrado y visualizacidn de los datos se realizd con el
ambiente de desarrollo Rstudio.

Los resultados del trabajo muestran que en CCT la mayoria de los genes se encuentran subex-
presados, indicando que las CCT muestran una disminucién de la actividad transcripcional con
respecto al TP. Ademas, las CCT y las MH mostraron un enriquecimiento negativo de la via de
transicion epitelial-mesenquimal. Mediante exploracion de datos, se identificaron 681 genes
diferencialmente expresados en CCT, comunes en estudios diferentes. De estos, 34 se asocian
significativamente con la sobrevida de los pacientes y la sobrevida libre de reincidencia, lo cual
les confiere un valor prondstico. Por si fuera poco, los perfiles de expresion de estos 34 genes
se asocian de manera significativa con el grado histologico de la enfermedad, asi como con la
clasificacion T-N tumoral, la presencia de tumor residual y el grado de respuesta al tratamien-
to. De los genes sobreexpresados en CCT, 5 de ellos también se sobreexpresan en tumores
primarios. Dentro del cluster de expresion de estos genes se identificaron 3 de particular inte-
rés: Los genes WDR1 y CFLAR muestran ser altamente esenciales en lineas celulares de CaPay



se relacionan con remodelacién del citoesqueleto y evasion de la apoptosis. El tercer gen iden-
tificado, POU2F2 (OCT2), correlaciona positivamente con la expresidon de marcadores mesen-
quimales y negativamente con marcadores epiteliales.

En conclusion, hemos identificado cambios transcripcionales en CCT con respecto al tumor
primario en CaPa asi como un perfil de genes con valor pronodstico que se asocian significati-
vamente con variables clinicopatoldgicas de la enfermedad. Ast mismo identificamos genes y
procesos enriquecidos en CCT que potencialmente contribuyen a la diseminacién metastasica
en CaPa.

Abstract

Pancreatic cancer (PaCa) is the most lethal neoplasm, with a survival rate of 9%. PaCa is charac-
terised by its aggressive nature and poor response to treatment, with 82% of cases having
some degree of metastasis at diagnosis. The link between the primary tumour site and distant
metastases are circulating tumour cells (CTCs), which can invade and incorporate into blood
vessels, survive in the bloodstream, and evade the immune system to infiltrate distant tissues.
For these reasons, characterisation of CTCs is essential to identify mechanisms that enable
metastatic dissemination. CTCs constitute a non-invasive alternative in the study of patients
with malignant tumours; these cells, considered as liquid biopsies, can allow the diagnosis and
monitoring of the disease. Despite the central role of CTCs as agents of metastatic spread,
most studies in PaCa are limited to quantifying the number of CTCs in blood, and a few have
focused on characterising this cell population at the molecular level.

This project aims to identify transcriptional signatures associated with circulating tumour cells.
To this end, expression data from primary tumour (PT), CCTs, and liver metastases (LM) derived
from PaCa patients were selected from the Gene Expression Omnibus datasets GSE18670,
GSE151580 and GSE114704. The data were processed through a bioinformatic workflow to ob-
tain differential expression analysis between PT, CTCs, and LM. Gene set enrichment analysis
was performed using the GSEA software. To determine gene essentiality, genes were queried
on the gene dependency database of the Achilles-DepMap project. To correlate gene expres-
sion with clinical-pathological variables, data from The Cancer Genome Atlas - PanCancer CaPa
cohort and normal pancreas from GTEx were accessed via UCSC Xena Browser. Data manipula-
tion, cleaning, filtering, and visualisation were performed using the Rstudio dev-environment.

The results show that most genes in CTCs are under-expressed, indicating that CTCs show a
decrease in transcriptional activity with respect to PT. In addition, CTCs and LM showed a nega-
tive enrichment of the epithelial-mesenchymal transition pathway. By data mining, 681 di-
ferentially expressed genes were identified in CTCs, common to different studies. Of these, 34
are significantly associated with overall survival and recurrence-free survival, conferring them
prognostic value. Furthermore, the expression profiles of these 34 genes are significantly asso-
ciated with the histological grade of the disease, as well as with tumour T-N classification, the



presence of residual tumour and the degree of response to treatment. Of the genes overex-
pressed in CTCs, 5 of them are also overexpressed in primary tumours. Within the expression
cluster of these genes, 3 genes of particular interest were identified: WDR1 and CFLAR genes
are shown to be highly essential in PaCa cell lines and are related to cytoskeleton remodelling
and apoptosis evasion. The third gene identified, POU2F2 (OCT2), positively correlates with the
expression of mesenchymal markers and negatively correlates with epithelial markers.

In conclusion, we have identified transcriptional changes in CTCs with respect to the primary
tumour in PaCa as well as a gene signature with prognostic value that is significantly associat-
ed with clinical-pathological variables of the disease. We also identified genes and processes
enriched in CTCs that potentially contribute to metastatic dissemination in PaCa.



Capitulo 1
Introduccion

1.1 Cancer

Cancer es el término utilizado comunmente para denominar a un conjunto de enfermedades
caracterizadas por la proliferacion descontrolada de las células que componen a un tejido, fre-
cuentemente formando masas celulares. Esta formacién descontrolada y anormal de células
recibe el nombre de neoplasia y cuando invade tejidos cercanos se conoce como neoplasia
maligna. Al perderse la estructura y composicidén normal de los tejidos debido al desarrollo
neoplasico, se compromete el correcto funcionamiento de los tejidos y en consecuencia se
afecta gravemente la salud de los individuos involucrados. Ademas de invadir tejidos aledafios,
las células neoplasicas son capaces de propagarse a otras regiones del cuerpo a través de los
sistemas circulatorio y linfatico. Esto produce tumores secundarios en regiones anatémicas
distintas al sitio primario, en un fenédmeno conocido como metastasis (Weinberg, 2013).

El desarrollo del cancer comienza cuando las células normales atraviesan una transformacion
carcinogénica y adquieren un fenotipo maligno. Esta transformacién ocurre como consecuen-
cia de la acumulacion de alteraciones genéticas, epigenéticas y ambientales que modifican las
capacidades de proliferacion, apoptosis y migraciéon de las células, entre otras funciones
(Bertram, 2000).

Existen mas de 100 tipos distintos de cancer descritos a la fecha, cominmente denominados
de acuerdo con su sitio anatomico de origen. Por ejemplo, el origen del cancer pulmonar radi-
ca en las células del pulmon, el cancer mamario se origina en las células de la glandula mama-
ria y de manera similar puede ocurrir en todos los demas tejidos del cuerpo. También la gran
diversidad de tumores que existen se clasifica de acuerdo con el tipo de tejido que les da ori-
gen. Asi, los tumores originados en tejidos epiteliales escamosos son conocidos como carci-
nomas escamosos, aquellos originados en epitelios glandulares se denominan adenocarcino-
mas, aquellos que se forman en hueso y tejidos blandos o fibrilares son llamados sarcomas,
mientras que los tumores sanguineos reciben el nombre de leucemias (National Cancer
Institute. NIH.).

A pesar de la gran diversidad y complejidad de los distintos tipos de tumores que existen, to-
dos ellos comparten una serie de caracteristicas comunes que les confieren a las células tumo-
rales capacidades de proliferacion, motilidad e invasion que no deberian poseer normalmente.
Estas caracteristicas moleculares que distinguen a las células de cualquier tumor se conocen
como rasgos distintivos o hallmarks del cancer (Hanahan & Weinberg, 2000)

Los hallmarks del cancer, incluyen capacidades biologicas como (1) autosuficiencia en las sefa-
les de crecimiento, (2) evasidn de las sefiales supresoras de crecimiento, (3) resistencia a la
muerte celular, (4) inmortalidad replicativa, (5) induccidon de angiogénesis (6) activacién de las



capacidades de invasion y metastasis, (7) desregulacién del metabolismo energético y (8) eva-
sion del sistema inmune (Figura 1).

La adquisicion de estos hallmarks se debe principalmente a dos propiedades de las neoplasias.
La primera es la inestabilidad gendmica que promueve la mutabilidad y dota a las células can-
cerosas de alteraciones genéticas que impulsan la progresién tumoral. La segunda es la forma-
cién de un microambiente tumoral que favorece la interaccién con células endoteliales, fibro-
blastos y células del sistema inmune innato, lo cual desencadena un proceso inflamatorio que
promueve el desarrollo de las capacidades malignas en las células neoplasicas (Hanahan &
Weinberg, 2011b).

Evasion de supresores Proliferacion
de crecimiento y sostenida
proliferacion

Metabolismo
energético
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Resistencia a la

Evasion de la
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Figura 1. Los Hallmarks del cancer son las capacidades biolégicas alteradas que caracterizan a los tumores.
Estas caracteristicas distintivas de las neoplasias incluyen mantener la sefalizacién proliferativa, eludir los supre-
sores del crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la inmortalidad replicativa, inducir la angiogénesis y acti-
var la invasion y la metastasis. Otro par de cualidades clave de los tumores son las alteraciones en el metabolismo
energético que favorecen la progresion tumoral, y la evasidon de los mecanismos de destruccion por parte del
sistema inmune. A todas estas caracteristicas subyacen dos rasgos fundamentales que promueven dichos hall-
marks: la inestabilidad gendmica y la promocion de la inflamacién. (llustracion tomada y modificada del original
de Hanahan & Weinberg, 2011).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, las neoplasias malignas fueron el causan-
te del 16.8% del total de muertes en 2019, ocupando el segundo puesto como principal causa
de muerte a nivel mundial, tan solo por detras de las enfermedades cardiovasculares (32.2%).
Ademas, se estima que las enfermedades neoplasicas seran la principal causa de muerte asi



como la principal barrera para incrementar la esperanza de vida en todo el mundo durante el
siglo XXI (World Health Organization, 2019).

Las enfermedades neoplasicas que representan el mayor porcentaje de casos de cancer a nivel
global son el cancer de mama (11.7%), el cancer de pulmon (11.4%), el cancer colorrectal (10%)
y el cancer de proéstata (7.3%). Por otra parte, aquellos que acumulan la mayor proporcion de
muertes son el cancer de pulmdn (18%), el cancer colorrectal (9.4%), el cancer de higado (8.3%)
y el cancer de estbmago (7.7%). En el caso de la republica Mexicana, los canceres con mayor
incidencia y mortalidad en el afilo 2020 son el cancer de mama, el cancer de préstata y el can-
cer colorrectal (GLOBOCAN, 2020).

1.2 Cancer de pancreas

El cancer de pancreas (CaPa) es la neoplasia maligna mas letal en el mundo, con una tasa de
letalidad del 91%. Entre las enfermedades neoplasicas, el cancer de pancreas ocupa el duodé-
cimo lugar en numero de casos y el séptimo en niUmero de muertes. Sin embargo, el cancer de
pancreas es el tipo de cancer con peor prondstico. La tasa de supervivencia en cinco afios para
pacientes con cancer de pancreas es tan sélo del 9% y aproximadamente el 76% de los pacien-
tes fallece en el primer afo a partir de la fecha del diagnostico (GLOBOCAN, 2020).

La mayoria de los casos diagnosticados corresponden a adenocarcinomas ductales pancreati-
cos (>90%), seguidos de tumores del tejido exocrino, y finalmente una pequefia proporcion de
neoplasias provenientes de las células endocrinas del pancreas. Aproximadamente el 60-70%
de los adenocarcinomas se forman en la cabeza, el cuello o el proceso unciforme del pancreas,
mientras que los tumores en el cuerpo (5-10%) y la cola (10-15%) del pancreas son menos fre-
cuentes (McGuigan et al,, 2018; Stathis & Moore, 2010).

En México, el cancer de pancreas representa alrededor del 3% de todas las neoplasias malig-
nas, y es responsable de aproximadamente el 6% de las muertes (Bray et al,, 2018). A pesar de
gue este tipo de cancer no es de los mas frecuentes, los pacientes que lo padecen tienen un
alto riesgo de fallecer. Tan solo en el afio 2020 se registraron 4985 nuevos casos y 4720 dece-
sos (GLOBOCAN, 2020). Se estima que durante los préximos afios habra un incremento en el
ndimero de casos y esta proporcion de alta letalidad se mantendra (Bray et al., 2018).

Los adenocarcinomas pancreaticos son en su mayoria canceres esporadicos, ya que solo el
10% surgen en el contexto de antecedentes familiares (Bartsch et al, 2012). Histologicamente,
estos canceres se caracterizan por una fuerte reaccién desmoplasica la cual se compone en
gran medida de proteinas de matriz extracelular que conforman un tejido fibroso duro. La
reaccidon desmoplasica es tan extensa que por lo regular los tumores pancreaticos contienen
solo entre 5% y 20% de células neoplasicas, mientras que el resto del volumen tumoral corres-
ponde a estroma desmoplasico. Este estroma tiene gran relevancia clinica y biolégica ya que
dificulta la toma de biopsias para el diagnostico y analisis genético, ademas de que actua co-
mo barrera que impide la penetracion de los farmacos antitumorales. Por si fuera poco, el es-



troma proporciona un sustrato en el cual residen fibroblastos asociados a tumor y otras células
del sistema inmunoldgico que enriquecen el microambiente tumoral (Wood & Hruban, 2012).

La mayoria de los carcinomas pancreaticos se originan a partir de lesiones precursoras llama-
das neoplasias intraepiteliales pancreaticas (PalN) las cuales pueden desde un grado bajo
(PaIN 1) hasta un grado alto (PaIN 3) (Basturk et al, 2015). Las lesiones tempranas (PaIN1) pre-
sentan mutaciones en el oncogen KRAS, mientras que las lesiones avanzadas ademas se
acompafian de mutaciones de pérdida de funcién de los genes supresores de tumor CDKN2A,
TP53 y SMAD4 (Figura 2). Este ultimo par son las mutaciones mas tardias en la carcinogénesis
molecular del cancer de pancreas (Hosoda et al,, 2017; Riva et al., 2018).

El CaPa es una enfermedad con gran heterogeneidad clinica a pesar de su contexto genético
de mutaciones conductoras en tan sélo 4 genes. Por este motivo, otras alteraciones no genéti-
cas como modificaciones epigenéticas, alteraciones en la expresidén génica o interacciones mi-
croambientales, podrian ser esenciales en la progresidn y el curso clinico de la enfermedad.

Una manera en la que se ha tratado de caracterizar la heterogeneidad bioldgica de los tumo-
res pancreaticos ha sido a través del analisis del transcriptoma completo de los tumores. Los
estudios de secuenciacidon masiva de RNA de células totales y mas recientemente a nivel de
célula Unica, han permitido identificar nuevas vias y procesos celulares bioldgicos cruciales de
las células cancerosas y las células del microambiente tumoral, ademas de que han abierto
camino hacia la identificacién de nuevos subtipos tumorales de CaPa con comportamientos
clinicos particulares. Sin embargo, actualmente no existe consenso en una clasificacion mole-
cular Unica del CaPa y permanece como un area intensa de investigacién (Collisson et al., 2019;
Pompella et al., 2020).

Ademas de la complejidad del CaPa, otro factor que impacta en la alta mortalidad de este tipo
de neoplasias es el dificil diagndstico de la enfermedad. Generalmente el CaPa es detectado en
estadios avanzados cuando la enfermedad ya se ha diseminado a otros érganos (Yachida &
Lacobuzio-Donahue, 2009). Aproximadamente solo el 10% de los pacientes reciben un diag-
néstico en etapas tempranas en las cuales es factible la reseccion del tumor y una posible cu-
racion.

La deteccion temprana de cancer de pancreas es dificil ya que es clinicamente silente hasta
estadios avanzados de la enfermedad. Algunos indicadores son la presencia de dolor o de as-
citis, que suele ser secundaria a carcinomatosis peritoneal. También se incluyen otros sintomas
menos especificos como anorexia, vémito, nausea, tromboflebitis migratoria (sindrome de
Trousseau), pancreatitis aguda, diabetes mellitus de diagndstico reciente, esteatorrea y depre-
sion (Franssen & Chan, 2011).

Los examenes de sangre son poco especificos y el Unico marcador aprobado para la deteccion
de cancer de pancreas es el antigeno CA 19-9, sin embargo, su sensibilidad diagnostica es baja
y en muchas ocasiones puede estar relacionado a otras enfermedades no malignas (Kunovsky
et al,, 2018).



Los tumores pancreaticos se caracterizan por su naturaleza agresiva y la escasa respuesta a la
quimioterapia y la radioterapia. La terapia mas comun es el uso de gemcitabina o 5-
fluorouracilo junto con radiacion, siendo la primera el estandar terapéutico. Cuando es posible
el tratamiento quirdrgico estos farmacos se emplean como terapia adyuvante, sin embargo,
solo 10-15% de los pacientes se encuentran en esta categoria e incluso el 80% de ellos desa-
rrollara metastasis regional o distante en un periodo menor a dos afos (Stathis & Moore,
2010).

La letalidad de estos tumores se atribuye a la propension a desarrollar metastasis a nivel re-
gional o distante, lo cual hace inviable la aplicacion de tratamiento quirurgico (Yeo et al,
2002). El sitio involucrado con mayor frecuencia en la metastasis pancreatica es el higado, se-
guido por el peritoneo y los pulmones (Yachida & Lacobuzio-Donahue, 2009). Desafortunada-
mente, a pesar de los esfuerzos por tratar la enfermedad, las estrategias terapéuticas disponi-
bles no logran disminuir la mortalidad nit mejorar la supervivencia de los pacientes con cancer
de pancreas (Ferlay et al,, 2016).

] KRAS wt
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Figura 2. Modelo de carcinogénesis pancreatica. La mayoria de las lesiones neoplasicas intraepiteliales del
pancreas de grado bajo (PalN-1) poseen mutaciones en KRAS ademas de acortamiento de los telomeros. La pro-
porcién de células portadoras de mutaciones de KRAS incrementa conforme progresa el grado de las lesiones
intraepiteliales. La progresién de PalN-1 a los estadios mas avanzados PalN-2 y PaIN-3 se asocia cominmente
con la inactivacion de ambas copias de CDKNZA. Rara vez se suelen encontrar mutaciones de 7P53 en lesiones de
grado bajo, pero se encuentran con frecuencia en estadios PalN-3 y en neoplasias invasivas. La mutacién de am-
bas copias de SMAD4 es mucho mas frecuente en la etapa de cancer invasivo. Conforme progresa el desarrollo de
la neoplasia se acumulan rearreglos cromosdmicos que favorecen la inactivacién bialélica de estos y otros genes
supresores de tumor. Se ha estimado que la inactivacién de BRCA2, ATM y ARID1A podria ocurrir en etapas tar-
dias y no parecen ser las mutaciones conductoras de la carcinogénesis pancreatica (Imagen tomada y modificada
de Wood et al, 2019)



1.3 Metastasis

La manifestacion de metastasis es el resultado final de un proceso que involucra la disemina-
cion de las células de un tumor a través de los vasos linfaticos y sanguineos hasta llegar a or-
ganos distantes, con la subsecuente adaptacion y establecimiento de las células tumorales en
estos tejidos lejanos (Gupta & Massagué, 2006).

Evidencias acumuladas demuestran que el tratamiento quirdrgico y la terapia adyuvante fun-
cionan solo para curar tumores primarios bien delimitados, sin embargo, las metastasis son
practicamente incurables debido a la naturaleza sistémica de la enfermedad, asi como a la re-
sistencia de las células metastasicas a los agentes terapéuticos. Por tales caracteristicas es que
el 90% de las muertes relacionadas a tumores sélidos son debidas al desarrollo de metastasis
(Valastyan & Weinberg, 2011; Wan et al,, 2013).

El desarrollo de metastasis es uno de los rasgos distintivos del cancer (Hanahan & Weinberg,
2011a) y es un fendbmeno que ha intrigado a los patologos desde hace mas de un siglo. En
1889 el cirujano inglés Stephen Paget propuso la hipodtesis de la semilla y el suelo, indicando
que la metastasis no se debe al azar —el punto de vista predominante de esa época—, sino
que ciertas células tumorales, que él equiparo con semillas, son compatibles con el medio am-
biente de ciertos 6rganos (Fidler, 2003).

La metastasis es un proceso tumoral que podria tener su origen en poblaciones de células ge-
néticamente heterogéneas que evolucionan por presiones microambientales selectivas. Se
pueden distinguir varios fendmenos bioldgicos que constituyen la cascada de progresion me-
tastasica (Figura 3): pérdida de adhesion celular, incremento en la motilidad y capacidad de
invasion, intravasacion y supervivencia en la circulacidn, extravasacion y la eventual coloniza-
cion de un sitio distante (Chambers, et al., 2002).

Cada uno de los pasos de la cascada metastasica es un punto de seleccion para diferentes
propiedades bioldgicas de las células cancerosas y por lo tanto es un proceso que tiene el po-
tencial de generar heterogeneidad entre las células del tumor primario y las células de los dife-
rentes sitios metastasicos finales. Como resultado de estas presiones selectivas la enfermedad
que una vez estuvo localizada se diversifica en enfermedades multiples separadas en varios
sitios del cuerpo y la heterogeneidad genética y epigenética que les dio origen contribuyen a
la incapacidad de erradicar o atenuar la enfermedad metastasica (Hunter et al, 2018;
McGranahan & Swanton, 2017).

Los primeros pasos de la cascada de la metastasis permiten la diseminacion de las células can-
cerosas dado que estas adquieren caracteristicas que les permiten abandonar el sitio primario
e invadir otros tejidos. Un proceso celular muy importante que le confiere estas nuevas capa-
cidades a las células cancerosas es el fenomeno de transicion epitelial-mesenquimal (TEM), el
cual normalmente esta activo en las células durante la embriogénesis y en el proceso de repa-
racion de los tejidos epiteliales en adultos. Sin embargo, las células cancerosas son capaces de
activar este programa de transdiferenciacion celular que conlleva la pérdida de algunas carac-
teristicas epiteliales y la adquisicion de ciertos rasgos de tipo mesenquimal (Lambert et al.,
2017).



Las caracteristicas que adquieren las células mediante el proceso de TEM son cruciales para la
invasién y diseminacion metastasica. Algunas de ellas son una mayor motilidad, invasividad y
la capacidad de degradar componentes de la matriz extracelular. Este programa celular es diri-
gido por un conjunto de factores de transcripcion maestros que inducen la TEM. Aquellos que
han sido descritos con mayor detalle son los factores de transcripcidn Snail, Slug, Twist, y Zebl,
sin embargo, no son los Unicos capaces de inducir TEM (Kalluri & Weinberg, 2009).

Adicionalmente, cabe resaltar que se ha descrito que las células cancerosas pueden adquirir la
capacidad de formar tumores de novo posteriormente a la induccion de la TEM. Esto es de
gran relevancia ya que la capacidad iniciadora de tumores es el rasgo distintivo de las células
troncales del cancer (CTC) y la existencia de células diseminadas con caracteristicas de CTC
seria critica para iniciar tumores secundarios en sitios distantes. Ademas, la adquisicion de ras-
gos mesenquimales favorece la resistencia de las células cancerosas a los tratamientos anti-
neoplasicos, lo cual ofrece una explicacion posible al hecho de que las enfermedades metasta-
sicas son muy resistentes a la quimio y radioterapia (Lambert et al,, 2017).

De acuerdo con la evidencia experimental acumulada, las sefiales producidas por el estroma
tumoral son las responsables de la activacion del programa de la TEM en las células neoplasi-
cas. El estroma —compuesto por fibroblastos, células mieloides, linfoides, endoteliales y perici-
tos—, libera varias senales tales como TGF-B, Wnt y numerosas citocinas que inducen la activa-
cién de la TEM en las células cancerosas. Este fendmeno suele ser reversible en un proceso co-
nocido como transicidon mesenquimal-epitelial (TME), volviendo a adquirir rasgos de tipo epi-
telial. Muy probablemente, mas que tratarse de un proceso binario de cambio entre los esta-
dos epitelial y mesenquimal, éste es un proceso mucho mas complejo que se manifiesta en un
fenotipo celular mixto y plastico, con varios estados intermedios (Nieto et al, 2016; Thiery,
2002).

A pesar de que tradicionalmente se ha propuesto que la metastasis en un evento tardio en el
desarrollo tumoral, algunos estudios han mostrado que la adquisicidon de caracteristicas aso-
ciadas con la invasidon y diseminacién del cancer puede ocurrir en etapas tempranas. El tiempo
requerido para la progresién metastasica podria ser menor a lo esperado debido a que en un
inicio se requieren mas mutaciones y modificaciones epigenéticas para la carcinogénesis y
formacién de un tumor primario en comparacion con el nimero de mutaciones posteriores
que se requieren para formar un tumor secundario. También se ha documentado la disemina-
cion de células en etapas tempranas del desarrollo tumoral, lo cual implica que tanto el tumor
primario como la metastasis podrian progresar en paralelo. De hecho se han detectado células
tumorales en circulacidon desde estadios iniciales de la enfermedad en varios tipos de cancer
como el pulmonar, gastrico, melanoma y cancer de pancreas (llie et al, 2014; Mimort et al,
2008; Reid et al., 2013; Rhim et al., 2014)

10



. Invasion/Migracion

Tumor primario

C

"'.L.' C @ C

L Ill. Transito/Supervivencia en
circulacion

-
”’
Nervio -~ ’

' V. Extravasacion

" » / \‘ Metastasis
atencia
A\ =

Vaso ; [ > Vaso - q
sanguineo linfatico . g‘t\
"‘ .~

l\

V. Colonizacion

Figura 3. La cascada de la metastasis es un conjunto de eventos sistémicos y dindmicos a nivel temporal y
anatomico. De forma general el proceso se pude dividir en varias etapas que comienzan por la (I) invasién y mi-
gracién de las células neoplasicas en el tumor primario y en los tejidos aledafos a este. Enseguida la (Il) intrava-
sacion de las células neoplasicas les permite adentrase en vasos linfaticos y sanguineos para transportarse a nivel
sistémico. EL (Ill) trdnsito y supervivencia en la circulacién es crucial para que las células puedan diseminarse has-
ta sitios anatémicos distantes. (IV) Posteriormente las células salen de la circulacidén (extravasacion) y se arrestan
en los sitios secundarios en donde establecen interacciones con el microambiente de estos tejidos y finalmente si
las células cancerosas son capaces de proliferar ocurre la (V) colonizacién metastasica (Tomado y modificado de
Chitty et al., 2018).

Se piensa que solo unas pocas células dentro de la heterogeneidad del tumor primario son
capaces de dar lugar a la metastasis. Este pequefio numero de células metastasicas se obtiene
como resultado de la eliminacidén de las células que son incapaces de completar los procesos
de la cascada metastasica, ya que cada uno de estos pasos representa una etapa de seleccién
mediada por las sefiales microambientales distintas al 6rgano de origen (Fidler, 1975).

1.4 Células iniciadoras de la metastasis

Los tumores primarios constantemente liberan numerosas células que se diseminan de forma
sistémica, sin embargo se estima que menos del 0.02% del total de células tumorales son ca-
paces de establecer una metastasis (Cameron et al, 2000; Luzzi et al, 1998). Este fendbmeno
implica la existencia de una minuscula poblacidon de células con la capacidad de establecer
colonias metastasicas viables en tejidos distantes. Este tipo particular de células recibe el nom-
bre de células iniciadoras de metastasis (CIM).

11



Las CIM poseen caracteristicas similares a las células troncales tumorales, también conocidas
como células iniciadoras de tumor. Tales caracteristicas como gran plasticidad fenotipica, ast
como la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse, confieren a las CIM mayor potencial ma-
ligno y la posibilidad para establecer un nuevo tumor produciendo poblaciones celulares hete-
rogéneas en un érgano distinto al primario. Los rasgos caracteristicos de las CIM son su capa-
cidad tumorigénica, la habilidad para cambiar entre los estados epitelial y mesenquimal bidi-
reccionalmente, la resistencia a la anoikis y apoptosis, la evasion del sistema inmune, asi como
caracteristicas que les facilitan la adaptacion a un nuevo microambiente; la interaccion con cé-
lulas del nicho metastasico, la cooperacidén entre poblaciones clonales y la reprogramaciéon de
su actividad metabolica (Celia-Terrassa & Kang, 2016).

El origen exacto de las CIM aun es desconocido y no se sabe si adquieren sus cualidades desde
gue se encuentran en el tumor primario, durante su diseminacién o hasta que llegan al sitio de
metastasis. El estudio de estas células es esencial para la busqueda de nuevos marcadores que
permitan detectarlas de manera eficiente, asi como también disefar terapias clinicamente rele-
vantes para impedir que estas puedan establecer nuevos tumores en érganos distantes.

Las tecnologias emergentes de secuenciacién masiva han hecho posible adentrarse en el estu-
dio de las CIM permitiendo la comparacion del genoma completo entre tumores primarios y
sus correspondientes metastasis. Con estos estudios se ha mostrado que las metastasis son
mayormente de origen policlonal y se componen de poblaciones celulares heterogéneas
(Gundem et al, 2015; McFadden et al., 2014). Particularmente los analisis de secuenciacién de
una sola célula han mostrado ser de gran utilidad para analizar las diferentes poblaciones celu-
lares durante la progresién metastasica (Lawson et al., 2015).

Las CIM han sido descritas de manera muy somera y debido a la limitada caracterizacion de
estas células se han formulado diferentes hipdtesis en torno a su identidad. Por ejemplo, se ha
hipotetizado que las CIM, debido a su capacidad de formar un nuevo tumor en un sitio distan-
te, deben ser las mismas o analogas a las células iniciadoras de tumor, las cuales han sido ca-
racterizadas por tener un fenotipo de tipo troncal (Singh et al., 2014).

En un reporte reciente (Fico, F., et al, 2019) se identificd una poblacion de células de cancer de
mama con la capacidad de formar metastasis (Lin- CD24+CD90*) que a pesar de compartir
ciertas caracteristicas de troncalidad con las CIT (Lin-CD90-ALDH"ig"), respondian de forma di-
ferente a la sefalizacion via TGFB, ya que la subpoblacion Lin- CD24+*CD90* disminuia al inhi-
bir a 7gfbrl, mientras que la subpoblacién Lin"CD90-ALDH"ig" se incrementaba. Esto indica que
las capacidades de iniciacién tumoral e iniciacion metastasica corresponden a poblaciones ce-
lulares diferentes.

También en cancer de mama, ha sido reportada la existencia de una subpoblacién de células
circulantes tumorales con capacidad iniciadora de metastasis en ensayos de xenotrasplante
tumoral. El ndmero de estas CIM putativas, identificadas por los marcadores
EPCAM*CD44+CD47+MET", correlacioné con una menor sobrevida y un mayor numero de fo-
cos metastasicos (Baccelli et al.,, 2013).
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En otro estudio independiente (L. Yang et al,, 2020), los autores describieron una subpoblacién
celular derivada de metastasis mamaria, caracterizada por una elevada expresion de receptores
de PDGF y una alta capacidad metastasica en respuesta al estimulo con PDGF. La inhibicion de
PDGFR suprimié preferencialmente la formacién de metastasis, pero no redujo la formacién
del tumor primario, lo cual sugiere que las células que forman el tumor secundario son inde-
pendientes de aquellas que forman el tumor primario.

Poco es sabido sobre marcadores que permitan la identificacion de las CIM. En el caso de car-
cinoma oral se identifico una subpoblacion de células CD44+ con altos niveles de expresion del
receptor de acidos grasos CD36 y el uso de anticuerpos neutralizantes anti-CD36 inhibe casi
por completo el desarrollo de metastasis in vivo (Pascual et al,, 2017). Curiosamente esta sub-
poblacidn con capacidad de iniciar metastasis no expresa genes de tipo mesenquimal. Esto
contrasta con la vision predominante de que la transicién epitelio-mesénquima debe ser un
rasgo necesario en la promocién de la metastasis (Yeung & Yang, 2017), apuntando a que el
fenotipo de las CIM es mas plastico de lo que se habla pensado y probablemente asemeje un
estado hibrido epitelial-mesenquimal-troncal.

Algunos hallazgos han mostrado que las células iniciadoras de metastasis son capaces de
apropiarse de los mecanismos normales de regeneracién epitelial propios de las células tron-
cales, para adquirir potencial metastasico. En el caso del epitelio intestinal, la proteina de ad-
hesion L1CAM esta reprimida en estado quiescente, pero esta se activa cuando se pierde la
integridad del epitelio y es necesaria para activar la regeneracién. De forma similar en cancer
colorrectal, cuando se pierden los contactos epiteliales por las lesiones cancerosas se activa
una poblacién de células LLCAM* farmacorresistentes que son necesarias para el desarrollo de
metastasis (Ganesh et al,, 2020). De este modo las CIM implementan un mecanismo de repara-
ciéon de tejido en la progresion metastasica.

La identificacion de las CIM tiene un potencial uso diagndstico y pronostico, ademas de que
serian el blanco terapéutico ideal para para evitar la propagacion sistémica de las enfermeda-
des neoplasicas, principalmente aquellas con elevada propensidn al desarrollo metastasico y
por consecuencia con elevada letalidad, como es el cancer de pancreas.

1.5 Células circulantes tumorales

El nexo entre el sitio tumoral primario y las metastasis distantes son las células diseminadas en
la circulacién a partir del tumor primario. Estas células reciben el nombre de células circulantes
tumorales (CCT) y son capaces de sortear varios obstaculos como atravesar el endotelio e in-
corporarse a los vasos sanguineos. Estas células pueden transportarse como células individua-
les o como agregados multicelulares, siendo capaces de sobrevivir al estrés de la circulacion y
evadir al sistema inmunoldgico, hasta llegar a la microvasculatura de tejidos distantes en los
cuales pueden infiltrase.

Las CCT, tanto en forma de células individuales o como trombos multicelulares, muestran ca-
racteristicas mixtas de células epiteliales y de células mesenquimales, lo cual manifiesta la rele-
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vancia del proceso de TEM en estas poblaciones celulares (Yu et al, 2013). Ademas, en estudios
con pacientes se ha descrito que la fraccion de CCT mesenquimales se incrementa progresi-
vamente junto con el avance de la enfermedad y la adquisicion de resistencia a los tratamien-
tos. Este fendmeno de TEM representa un problema para los métodos de deteccion y enrique-
cimiento de CCT que se basan en el uso de marcadores epiteliales, ya que impide la captura de
las células con fenotipo mesenquimal, las cuales podrian ser responsables de la formacién de
metastasis distantes.

La deteccién de CTC tiene un valor clinico importante pues al ser biopsias liquidas facilitarian
el diagnéstico de cancer dado que la presencia de CCT es comun en varios tipos de carcino-
mas como el de coldn, mama, pulmon y prostata. También pueden ser Utiles en el monitoreo
de la enfermedad y arrojar informacién sobre la respuesta de los pacientes al tratamiento tu-
moral ademas de que tienen potencial como indicadoras de enfermedad residual. Por otra
parte, el aislamiento y expansion en cultivo de CCT seria de utilidad para realizar analisis gené-
ticos y evaluar la sensibilidad de las células cancerosas a los tratamientos antineoplasicos
(Woo & Yu, 2018).

Al estar en la circulacion sanguinea, las CCT encuentran varios obstaculos como el flujo hidro-
dindmico, la presion, y la falta de adherencia a un sustrato. Ademas, las células cancerosas
pueden ser atacadas por células del sistema inmunolégico como las células NK. A pesar de
esto, algunas interacciones con otras células presentes en la circulacion podrian ser favorables
para la supervivencia y transito de las CCT (Figura 4).

Las CCT se asocian con plaquetas las cuales pueden protegerlas del reconocimiento y elimina-
cién por células NK. Este efecto protector esta mediado por TGF-B y PDGF derivados de las
plaquetas los cuales inhiben la actividad de las células NK, ademas de formar un efecto burbu-
ja que proporciona proteccion fisica a las CCT (Labelle & Hynes, 2012). También las plaquetas
pueden impactar en las sefales intracelulares de las CCT mediante la activacién de la sefaliza-
cion de TGF-B/SMAD y de la via de NF-kB y en consecuencia activando los programas celulares
de TEM que facilitarian la posterior extravasacion e invasién de las CCT (Labelle et al, 2011).
Adicionalmente, las plaquetas pueden interactuar con las células endoteliales incrementando
la permeabilidad de los vasos sanguineos y facilitando la adhesion de las CCT con el endotelio
vascular y favoreciendo la migracién transendotelial (Schumacher et al,, 2013).

Otro tipo celular del microambiente sanguineo son los neutrofilos, los cuales en términos ge-
nerales promueven la formacién metastasica. Por ejemplo, los neutroéfilos pueden interactuar
directamente con las células cancerosas al atraparlas en trampas extracelulares neutrofilicas
(NET por sus iniciales en inglés). Estas redes compuestas por DNA liberado por los neutrofilos
capturan a las células neoplasicas en la circulacion y facilitan las interacciones adhesivas con la
vasculatura . Estas interacciones, aunadas con la secrecion de metaloproteasas de matriz extra-
celular, hacen de los neutrofilos excelentes promotores de la extravasacién de las CCT. Adicio-
nalmente, los neutréfilos también ejercen funciones inmunosupresoras ya que inhiben la res-
puesta antitumoral de los linfocitos T CD8* y de las células NK en la circulacién sanguinea
(Spiegel et al., 2016).
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Para poder salir de la vasculatura, las CCT realizan un proceso llamado migracién transendote-
lial. Para que este proceso ocurra es necesaria la accion de varias moléculas que dafan la inte-
gridad del endotelio vascular. Muchas veces las CCT expresan catepsinas, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), ADAM12 y otras metaloproteinasas de matriz (MMPs) que les con-
fieren una mayor capacidad de degradar proteinas de matriz extracelular y migrar a través del
endotelio (Massagué & Obenauf, 2016; Reymond et al,, 2013). En algunos casos, como en célu-
las de carcinoma mamario, se ha visto que las células pueden producir la proteina tipo angio-
poyetina 4 (ANGPTL4) en respuesta a TGF-B, favoreciendo la permeabilidad de los vasos san-
guineos e incrementando la capacidad metastasica (Padua et al.,, 2008).

También se ha descrito que el reclutamiento de macréfagos tiene un papel funcional en la ex-
travasacion ya que estos pueden convertirse en macréfagos asociados a metastasis los cuales
liberan VEGF incrementando la capacidad la supervivencia y proliferacion de las células cance-
rosas en el sitio metastasico ademas de incrementar la permeabilidad vascular (Wolf et al,
2012). Adicionalmente, otro mecanismo que puede alterar la integridad del endotelio vascular
y permitir la extravasacién de las CCT es un tipo de necrosis programada denominada necrop-
tosis. Este fendmeno es inducido por las células neoplasicas sobre las células endoteliales
(Strilic et al.,, 2016).
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Figura 4. Las células circulantes tumorales (CCT) pueden adentrase en la circulacion ya sea como células indi-
viduales o como agrupamientos multicelulares con interacciones celulares. El ambiente de la circulacion puede
ser hostil para las CCT por el propio estrés hidrodinamico de la sangre, asi como por el ataque de células NK. Sin
embargo, frecuentemente las CCT estan envueltas en plaquetas que las protegen de las células NK y que liberan
sefiales inmunosupresoras. Los neutroéfilos también pueden tener un efecto protector de las CCT frente a las célu-
las NK, ademas de que al liberar trampas extracelulares de DNA (NETs) pueden facilitar la adhesion de las células
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neoplésicas en la pared del endotelio vascular. Ademas, ciertas sefales como TGF-B pueden promover la migra-
cién transendotelial de las CCT y ayudar a su extravasacion. También los macréfagos desempefian un papel rele-
vante en la extravasacién pues al diferenciarse en macréfagos asociados a metastasis aportan sefales que permi-
ten la migracion transendotelial asi como la supervivencia y proliferacion de las células metastasicas. Imagen to-
mada y modificada de Lambert et al,, 2017).

En el caso particular del cancer de pancreas se ha documentado en modelos murinos mediante
single cell RNA-seq, que las CCT son heterogéneas y al menos se pueden distinguir tres sub-
poblaciones con base en sus perfiles transcripcionales; una con fenotipo clasico de tipo epite-
lial, otra con expresion de genes plaquetarios y la tercera con un fenotipo proliferativo (Ting et
al,, 2014). También es caracteristico de estas células la expresion de proteinas de matriz extra-
celular como SPARC enriquecidas en la interfaz epitelio-estroma, y que favorecen la actividad
metastasica de las células. También en modelos murinos se ha observado una incrementada
sefalizacion de la via de WNT la cual inhibe la anoikis e incrementa la capacidad metastasica
de las células. (Yu et al,, 2012).

En pacientes con cancer de pancreas se ha mostrado que las CCT muestran mutaciones en
KRAS al igual que sus correspondientes tumores primarios. También se ha reportado que se
pueden detectar células epiteliales pancreaticas en la circulacidn en etapas muy tempranas del
desarrollo tumoral e incluso en lesiones preneoplasicas. Por estas razones las CCT podrian ser
una biopsia liquida de gran utilidad para el diagnodstico oportuno y el analisis genético del
cancer de pancreas (Kulemann et al,, 2017; Rhim et al,, 2014).

Adicionalmente, ha sido reportado que las CCT pancreaticas cambian sus perfiles de expresién
en respuesta a la quimioterapia, particularmente aumentando la expresién de genes de tipo
troncal (Amantint et al,, 2019). También el nimero de CCT se asocia con la progresion de la
enfermedad, ya que se pueden identificar mas CCT con fenotipo mesenquimal en pacientes
con invasion de nodulos linfaticos en comparacion con aquellos que no la tienen (Zeinali et al,,
2018). Ademas, el numero de CCT presentes en la vena porta se asocia con la presencia de me-
tastasis intrahepatica y es un indicador de mal prondstico en pacientes con cancer de pan-
creas. Estas CCT, al ser expandidas en cultivo in vitro, muestran resistencia a varios agentes
antineoplasicos (Liu et al, 2018). En general, la identificacion de CCT puede ser una herramien-
ta diagnostica Util para estratificar el riesgo de desarrollar metastasis e identificar resistencia a
regimenes quimioterapéuticos (Effenberger et al., 2018).

Para estudiar las funciones bioldgicas cruciales para las CCT en cancer de pancreas el enfoque
adoptado en anos recientes ha sido el analisis del transcriptoma de estas células. Sergeant y
colaboradores en 2012 identificaron por medio de analisis de expresion del transcriptoma al-
gunas vias enriquecidas como la via de MAPK, ast como un perfil de expresién génica relacio-
nado con la motilidad celular.

Por su parte, Dimitrov-Markov et al. en 2020 mostré mediante single cell-RNA-seq, que las CCT
poseian un transcriptoma diferente al de las células del tumor primario y a las de metastasis
hepatica, ademas de caracterizarse por una baja expresion de genes de proliferacién y de ma-
triz extracelular. También se identificé al gen de survivina BIRC5 como un regulador clave de la
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mitosis y apoptosis. Tanto la inhibicion farmacoldégica como el silenciamiento de survivina
mostraron se eficaces para promover la muerte de las células tumorales, asi como la anoikis,
sugiriendo que esta molécula tiene una funcion clave para la supervivencia de las CCT en la
circulacion.

En otro estudio (Franses et al,, 2020) se identificé en CCT pancreaticas una alta correlacién en
la expresion de algunos genes de tipo troncal. Uno de estos genes fue LIN28B, el cual es un
RNA oncofetal capaz de inhibir a la familia de miRNAs Let-7. Tanto la inhibicion como la dele-
cién de LIN28B disminuyeron la capacidad metastasica de las células, mostrando que LIN28B
desempefia un papel importante en las funciones biolégicas de las CCT de pancreas.

Dado que las CCT se encuentran en la antesala de la iniciacién metastasica, estudiarlas y carac-
terizarlas permitird identificar subpoblaciones de CCT con capacidad de iniciar la metastasis.
Los estudios de analisis de expresién del transcriptoma son una herramienta util para lograr la
caracterizacion molecular de estas células. Ademas, ofrecen la oportunidad de correlacionar
perfiles de genes asociados con la formacion de metastasis, asi como identificar genes clave en
la diseminacion metastasica e identificar posibles blancos terapéuticos para las células respon-
sables de la dispersidn metastasica.

Capitulo 2
Propuesta de investigacion

2.1 Planteamiento del problema

Debido al impacto de las metastasis en la sobrevida de los pacientes con cancer de pancreas,
la deteccion temprana del cancer de pancreas es crucial. En este sentido el estudio de las célu-
las circulantes tumorales es fundamental ya que constituyen una biopsia liquida que permitiria
el diagnostico y monitoreo de la enfermedad evitando la invasividad inherente a las biopsias
tradicionales, las cuales son mucho mas dificiles de obtener a partir de tumores y metastasis
pancreaticos.

Las células circulantes tumorales poseen capacidades celulares Unicas que les permiten disper-
sarse a través de la circulacion y albergar precursores metastasicos. Este fenotipo celular es el
resultado de un programa transcripcional que se asemeja a un estado hibrido epite-
lial/mesenquimal que confiere a las células circulantes tumorales sus cualidades Unicas de in-
vasion, supervivencia y formacién de tumores secundarios. Por lo tanto, el analisis del trans-
criptoma de las células circulantes tumorales permitiria identificar perfiles de expresion asocia-
dos a los procesos celulares que hacen posible la diseminacion metastasica.

A pesar de que las células circulantes tumorales son los agentes de la dispersidon metastasica,
la mayoria de los estudios realizados en cancer de pancreas se han limitado a cuantificar el
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ndimero de células circulantes tumorales en sangre, y tan solo unos cuantos se han enfocado
en caracterizar a nivel molecular a esta poblacion celular. Es por estas razones que el propdsito
de esta tesis es analizar el transcriptoma de células circulantes tumorales de cancer de pan-
creas con el objetivo de compararlo contra el patron de expresion del tumor primario e identi-
ficar un perfil transcripcional asociado a la capacidad metastasica.

2.2 Hipotesis

Las células tumorales modifican su transcriptoma para adquirir ventajas funcionales durante el
proceso de invasion y metastasis. Por lo tanto, las células circulantes tumorales tendran perfiles
de expresion transcripcionales correlacionados con los procesos de migracion, adhesion, inva-
sién y metastasis.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

|dentificar firmas transcripcionales asociadas a células circulantes tumorales.

2.3.2 Objetivos Particulares

e Analizar el perfil transcripcional de células circulantes tumorales en cancer de pancreas.

e |dentificar posibles marcadores de prondstico y genes susceptibles de ser blancos tera-
péuticos.

e Identificar genes y vias clave del proceso metastasico en células circulantes tumorales.

e Seleccionar moléculas candidatas para realizar ensayos funcionales.
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Capitulo 3
Metodologia

3.1 Seleccion de datos de expresion de CCT

Como resultado de una busqueda en el repositorio publico de datos de gendmica funcional
Gene Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nth.gov/geo/), se obtuvieron tres conjun-
tos de datos identificados con los siguientes numeros de acceso: GSE18670, GSE151580 y
GSE114704. Estos tres estudios se seleccionaron por cumplir con las caracteristicas de contener
datos de expresion de células circulantes tumorales (CCT), de tumor primario pancreatico y de
metastasis hepatica, todos ellos derivados de células de pacientes diagnosticados con adeno-
carcinoma ductal pancreatico.

En el primer conjunto de datos (GSE18670) Sergeant et al. en 2012 aislaron RNA total a partir
de muestras de CCT, células sanguineas, tumor primario pancreatico y tejido pancreatico sano.
Las CCT se aislaron por seleccion negativa utilizando biomarcadores para eliminar las células
sanguineas normales (eritrocitos, leucocitos y plaquetas). Los datos de expresion de cada uno
de estos tejidos los obtuvieron a través de la plataforma [HG-U133_Plus_2] Affymetrix Human
Genome U133 Plus 2.0 Array (microarreglo de expresion). De este conjunto de datos se des-
cargaron los archivos CEL disponibles para ser analizados.

En el caso del estudio GSE151580 (J. Yang et al, 2021) se obtuvieron muestras de tumores
pancreaticos y sus correspondientes metastasis hepaticas provenientes de pacientes. A partir
de estas muestras se aisl6 RNA total, se prepararon librerias de cDNA con NEBNext RNA first
and second Strand Synthesis Module (NEB, USA) y se realizd la secuenciaciéon de lecturas cortas
con Illumina Hiseq X-Ten (Illumina). La calidad de las lecturas se evalu6é con FASTQC vy las lec-
turas de baja calidad se eliminaron con trimGalore. Las lecturas resultantes se mapearon contra
el genoma humano de referencia (hg19) utilizando el sofware STAR (v2.5.2b). En este conjunto
de datos se descargaron los archivos de read counts disponibles en el portal de GEO.

Finalmente en el estudio GSE114704 (Dimitrov-Markov et al.,, 2020) los autores obtuvieron cé-
lulas tumorales a partir de tumor primario, sangre periférica y metastasis en higado derivados
de un modelo de xenotrasplante tumoral derivado de pacientes. De cada muestra se aisld6 RNA
de células individuales y se realiz6 secuenciacion masiva de RNA en célula Unica (single cell-
RNA-seq). Los valores de expresidn se descargaron a partir del archivo de read counts disponi-
ble en GEO.

3.2 Exploracion de los datos y analisis de expresion diferencial de genes

Los archivos CEL provenientes de microarreglos de expresion del estudio GSE18670 fueron
procesados con ayuda del software Transcription Analisis Console (TACx, Affymetrix) y se obtu-
vieron los valores de expresion de cada una de las muestras. También se utilizé el algoritmo de
Limma para realizar el analisis de expresion diferencial entre las muestras de células circulantes
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tumorales y tumor primario. A partir de este analisis se recuperaron las listas de genes diferen-
cialmente expresados, asi como los valores de tasa de cambio y los valores de p ajustados.

Los datos de expresidon de RNA-seq obtenidos a partir de los estudios GSE151580 vy
GSE114704 se cargaron en la aplicacion web integrated Differential Expression and Pathway
analisis (iDEP.91, Ge et al,, 2018) con la cual se realizé la exploracion de los datos de expresion
con el uso de agrupamientos jerarquicos no supervisados (Hierarchical clustering) y de analisis
de componentes principales (PCA). Con estos analisis se puedo observar la variabilidad de los
datos de expresion y se pudo corroborar la correspondencia y agrupamiento entre muestras
del mismo tipo: (I) tumor primario (TP), (Il) células circulantes tumorales (CCT) y (lll) metastasis
hepaticas (Met).

También a través de iDEP se realizd el analisis de expresién diferencial entre CCT-TP y Met-TP,
utilizando el algoritmo del programa DESeq2. Se obtuvieron las listas de genes diferencial-
mente expresados y los correspondientes valores de cambio (fold change) y valores de p ajus-
tados.

3.3 Limpieza y filtrado de datos

Con las listas de genes diferencialmente expresados se realizd una limpieza y filtrado de los
datos, conservado solo aquellos genes que tuvieran valores de fold change mayores a 2 o infe-
riores a -2, y con valores de p ajustados menores a 0.05. Ademas, utilizando la aplicacion Bio-
mart (Ensembl, EMMBL-EBI) se verificd la correspondencia entre los nimeros de identificacidon
de las plataformas Affymetrix e Illumina, convirtiendo todos a su correspondiente ENSEBL ID.
Solo se conservaron aquellos datos con ENSEBL ID Unicos. La manipulacién de los datos se
realizd en el ambiente de desarrollo Rstudio utilizando el paquete dplyr.

3.4 Enriquecimiento de sets de genes

Con las listas de genes obtenidos a partir de los analisis de expresion diferencial se realizaron
analisis de enriquecimiento de sets de genes para cada una de las comparaciones entre mues-
tras. Mediante la aplicacion iDEP se utilizé el algoritmo de GSEA (fgsea preranked) para obte-
ner los sets de genes enriquecidos en muestras de células circulantes tumorales y en muestras
de metastasis hepaticas con respecto a sus correspondientes tumores primarios.

3.5 Identificacion de genes comunes entre experimentos

Una vez obtenidos todos los ENSEMBL IDs para cada uno de los genes diferencialmente identi-
ficados, se realizaron operaciones de conjuntos y diagramas de Venn-Euler para identificar
aquellos genes comunes entre experimentos. Las intersecciones entre listas de genes y los dia-
gramas de Venn-Euler se realizaron con la herramienta de diagramas bioinforma-
tics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ .

3.6 Analisis de supervivencia
Los genes identificados como comunes entre experimentos fueron evaluados para conocer su
grado de correlacion con la sobrevida general y la sobrevida libre de reincidencia en datos de
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pacientes con cancer de pancreas pertenecientes a The Cancer Genome Atlas (TCGA) en la
cohorte de adenocarinoma ductal pancreatico (PAAD). Los datos de sobrevida y expresion fue-
ron analizados por medio de la herramienta web Kaplan Meier plotter kmplot.com/ (Nagy et
al., 2021) comparando la supervivencia del cuartil con menor expresidn contra el cuartil con
mayor expresidn de cada uno de los genes de interés dentro de la cohorte TCGA-PAAD. De
este modo se obtuvieron los valores de Hazard Ratio y el valor de significancia estadistica, asi
como las graficas de Kaplan-Meier. Debido a que se evalud el valor pronostico de multiples
genes, fue necesario realizar la correccién de multiples pruebas de hipétesis. Para tal proposi-
to, se utilizé la herramienta multipletesting.com/ (Menyhart et al,, 2021) y se obtuvieron valo-
res ajustados de significancia (g-values) considerando como estadisticamente significativos
aquellos genes con g-values menores a 0.05.

3.7 Analisis de variables clinicopatologicas y correlacion de la expresion
génica

Mediante el uso de UCSC Xena Browser xenabrowser.net/ (Goldman et al,, 2020) se accedio a
los datos de la cohorte de adenocarcinoma ductal pancreatico (PAAD) de The Cancer Genome
Atlas (TCGA). Utilizando los datos clinicos e histopatoldgicos disponibles se realizaron compa-
raciones de los niveles de expresion de los genes de interés. El analisis estadistico de los datos
se realizd con el mismo UCSC Xena Browser y los datos de la cohorte fueron descargados para
realizar las graficas utilizando el paquete ggplpot2 en Rstudio.

También a través de Xena Browser se realizaron los analisis de correlacion de la expresidén gé-
nica entre varios genes, obteniendo los coeficientes de correlacidon de Pearson y los valores de
significancia estadistica.

3.8 Esencialidad de los genes en lineas celulares de cancer

A través del portal DepMap se realizd una busqueda en la base de datos de proyecto Achilles
depmap.org/portal/achilles/ (Tsherniak et al, 2017) el cual identifica y cataloga la esencialidad
de los genes en cientos de lineas celulares de cancer. En esta base de datos se consultaron las
perturbaciones en la sobrevivencia de las células por efecto del silenciamiento con RNAL o de-
lecion con CRISPR-Cas9 de genes individuales.
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Capitulo 4

Resultados

4.1 Las células circulantes tumorales disminuyen su actividad transcripcio-
nal con respecto a los tumores primarios pancreaticos.

En el ultimo par de décadas las tecnologias gendmicas de alto rendimiento se han utilizado
extensamente para estudiar la expresidn génica en diferentes tipos de tumores. Con estos es-
tudios se han identificado numerosos genes diferencialmente expresados en diferentes etapas
de la progresion tumoral de numerosos tipos de cancer y de lineas celulares, y un gran nimero
de estos datos se encuentran disponibles en repositorios digitales publicos.

En el caso particular del cancer de pancreas, las caracteristicas genéticas de los tumores metas-
tasicos han sido ampliamente exploradas, mientras que los rasgos transcripcionales de las me-
tastasis humanas derivas de cancer de pancreas aun son desconocidas en términos generales.
Ademas, son escasos los estudios de muestras pareadas de tumor primario, metastasis y célu-
las circulantes tumorales, debido a la baja celularidad de los tumores de origen pancreaticoy a
la dificultad de obtener biopsias de metastasis y células circulantes.

Con el propodsito de explorar el transcriptoma de las células metastasicas del cancer de pan-
creas, emprendimos una busqueda de datos crudos derivados de experimentos de RNA-seq y
microarreglos depositados en repositorio publico Gene Expression Omnibus (GEO). Se selec-
cionaron aquellos estudios que permitieran comparar células circulantes tumorales contra tu-
mor primario, o metastasis hepaticas contra tumor primario. Con estos datos se realiz6é un ana-
lisis de expresidn diferencial para identificar diferencias en los perfiles transcripcionales entre
estas tres diferentes modalidades de adenocarcinoma ductal pancreatico. Los conjuntos de
datos seleccionados se describen en la tabla 1.

Conjunto de datos Especie Tipo de muestras comparadas Tecnologia
1 GSE18670 H. sapiens Células circulantes tumorales Tumor primario Array
CCT-TP
2 GSE114704 H. sapiens Células circulantes tumorales Tumor primario scRNA-seq
3 GSE151580 H. sapiens Metéstasis hepatica Tumor primario RNA-seq
Met — TP
4 GSE114704 H. sapiens Metéstasis hepética Tumor primario scRNA-seq

Tabla 1. Caracteristicas de los cuatro experimentos de transcriptoma seleccionados para el analisis de ex-
presién diferencial de genes. Se compararon muestras de células circulantes tumorales (CCT) contra tumor pri-
mario (TP), y metastasis (Met) contra tumor primario.
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En el caso de los estudios de RNA-seq, se recuperaron los conteos de lecturas directamente
del GEO. Para los estudios de microrreglos de expresion, se descargaron los archivos CEL y se
extrajeron los valores normalizados de expresion con el uso de la plataforma Transcriptome
Analysis Console (TACx) de la compafia Afymetrix. El flujo de trabajo para el analisis de los
datos se muestra en la figura 5.

Con ayuda de la herramienta Integrated Differential Expression and Pathway analisis (IDEP.91)
se realizo la exploracién de los datos de expresién obtenidos de ambas tecnologias, obtenien-
do un analisis de agrupamiento jerarquico y un analisis de componentes principales en cada
uno de los conjuntos de datos. Esta exploracidon no supervisada de los datos permitié identifi-
car los grupos de muestras y la mejor forma de hacer comparaciones entre grupos.

Para identificar los genes diferencialmente expresados, se utilizé el software DESeqg2 en los
datos derivados de RNA-seq y el software Limma a través de TACx para los datos de arreglos
de expresion. De este modo se obtuvieron los valores de cambio (fold change) y los valores de
p ajustados por correccion de Benjamini-Hochberg (FDR). Los valores de corte para seleccionar
genes diferencialmente expresados fueron una tasa de cambio > 2, o < -2, y un valor de FDR
<0.01.

Como se muestra en la figura 6, la gran mayoria de los genes diferencialmente expresados en-
tre células circulantes tumorales y tumor primario se encuentran regulados a la baja en los dos
sets de datos analizados. Esta informacion es un indicio de que las CCT muestran una disminu-
cion de la actividad transcripcional con respecto a las células del tumor primario. Por otra par-
te, el numero de genes diferencialmente expresados entre metastasis y tumor primario varié
entre los dos sets de datos estudiados, mostrando que el panorama transcripcional de las me-
tastasis es heterogéneo, ya que en uno de ellos la mayoria de los genes se identificaron como
sobreexpresados, mientras que en el segundo la mayoria estaban subexpresados.

TACx

iDEP.91 /
Comparacion de grupos [ Exploracién de datos ] Comparacién de grupos
experimentales experimentales

— ]

DESeq2 ‘ PCA ‘ Ag.ru;’)ami.ento Limma
o~ jerdrquico e
[ Fold change ]--[ Listas de genes ] [ Fold change ]T[ Listas de genes ]

Andlisis de enriquecimiento
de sets de genes

Figura 5. Flujo de trabajo para el analisis de expresion diferencial de genes.
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Figura 6. Nimero de genes diferencialmente expresados. En cada gréafico se representa el nimero de genes
diferencialmente expresado entre células circulantes tumorales y tumor primario (CCT — TP); y metastasis hepati-
cas con respecto al tumor primario (Met — TP). Se consideraron como estadisticamente significativos aquellos
genes con valores de P ajustados menores a 0.01 y tasas de cambio mayores a 2 o menores a -2.

4.2 Las células circulantes tumorales y las metastasis hepaticas tienen un
enriquecimiento negativo de la transicion epitelial-mesenquimal y de
otros procesos biologicos

Para obtener mas informacion sobre el transcriptoma de los tumores primarios, células circu-
lantes y metastasis hepaticas, asi como para poder identificar vias y procesos enriquecidos en
cada uno de los conjuntos de datos, se realizd un analisis de enriquecimiento de sets de genes
mediante el algoritmo de GSEA. Utilizando los sets de genes Gene Ontology (GO) y la base de
datos de firmas moleculares (MSigDB), se identificaron las principales vias enriquecidas con un
FDR <0.05. Ciertos procesos enriquecidos fueron Unicos para cada estudio, particularmente
aquellos con puntajes de enriquecimiento mas altos (figura 7-A). No obstante, cabe remarcar
que el Hallmark Epithelial Mesenchymal Transition fue una via enriquecida de forma concu-
rrente en tres de los cuatro experimentos.

La via de transicion epitelial-mesenquimal muestra un puntaje de enriquecimiento normaliza-
do negativo (NES), lo cual indicaria un cambio mesenquimal-epitelial. Coincide también que
esta via esta enriquecida en los dos experimentos de células circulantes tumorales. Esto repre-
senta un indicio de que el fendmeno de transicion mesenquimal-epitelial podria ser relevante
en la biologia de las células circulantes tumorales y es congruente con el papel que tiene este
fendmeno de transdiferenciacion en la progresion metastasica, el cual ha sido ampliamente
discutido en la literatura cientifica.

Para poder visualizar mas facilmente los procesos biolégicos de GO enriquecidos en cada uno
de los sets de datos, se ilustraron en una nube de palabras los términos de ontologia de genes
mas frecuentemente representados en el analisis de enriquecimiento. En términos generales,
los procesos enriquecidos al alza en células circulantes tumorales con respecto al tumor prima-
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rio estan relacionados con ciclo celular, mitosis, fendmenos de sefalizacién y procesos relacio-
nados con plaquetas. En el caso de las metastasis hepaticas se encuentran enriquecidas vias
asociadas a sefalizacion intracelular, metabolismo hepatico y carcinogénesis.

Por otra parte, los procesos mas frecuentemente enriquecidos a la baja en CCT involucran fe-
ndémenos de sefalizacién, transcripcion, apoptdsis y procesos asociados a cancer. Mientras tan-
to, en metastasis se encuentran a la baja procesos de morfogénesis, desarrollo, organizacién y
remodelacion de la matriz extracelular e hipoxia (figura 7-B).

4.3 Los diferentes estudios de células circulantes tumorales comparten un
perfil de expresion génica comun que se asocia con la sobrevida de los
pacientes

Para profundizar en la identificacion de genes clave, y aprovechando la disponibilidad de datos
provenientes de fuentes diferentes, nos enfocamos en tratar de identificar vias o procesos co-
munes entre los estudios y en buscar un perfil de expresion de varios genes compartidos entre
los datos de células circulantes tumorales y los datos de metastasis hepaticas. Para tal efecto
se agruparon y compararon los genes diferencialmente expresados de cada uno de los cuatro
experimentos mediante diagramas de Venn-Euler para asi poder identificar las intersecciones
entre conjuntos.

Tal como se representa en la figura 8, logramos identificar 681 genes diferencialmente expre-
sados comunes a los dos experimentos de células circulantes tumorales, de los cuales 674 es-
taban expresados a la baja y tan solo 7 estaban sobreexpresados (figura 8-A, C). Por otra parte,
tan solo se identificaron 65 genes en la interseccion entre los dos experimentos de expresion
diferencial en metastasis hepaticas, de los cuales 61 se encontraron a la baja y 4 al alza (figura
8-B, D).

Aprovechando la disponibilidad de bases de datos moleculares, clinicos y patolégicos de can-
cer de pancreas, decidimos adoptar un enfoque exploratorio de ciencia conducida por datos.
Con el fin de indagar la significancia bioldgica y clinica de estos genes en cancer de pancreas,
analizamos su posible valor prondstico utilizando datos de expresion y de sobrevida de la
cohorte de adenocarcinoma pancreatico del Atlas del Genoma del Cancer Pan-Cancer (TCGA
Pan-Cancer por sus siglas en inglés).

Los datos de la cohorte fueron separados en cuartiles comparando en cuartil inferior que
agrupa a aquellos tumores con menor expresion del gen de interés contra el cuartil superior
que agrupa a aquellos con la mayor expresion. De este modo se puede determinar si la baja o
alta expresidén de un gen se asocia con la probabilidad de supervivencia.

Para cada uno de los 681 genes comunes en células circulantes obtuvimos los valores de co-
ciente de riesgo (Hazard Ratio) y el valor de P de significancia estadistica. Al tratarse de un
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analisis de prueba de hipdtesis multiple realizamos la correccion de los valores de significancia
y se ajustaron mediante el método de Benjamini-Hochberg a un valor g.

A Hallmarks MSigDB

HALLMARK MYC TARGETS W1 I 1-CTC-PT (GSE18670)

HALLMARK COAGULATION
O 2-CTC-PT (GSE114704)
HALLMARK TNFA SIGNALING VIA NFKB

HALLMARK XENOBIOTIC METABOLISM ] 3-Met-PT (GSE151580)
HALLMARK BILE AGID METABOLISM
HALLMARK PANCREAS BETA CELLS

HALLMARK ERPITHELIAL MESEMCHYMAL TRANSITION
HALLMARK IMFLAMMATORY RESPONSE

L

O 4-MetPT (GSE114704)

HALLMARK MTORC1 SIGNALING

HALLMARK P53 PATHWAY

HALLMARK APOPTOSIS

HALLMARK KRAS SIGNALING UP

HALLMARK HYPOXIA

HALLMARK EPITHELIAL MESEMCHYMAL TRANSITION
HALLMARK MYOGENESIS

HALLMARK P53 PATHWAY

HALLMARK EPITHELIAL MESEMCHYMAL TRANSITION

HALLMARK GLYCOLYSIS

I
-4 -2 0 2 4
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B
Células circulantes tumorales Metastasis
s biogenesis Cell CyCle disease acid cancer Ceu CyCl_.e
o mitotic myc network pathway P liver meta bOl]C
< E . mitotic phase signaling
platelet signaling transition
- apoptosis biosynthetic breast cancer benporath cancer cell
§ celldevelopment development hypoxia
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= S]gnal]ng transcription S]gnah ngsystem

Figura 7. Analisis de enriquecimiento de sets de genes. Mediante el algoritmo de GSEA se identificaron los
procesos enriquecidos en los genes diferencialmente expresados en cada uno de los estudios analizados compa-
rando células circulantes tumorales contra tumor primario (CTC-PT) o metastasis hepatica contra tumor primario
(Met-PT). A) Puntajes de enriquecimiento normalizados de los principales procesos bioldgicos del conjunto de
datos de Hallmark MsigDB, enriquecidos al alza y a la baja. B) Nube de palabras agrupando los términos de GO y
MSigDB mas frecuentemente enriquecidos en los 4 conjuntos de datos para las muestras de células circulantes
tumorales o para las muestras de metastasis.
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Genes Diferencialmente Expresados comunes entre experimentos

A Células Circulantes Tumorales —
Tumor Primario

GSE18670

GSE114704

Genes subexpresados Genes sobreexpresados

GSE114704 GSE18670

GSE18670 GSE114704

2 genes
con valor pronéstico
sobrevida general

26 genes
con valor pronéstico
sobrevida general

0 genes

10 genes 117
con valor con valor
prondstico prondstico
sobrevida libre de recaida sobrevida libre de recaida
qvalue <0.05 qvalue<0.1

Principales genes expresados diferencialmente
en células circulantes tumorales
Genes comunes en los estudios GSE114704 y GSE18670
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Principales genes expresados diferencialmente
en metastasis hepatica
Genes comunes en los estudios GSE151580 y GSE114704
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AADAT 4 o
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ALDH1L2 4
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FKBP9P1 1
DPY19L2 4
LOXL1 4
P3H3 1
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TIMP3 4
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Figura 8. Comparacion de los genes diferencialmente expresados compartidos entre experimentos. Me-
diante diagramas de Venn-Euler se compararon los conjuntos de genes comunes entre los experimentos de ex-
presién diferencial de genes en células circulantes tumorales (A) y en metastasis (B). De los genes comunes entre
experimentos se indica cuantos de ellos se relacionan con la sobrevida general o la sobrevida libre de recaida
(TCGA-PanCancer). Valores de cambio de los principales genes diferencialmente expresados en células circulantes
tumorales, comunes entre los estudios GSE114704 y GSE18670 (C), y de los principales genes diferencialmente
expresados en metastasis hepaticas, comunes entre los estudios GSE151580 y GSE114704 (D).
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Figura 9. Principales genes diferencialmente expresados en CCT con valor prondstico en cancer de pancreas. Las graficas de Kaplan-Meier
muestran la probabilidad de supervivencia con respecto al tiempo en meses, comparando el cuartil de la cohorte con mayores niveles de expre-
sion de cada gen contra el cuartil con expresion mas baja. Se muestran los valores de Hazard Ratio (HR) y valor P de significancia estadistica para
los principales 8 genes con menor g value dentro del perfil de 34 genes identificados con valor pronostico.
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Tabla 2. Genes asociados con la sobrevida general
(TCGA Pan-Cancer)

Gen

CAl2
ARMC10
ADAMS
PAQRS
ERO1A
B3GNT2
NCEH1
FLNB
SAMDSL
ADAM10
SLC44A1
OSMR
DDIT4
PAT)
ITGAV
ASPH
SSR3
ZW10
SLC5A3
AGPAT1
FAM120B
ZNF419
ZBTB4
cDgl1
ZNF226
SMYD4
FAM166A
INF222

Hazard
Ratio
4,12

0.45
0.4

0.3%
0.38
0.37
0.36
0.36
0.36

0.33

qvalue

0.00602967
0.02319104
0.02319104
0.02319104
0.02782925
0.0289888

0.03905859
0.0289888

0.03905859
0.03905859
0.03905859
0.03905859
0.03905859
0.04033224
0.03905859
0.04033224
0.04033224
0.04994893
0.04831466
0.07792189
0.04033224
0.04994393
0.03905859
0.03905859
0.0289888

0.03805859
0.06687648

0.03905859

Regulacion
en CCT
DOWN

DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
up

DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
up

DOWN

Tabla 3. Genes asociados con la sobrevida libre de reincidencia
(TCGA Pan-Cancer)

Gen Hazard q value Regulacién
Ratio en CCT
FLNB 3131277789 0.02501623 DOWN
BTBD7 2339709598 0.02501623 DOWN
ARLAC 20.78 0.02501623 DOWN
ADAM10 18.14 0.02501623 DOWN
SLC39A10 17.03 0.02501623 DOWN
BMPR2 15.6 0.04502921 DOWN
SLC5A3 11.35 0.02501623 DOWN
B3GNT2 10.27 0.02501623 DOWN
DCBLD1 8.55 0.02501623 DOWN
LETMD1 0.06 0.02501623 DOWN

Dentro de los genes compartidos en células circu-
lantes tumorales se identificaron 26 genes regula-
dos a la baja y 2 genes regulados al alza, que
mostraron una relacion significativa (g-value <
0.05) con la sobrevida de los pacientes. Adicio-
nalmente, 10 genes regulados a la baja mostraron
una relacion significativa con la sobrevida libre de
reincidencia. En total se identificaron 34 genes
que se asocian fuertemente con la sobrevida de
los pacientes, lo cual los convierte en candidatos
como genes marcadores de prondstico (tablas 2 y

3).

En el caso de los genes comunes en estudios de

metastasis hepatica se siguié el mismo procedimiento para identificar genes con valor pronds-
tico asociado a la sobrevida de los pacientes. Sin embargo, en este caso no fue posible identi-
ficar genes cuyo g value fuera estadisticamente significativo. Es por este motivo, asi como por
el reducido numero de genes comunes en metastasis hepaticas, que decidimos concentrarnos
en el analisis de los datos provenientes Unicamente de células circulantes tumorales.

Como se observa en la figura 9, en la cual se ilustran las curvas de sobrevivencia asociada a la
expresion de los genes con mayor cociente de riesgo (HR), pudimos hallar varios genes cuya
expresion se relaciona estrechamente con la sobrevida general de los pacientes, y en la mayo-
ria de los casos la expresion de estos genes representa un factor de prondstico desfavorable.
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En cuanto a los genes cuya expresidén se asocia con la sobrevida libre de reincidencia, encon-
tramos que estos presentan valores de Hazard Ratio muy grandes, lo cual indica que tienen un
enorme valor prondstico. Particularmente destacan los genes B7BD7y FLNB, pues sus HR son
los mas grandes de todos y al inspeccionar los graficos de Kaplan-Meier se pone de manifiesto
el prondstico desfavorable asociado con la alta expresion de estos genes.

La fuerte asociacion entre el pronéstico de la enfermedad con la expresion de este perfil de 34
genes es un indicio clave del posible papel bioldgico que desempeian estos genes en el desa-
rrollo del cancer de pancreas.

4.4 El perfil de expresion transcripcional de células circulantes tumorales
se asocia con variables clinico-patologicas del cancer de pancreas

A partir de datos del proyecto Genotype-Tissue Expression (GTEx), obtuvimos los valores de
expresion en tejido pancreatico sano del perfil de 34 genes que identificamos y los compara-
mos con la expresion de estos mismos genes en muestras de tumores pancreaticos (TCGA
Pan-Cancer). De estos 34 genes, 27 demostraron estar expresados diferencialmente entre teji-
do pancreatico sano y tejido pancreatico tumoral (Welch's test, p<0.05) (Figura 10-A).

Para tratar de profundizar en el entendimiento de los genes comunes en los diferentes estu-
dios, decidimos explorar la relacién de la expresion de este perfil de 34 genes con diferentes
variables clinicas. Para tal efecto utilizamos los datos clinicos y de expresion disponibles en la
cohorte de adenocarcinoma ductal pancreatico del TCGA Pan-Cancer. Comparamos las dife-
rencias en el nivel de expresion de este perfil de genes entre muestras de grado histopatologi-
co bajo y alto, clasificacion T patoldgica temprana y avanzada, presencia de nédulos metasta-
sicos, presencia de enfermedad residual, y respuesta completa al tratamiento o progresion de
la enfermedad (figura 10).

En cada uno de los casos se encontraron genes cuya expresién mostro diferencias asociadas a
las distintas variables clinicas estudiadas: 4 genes mostraron relacion con el grado de diferen-
ciacion histolégica, 19 genes se relacionaron con la clasificacion T patologica, 13 con la inva-
sidon de nodulos linfaticos, 15 con la presencia de enfermedad residual, y 9 con la respuesta
completa al tratamiento. Estos resultados indican que este perfil de genes correlaciona signifi-
cativamente tanto con las variables clinicas como con el pronéstico de la enfermedad y por lo
tanto podrian ser genes de relevancia clinica y bioldgica para el estudio del cancer de pan-
creas.

31



B

Gene Expression log2(norm_count+1)

—_
o

—_
(=]

Gene Expression log2(norm_count+1)

[=]

Expresion génica en pancreas normal y tumoral

Cohorte: TCGA GTEx

Kkkk

ekkk

ke

Hkkdk

Kkkk

Fkkk

15 4 wwxx — hdiiaid 3 f— J— — Kk —
_ U ok ek P —
_ e —_— ‘h ‘ dekkk kkkk - I '
, ‘ i R ek 1_ - P kil J—
— - — — Hkkk
s ¢ | — ?
10 o ‘ ’
‘ Hkk ‘ ’
2 2 £ o 8 1 p b o« - a = <2 S a = = 6 F x g g‘ E = 2 3 2 &
5 2% 38 & 2 & T 8 2 E & @ zZ 2 = = 5§ = 5 s I = £ & &
5 & s g 2 8 = § 8 8 8 ¢ s 2 285 ¢ 383 g =z288 ¢ 2 3 s
< < < < Z o @ 8 9 u g = = 4y o a g 2 B 0 & S

Grado patologico

#| BTBD7

Cohorte: TCGA — Pan-Cancer (pancreatic cancer)

H““ ! ‘

ity

% | FAM1208B

=
W

Ca——

'”“““,, “0 Iy

i

5| zeTB4

| znF226

5| znFa19

5| ZW10

Tipo de muestra
Tejido normal
Tumor primario

Welch’'s t-test
Tejidonormal n=171
Tumor primario n=178

*k

’ ‘ Grado

G162
- G3/G4

Welch's t-test
G1/G2n=119
G3/G4n=55

4
4
4

ADAM10
ADAM9
AGPAT1
ARL4C
ARMC10
ASPH

4

B3GNT2

BMPR2

BTBD7

g

CA12

CD81

o

DCBLD1

DDIT4

.

ERO1L

FAM120B 1

4
4

FAM166A
FLNB
INADL
ITGAV

32

LETMD1

4

NCEH1

OSMR

.

PAQRS

4

SAMDSL

SLC39A10

SLC44A1

SLC5A3

4

SMYD4

g

SSR3

ZBTB4

g

ZNF222

4

ZNF226

4

ZNF419

ZW10



Cohorte: TCGA — Pancreatic Cancer (PAAD)
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Figura 10. Comparacién de los niveles de expresion del perfil de 34 genes en diferentes condiciones patolégicas. Mediante el uso de bases de datos se comparé el nivel de
expresion de los genes en muestras de pancreas sano contra muestras de tejido tumoral (A). También se compararon variables como el grado tumoral (B), la clasificacion Ty N pato-
légicas (C-D), asi como la presencia de tumor residual (E) y la respuesta al tratamiento (F) (p value: *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001, NS=No Significativo).
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4.5 Los genes sobreexpresados en CCT forman un cluster de correlacion

Con el proposito de identificar genes clave que pudieran desempefar un papel relevante en la
biologia de las células circulantes tumorales, nos enfocamos en analizar los 7 genes sobreex-
presados en los experimentos de células circulantes tumorales (figura 8-C). A través del explo-
rador de datos UCSC Xena Browser accedimos a los datos de expresién génica de GTEx y TCGA
Pan-Cancer. Con ellos pudimos comparar la expresion entre tejido pancreatico normal y cancer
de pancreas de estos 7 genes (figura 11). Identificamos que los genes AGPAT1, LGALSL,
POUZ2F2, RNF11, TRIM36 y WDRL1 se encuentran sobreexpresados en muestras de cancer de
pancreas (p<0.05, Welch's t-test) (figura 11-B).

Para determinar si existian grupos de genes cuya expresion pudiera estar correlacionada, parti-
cularmente con los 7 genes sobreexpresados en CCT, realizamos una matriz de correlacidn con
los 681 genes identificados en comun en los experimentos de células circulantes tumorales.
Como era de esperarse, pudimos identificar un gran clister de genes correlacionados confor-
mado por la mayoria de los genes subexpresados en CCT con respecto al tumor primario

(figura 11-C).

Cuando nos enfocamos en el pequeiio grupo de los genes sobreexpresados en CCT, encon-
tramos que la expresidn de estos correlaciona estrechamente entre ellos y en conjunto forman
un clister de correlaciéon. Fue interesante el hallazgo del gen CFLAR dentro de este cluster.
CFLAR es un gen que codifica a la proteina inhibidora de la apoptosis c-FLIP, y el hecho de en-
contrarlo dentro de este cluster indica que su expresion se correlaciona significativamente con
la de los genes que previamente habiamos identificado como sobreexpresados en CCT.

4.6 Los genes del cluster son esenciales en cancer de pancreas, se asocian
con la sobrevida libre de reincidencia y correlacionan con marcadores
de transicion epitelial-mesenquimal.

Para profundizar en el entendimiento de los genes que componen este cluster e indagar sobre
su posible contribucién en los procesos de diseminacién metastasica, analizamos la expresidon
de estos genes en la cohorte de cancer de pancreas del TCGA. Identificamos que la alta expre-
sion de los genes CFLAR y WDRL se relaciona con un pronéstico desfavorable en cancer de
pancreas asociado a la reincidencia tumoral (figura 12-A, B), mientras que la expresion del gen
FAM166A se relaciona con una mayor sobrevida libre de reincidencia (figura 12-C). El resto de
los genes miembros del cldster no mostraron tener relacién alguna con la sobrevida de los
pacientes.

Adicionalmente, observamos que la expresion del gen WDR1 es ligeramente mayor en los ca-
sos en los cuales la enfermedad tumoral progresa, en comparacidén con los casos que presen-
tan una respuesta completa al tratamiento antineoplasico (figura 12-D). WDR1 es un gen que
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codifica una proteina que regula el desensamble del citoesqueleto de actina, ast como la mi-
gracién e invasion en células cancerosas(H. Li et al., 2020).

A GTEXTCGA B
n=349

Tipo de
muesttra

Pancreas
Normal

Tumor
Primario
Pancredtico

1 Normal pancre.
B Pancreatic pei

Estudio

[ R

wont

aceATy

Expresion de los genes

L WGALSL  POWFZ  TRMMM

low [ M high

loga(nerm,_counts 1)

———

Gene Expression log2(norm_count+1)

s

@

Expresion génica en pancreas normal y tumoral
Cohorte: TCGA GTEx

+|*

|

AGPAT1
FAM166A
LGALSL
POU2F2
RNF11

TRIM36

WDR1

Tipo de muestra

Pancreas normal
Tumor Primario Pancreético

Welch's t-test

P value : * < 0.001
Pancreas normal n = 171
Tumor Primarion = 178

Coeficiente
de Pearson

10

05

-1.0

Figura 11. Los genes sobreexpresados en CCT se forman un clister de coexpresién. Con el uso de bases de
datos publicas se analizd la expresion de los 7 genes sobreexpresados en células circulantes tumorales. A) Mapa
de calor de la expresion de los 7 genes en muestras de tumor primario de cancer de pancreas (Xena browser). B)
Se compard la expresion de estos 7 genes entre muestras normales de pancreas y muestras de cancer de pan-
creas. C) Mapa de calor agrupado jerarquicamente que representa los valores de correlacidn de los 681 genes
diferencialmente expresados en los dos estudios de CCT. A la derecha se observa el clister formado por el pe-

quefio grupo de genes sobreexpresados en CCT y junto con ellos se agrupa el gen CFLAR.
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Figura 12. los genes correlacionados WDR1, CFLAR y FAM166A tienen valor pronéstico. Graficas de Kaplan-
Meier que representan la probabilidad de sobrevida libre de reincidencia para los cuartiles con alta y baja expre-
sion de los genes (A) WDR1, (B) CFLAR y (C) FAM166A. D) Expresion del gen WDRL1 en tumores con respuesta
completa al tratamiento y en tumores con enfermedad progresiva.

Para estudiar la posible relevancia funcional en cancer de pancreas de los genes que confor-
man al clister de genes sobreexpresados en CCT, realizamos una busqueda en la base de da-
tos del proyecto Achilles-DepMap para identificar el nivel de esencialidad biologica de este
grupo de genes (figura 13). Esta base de datos relne informacién de las vulnerabilidades ge-
néticas de multiples lineas celulares y recopila experimentos de silenciamiento de genes me-
diante RNAL o knockout génico mediante CRISPR y el efecto que tiene la pérdida de expresién
de un gen en la sobrevivencia de las lineas celulares. Este efecto se mide con el puntaje de
efecto génico. A menor puntaje el efecto de la pérdida del gen es mayor. Los puntajes cerca-
nos a -1, lo cual indica que el gen es esencial para la linea celular y que este le confiere venta-
jas parala supervivencia celular.
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Figura 13. los genes WDR1 y CFLAR son esenciales en lineas celulares de CaPa. Gréaficas de esencialidad de
los genes (A) WDR1 y (B) CFLAR en todas las lineas celulares de la base de datos Achilles — DepMap. Los puntajes
por debajo del umbral de -1 representan un efecto de perturbacién génica alta debido a la delecién (CRISPR) o
inhibicion (RNAQ) del gen. Se ilustra también en gréficos de cajas y bigotes el efecto que tiene la deleciéon por
CRISPR de (C) WDR1 y (D) CFLAR en 46 lineas celulares de cancer de pancreas. El histograma en gris muestra la

distribucién del puntaje de efecto génico en el resto de las lineas celulares que componen la base de datos.




Como resultado de analizar los genes que conforman nuestro clUster de genes sobrexpresados
en CCT, identificamos que los genes WDR1 y CFLAR poseen valores elevados de esencialidad.
De acuerdo con la perturbacién génica causada por la delecion de WDR1, este es un gen esen-
cial comun en la mayoria de las lineas celulares de la base de datos, mientras que CFLAR tiene
un efecto selectivo en determinados tipos de lineas celulares. En lineas celulares de cancer de
pancreas ambos genes son esenciales pues tienen puntajes de efecto de perturbacidén muy
cercanos a -1 o incluso por debajo de este. Esta informacion sugiere que WDR1 y CFLAR po-
drian desempefar un papel relevante que le confiere una ventaja funcional a las células circu-
lantes tumorales.

Finalmente, analizamos al gen POU2F2 (OCT2), el cual codifica a un factor de transcripcion
maestro. Utilizando datos de RNA-seq de tumores primarios (TCGA Pan-Cancer), comparamos
la expresion de POU2F2 con respecto a la expresion de genes asociados con los fenotipo epi-
telial y mesenquimal (figura 14). Los datos muestran una correlacion negativa de la expresion
de POU2F2 con los genes de tipo epitelial, mientras que correlaciona de manera positiva con
los genes de tipo mesenquimal. Dado que POU2F2 se sobreexpresa en células circulantes tu-
morales, estos datos sugieren que el fendmeno de transicion epitelial-mesenquimal podria
estar activo al menos de forma parcial en células circulantes tumorales.

Correlacion de la expresion de POU2F2 (OCT2) con marcadores epiteliales y mesenquimales

SNAI
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Figura 14. La expresion de POU2F2 correlaciona positivamente con genes mesenquimales y negativamente
con genes epiteliales. Relacion entre la expresion del gen POU2F2 y genes asociados a los fenotipos epitelial
(EPCAM, CDH2, KRT18) y mesenquimal (VIM, ACTA2, SNAI1, ZEB1) en muestras de cancer de pancreas.
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Capitulo 5

Discusion
El cancer de pancreas es una enfermedad letal con una rapida diseminacién de las células
neoplasicas lo cual conlleva al desarrollo de metéastasis y con esto a la muerte. Mientras que se
ha estudiado a profundidad el proceso de iniciacién tumoral, el fendmeno de dispersion me-
tastasica no ha sido descrito con suficiente detalle y al ser las células circulantes tumorales los

agentes principales de la diseminacion tumoral, estas células se convirtieron en el objeto de
estudio de este proyecto de investigacion.

En este trabajo investigamos los perfiles moleculares de muestras de tumores primarios, célu-
las circulantes tumorales y metastasis hepaticas de adenocarcinomas ductales pancreaticos.
Nos enfocamos en identificar las diferencias a nivel de transcriptoma entre células de cada una
de estas tres formas del cancer de pancreas que representan momentos diferentes de la pro-
gresion de la cascada de la metastasis. Los hallazgos de este trabajo proporcionan conoci-
miento nuevo y auténtico sobre los mecanismos moleculares de la dispersion metastasica en
cancer de pancreas, los cuales podrian tener implicaciones considerables en el prondstico y
monitoreo de precision de pacientes con cancer de pancreas.

Una de las virtudes de este trabajo es que conjunta distintas fuentes de datos de expresion
provenientes de grupos de investigacion independientes. Esto nos ha permitido reunir un ma-
yor numero de datos y representar de mejor forma la heterogeneidad de las CCT y de las me-
tastasis. De este modo hemos logrado identificar genes y procesos que se encuentran consis-
tentemente afectados en varios estudios diferentes. Asi mismo, el enfoque que hemos adopta-
do de ciencia conducida por datos provenientes de repositorios publicos permite condensar
informacion de varias fuentes y producir hallazgos que pueden ser facilmente reproducibles y
comparables.

Uno de estos hallazgos ha sido la identificacion de una mayoria de genes diferencialmente
expresados que se subexpresan en CCT con respecto al tumor primario pancreatico, lo cual
indica una disminucion de la actividad transcripcional de las CCT. Este fendmeno concuerda
con lo observado en CCT de cancer de mama con capacidad metastasica (Boral et al., 2017,
Lang et al, 2018) las cuales muestran menor actividad transcripcional con respecto a tumores
mamarios primarios. Sin embargo, en algunos otros reportes de cancer de prostata, cancer
hepatico o en modelos murinos de cancer de pancreas no se observa esta sobrerrepresenta-
cion de genes subexpresados en CCT (Miyamoto et al,, 2015; Ting et al.,, 2014). Estas diferencias
podrian ser debidas a la heterogeneidad intratumoral y a la heterogeneidad de las células cir-
culantes tumorales en los diferentes tipos de cancer y en distintos momentos de la enferme-
dad.
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La transicion epitelial-mesenquimal reversa como rasgo de las CCT de cancer de pan-
creas.

El proceso de dispersion metastasica es un fendmeno complejo que involucra multiples etapas
desde la invasion local, la intravasacion, la supervivencia en la circulacidn, la extravasacién y la
colonizacion de tejidos distantes. De acuerdo con nuestros resultados, podemos pensar que
las células tumorales tienen un fenotipo plastico que les permite intercambiar entre procesos
distintos de acuerdo con las necesidades que encuentran en cada paso de la cascada metasta-
sica.

|dentificamos que en cuanto a procesos bioldgicos de Gene Ontology, para las células del tu-
mor primario toma gran relevancia la capacidad de respuesta a un ambiente hipoxico, la re-
modelacion de la matriz extracelular y una transicién hacia un fenotipo mesenquimal que favo-
rezca la migracion y la invasion de tejidos. Mientras tanto, para las células que ya han coloni-
zado el higado pareciera ser mas relevante activar procesos que permitan sobrevivir en el am-
biente colonizado, tales como el metabolismo de biomoléculas abundantes en el higado.

Por otra parte, el enriquecimiento de los fendmenos de ciclo celular, disminucion de la trans-
cripcién y de la apoptosis en CCT parecieran indicar un cambio de prioridades funcionales de
las células cancerosas, pasando de priorizar la invasion celular a otorgarle mayor relevancia a la
supervivencia en la circulacién. Tal como lo muestran los analisis de GSEA que realizamos, las
CCT tienen un enriquecimiento negativo del proceso de transicion epitelial-mesenquimal, lo
cual es un indicio de que estas células tienden a una reversién parcial hacia el fenotipo epite-
lial. Este resultado es congruente con lo reportado por otros investigadores quienes han de-
mostrado que en cancer de pancreas las células metastasicas muestran una transicion epitelial-
mesenquimal reversa, con un marcado incremento en la expresion de E-cadherina y disminu-
cién de N-cadherina (J. Yang et al,, 2021). Cabe destacar también que ha sido reportado que la
sobreexpresion de E-cadherina promueve la supervivencia de las células tumorales en circula-
cién y la diseminacion tumoral en érganos distantes (Padmanaban et al., 2019).

Estas observaciones son perfectamente compatibles con el modelo de diseminacion metastasi-
ca que propone que las poblaciones de células circulantes tumorales pueden tener distintos
grados de diferenciacién epitelial-mesenquimal (Yadavalli et al, 2017). En tumores como el
cancer de mama se han identificado subpoblaciones heterogéneas de CCT con fenotipos epi-
teliales o mesenquimales con capacidades celulares diferentes. Mientras que las CCT mesen-
quimales muestran una mayor interaccién con células de sistema inmune, lo cual disminuye la
vigilancia inmunoldgica, las CCT con fenotipo de tipo epitelial muestran un enriquecimiento de
vias de proliferacion y de sefiales de interaccion con megacariocitos y de activacion de plaque-
tas (Brechbuhl et al, 2020), hallazgo que resulta interesante debido al efecto prometastasico
que tienen las plaquetas en las células cancerosas (T. Li et al.,, 2021; Lucotti & Muschel, 2020).

A partir de esta informacidn y con base en nuestros analisis, conjeturamos que el enriqueci-
miento de la transicion epitelial-mesenquimal en CCT podria incrementar su capacidad de in-
travasacion, mientras que el viraje hacia una transicion mesenquimal-epitelial en las CCT po-
dria contribuir a la supervivencia y diseminacién de estas células.
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La utilidad del enfoque de ciencia conducida por datos y el valor pronéstico del perfil de
expresion de las células circulantes tumorales

Nosotros consideramos que los analisis bioinformaticos y de ciencia de datos son una herra-
mienta invaluable para la identificacion de vias o procesos que favorecen la supervivencia de
las CCT y que ademas pueden ser muy utiles para acotar moléculas o factores clinicamente
significativos que pudieran tener un valor diagndstico, prondstico o terapéutico.

Con respecto a los estudios previamente publicados de manera independiente a partir de los
cuales obtuvimos los sets de datos de expresion, nosotros hemos logrado integrarlos para
identificar transcritos desregulados comunes y evaluar su asociacion con variables clinicas y
patoldgicas del cancer de pancreas.

Previamente se habian identificado algunos genes sobreexpresados en CCT, cuyo nivel de ex-
presion podia predecir la supervivencia de los pacientes sometidos a reseccién tumoral quirdr-
gica en cancer de pancreas (Sergeant et al, 2012). Gracias a que logramos conjuntar un mayor
ndmero de datos nosotros logramos ampliar el nUmero de genes identificados en CCT que
poseen valores de pronostico altamente significativos para predecir la supervivencia general y
la sobrevida libre de reincidencia en los pacientes, lo cual fue posible también por el buen ta-
mafo muestral de la cohorte de cancer de pancreas de The Cancer Genome Atlas.

Entre los genes con valor prondstico asociado a la sobrevida libre de reincidencia, el gen de la
anhidrasa carbdnica 12 (CA12) fue aquel con el cociente de riesgo mas grande y el valor de g
mas pequefo. Las anhidrasas carbodnicas se involucran en la regulacién intracelular y extracelu-
lar del pH. Particularmente el gen CA12 ha mostrado ser de valor prondstico en cancer de
mama y cancer de pancreas (Du et al, 2021; Y. Li et al,, 2019), ademas de que su expresion es
modulada como consecuencia de la transicidon epitelial-mesenquimal (Vergara et al, 2020).
Experimentalmente se ha mostrado que la inhibicion de CA12 favorece la proliferacién y dis-
minuye la apoptosis de lineas celulares de cancer de pancreas(Du et al, 2021) y coincide que
en CCT hemos identificado este gen subexpresado con relacion al tumor primario.

Otros genes asociados a la sobrevida general cuentan con evidencia previa de su papel en el
desarrollo neoplasico. Por ejemplo el gen de la metaloproteasa ADAM9 es conocido por su
papel en la invasion tumoral y en la intravasacidon en adenocarcinomas ductales pancreaticos
(Gratzmann et al,, 2004; Haoyuan & Yanshu, 2020; Oria et al, 2019). Por otra parte, ARMC10,
un regulador de la fusion y fisidon mitocondrial, también se asocia a la sobrevida en pacientes
con glioblastoma(Cat et al., 2020; Z. Chen et al, 2019), mientras que el gen del receptor de
progesterona PAQR5 es un gen que se sobreexpresa en tumores de ovario y endometrio
(Charles et al,, 2010; Sinreih et al, 2018). Adicionalmente, el gen ERO1L tiene un alto nivel de
expresion en tumores primarios de pancreas, pulmon, rifdn y en glioma (Shergalis et al.,, 2020).
Ademas, es un marcador de hipoxia que se asocia con la actividad glicolitica y la capacidad de
invasién de las células neoplasicas (J. Zhang et al.,, 2020; Zilli et al., 2021).

En cuanto a los genes relacionados con la sobrevida libre de reincidencia, hicimos algunos ha-
llazgos interesantes debido a los valores de Hazard Ratio tan elevados de algunos de estos
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genes. Destacan genes como FLNB, el cual suprime la formacién de metastasis al regular nega-
tivamente la actividad de MMP-9 y la secrecion de VEGF-A a través de la via de MAPK/ERK
(Bandaru et al,, 2014). Ademas, es conocido que FLNB es capaz defavorecer la apoptosis (Ma et
al, 2020) y un cambio en el splicing de este gen se relaciona con la transicion epitelial-
mesenquimal (J. Lt et al,, 2018).

Otro gen relevante es BTBD7, el cual ha sido reportado como promotor de la transicion epite-
lial-mesenquimal y como regulador negativo de la expresion de E-cadherina en cancer pulmo-
nar (Fan et al, 2014; Luo et al,, 2015) ademas de ser un factor crucial para la formacion de me-
tastasis de origen colorrectal (Grisard et al,, 2019).

ARL4C es otro gen que identificamos con valor pronostico en la sobrevida libre de reinciden-
cia. Se ha descrito que este gen se expresa en niveles elevados en canceres pulmonares, colo-
rrectales y en glioblastoma. La expresion de este gen promueve la migracion, la proliferacion y
la formacion de estructuras tubulares ademas de relacionarse con una menor sobrevida en los
pacientes (Q. Chen et al,, 2021; Fujii et al,, 2015; Matsumoto et al,, 2017). En cancer de pancreas
la expresion de ARLAC promueve la expresion de CTGF a través de la via e YAP. Como conse-
cuencia, la secrecion de CTGF induce la activacién de las células estelares pancreaticas, permi-
tiendo la interaccidn de las células tumorales con el estroma pancreatico lo cual favorece la
proliferacion, la farmacorresistencia y la troncalidad en las células neoplasicas (X. Chen et al,,
2021).

Ademas de los genes mencionados, también identificamos otros con valores de Hazard Ratio
bastante considerables, como el gen de la metaloproteasa ADAM10 (Cheng et al, 2021;
Mueller et al, 2021; Padmanabhan, 2016; Sun et al, 2017) vy el receptor de la proteina morfo-
génica de hueso BMPR2 (Gomez-Puerto et al, 2019; Y. Wang et al, 2021) los cuales han sido
investigados ampliamente por su papel promotor de la proliferacion, invasion, migracion y
remodelacion de la matriz extracelular.

El perfil de expresion de los genes coincide con indicadores clinicos de la enfermedad y
podria ser de relevancia biolégica

Ademas de ser util como un primer indicio de la relevancia bioldgica de los transcritos identifi-
cados en la diseminacion metastasica, el perfil de expresion conformado por estos podria te-
ner una utilidad clinica al asociarse con varios indicadores de la enfermedad como lo son el
tamano tumoral (T), la presencia de nodulos linfaticos metastasicos (N), ast como la respuesta
al tratamiento antineoplasico y la presencia de enfermedad residual. La cuantificacién de la
expresion de estos transcritos podria ayudar a constituir un panel de genes predictivos del
desarrollo y desenlace de la enfermedad. En el caso del cancer de pancreas la cuantificacién de
la expresion de estos transcritos podria ser Util para estratificar a los pacientes e identificar a
aquellos con mayor riesgo de presentar metastasis distantes.

Para identificar potenciales factores conductores de la metastasis en CCT no solo nos guiamos
mediante el analisis de datos clinicos y de sobrevida provenientes de The Cancer Genome
Atlas. Ademas, analizamos aquellos transcritos sobreexpresados en CCT con respecto al tumor
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primario. Estos transcritos son particularmente atractivos porque podrian servir como marca-
dores de CCT.

Mediante un analisis de correlacidn de la expresion de estos genes encontramos que forman
un clister dentro del cual destaca la presencia de cuatro genes: FAM166A, WDR1, CFLAR y
POUZ2F2. Los primeros tres se asocian de manera significativa con la supervivencia libre de re-
incidencia en pacientes con CaPa. Ademas, el gen WDRL1 tiende a expresarse mas en muestras
de pacientes que no responden al tratamiento antitumoral.

WD repeat domain 1 (WDR1) es un gen asociado con la dinamica del citoesqueleto de actina
que conduce la motilidad celular. En tumores mamarios, WDR1 se expresa mas en aquellos de
tipo basal y se asocia con una menor sobrevida de las pacientes, ademas de que la sobreex-
presidn de este gen inducida por STAT3 incrementa la migracion en células MDA-MB-231 (D.
Zhang et al,, 2020). De igual forma en WDR1 promueve la proliferacion y migracién celular en
cancer pulmonar y en carcinoma hepatocelular (Zheng et al., 2018).

Recientemente en cancer de pancreas se identific6 mediante un analisis protedbmico que
WDR1 incrementa su expresién conforme progresan las etapas del adenocarcinoma. Ademas,
se mostro que el silenciamiento de WDR1 suprime el crecimiento tumoral y disminuye drasti-
camente la formacion de metastasis in vivo. A nivel molecular, el silenciamiento de WDR1 dis-
minuye la actividad de la via de Wnt/B-Catenina, ya que WDRL1 previene la degradacidon me-
diada por ubiquitinacion de B-Catenina (H. Li et al,, 2020).

CFLAR es un gen que codifica a la proteina c-FLIP. Esta proteina es un inhibidor de la apoptosis
mediada por los receptores de muerte Fas, DR4, and DR5 y juega un papel clave en la supervi-
vencia de las células malignas en varios tipos de cancer como el carcinoma renal, colorectal o
el cancer de mama (Bagnoli et al, 2010; Luebke et al, 2019; Safa & Pollok, 2011; Wilson et al.,
2007). Particularmente en el contexto de células circulantes tumorales de cancer de mama,
existe evidencia de que las CCT desarrollan resistencia a la apoptosis mediada por receptores
de muerte y esto les permite sobrevivir en condiciones de baja adherencia (Twomey & Zhang,
2019). Posiblemente en el caso que hemos estudiado, las CCT pancreaticas podrian estar pre-
sentando un fendbmeno similar de evasion de la apoptosis gracias a la sobreexpresién de
CFLAR.

El gen POU2F2 codifica al factor de transcripcion OCT2, cuya expresion ha sido asociada con la
promocién de la metastasis en cancer gastrico (S. M. Wang et al, 2016) y puede ser modulada
por los miR-198 y miR-218, los cuales se subexpresan en cancer pancreatico y gastrico (Marin-
Muller et al, 2013). Ademas, POU2F promueve la tumorigénesis, proliferacion y motilidad de
las células de cancer pulmonar, lo cual sugiere que puede desempefar un papel importante en
la cascada de la metastasis.

Recientemente ha sido demostrado que POU2F2 conduce a un cambio metabdlico hacia la
glicolisis aerobica y que promueve la progresion de glioblastoma. También se ha observado
que POU2F2 promueve la migracion en lineas celulares de cancer cervical y que su expresion
puede ser promovida indirectamente por el Inc-RNA ARAP1-AS1. Toda esta evidencia sugiere
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que POU2F2 podria tener un papel funcional en la diseminacidn metastasica al estar sobreex-
presado en CCT pancreaticas.

Capitulo 6
Conclusiones y perspectivas

Mediante el uso de bases de datos publicas pudimos recuperar datos de expresién de RNA-
seq y microarreglos para analizar el transcriptoma de muestras de tumor primario, metastasis y
células circulantes tumorales de cancer de pancreas. Con estos analisis hemos identificado vias
enriquecidas en células circulantes tumorales y metastasis hepaticas, siendo notorio que la via
de transicion epitelial-mesenquimal se encuentra modulada en células circulantes tumorales.

También hemos identificado un conjunto de genes desregulados en células circulantes tumo-
rales que son comunes a dos estudios independientes. Dentro de este conjunto, un perfil de 34
genes se relaciona de forma muy significativa con la probabilidad de sobrevivencia en pacien-
tes con cancer de pancreas y se asocian con varios indicadores clinico-patologicos de la en-
fermedad. Ademas, identificamos un clister de coexpresion entre los genes sobreexpresados
en células circulantes tumorales dentro del cual destacan destacan WDR1, CFLAR y POU2F2.
Tanto WDR1 como CFLAR se relacionan negativamente con la probabilidad de reincidencia
tumoral y cuentan con evidencia experimental que sefiala que son genes esenciales en lineas
celulares de cancer de pancreas, por lo que su sobreexpresion podria conferir una ventaja fun-
cional a las células circulantes tumorales. Por otro lado, la expresiéon de POU2F2 correlaciona
con genes asociados al fendmeno de transicién epitelial-mesenquimal. La informacién aqut
presentada sugiere que estos genes pueden desempefar una funcion relevante en la disemi-
nacion metastasica desempefiada por las células circulantes tumorales y pueden ser candida-
tos prometedores para posteriores ensayos funcionales en modelos de metastasis in vitro e in
Vivo.
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