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Resumen

El cancer es una enfermedad compleja y altamente heterogénea. La estructura ce-
lular de un tejido sufre cambios determinantes en cada una de las etapas de progresion
del céncer. Debido a la complejidad del problema utilizamos un enfoque de biologia
de sistemas para dilucidar procesos que pueden estar influyendo en la dindamica de la
enfermedad. Principalmente utilizamos las redes de coexpresién como herramienta para
estudiar los cambios dindamicos en el cancer. También se ha visto que los alcances ge-
némicos no son suficientes para explicar la complejidad en el avance de la enfermedad.
Un paso muy importante en este sentido ha sido la incorporacién de otras 6micas como
la metilacién, la expresion de ARNs no codificantes, 6 la estructura espacial del ADN.
La integracion de estos datos puedan acercarnos mas a los procesos que dirigen el desa-
rrollo de la enfermedad. En este trabajo, desarrollamos una metodologia completa para
integrar datos genémicos y epigenéticos (metilacion-miRNAs) para estudiar la progre-
sién en las cuatro etapas del cancer. Elegimos el Céncer Renal de células claras (CRec)
como caso de estudio, por el alto nimero de muestras con datos disponibles en todas
las 6micas estudiadas. Ademés, de ser un céncer con una alta taza de mortalidad en
etapas avanzadas. Nuestro trabajo muestra afectaciones en el programa transcripcional
que cambian el comportamiento de la células en las cuatro etapas. Encontramos cuatro
genes (CXCL13, PLG, SAAC2-SAAC4,SLC6A19) que cambian su expresion acorde a la
progresion del cancer. Por otro lado, propusimos un modelo de relaciones gen-miRNA.
Este modelo nos revel6 a miR-217 como un miRNA que afecta genes y funciones bio-
logicas especificas y diferentes en cada etapa. Estudiamos el metiloma para las cuatro
etapas de CRcc. Construimos un algoritmo para determinar promotores hipometilados
o hipermetilados que sufren este cambio significativamente. Aplicando este algoritmo
encontramos oncogenes y supresores tumorales como ITK 6 RAB25, entre otros, que
fueron afectados de alguna manera por la metilacién de ADN. Nuestros hallazgos indi-
caron cambios en el programa trascripcional de genes clave que afectan la estructura de
las células normales o en etapas iniciales, en procesos biologicos esenciales como el ciclo
celular y la apoptosis. Ademas, desde los primeros resultados encontramos indicios de
un cambio en la infiltracién de células estromales y del sistema inmune. Nuestros datos
confirman posibles causas de estos eventos que ya han sido reportados y encuentran
CRcc como un céncer altamente infiltrado. Finalmente, proponemos algunas hipétesis
que nos lleven a confirmar nuestros resultados experimentalmente.
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Abstract

Cancer is a complex and highly heterogeneous disease. The cellular structure of a
tissue undergoes decisive changes in each of the stages of cancer progression. Due to the
complexity of the problem, we use a systems biology approach to elucidate processes
that may be influencing the dynamics of the disease. We mainly use coexpression net-
works as a tool to study dynamic changes in cancer. It has been seen genomic landscape
is not enough to explain the complexity in the progression of disease. A very important
step in this sense has been the incorporation of other omics such as methylation, the ex-
pression of non-coding RNAs, or the spatial structure of DNA. The integration of these
data can bring us a pointview closer to the processes of the direct disease development.
In this work, we developed a complete methodology to integrate genomic and epigenetic
data (methylation-miRNAs) to study the progression in the four stages of cancer. In this
work, we developed a comprehensive methodology to integrate genomic and epigenetic
data (methylation-miRNAs) to study progression in the four stages of cancer. We chose
Clear Cell Renal Cancer (ccRC) as a case study, due to the high number of samples with
data available in all the omics studied. In addition, it is a cancer with a high mortality
rate in advanced stages. Our study revealed alterations in the transcriptional program
that change the behavior of cells in four stages. We found four genes (CXCL13, PLG,
SAAC2-SAACY, SLC6A19) that change their expression according to cancer progres-
sion. We proposed a model of gene-miRNA relationships. This model revealed miR-217
as a miRNA that affects specific and different genes and biological functions at each
stage. We studied the methylome for all stages of ccRC. We built an algorithm to de-
termine hypomethylated or hypermethylated promoters that significantly undergo this
change. Applying this algorithm we found oncogenes and tumor suppressors such as
ITK or RAB25, among others, that were affected in some way by DNA methylation.
Our findings indicated changes in the transcriptional program of key genes that affect
the structure of normal cells or in early stages, in essential biological processes such as
the cell cycle and apoptosis. In addition, from the first results we found indications of
a change in the infiltration of stromal cells and the immune system. Our data confirm
possible causes of these events that have already been reported and find ccRC as a
highly infiltrated cancer. Finally, we propose a set of hypotheses that lead us to confirm
our results experimentally.
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Capitulo 1

Introduccion.

1.1. Conceptos generales

1.1.1. Dogma Central de la Biologia Molecular

Los tltimos avances en biomedicina han partido de la confirmacién experimental del
Dogma Central de la Biologia Molecular (DCBM). Hasta el momento el DCBM es la
base para entender el funcionamiento subyacente de una célula. El concepto general del
DCBM describe o modela el proceso de formacion de las proteinas, en otras palabras, el
proceso de transcripcién-traducciéon. En esta seccién describiremos brevemente concep-
tos importantes sobre el DCBM que forman la base para cumplir los objetivos de este
trabajo.

Inicialmente se encontrd que el codigo que aloja las instrucciones para producir
las proteinas esta encriptado en el ADN (dcido desozirribonucleico) [23]. Dentro de
la macromolécula lineal de ADN existen segmentos bien definidos que codifican para
una proteina tnica, estos segmentos son llamados genes. Y en una capa superior el
genoma agrupa al conjunto de todos los genes. Ademas, el genoma esta espacialmente
organizado en cromosomas (23 en el caso de los seres humanos) y se encuentra confinado
en el nicleo de las células. Por tanto, los genes contienen las instrucciones para construir
las proteinas y se encuentran en un codigo secuencial de adedinas (A), citocinas (C),
timinas (T) y guaninas(G) [24].

En general, el c6digo de un gen es transcrito por una polimerasa llamada Pol-II la
cual produce moléculas de dcido ribonucleico mensajero (ARNm) [146]. Este ARNm
es exportado (o transportado) hacia fuera del niicleo, méas precisamente al citoplasma.
Posteriormente, en el reticulo endoplasmaético, los ribosomas traducen el ARNm en
proteinas. El proceso de traduccién es complejo y esta regido por un cédigo de traduccién
de tripletes [151]. Finalmente, algunas proteinas pueden tener modificaciones que se
consideran post-traduccionales, las cuales confieren caracteristicas particulares o finas
en sus funciones biologicas [125].

Se considera que el proceso de fabricacién de proteinas es unidireccional. Sin em-
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bargo, en algunos sistemas biolégicos el proceso transcripcién-traduccién puede ser bi-
direccional. Un ejemplo de estas situaciones es la retrotranscripcion viral [20].

Hay que destacar que el ADN puede presentar mutaciones en el codigo (secuencia) de
los genes. Estas mutaciones pueden deberse a factores externos (rayos X, contaminantes,
etc) o a factores de herencia (patologias hereditarias). Una mutacion en al menos un par
de bases puede desarrollar varios resultados; 1) la inhibicion de la proteina (delecion) o
2) una proteina con un funcionamiento errado.

La viabilidad de las células depende de las proteinas y los genes. De tal manera, las
células tienen rutas de procesos (circuiteria) donde las proteinas interacttian de manera
alostérica para activar o desactivar las funciones biol6gicas necesarias. Estos circuitos
biolégicos se denominan vias de senalizacion. El funcionamiento correcto de las vias de
senalizacion, permite que la célula cumpla su ciclo de vida de manera adecuada. También
permite su entrada al ciclo celular de manera correcta, dando paso a la divisién celular y
a la herencia de los genomas. Se destaca que las mutaciones genéticas y sus consecuentes
afectaciones epigenéticas (ver adelante, 1.1.3) también pueden ser heredables [38].

Finalmente, la expresion individual de cada gen puede ser asociada con la cantidad
necesaria (adecuada) de produccion de proteinas para que los procesos celulares fun-
cionen correctamente |75]. Por ejemplo, podemos decir: "si el gen que codifica para la
proteina X no se expresa, entonces, la via de sefializacién Y puede ser afectada". Es-
te marco biol6gico es importante porque nos permite hacer asociaciones y deducciones
entre los genotipos y los fenotipos.

1.1.2. Regulacién genética

El caracter especifico o el fenotipo de una célula esta definido por la manera en que
se regulan los genes, de manera individual (uno a uno) 6 global (un gen regula varios
genes)|[15]. Podemos convenir que casi todas las células de un organismo tienen el mismo
ADN. Sin embargo, la expresion de ciertos genes en cada célula confiere propiedades
especificas que se reflejan macroscoépicamente en el fenotipo. Este proceso es llamado:
diferenciacion celular. Por ejemplo, en las células endoteliales del rifién, algunos procesos
de la diferenciacion celular esta coordinada por la expresion de los genes NRP1, CDHS.
ELN, mientras que en las células del cerebro PAX6, TRB1, PROX1 y CREB son genes
clave para su funcionamiento y desarrollo [10, 64].

La regulacion genética es un proceso complejo, el cual depende de todos los factores
involucrados en la trascripcion de un gen (ver 1.1.1). En este sentido hay varios elementos
importantes: 1) la presencia de los factores de transcripcion en el promotor, 2) las
condiciones y estructura de la cromatina en la posicion del gen, 3) la presencia de
la maquinaria transcripcional (ya sea POL-II, el spliceosoma, etc.), 4) las condiciones
estructurales para la activacion de los enhancers correspondientes y 5) la activacion de
las moléculas energéticas y de ARN necesarias para realizar el proceso. Es importante
destacar, que cada gen sostiene su expresion individual a partir de la combinaciéon de
los factores antes mencionados [53]. Debido a la complejidad de este proceso biologico,
dilucidar los mecanismos subyacentes requiere un estudio global del mismo.




1.1 Conceptos generales

En los dltimos anos se siguen utilizando técnicas experimentales como: la secuencia-
cion masiva, Western Blot, RT-PCR, etc. que estan ayudando para aproximar respuestas
a preguntas bioloégicas bésicas sobre el proceso de transcripciéon y sus implicaciones en
algunas enfermedades [66]. Y a pesar de la complejidad, se han realizado aportaciones
importantes en el campo. Por tomar un ejemplo, se ha descrito a detalle la relacién que
existe entre los factores de transcripcion y los genes [9, 53|.

En resumen, el proceso que regula la expresion de los genes es un estructura com-
plicada de desarmar. Un enfoque para abordar este sistema bioldgico, es modelar las
expresiones entre todos los genes (aprox. 20,000 genes en las células humanas) como
una red de correlaciones. La correlacion entre genes calculada de forma especifica se ha
denominado coexpresion (ver secciones 1.4 y 3.3). Este formato matematico nos ayuda
para describir el fenémeno de manera global.

1.1.3. Regulacién epigenética

Los estudios epigenéticos abordan elementos que no son parte de la macromolécula
de ADN pero que pueden modificar la expresion genética. Estos factores van desde las
modificaciones de las histonas hasta las alteraciones posteriores en la traducciéon de las
proteinas. Como ejemplo, se han encontrado marcas en ciertas lisinas de las histonas
H1/H5, H2, H3 y H4, que son indicativo de eucromatina o ADN abierto. Estas marcas
representan secciones de DNA para ser transcritas [114]. En este contexto, definimos los
reguladores epigenéticos como aquellos elementos moleculares fuera del ADN que tiene
la capacidad de regular la expresion genética. Algunos ejemoplos son: 1) la metilacion
del ADN, 2) los ARNs pequenos, 3) la conformacion espacial del ADN, 4) los ARNs
largos no codificantes, etc. En este trabajo, estudiamos dos elementos esencialmente: 1)
la metilacion del ADN y 2) los micoARNs.

1.1.3.1. Los microARNSs como elemento de regulacién genética

Durante el proceso de transcripcion de los genes (ver 1.1), existe un paso intermedio:
el ayuste. Los genes estan compuestos de intrones y exones. Por un lado, los intrones son
segmentos de ARNm que no traducen al gen, mientras que los exones son segmentos de
ARNm que son unidos por el spliceosoma (proceso de ayuste) para codificar posterior-
mente en la traduccién. Las funciones de la mayoria de los intrones permanece incierta.
Sin embargo, se ha encontrado que algunos intrones tienen multiples funciones celula-
res. Una de las funciones de los intrones es la biogénesis de ciertos segmentos cortos
de ARN con caracteristicas reguladoras [25]|. Dentro de estos segmentos cortos de ARN
se han destacado los microARNs (6 miRNAs, igualmente en este trabajo utilizamos la
abreviatura miRs). Los miRNAs son segmentos con longitud de 19 a 22 pb, que ligan
a transcritos ( ARNm) en el citosplama como marca para su degradacion. Este proceso
puede ser visto como una represiéon pre-traduccional de un gen.

Como se menciond, los miRNAs pueden surgir de transcritos cortos durante el pro-
ceso de ayuste. Sin embargo, también pueden ser transcritos por la polimerasa Pol-II
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(forma canoénica). Por ejemplo, ciertos microRNAs se pueden encontrar directamente
en el promotor de un gen.

La biogénesis de los microARNs se inicia con la formacion de pequenas asas de
ARNm que son cortadas por el microprocesador DRO