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Resumen

El cancer de ovario es el méas agresivo de los canceres ginecoldgicos. Los reguladores
transcripcionales influyen en el fenotipo tumoral y, en consecuencia, en la progresion clinica 'y
la respuesta a la terapia. PHF20L1, es un regulador transcripcional que no se ha estudiado
ampliamente en el cancer de ovario, pero se expresa en células SKOV-3 estimuladas con liquido
ascitico de pacientes con cancer de ovario. Por ello, el objetivo de este proyecto fue analizar la
expresion de PHF20L1 en tejido de cancer de ovario y analizar si el liquido ascitico puede
modular a las diferentes isoformas de esta proteina, y con estos datos, determinar si existia una
conexion entre el nivel de expresion de PHF20L1 y los datos clinicos de los pacientes.
Adicionalmente, decidimos evaluar cuales son las proteinas con las cuales PHF20L1
interacciona y su participacion en algunos procesos celulares importantes en las células de
cancer de ovario. Se analizaron biopsias de cancer de ovario de 29 pacientes diferentes mediante
inmunohistoquimica y se determino la expresion de las isoformas mediante ensayos de western
blot en células de cancer de ovario expuestas 0 no expuestas al microambiente tumoral. Las
interacciones de PHF20L1 se evaluaron mediante inmunoprecipitacion y espectrometria de
masas. La participacion de PHF20L1 en procesos celulares se evalu6 mediante el uso de
knockdow de la proteina en células SKOV-3. PHF20L1 exhibe una mayor expresion en
secciones de tejido tumoral de pacientes con cancer de ovario epitelial, la cual se correlaciona
con un periodo libre de progresién mas corto y una supervivencia global méas corta. También se
encontrd que las isoformas de proteinas se regulan diferencialmente en las células SKOV-3 bajo
la estimulacion de la ascitis de pacientes con cancer de ovario epitelial. Se demostré que
PHF20L1 tiene un mayor nimero de interacciones cuando las células se encuentran bajo el
estimulo del liquido ascitico y que estas interacciones pueden ser con proteinas tipo histonas o
no histonas. El andlisis funcional de PHF20L1, demostré que su ausencia afecta
significativamente la invasion celular; aunado a eso, los resultados también sugieren una
disminucién en la proliferacion celular. Los resultados obtenidos indican que PHF20L1 es una
proteina cuya expresion se incrementa en células de cancer de ovario y este incremento se asocia
de manera negativa a la supervivencia de las pacientes. Ademas, la disminucién de su expresion
afecta funciones celulares importantes en células de cancer de ovario. Estos datos, sugieren que

PHF20L1 podria tener un papel importante en el crecimiento tumoral y un estudio mas profundo



de la proteina podria definir si la proteina puede ser considerada como un potencial biomarcador

0 blanco terapéutico.

Abstract

Ovarian cancer is the most aggressive of the gynecological cancers. Transcriptional regulators
influence tumor phenotype and, consequently, clinical progression and response to therapy.
PHF20L1 is a transcriptional regulator that has not been widely studied in ovarian cancer but is
expressed in ascitic fluid stimulated SKOV-3 cells from ovarian cancer patients. Therefore, the
objective of this project was to analyze the expression of PHF20L1 in ovarian cancer tissue and
analyze whether ascites fluid can modulate the different isoforms of this protein, and with these
data, to determine if there is a connection between the level of PHF20L1 expression and patient
clinical data. Additionally, we decided to evaluate the proteins with which PHF20L1 interacts
and their participation in some essential cellular processes in ovarian cancer cells. Ovarian
cancer biopsies from 29 different patients were analyzed by immunohistochemistry, and the
expression of the isoforms was determined by western blot assays in ovarian cancer cells
exposed or not exposed to the tumor microenvironment. PHF20L1 interactions were evaluated
by immunoprecipitation and mass spectrometry. The participation of PHF20L1 in cellular
processes was evaluated using knockdowns of the protein in SKOV-3 cells. PHF20L1 exhibits
increased expression in tumor tissue sections from epithelial ovarian cancer patients, which
correlates with shorter progression-free survival and shorter overall survival. Protein isoforms
were also differentially regulated in SKOV-3 cells under the stimulation of ascites from
epithelial ovarian cancer patients. It was shown that PHF20L1 has a higher number of
interactions when cells are under the stimulus of ascites fluid and that these interactions can be
with histone-like or non-histone-like proteins. The functional analysis of PHF20L1
demonstrated that its absence significantly affects cell invasion. In addition to this, the results
also suggest a decrease in cell proliferation. The results obtained indicate that PHF20L1 is a
protein whose expression is increased in ovarian cancer cells, and this increase is negatively
associated with the survival of the patients. Furthermore, the decrease in its expression affects
important cellular functions in ovarian cancer cells. These data suggest that PHF20L1 could
play an important role in tumor growth, and a more in-depth study of the protein could define

whether the protein can be considered a potential biomarker or therapeutic target.
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Introduccion

Cancer de ovario

1.1 Generalidades

El cancer de ovario (CaOv) ocupa el octavo lugar en incidencia mundial de cancer, sin
embargo, se considera el tipo de cancer ginecoldgico mas letal, debido a que la mayoria
de las pacientes se diagnostica en etapas clinicas avanzadas (I11C y V) [1]. En México,
la incidencia reportada por el GLOBOCAN en 2018 fue de 4,759 casos y la mortalidad
alcanzé los 2,765 casos [2].

Los sintomas no especificos y la falta de estrategias de diagndstico temprano confiables
no permiten la deteccion del diagnostico de CaOv en una etapa temprana mas curable.
Ademas, se sugiere que en promedio el CaOv alcanza a progresar a una etapa tardia en
menos de un afio a partir de la fecha en que se diagnostica [3].

Comparado con el tumor primario por si mismo, la enfermedad metastasica es mas letal
y aunque mas del 80% de las pacientes con CaOv en etapas avanzadas puede responder
a los enfoques terapéuticos estandar, la recurrencia ocurre en casi todos los casos. Sin
embargo, aln esta pendiente elucidar los mecanismos que subyacen la progresion del
CaOv [4].

1.1.1 Clasificacion del cancer de ovario

Dentro de esta patologia se incluyen una variedad de tumores: epitelial, germinal y
estromal [5]. La gran mayoria de los casos se incluyen dentro de los tumores epiteliales
y a su vez éstos se subclasifican en 5 tipos de carcinomas: seroso de alto grado, seroso
de bajo grado, endometrioide, células claras y mucinoso [6].

Los tumores de ovario que incluyen a los carcinomas serosos de bajo grado,
endometrioide, de células claras y mucinoso son menos comunes y representan el 30%
de todos los tumores. Las lesiones precursoras de éstos incluyen a los tumores serosos
borderline (que dan lugar al tumor seroso de bajo grado) y endometriosis
(Endometrioide, células claras) [7].

Los tumores mas comunes incluyen a los tumores serosos de alto grado, los cuales son

los principales responsables de la alta tasa de mortalidad. Este tipo de tumores tienen un



terreno gendmico complejo, marcado por alteraciones en el nimero de copias de genes
y la presencia, en préacticamente todos los casos, de mutaciones en el gen del supresor
tumoral TP53 [8]. Algunos estudios sugieren que el tumor seroso de alto grado empieza
a desarrollarse durante 4 afios y puede existir como un tumor de etapa Il clinicamente
no detectado durante un afio hasta su diagnostico [9].
1.1.2 Etapas clinicas
De acuerdo a la Federacion Internacional de ginecologia y obstetricia (FIGO: Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique) [10], el CaOv se clasifica en las
siguientes etapas clinicas:
Etapa I y 1I: Confinadas a la pelvis.
Etapa I11: Se subclasifica en a) I111A nddulos linfoides retroperitoneales y/o enfermedad
peritoneal extra pélvica; y b) I1IB confinada a enfermedad peritoneal extra pélvica con
metastasis menor a dos centimetros; también es posible encontrar diseminacion de la
enfermedad en noédulos linfaticos retroperitoneales y en higado o bazo, c) IlIC:
Enfermedad macroscépica extra-pélvica, metastasis mayor a dos centimetros.
Etapa IVA: Efusion pleural y citologia positiva.
Etapa IVB: Metéstasis en higado, parénquima del bazo, en 6rganos extra abdominales,
afeccion de nddulos inguinales o afectacion de nddulos en otros sitios.
1.2 Estadisticas de cancer de ovario en México y en el mundo
Como se menciond previamente, a pesar de que el CaOv no muestra una incidencia tan
elevada a nivel mundial, se le considera el mas letal de los canceres ginecoldgicos; en
México se reportd una incidencia de 4,759 casos y una mortalidad de 2,765 (Figura 1)
[2].
El cancer de ovario epitelial (COE) es el tipo mas comun representando el 85% de los
casos, especialmente en mujeres entre 45 a 59 afios. El de células germinales representa
el 10% y es mas frecuente en mujeres menores de 30 afios, mientras que los tumores

estromales son muy escasos (2-3%) [2011].

1.3 Anomalias y sindromes genéticos
En general, el patron de transmision para el COE familiar es autosomico dominante

[12]. Cerca del 10 % del cancer de ovario tiene un factor genético principalmente por



los genes BRCA1/2, y hasta el 90% de los casos de ovario pueden ser esporadicos y no
relacionados a algun factor genético [13]. En un estudio recientemente realizado en
pacientes mexicanas, se detectaron mutaciones de BRCA en el 33% (59/179) de las
pacientes analizadas; donde el 66.1% (39/59) fueron en BRCA1, y 33.9% (20/59)
fueron en BRCA2. Cerca de 22 diferentes mutaciones se encontraron en el gen BRCAL,
de las cuales el 81.8% (18/22) fueron patogénicas y afectaron a 32 de 39 pacientes. En
el caso de BRCAZ2, se identificaron 12 diferentes mutaciones de las cuales el 66.7 %
fueron mutaciones patogénicas afectando a 15 de 20 pacientes [14]. BRCAL/2 tiene
una relacion estrecha con importantes factores de transcripcion, incluyendo p53,
STAT1, c-Myc, JunB, ATF-1, entre otros [15]. Un funcionamiento aberrante en
BRCA1/2 ocasiona que la célula tenga incremento en el nimero de centrosomas,
reparacion inadecuada de dafio al ADN, y eventualmente, sucumbiria a anepleudia, lo
cual le daria predisposicion a mutaciones [15]. Los factores que afectan la funcion de
BRCA1/2 incluyen “splicing” alternativo y factores genéticos [16-18].

El 10% de los canceres ovaricos restantes consta de sindrome de Linch o céncer
colorectal no poliposico hereditario. Este sindrome se asocia con alteraciones en genes
reparadores de errores en el ADN, afectando al 5% de la poblacion, y pacientes con
este sindrome tienen un riesgo de desarrollar cancer de ovario de cerca del 12% [19].
Otros sindromes familiares asociados con tumores ovaricos estromales incluyen el
sindrome de Peutz-Jeghers, el cual consta de poliposis hamartomatosa (mutaciones en
el gen STK 11) y sindrome de Gorlin (mutacién en PTCH) [20]. Individuos que vienen
de familias con canceres multiples, canceres que ocurren a edad temprana, y dos 0 mas
canceres primarios en un solo individuo tienen un mayor riesgo de sindromes de CaOv;
en la mayoria de los tumores, muchas mutaciones se dan en el gen TP53 [21].
Aproximadamente, el 13% tuvo mutaciones de linea germinal en BRCA1 0 BRCA2,y
un pequefio porcentaje tuvo mutaciones somaticas en NF1, RB1 y CDK12 [21].
Ademas, el anélisis de vias de sefializacion muestra que defectos en la recombinacion
homologa y en la sefializacion via Notch y FOXM1 estan involucrados en la

fisiopatologia de cancer de ovario de tipo seroso [21].
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Figura 1. Graficas de las tasas de incidencia (superior) y mortalidad (inferior) de los

principales tipos de cancer, segun los registros del GLOBOCAN 2018.

1.4 Actuales herramientas de diagndstico

Las manifestaciones del COE tipicamente son vagas y se confunden con enfermedades

digestivas [22], de tal modo que dificilmente se diagnostica en etapas tempranas.



El diagndstico oportuno del COE tiene un mejor pronostico de la enfermedad: de
acuerdo a la sociedad americana del cancer (2019), el 92% de las pacientes tiene la
probabilidad de tener una tasa de sobrevida de 5 afios. Sin embargo, sélo el 15 % de
las pacientes se diagnostica en etapa temprana. Las pacientes con etapas avanzadas
tienen un peor prondstico, aproximadamente el 32% tiene una tasa de sobrevida de 5
afios [23]. Ademés, aproximadamente el 70% de las pacientes diagnosticadas con

CaOv experimenta recurrencia [24].

Las dos pruebas actualmente empleadas para el diagnostico del CaOv son el
ultrasonido transvaginal y la medicion en sangre del antigeno CA125 [25]. La
tomografia computarizada (TC) se utiliza para la estadificacion, la evaluacion de la
respuesta al tratamiento y la reestadificacion, mientras que la tomografia por emision
de positrones (PET) se puede utilizar para caracterizar las caracteristicas de afecciones
ovaricas fisioldgicas y no malignas [26]. Entre éstas, s6lo CA125 se recomienda para
monitorear la respuesta a terapia de pacientes con CaOv, asi como para el monitoreo
post-tratamiento a la recurrencia de la enfermedad [27]. Sin embargo, esas pruebas
tienen utilidad clinica limitada, y frecuentemente se asocian con resultados falsos
positivos o falsos negativos [28]. Por lo tanto, para disefiar nuevas alternativas para el
diagnostico, por lo que es necesario conocer el entorno en el cual se desarrolla el tumor.
Actualmente, se estan utilizando enfoques protedmicos para identificar marcadores
moleculares para céncer de ovario y también se estan desarrollando modelos
matematicos para identificar patrones especificos que son indicativos de la enfermedad.
Otros marcadores prometedores incluyen al receptor del factor de crecimiento
epidermal (EGFR), el acido lisofosfatidico y la haptoglobina fucosilada [25- 30].

1.5 Terapéutica actual

La cirugia seguida de quimioterapia es el régimen estandar de tratamiento de primera
linea para pacientes con cancer de ovario. Inicialmente, las pacientes son intervenidas
mediante citoreduccion para remover todos los tumores visibles; al mismo tiempo esto
permite a los médicos establecer el diagndstico y diseminacion de la enfermedad [31].
En el pasado, cominmente se utilizaban drogas como ciclofosfamida, mefalan y

clorambucil para la quimioterapia [32]. Cuando se introdujo el cisplatino a la préctica



clinica, se demostrd que la terapia basada en platino generaba una respuesta favorable.
A finales de 1990, se empez0 a utilizar la combinacion de cisplatino con paclitaxel
como tratamiento adyuvante durante las etapas avanzadas [33].

Aunque casi el 80% de las pacientes con COE en etapas avanzadas responden a
enfoques terapeuticos estandar (los cuales incluyen debilitamiento tumoral seguido de
quimioterapia con carboplatino y paclitaxel), la recurrencia ocurre en casi todos los
casos (mediana 15 meses después del diagnostico) [4, 34].

Actualmente, 60-80% de las pacientes con etapas avanzadas responden a la
combinacion de quimioterapia basada en taxanos y platino mostrando remision clinica
completa mientras que el 20-30% presenta resistencia intrinseca a platino y la
enfermedad continta a pesar del tratamiento [35].

Pacientes con mutaciones en los genes BRCA1/2 se consideran mas sensibles a la
quimioterapia; por tal motivo, el uso de inhibidores de PARP como olaparib pueden
ser usados en la clinica [36].

Se sabe ademas que, la resistencia a platino adquirida por células de cancer de ovario
A2780 se acompafia por la sobreregulacion significativa de los genes de la
metiltransferasa de ADN 1 (DNMT1) y de la Metiltransferasa de ADN 3B (DNMT3B),
sugiriendo que los inhibidores de DNMT pueden ayudar a revertir la resistencia a
platino [37]

1.6 El microambiente en el cancer de ovario

En la mayoria de los casos de COE, existe metastasis en la cavidad abdominal,
independientemente del subtipo histolégico [38]. La interaccion dinamica de las celulas
transformadas con el microambiente Unico del tumor peritoneal no sélo influye sobre
la progresion tumoral, sino que también resulta en la evolucion de otros eventos
genéticos y epigenéticos que impactan profundamente en el resultado de la enfermedad
y en la respuesta a la terapia [39].

Los tumores son tejidos complejos compuestos por células tumorales, asi como un
estroma que consiste en vasos sanguineos y linfoides, nervios, fibroblastos, y proteinas
de la matriz extracelular, células endoteliales, pericitos y células del sistema inmune

(Figura 2). Todo este conjunto conforma el microambiente tumoral [40].



De este modo, el microambiente tumoral puede tener un efecto diferencial en la
poblacion clonal diversificada de las células cancerosas, y en el caso del cancer de
ovario la produccién de liquido ascitico (LA) [41] es una complicacion comun [42].
Este microambiente tumoral tiene una compleja interaccion con la carcinogénesis y la
progresion en COE [3].

Ovarian tissue

Basement
membrane

Endothelial cell
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Pericyte
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., Tumorcell <& » Tumorepithelial o Fibroblast «T8% associated
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Figura 2. Un modelo esquematico ilustrativo de la metastasis de cancer de ovario en el
microambiente tumoral [41].

1.6.1 Produccién de liquido ascitico (LA) y transicion epitelio mesénquima (TEM)
Una caracteristica Unica del CaOv es su redireccion hacia la cavidad abdominopélvica
como sitio de metastasis, facilitado por el flujo del fluido natural que ahi se encuentra;
las células se unen preferentemente al mesotelio que cubre todos los 6rgano presentes en
la cavidad abdominopélvica, incluyendo el omento, el peritoneo abdominal y el ovario
contralateral [43-45]. Las células mesoteliales son pre-condicionadas por el secretoma
de las células de cancer para inducir la expresion de multiples proteinas, permitiendo asi
la formacion de un nicho idoneo para el crecimiento de las células malignas [46]. La

presencia de células tumorales en la cavidad abdominopélvica se asocia frecuentemente
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con la acumulacion de liquido ascitico (en un 35% de las pacientes) [47]. Durante las
etapas avanzadas de este tipo de cancer, frecuentemente se presenta exceso de liquido
ascitico producido, sin embargo, en algunos casos se ha presentado en etapas tempranas
[48]. Se cree que el LA crea un microambiente permisivo especifico donde las células
de cancer pueden sobrevivir y diseminarse [49].

El LA o ascitis se define como la acumulacion de liquido en la cavidad peritoneal [50].
La ascitis contiene factores de crecimiento y otros componentes de la matriz extracelular
producida por leucocitos infiltrados en el tumor y células mesoteliales activadas no
cancerosas [51]. Asi mismo, el LA es rico en agentes solubles que participan en la
angiogénesis y en la proliferacion de células de cancer de ovario, incluyendo
angiogenina, factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), interleucina 6 (IL-6)
y quimiocinas MCP-1, GRO-1 e IL-8 ([52]. Ademas, el LA es capaz de suprimir
reacciones inflamatorias peritoneales, incluyendo la inhibicion de NF-kB vy la
sefializacién del factor nuclear de células T activadas (NFAT) en células T asociadas a
tumor [53]. ElI LA puede también interactuar con células mesoteliales peritoneales
normales promoviendo asi su proliferacién y migracion, inhibiendo la apoptosis de las
células de cancer [54].

El LA se desarrolla debido al incremento en la permeabilidad vascular y mesotelial y al
incremento de fluido con alto contenido proteico en la cavidad peritoneal de las pacientes
con COE. La sefalizacion celular que se generan en los tumores en crecimiento se
concentran en el LA, y cambian dindmicamente de acuerdo al subtipo de la enfermedad,
etapa y grado, asi como entre las pacientes. En el tumor seroso de alto grado, el LA
promueve la invasividad tumoral y sobrevida e inhibe la apoptosis llevando a la
quimioresistencia [55][56]. La alta concentracion de proteinas y el incremento en la
produccion de citocinas proinflamatorias contribuyen a la acumulacion del LA, lo cual,
finalmente induce un estado de inmunosupresion [57-59]. También, el LA es rico en
lipidos bioactivos, tal como el &cido lisofosfatidico, que se sabe es producido por las
células tumorales y que en altos niveles lleva a una sefializacion aberrante y a la
activacion de vias proinflamatorias y de proliferacion, asi como a la transactivacion de
receptores tirosina cinasa que a su vez contribuyen al incremento en la produccion del

acido lisofosfatidico (LPA) y otros factores de crecimiento y citosinas [59,60]. Ademas,



el LA puede contener células malignas flotantes individuales o agrupadas (esferoides),
macrofagos y otras células inmunes que en conjunto contribuyen al fenotipo maligno del
CaOv [55].

La transicion epitelio mesenquimal (TEM) es un programa de plasticidad epitelial que
se lleva a cabo durante el desarrollo, la curacion de heridas, y en el mantenimiento de
las células troncales [61]. Las caracteristicas principales incluyen pérdida de la adhesion
celular, reorganizacion del citoesqueleto, pérdida de la polaridad celular y un cambio de
expresion génica de epitelio a mesénquima (Figura 3) [61]. La proliferacion excesiva de
las células epiteliales y la angiogénesis son marcadores del inicio y crecimiento
temprano de los canceres epiteliales primarios [40]. Los controles genéticos y
mecanismos bioquimicos que subrayan la adquisicion del fenotipo invasivo y la
subsecuente diseminacion sistémica de células cancerosas han sido objeto de
investigacion intensa. En muchos de esos estudios se ha propuesto a la activacion de la
TEM como el mecanismo critico de adquisicion de fenotipos malignos por las células
epiteliales de cancer [62].
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Figura 3. Vias de sefalizacion de la TEM [63].



Recientemente, Toledo-Leyva observé que en la linea celular SKOV-3, derivada de un
adenocarcinoma de ovario, se presentan cambios morfolégicos cuando las células se
estimulan con el LA de COE [64]. Ensayos de western blot utilizando anticuerpos
dirigidos contra los marcadores de TEM revelaron que las células estimuladas con LA
presentan ausencia de E-cadherina y elevada vimentina, a diferencia de las células en
medio de cultivo normal, que muestran la expresion de E-cadherina y bajos niveles de
vimentina, lo cual indica que el estado TEM esta ocurriendo de manera basal en las
células sin estimular y que el LA de COE es capaz de potenciar la diferenciacion hacia
el fenotipo mesénquima en esta linea celular [64].
Muchas de las vias para que ocurra la TEM se activan por sefializacion extracelular
(Figura 3), resaltando asi la importancia del microambiente tumoral para la induccion de
la TEM. Algunas de las vias criticas para la activacién son TGF-B, receptores tirosina
cinasas (RTKSs), integrinas, WNT, NOTCH, Hedgehog (HH), factor inducible por
hipoxia la (HIFla), y JAK/STAT (Figura 3). En algunas de estas vias, la fucosilacion
es muy importante; de hecho, en un estudio realizado por Shaul y colaboradores [65] se
identificaron enzimas metabolicas claves para la transicion epitelio mesénquima, entre
las que se encuentran enzimas de la via biosintética de hexosaminas, lo cual no es de
sorprender, dado que las proteinas N-cadherina y fibronectina, que se alteran durante la
TEM, se encuentran glicosiladas. Asi, el estudio de proteinas glicosiladas con funciones
primordiales en céancer podria abrir la posibilidad de desarrollar nuevos blancos
terapelticos o biomarcadores en cancer.

2. Biomarcadores en cancer: Reguladores transcripcionales
Los biomarcadores son moléculas que indican la presencia de una enfermedad, sustentan
un pronostico o dan seguimiento a la misma por cambios en su concentracion o
funcionamiento. Aun se carece de un biomarcador idéneo para el diagndstico temprano
de cancer de ovario; sin embargo, la evaluacion de genes como BRCA1 y BRCA2, o de
proteinas como CA125 y HE4, ha generado resultados clinicos favorables [66].
El cancer surge de alteraciones genéticas que invariablemente llevan a programas
transcripcionales desregulados [67]. Esos programas pueden causar que esas células de
cancer se vuelvan altamente dependientes de ciertos reguladores de expresion génica

[67]. La desregulacion génica es un “hallmark” del cancer; por ello, el peso del fenotipo
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del tumor, incluyendo aquéllos que afectan la progresion clinica y la respuesta a terapia,
esta regulado por la version desregulada de programas transcripcionales que operan en
las células tumorales [67]. Por tanto, las proteinas que estan involucradas en el control
transcripcional, se consideran como blancos atractivos para una nueva generacion de
farmacos que afecten sus funciones y, de este modo, a los programas que ellas gobiernan
[67].

Existe una gran variedad de reguladores transcripcionales alterados en cancer, muchos
de los cuales controlan procesos que favorecen la progresion y metéstasis del cancer,
como ejemplo la proteina Snail, importante durante la transicion epitelio mesénquima
[68].

Los complementos de las alteraciones genéticas que colaboran para transformar una
célula normal en una neoplasica exhiben un alto grado de especificidad de tejido, lo cual
conlleva a la obtencion de moléculas especificas de un tumor especifico (p. ej.,
TMPRSS2-ERG en cancer de prostata, alteraciones del locus TCR en tumores malignos
de celulas T) [69]. Ademas, muchas vias de sefializacidn oncogénicas requieren
contextos de la cromatina especificos de cada célula (por ejemplo, la activacién de
NOTCHL1 en células T pero no en células B en leucemia o la activacion de EZH2 en
células B pero no en T en linfoma [67]). Debido a que muchos programas de
diferenciacion especificos de tejido persisten en células tumorales, es claro que el cancer
surge de un juego intercolaborativo de eventos oncogénicos que son adquiridos durante
la formacion del tumor. Conocer més acerca de reguladores transcripcionales en cancer
de ovario, podria generar herramientas Utiles para el diagndstico, tratamiento o para el
conocimiento de la biologia del tumor. Por ello, la informacion sobre la proteina

PHF20L1, la cual es un regulador transcripcional, sera presentada a continuacion.

3. PHF20L1
3.1.1 Caracteristicas generales de la proteina
La Proteina 20 similar a la proteina 1 con dominio PHD, PHF20L1 por sus siglas en
inglés (PHD finger protein 20-like 1) es una proteina que contiene dos dominios tudor y
que tiene 21 isoformas [70]. El gen que codifica a la proteina PHF20L1 se ubica en el

cromosoma 8 humano [71]. Es un regulador transcripcional que se encuentra presente
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en bajos niveles en casi todos los tipos celulares, del cual se conocen alrededor de 21
isoformas distintas, generadas por splicing alternativo y de las cuales 3 de ellas son las
que se expresan. No se conoce acerca de las modificaciones postraduccionales de la
proteina. En cuanto a su glicosilacion, no hay antecedentes, con excepcion de los
nuestros, que indican que es una proteina fucosilada (Alberto Aguilar, Tesis de Maestria,
2016) [72]

3.1.2 Estructura y dominios

Como se muestra en la fig. 4, la proteina cuenta con algunos dominios caracteristicos
como son MBT (Malignant Brain Tumor), 2 dominios Tudor, un dominio DUF3776, y
un dominio de dedos de Zinc tipo PHD.

El dominio DUF se refiere a un dominio de funcion desconocida, debido a que no ha
sido caracterizada. Existen mas de 3000 dominios DUF que se diferencian por una
numeracion después de las siglas DUF. Su importancia radica en que estan altamente
conservados y se cree que son requeridos unicamente bajo ciertas condiciones [73].

La funcion del repetido MBT es desconocida también, sin embargo, se encuentra en un
cierto nimero de proteinas nucleares [74]. Se sabe que proteinas que contienen este
dominio son producto de grupo de genes policomb (Complejo de proteinas que pueden
regular la cromatina) y estan implicadas en represion transcripcional de genes del
desarrollo [74]. Ademas, la desregulacion de proteinas con dominio MBT se ha asociado
con varios fenotipos de enfermedades como los tumores neurolégicos [74].

El dominio Tudor también es conservado; originalmente se identificé como una region
de 50 aminodacidos encontrado en una proteina de Drosophila Ilamada precisamente
Tudor. En humanos, su estructura es una hoja B anti paralela que consiste de 5 cadenas
beta que reconoce arginina dimetilada [75].

Por ultimo, el dominio PHD-type zinc finger participa principalmente en la unién a la
histona H3 metilada [76].
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Figura 4. Estructura y dominios de las isoformas de PHF20L1. En orden
descendente, en funcion del peso molecular, se encuentran esquematizadas las 3
isoformas conocidas de PHF20L1; de lado izquierdo en el recuadro se indica la variante
de splicing y su correspondiente isoforma. Adicionalmente, se esquematiza algunas
modificaciones en proteinas que pueden ser reconocidas por los dominios presentes en
PHF20L1 (Lys-Me de H4: Monometilacion en lisina de histona 4; R-Me2: Dimetilacion
en residuos de arginina; Lys-Me de DNMT1: Monometilacién en lisina de la ADN
metiltransferasa 1; Lys-Me de H3: Monometilacién en lisina de Histona3). El cuarto
esquema representa los sitios probables de glicosilacion que puede sufrir la proteina.

3.1.3 Funciones principales conocidas de PHF20L 1

Este factor transcripcional puede tener interaccion con diferentes proteinas (Tabla 1).
Una de las primeras interacciones reportadas de PHF20L1 es con una metiltransferasa,
la DNMT1 (enzima que agrega grupos metilo al ADN hemimetilado durante su
replicacion). Se sabe que la proteina PHF20L1 por medio del dominio MBT lee y
controla los niveles enzimaticos de DNMT1, ya que al unirse a la lisina 142 metilada de
la enzima previene su degradacién proteosomal [77]. Sabemos que la metilacion del

ADN es un proceso fundamental durante la division celular en mamiferos y es
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responsable del mantenimiento de la integridad del genomay ademas regula la expresion
génica [78]. Por tanto, la interaccién de estas dos proteinas puede ser importante en el
silenciamiento epigenético [77].

Como se mencion6 anteriormente, en cancer de ovario se han realizado estudios que
demuestran que la resistencia al tratamiento con carboplatino y cisplatino esta

fuertemente relacionada con el incremento en la metilacion del ADN [79].

3.1.4 Participacion de PHF20L1 en cancer

En CaOv, no hay reportes de la participacion de esta proteina, sin embargo, en cancer
de mama ha sido ampliamente estudiada, donde se ha encontrado que PHF20L1 se
sobreexpresa en cancer de mama [80] y que se asocia con un mal prondstico y una menor
sobrevida en las pacientes con esta patologia. Asi mismo, la disminucion de la expresién
de esta proteina por knock-down (KD) resulta en la inhibicion de la proliferacion celular
en lineas celulares de cancer de mama [80]. Ademas, se sabe que existe relacién entre
estos dos tipos de cancer, de hecho, una historia familiar de cancer de mama u ovario en
primer grado incrementa el riesgo de CaOv [81]. Por ello, es probable que esta proteina
tenga una implicacion importante en nuestro modelo de estudio.

Recientemente se ha reportado que, asi como PHF20L1 se une a DNMT1, también es
capaz de unirse a otra proteina, denominada Sox2 (por sus siglas en inglés: Sex
determining Region Y-box 2) [82]. Sox2 es una proteina clave presente en células
totipotenciales y se asocia frecuentemente a cancer [83]. La union de PHF20L1 con Sox2
impide la ubiquitinacion y subsecuente protedlisis de Sox2 [82]. Es importante
mencionar que la expresion abundante de Sox2 esta altamente correlacionado con el
teratoma ovarico inmaduro [84]. Sin embargo, a la fecha, no hay informacion del estado
fucosilado de la proteina PHF20L1 ni de la importancia de la funcion de PHF20L1 en

cancer de ovario.
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Tabla 1. Lista de prediccién de proteinas que pueden tener interaccién con PHF20L1 [87].

APP Funciona como un receptor de superficie celular que participa en funciones

fisioldgicas en las neuronas, importante para el desarrollo neuronal y la adhesion

neuronal

DNMT1 Metila residuos CpG

CASP10 Involucrada en la activacion de la cascada de caspasas responsables de la ejecucion

de la apoptosis.

CD14 Actia via MyD88, TIRAP y TRAF®6, llevando a la activacion de NF-kappa-B,

secrecion de citocinas y respuesta inflamatoria

Cul3 Componente central de complejos de la proteina Ubiquitin ligasa E3 que median la

ubiquitinacién y degradacion proteosomal de proteinas blanco

FOXK2  Regula positivamente la sefializacion WNT/beta-catenina traslocando proteinas DVL

al ndcleo

HDAC1 Responsable de la desacetilacion de residuos de lisina en la parte amino terminal de
histonas (H2A, H2B, H3 and H4). Inhibe la actividad transcipcional de NF-kappa-B

KATS8 Acetiltransferasa de histonas la cual puede estar involucrada en activacion

transcripcional

KDM1A Desmetilay estabilizaa DNMTL1. Efector de la represion transcripcional mediada por
SNAI1 de E-cadherina/CDH1, CDN7 y KRT8. Requerida para el mantenimiento del
estado silenciado de los genes blanco de SNAIL, E-cadherina/CDH1 and CDN7

TERT Modula la sefializacion Wnt. Juega un importante papel en la angiogénesis y en la

apoptosis

WWP1 Ubiquitina y promueve la degradacion de SMAD?2 en respuesta a la sefializacion TGF-

beta, la cual requiere interaccion con TGIF.
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LIN9 Actla como un supresor tumoral. Inhibe la sintesis de ADN. Su habilidad para inhibir

la transformacién oncogénica es mediada a través de su asociacion con RBL1.

MTA1 En conjunto con otros componentes de NuRD, actia como un correpresor
transcripcional de BRCA1, ESR1, TFF1 y CDKNZ1A. Estimula la expresion de Wntl

inhibiendo la expresién de su correpresor transcripcional SIX3.

4. Antecedentes directos

En nuestro laboratorio, Villegas-Pineda y colaboradores [85] encontraron que en CaOv,
el proceso de fucosilacion se ve afectado; sin embargo, en ese momento no se conocia
qué proteinas se estaban afectando por esta modificacion postraduccional. Durante mi
proyecto de maestria se identificaron por medio de cromatografia de afinidad y
espectrometria de masas (MALDI-TOF) 7 proteinas fucosiladas presentes en células
SKOV-3 estimuladas y no estimuladas con ascitis de pacientes con CaOv, de las cuales
5 se encontraban presentes en mayor cantidad bajo el estimulo del liquido ascitico
(KRT10, IFFO1, PHF20L1, IGHV1-2 y ZNF224) y 2 més se encontraban disminuidas
(BRPF1 y DTNA), en comparacion con células incubadas en medio de cultivo normal
[86]. A lafecha no existen reportes acerca del estado de fucosilacion de estas proteinas.
Los resultados obtenidos sugieren que el microambiente tumoral genera cambios que
pueden llevar a la sobreregulacion o desregulacion de la fucosilacion en las proteinas y
que estos cambios podrian estar favoreciendo el desarrollo del tumor.

El resultado de la busqueda sobre las interacciones principales conocidas de la proteina
PHF20L1, en las bases de datos, se encuentran las que se presentan en la tabla 1. Es
importante resaltar que algunas de estas proteinas tienen implicacion en la via de
sefializacion WNT. Esta via como se mencion6 con anterioridad participa en la TEM.
Ademas, regula procesos como migracion, polaridad y organogénesis durante el
desarrollo embrionario y por supuesto, en cancer [88]. Respecto a este Gltimo, hay
estudios realizados que denotan cierto impacto de la metilacion del ADN en la
tumorogénesis conducida por WNT. Estos estudios dicen que una disminucién en la
proteina Mbd2, la cual se une a CpG metilado, disminuye la formacion tumorogénica

atenuando la via WNT [88]. La proteina Mbd2 es un represor transcripcional que recluta
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histonas desacetilasas y metiltransferasas [89]. Otras proteinas a las cuales se asocia
PHF20L1 son DNMT1 y HDAC1 [88]; de esta ultima se sabe que inhibe la actividad
transcripcional de NF-k3, que a su vez regula la expresion de Snail, via mecanismos
transcripcionales y postranscripcionales [90]. Snail, es un efector de la TEM.

Con base en estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo es medir la expresion de
la proteina en células de cancer de ovario (in vivo e in vitro), evaluar su funcién y su

participacion en algunos procesos celulares del CaOv.
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Justificacion

El cancer de ovario (CaOv) es el méas agresivo de las malignidades ginecoldgicas. El liquido
ascitico, presente en un porcentaje importante de pacientes con cancer de ovario, se acumula
en la cavidad abdominopélvica y crea un microambiente permisivo especifico donde las
células de cancer pueden crecer, proliferar y diseminarse.

Los reguladores transcripcionales desempefian un papel importante en el fenotipo del tumor
y consecuentemente en la progresion y la respuesta al tratamiento. Las proteinas que estan
involucradas en el control transcripcional se consideran blancos atractivos para una nueva
generacion de farmacos que afecten sus funciones y de este modo, a los programas que ellas
gobiernan.

PHF20L1, es un regulador transcripcional que ha sido muy poco estudiado; sin embargo, se
ha detectado su expresion y fucosilacién en células SKOV-3 estimuladas con liquido
ascitico de pacientes con cancer de ovario. Debido a esto, el estudio de la expresion de esta
proteina, en células de cancer de ovario expuestas 0 no expuestas al microambiente del
cancer de ovario, podria ayudar a entender su funcién y con esto generar estrategias para

interferir con el crecimiento y metastasis de células tumorales.
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Hipotesis

PHF20L1 se expresa mayormente en tejido tumoral de pacientes con cancer de ovario y
en células SKOV-3 bajo el estimulo con ascitis de CaOv. En consecuencia, su expresion

elevada afecta funciones esenciales para el fenotipo tumoral.

Objetivos
a. General
Analizar el papel de PHF20L1 en cancer de ovario

b. Especificos

. Analizar la expresion de PHF20L1 en cortes de tejido tumoral de cancer de ovario

epitelial.

. Evaluar la expresion del mensajero y de la proteina PHF20L1 en células SKOV-3 por

efecto del LA.
Identificar proteinas que interaccionan con PHF20L1 y confirmar alguna(s) de las

interacciones para inferir su posible funcién en el cancer de ovario.

. Analizar el efecto del silenciamiento de PHF20L1 en migracion e invasion de células

SKOV-3.
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VI.  Materiales y métodos

Muestras biologicas

Los liquidos asciticos y los cortes de tejido embebidos en parafina, se obtuvieron por personal
médico del Instituto Nacional de Cancerologia, de acuerdo al protocolo aprobado por los
Comités de Etica en Investigacion y de Investigacion-con No. INCAN/CC/134/09 (CB/549/09)
bajo la asesoria de la Dra. Dolores Gallardo Rincon, previa firma de autorizacion de la Carta de

Consentimiento Informado por cada una de las pacientes.

Un total de 33 laminillas con cortes de tejido tumoral embebidos en parafina fueron utilizadas
en este proyecto, de las cuales 29 correspondieron a cortes de tejido tumoral de pacientes con
diferentes subtipos histologicos de céncer epitelial de ovario (Tabla 2), mientras que 2
correspondieron a cancer cervicouterino y cancer de mama. Adicionalmente, se incluyeron dos
controles de tejido ovarico con apariencia normal adyacente a tumor, los cuales se contemplaron
como control de tejido libre de cancer.

Por otra parte, se obtuvieron 11 LAs obtenidos de pacientes diagnosticadas con cancer de ovario
epitelial, cuyas caracteristicas se mencionan en la Tabla 3, que se utilizaron para el tratamiento
de linea celular SKOV-3 (ver adelante). Los liquidos asciticos se centrifugaron a 108 x g durante

10 min y el sobrenadante libre de células se almacend a -70°C hasta su utilizacion.
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tumoral fueron empleados en este proyecto.

Caracteristicas N=29
Edad (Afos)
Promedio + DE 49 + 10.65
Mediana (Rango) 50 (28-67)

CA 125 (U/mL)

Promedio + DE
Mediana (Rango)

1097.18+ 1515.6
365 (11.4-5958)

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer de ovario cuyos cortes de tejido

Etapa clinica % (n/N)
1A 6.9 (2/29)
IC 3.45 (1/29)
A 6.9 (2/29)
B 3.45 (1/29)
lnic 58.6 (17/29)
IVA 13.8 (4/29)
VB 6.9 (2/29)

Histologia % (n/N)
SPAG 55.17 (16/29)
SPBG 6.9 (2/29)
Endometrioide 20.68 (6/29)
Células claras 13.8 (4/29)
Mucinoso 3.45 (1/29)

SPAG:

Seroso Papilar de Alto Grado

SPBG:

Seroso Papilar de Bajo Grado
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer de ovario cuyos liquidos asciticos

fueron empleados en este proyecto.

Caracteristicas N=11
Edad (Afos)

Promedio + DE 57+9.9

Mediana (Rango) 55 (43-73)

CA 125 (U/mL)

Promedio + DE 2781.71+ 2760.741
Mediana (Rango) 2225.55 (570.5-13730.2)
Etapa Clinica % (n/N)

1C 40 (5/10)

IVA 10 (1/10)

VB 50 (5/10)

Histologia

SPAG 90 (10/10)
Endometrioide 10 (1/10)
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Lineas celulares y condiciones de crecimiento

Se utilizo la linea celular de referencia SKOV-3 (ATCC HTB-77) para los experimentos in vitro.
Adicionalmente, algunas lineas celulares fueron empleadas con fines comparativos en el
desarrollo de este trabajo: OVCAR-3 (ATCC HTB-161), MCF7 (ATCC HTB-22) y BT20
(ATCC HTB-19).

El modelo SKOV-3 se ha utilizado previamente en nuestro laboratorio como se describe [15].
Brevemente, las células SKOV-3 se cultivaron en medio de cultivo McCoy 5A (Corning, 10-
050-CVR) (15 ml) complementado con suero bovino fetal al 10% (Corning, 35-010-CV) a 37
°C y 5% de COq2. El cultivo se hizo crecer hasta que las celulas alcanzaron un 75% de
confluencia. Luego, se descart6 el medio para la posterior adicion de ascitis (15 mL). Las células
se mantuvieron bajo el estimulo de ascitis a 37 °C y CO2 al 5% durante los periodos indicados.
Las células que se mantuvieron en el medio se utilizaron como control. El cultivo de OVCAR-
3 se hizo crecer en medio de cultivo RPMI 1640 (Corning 10-004-CM) complementado con
suero bovino fetal al 10% e insulina bovina (Millipore 10516). El cultivo se hizo crecer hasta
que las células alcanzaron un 75% de confluencia. Luego, se descartd el medio para la posterior
adicion de ascitis (15 mL). Las células se mantuvieron bajo el estimulo de ascitis a 37 °C y CO2
al 5% durante 24 o 48 h. Las células que se mantuvieron en medio se utilizaron como control.
Las células MCF7 y BT-20 se crecieron en medio de cultivo RPMI complementado con suero

fetal bovino al 10%. Las células se mantuvieron a 37 °C y CO2 al 5%.

Silenciamiento de PHF20L1

Para lograr el silenciamiento de PFH20L1 se utilizd una mezcla comercial de RNAs
interferentes (siRNAs) (SC-77673, Santa Cruz Biotechnology), siguiendo el protocolo que se
sugiere en la hoja técnica. Brevemente, 80 000 células SKOV-3 fueron sembradas por cada pozo
en una placa de 24 pozos, utilizando medio McCoy 5A y SFB al 10%. En un volumen de 300
uL de medio McCoy sin SFB se prepar6 una dilucion de siRNAs con 2 uL de turbofect para
cada condicion (Thermo Fisher Scientific R0532). La reaccion se resuspendio y se dejo reposar
20 min. El medio con SFB de las células SKOV-3 que previamente ya habian alcanzado una
confluencia del 90% fue descartado y se hicieron 3 lavados con medio sin suero para eliminar
remanentes del suero. Se adicion6 cuidadosamente la reaccion previamente preparada y se dejo

hacer efecto en las células por 16 h. Se probaron tres concentraciones de siRNAs (20, 40 y 60
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pmol), de las cuales se selecciond, mediante corroboracién de la disminucion de expresion de
la proteina por inmunofluorescencia, la mas baja para los ensayos posteriores. Después de que
el silenciamiento se llevod a cabo, las células se colocaron en medio de cultivo McCoy 5A o0 en
ascitis, segun fuera el caso. Los ensayos funcionales adicionales se realizaron dentro de las 48

horas subsecuentes al tratamiento con los sSiRNAs.

Inmunohistoquimica

Los tejidos embebidos en parafina se utilizaron para realizar estudios por la técnica de
inmunohistoquimica. El protocolo aplicado para el procesamiento de las muestras fue el
siguiente: se desparafinaron los tejidos, para lo cual se incubaron toda la noche a 50 °C. A la
mafiana siguiente, se colocaron en xilol (5 min, 3 veces), y en soluciones con concentracion
decreciente de etanol (100, 95, 90, 85, 80 %; 30 seg en cada una). Se procedio a realizar la
recuperacion antigenica utilizando un amortiguador de citratos y calentando las laminillas a
121°C por 20 min. Se lavé con PBS 1X durante 3 veces por 5 min cada uno. Se hizo el bloqueo
de peroxidasa enddgena incubando la laminilla en una solucion de peréxido de hidrégeno
durante 1 h a temperatura ambiente. Se lavd 5 veces con PBS 1X. Se realiz6 el bloqueo
utilizando PBS-leche al 10% por 1 h a temperatura ambiente. Después de los lavados
correspondientes, se colocd el anticuerpo primario anti-PHF20L1 (Sigma-Aldrich HPA028417)
en una dilucion 1:100 (PBS 1X-SFB 10%) y se incubo toda la noche a 4 °C. A la mafiana
siguiente se lavd la laminilla 5 veces con PBS 1X 'y se coloco el anticuerpo secundario anti-lgG
de conejo conjugado a Peroxidasa de rabano (HRP, horse radish peroxidase) en dilucién 1:100.
Se incubd durante 2 h a temperatura ambiente. Se hicieron los lavados correspondientes y para
revelar la reaccion se colocé el substrato diaminobencidina (Invitrogen, Nimero de catalogo
002020) incubando por 5 min. Finalmente, se realiz6 la contratincion con hematoxilina y se

procedi6 a fijar las laminillas para su observacion al microscopio optico.

Para la cuantificacion de la intensidad y cantidad de células positivas se utilizo el programa

QuPath (https://github.com/qupath). La determinacion de la sefial positiva fue asignada por el

software y existen 3 niveles de intensidad de sefal, las cuales son: ligeramente positivas (+1),
moderadamente positivas (+2) y fuertemente positivas (+3); las zonas sin tincion fueron

catalogadas como negativas (Neg).
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Adicionalmente, para la realizacion de las curvas de supervivencia, se calculé el valor del score
inmunoreactivo para cada una de las laminillas [91]. Para este analisis, se toma en cuenta el
porcentaje de células positivas (A) y la intensidad de la sefial (B), finalmente el resultado del
valor de A multiplicado por el valor de B, el cual se encuentra en un rango del 0-12 nos permite

determinar si la expresion es negativa, ligera, moderada o fuerte.

Incubacién de células SKOV-3 con LA de pacientes con COE

Para la obtencion de proteinas, los cultivos celulares de SKOV-3 con una confluencia del 90%
en cajas de cultivo T-75, se incubaron con 15 ml de LA, previamente descongelado y
atemperado, durante los tiempos indicados (24 o 48 h). La incubacion se realizé a 37 °C con
5% de COs.

Como condicion control se utilizaron células mantenidas en medio de cultivo convencional.

Obtencidn de proteinas

Las células se centrifugaron a 108 x g durante 10 min a 4 °C para empastillarlas y se lavaron
agregando 1 ml de PBS 1x estéril y se centrifugaron a 21 255 x g durante 10 min a 4 °C; se
lavaron 3 veces bajo las mismas condiciones. Se retir6 el PBS y se agregaron 200 ul de
amortiguador de lisis (Tris-HCI 5 mM, EDTA 2 mM y Nonidet P-40 al 1%) con inhibidores de
proteasas y fosfatasas (1 ug/ml de aprotinina y leupeptina, 1 mM de PMSF, NaF, y Na2VOa).
Se dej6 reposar por 30 min en hielo, después las células se sometieron a 3 ciclos de vortex/hielo
(1 min/3 min respectivamente). A continuacion, se sonicd de la forma siguiente: 5 seg de
sonicado por 5 seg de reposo en hielo durante 1 min a una potencia de 200 W. Posteriormente,
se centrifugd a 21 255 x g durante 10 min a 4 °Cy se colect6 el sobrenadante. La concentracién
de proteinas se determiné utilizando el Kit DC Protein assay (Bio-Rad, No. Cat. 500-0114) de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Extractos proteicos totales de células SKOV-3 (50 ug), se sometieron a SDS-PAGE
unidimensional al 10% de acrilamida, de acuerdo con el protocolo descrito por Laemmli (2011).
El corrimiento inici6 aplicando 80 V durante 20 min aumentando el voltaje a 120 V durante 1 h
aproximadamente. El corrimiento electroforético se realiz6 por duplicado y uno de los geles se
transfirid a una membrana de nitrocelulosa (MNC) para posteriormente realizar ensayos de
western blot (WB), mientras que el otro se tiiid con el kit “Silver Stain Plus” (BIORAD, No. de

Cat. 161-0462 al 64), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Western Blot

Después de la SDS-PAGE, se realizo una electrotransferencia de las proteinas del gel a una
MNC utilizando amortiguador de transferencia (10% amortiguador de corrida 10X, 20% de
metanol, 70% de agua miliQ). La electrotranferencia se llevé a cabo durante toda la noche a
25V en agitacion. La membrana se bloqued con TBS-T/leche al 5% durante 1 h a temperatura
ambiente en agitacion. Se lavo 5 veces durante 10 min con TBS-Tween 0.5% en agitacion
constante en cada ocasion. El anticuerpo primario anti-PHF20L1 (HPA028417, Sigma-Aldrich)
en dilucion 1:2000 con TBS-T/leche 1% se incub6 durante toda la noche a 4 °C en agitacion. A
la mafiana siguiente, se realizaron los lavados correspondientes y se incubd con el anticuerpo
secundario anti-1gG de conejo conjugado a HRP en dilucion 1:10000 durante 1 h a temperatura
ambiente en agitacion. Se realizaron los lavados y finalmente se revel6 en el equipo C-digit para
obtener una imagen digital. Se utilizd un anticuerpo anti-ERK total (sc-94, Santa Cruz

biotechnology) como control de carga en una dilucién 1:5000.

Inmunofluorescencia

Células SKOV-3, adheridas a laminillas de vidrio se sometieron a diferentes condiciones de
tratamiento. Al finalizar, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% por 1 h a 37 °C. Se
lavaron 3 veces con PBS 1x filtrado y se permeabilizaron con una solucion de 0.2% de Triton
X-100 en PBS 1x por 15 min a temperatura ambiente y en agitacion. Se lavaron 3 veces con
PBS 1x filtrado y se bloquearon con SFB al 10% por 1 h a 37 °C. Se adiciono el anticuerpo
primario en una dilucion 1:100 en PBS 1x, y se incubaron toda la noche a 4 °C en camara

hameda. Al siguiente dia se lavaron tres veces con PBS 1x. Se coloc6 el anticuerpo secundario
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anti-conejo TRITC (ab50598, Abcam) y se incubd durante 1 h a 37 °C bajo proteccion de la luz.
Se adicion6 Vectashield con DAPI (No. Cat. H-1200) y la laminilla se montd sobre un
portaobjeto. Las muestras ya montadas se almacenaron a -20 °C con proteccion de la luz hasta
su observacidn, la cual se realiz6 en un microscopio confocal Carl Zeiss LMS 700. Para el

analisis de las muestras se uso el software (ZEN 2012, Carl Zeiss Microscopy).

Inmunoprecipitacion

A partir de 2 mg de proteina se afor6 a 1 mL con agua miliQ. Se agito 6 veces, con ciclos
vortex/hielo (1 min c/u). Se preaclaro el lisado afiadiendo 30 pL de la proteina G agarosa sin
diluir. Se incub6 2 h a 4 °C en agitacion constante. De manera simultanea se procesaron 100 pL
de proteina G agarosa adicionando 50 pL de albumina al 2% (albumina/PBS, W/V). El tubo de
proteina G mas albimina al 2% se dejo en agitacion a 4 °C toda la noche. El tubo con los 30 uL
de la proteina G agarosa se coloco en hielo y se dejo precipitar durante 30 min. El sobrenadante
se colocé en otro tubo eppendorf. Al sobrenadante, se le agregaron 40 pL del anticuerpo y se
incubd toda la noche a 4 °C en vortex. Se agregaron 100 pL de proteina G agarosa previamente
bloqueada con albdmina al 2% y se incubd durante 2 h a 4 °C en agitacion. Se dej6 precipitar
30 min en hielo. El sobrenadante se desechd y el precipitado se lavo agregando 1 ml de
amortiguador de lavado (Tris 50 mM, NaCl 50 mM, EDTA 50 mM, NP40 1%) previamente
enfriado. Se agitd 1 min y se dejo precipitar durante 30 min en hielo. Se retird cuidadosamente
el sobrenadante para no absorber las perlas de la proteina G-agarosa. Los lavados se repitieron
5 veces. Se elimind el amortiguador de lavado y se agregaron 20 pL de amortiguador de muestra
2x. Se hirvié durante 5 min y se centrifug6 a 15616 x g durante 2 min. El sobrenadante se separo

y se someti0 a electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS al 7.5% o al 10%.

Espectrometria de masas

Las bandas de interés obtenidas de un gel de electroforesis en una dimension se enviaron, para
su identificacion, a la Unidad de Proteémica del CINVESTAV. Para este procedimiento se
utilizo el equipo NanoAcquity Synapt G2S1. Este andlisis se realizo con el apoyo del M. en C.
Emmanuel Rios Castro, responsable del equipo.

En breve, los fragmentos de gel resultantes se digirieron enziméaticamente de acuerdo con el

protocolo modificado de Shevchenko A., et al [92]. Posteriormente, se cargaron péptidos
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tripticos en la precolumna Symmetry C18 Trap V / M (Waters, Milford, MA); 180 pm X 20
mm, tamafo de poro de 100 A °, tamafio de particula de 5 um desalado utilizando como fase
movil A, acido formico (FA) al 0,1% en H20 y fase movil B, FA al 0,1% en acetonitrilo (ACN)
bajo el siguiente isocratico gradiente: 99,9% de fase movil A 'y 0,1% de fase mévil B a un flujo
de 5 pL.min-1 durante 3 min. Luego, los péptidos se cargaron y separaron en una columna HSS
T3 C18 (Waters, Milford, MA); 75 um X 150 mm, tamafio de poro de 100 A °, tamafo de
particula de 1,8 um; utilizando un UPLC ACQUITY M-Class (Waters, Milford, MA) con las
mismas fases moviles bajo el siguiente gradiente: 0 min 7% B, 30,37 min 40% B, 32,03-35,34
min 85% B, 37-47 min 7% B a un caudal de 400 nL.min-1y 45 ° C. Los datos de los espectros
se adquirieron en un espectrémetro de masas con ionizacion por electropulverizacion (ESI) y
separacion por movilidad iénica (IMS) Synapt G2-Si (Waters, Milford, MA) utilizando un
enfoque de adquisicion independiente de datos (DIA) a través del modo HDMSE (Waters,
Milford, MA). La pagina de sintonia para la fuente de ionizacion se establecio con los siguientes
parametros: 2,75 kV en el capilar del muestreador, 30 V en el cono de muestreo, 30 V en el
desplazamiento de la fuente, 70 ° C para la temperatura de la fuente, 0,5 Bar para el gas de nano
flujo y 120 L.hr-1 para el flujo de gas de purga. Se adquirieron dos cromatogramas
(cromatogramas de baja y alta energia) en modo positivo en un rango de m / z 50-2000 con un
tiempo de barrido de 500 ms. No se aplicé energia de colisidon para obtener el cromatograma de
baja energia, mientras que para los cromatogramas de alta energia, los iones precursores se
fragmentaron en la transferencia utilizando una rampa de energia de colision de 19-55 V.
Archivos * .raw generados que contienen espectros de MS y MS/MS se deconvolucionaron y
compararon utilizando el software ProteinLynx Global SERVER (PLGS) v3.0.3 (Waters,
Milford, MA) con una base de datos Homo sapiens * .fasta invertida (descargada de Uniprot,
secuencias de proteinas 73099, ultima modificacién el 27 de junio de 2018) concatenada con su
base de datos invertida. Los parametros del flujo de trabajo fueron: tripsina como enzima de
corte y se permitié una escision perdida; carbamidometilo (C) como modificacion fija y
amidaciéon (término N), desamidacion (N, Q), oxidacion (M), fosforilo (S, T, Y) como
modificaciones variables. Tolerancia automatica de péptidos y fragmentos, coincidencias
minimas de iones de fragmentos por péptido: 2, coincidencias minimas de iones de fragmentos
por proteina: 5, coincidencias minimas de péptidos por proteina: 1y una tasa de descubrimiento

falso (FDR) <4%. Todas las identificaciones tuvieron un porcentaje >95% de confiabilidad
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(Protein AutoCurate green). Synapt G2-Si se calibré con [Glul] -Fibrinopéptido, [M + 2H] 2 +
=785,84261 a 1,5 ppm.

Obtencion de RNA

A partir de una caja de cultivo T-75 en confluencia, células SKOV-3 tratadas con LA o medio
fueron tratadas para la obtencion de ARN. EI LA o medio se descarto, para adicionar 4 ml de
Trizol (Invitrogen, No Cat. 15596-98) previamente atemperado y a continuacion estos
volimenes se transfirieron a tubos eppendorf, se homogenizo y se incub6 durante 5 min a TA
para completar la disociacion de los complejos. Se adicionaron 200 pl de cloroformo por cada
ml de Trizol seguido de vortex durante 3 min. A continuacion, se centrifugo la muestra a 3904
X g durante 15 min a 4 °Cy se recupero la fase acuosa formada. A partir de entonces se trabajo
con ella. Se adicionaron 500 ul de isopropanol por cada ml de Trizol usado antes y se incub6
durante 10 min a TA. Nuevamente, la muestra se centrifugd a 3904 x g durante 10 min a
temperatura ambiente para obtener un precipitado correspondiente al ARN. El sobrenadante se
descartd y el ARN se lavé con etanol al 75% y se centrifugo a 1328 x g. Finalmente, se dejo
secar la pastillay se resuspendio en agua libre de RNAsas. se incubd durante 15 min a 55-60 °C

para promover la solubilizacién y se almacend hasta su uso a -70 °C.

Retrotranscripcion acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
Primeramente, se obtuvo el cDNA utilizando el kit First Strand cDNA (Thermo Scientific, No.
Cat. K1612). Brevemente, se mezcla lo equivalente en volumen a 5 pug de RNA con 15-20 pmol
de Oligo (dT) 18 y se lleva a un volumen final de 11 pl. Se incuba 5 min a 65 °C. Posteriormente
se adiciona el buffer de reaccidn, el inhibidor de la RNAsa (20 U), la mezcla de los dNTPs y la
enzima transcriptasa reversa M-MuLV (40 U). Se lleva a un volumen final de 20 uL. Para la
sintesis de ADNCc cebado con oligo (dT) 18, se incuba durante 60 min a 37 ° C. El paso siguiente
fue la obtencion del amplificado correspondiente al RNAmM de PHF20L1 mediante PCR
utilizando oligonucleotidos iniciadores especificos (Oligo Sentido
ACCCTGCCAAGATTGAAGCA,; Oligo antisentido GCTGCTTTGACTAAAGCTAT) y el kit
PCR Master Mix (Thermo Scientific, No. Cat. K0171).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Primer paso (1 ciclo): Temperatura 94 °C, 5 min
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Segundo paso (35 ciclos): Temperatura 94 °C, 45 s

Temperatura Gradiente, 45 s

Temperatura 72 °C, 1 min/kb

Tercer paso (1 ciclo): Temperatura 72 °C, 7 min

Como control se utilizé la amplificacion de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) (Oligo Sentido 5> - CAAGGTCATCCATGACAACTTTG - 3’; Oligo antisentido 5’
— GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG - 3).

Analisis de ciclo celular mediante citometria de flujo

Las células SKOV-3 se despegaron de la caja de cultivo utilizando tripsina (25-051-Cl, Corning)
previamente atemperada. La reaccion de tripsinizacion se detuvo utilizando suero fetal bovino
10% en medio McCoy. Las células se empastillaron a 244 x g durante 10 min a temperatura
ambiente. Se descartd el sobrenadante y las células se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron
durante 10 min a 244 x g temperatura ambiente. Este paso se repitié una vez mas. Las células
se fijaron utilizando metanol al 33%. Se dejaron a 4 °C durante toda la noche. A la mafiana
siguiente, las células se lavaron con PBS 1X y se incubaron con el anticuerpo primario anti-
PHF20L1 (dilucién 1:100 en PBS 1X/SFB 3%) durante 1 hora a TA. Se realizaron 5 lavados
con PBS 1X y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado a
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) en dilucion 1:100 durante 1 h a temperatura ambiente,
protegido de la luz. Adicionalmente, se incubaron con 20 pL de yoduro de propidio (1 mg / mL)
(P3566 Thermo Fisher Scientific) durante 1 h a 37 °C en la oscuridad para marcar el DNA. El
contenido relativo de DNA en las células se analizd6 con un BD FACSCalibur ™ (Becton
Dickinson®) basado en fluorescencia roja, y la cuantificacién de cada etapa del ciclo celular se

realizé con el software Flowjo X.

Ensayo de Cierre de herida

Para estos ensayos se utilizaron placas de 24 pozos en las cuales se sembraron 100 000 células
SKOV-3 por pozo en medio McCoy suplementado con suero fetal bovino al 10%. Las
condiciones correspondientes a células mantenidas en medio de cultivo convencional, células
bajo el estimulo de ascitis o células con el knock down de PHF20L1 se establecieron previo a la

realizacién de la herida. Las células se trataron con mitomicina C a una concentracién de 0.02
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mg / ml (M4827 Sigma-Aldrich) durante 2 horas a 37 °C para detener la proliferacion celular.
Posterior al tiempo indicado se descart6 la mitomicina C. Para la realizacion de la herida se
utiliz6 una punta blanca. La herida se realizé en forma de cruz en el centro del pozo, esto con el
fin de llevar un mejor seguimiento de la zona a evaluar al momento del registro fotogréfico.
Para cada condicion, después de la realizacion de la herida se lavo con medio sin suero para
descartar a las células que se desprendieron por el procedimiento. El cierre de la herida se siguio

durante 48 horas y se tomaron los registros fotograficos correspondientes.

Ensayo de invasion celular

Para estos ensayos, se sembraron 350 mil células SKOV-3 por pozo en placas de 24 pozos
utilizando medio McCoy suplementado con suero fetal bovino al 10%. Se establecieron las
condiciones correspondientes a células mantenidas en medio de cultivo convencional, células
bajo el estimulo de ascitis 0 células KD de PHF20L1. Una vez realizado el silenciamiento y
mantenido toda la noche, a la mafiana siguiente las células se despegaron y se contabilizaron
para su posterior resiembra en cadmaras transwell de una placa de 6 pozos. En la cAmara superior,
una hora antes de la resiembra se colocaron 600 pL de matrigel, dilucion 1:3 con medio McCoy
sin suero y se dejo gelificar en la incubadora hasta su uso. Por cada condicion, se sembraron
300 mil células e inmediatamente se agregd medio suplementado o ascitis, segun
correspondiera. Transcurridas 6 h, una vez que las células estaban completamente adheridas al
matrigel, el medio o ascitis de la cAmara superior fue sustituido por medio McCoy sin suero y
en la camara inferior se coloc medio suplementado con suero fetal bovino al 20% o la ascitis
correspondiente. Se dejaron transcurrir 24 h y una vez completado el tiempo, la cdmara superior
fue descartada al igual que el medio o ascitis de la caAmara inferior. Inmediatamente se agrego
1.5 mL de azul de metileno y se dejé reaccionar el colorante durante 15 minutos. Se hicieron
dos lavados con PBS 1X y a continuacion se realizo el conteo del total de las células que se
encontraban en la cdmara inferior. Adicionalmente, 20 campos por condicion fueron registrados
fotograficamente. Los ensayos se realizaron por triplicado y se graficé el nimero total de

células.
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Ensayo de proliferacién celular

Para el desarrollo de este ensayo, se utilizaron células SKOV-3 en las condiciones
correspondientes previamente establecidas. Para el desarrollo de estos ensayos se utilizd el
reactivo MTT (M6494, Thermo Fisher Scientific) y se siguio el procedimiento segun indica la
casa comercial.

Las células se trataron con 20 uL. de MTT (5 mg / mL en 1X PBS, Sigma®) por 4 h. Se utilizd
vehiculo (DMSO al 0.5% en 1X PBS, v / v) como control negativo. A continuacion, se retird el
medio de cultivo y se midi6 el formazan, producido por las células, a 590 nm en un lector de
microplacas (Modelo 680, Bio-Rad). La viabilidad celular se calculé de la siguiente manera: %
de viabilidad celular = (Muestra absoluta / Control absoluto) * 100 y anélisis de regresion

(porcentaje de supervivencia frente a concentracion logaritmica), respectivamente.

Red de interaccion

Para el andlisis de interaccion de PHF20L1 se utiliz6 la base de datos STRING [93], la cual nos
permitio realizar una red de interacciones probables, donde se consideran interacciones
conocidas e interacciones previstas. Las interacciones incluyen asociaciones directas (fisicas) e
indirectas (funcionales); dichas interacciones surgen de la prediccion computacional, de la
transferencia de conocimientos entre organismos y de interacciones agregadas de otras bases de

datos (primarias).

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad Prism 5. La comparacion entre
la condicién control y la condicion problema se evalu6 mediante la prueba de t student. La
comparacion entre grupos se realizd6 mediante la prueba de ANOVA. Los ensayos in vitro se
realizaron por triplicado, y el promedio de éstos junto a la desviacion estandar correspondiente
se incluyé en las graficas. Las diferencias significativas se muestran y corresponden a * p< 0.01,
** p<0.001, ***p<0.0001.

Los ensayos de correlacién para determinar el estado de fucosilacion de PHF20L1 se
determinaron mediante el coeficiente de Pearson y el valor de pse reportdo en la tabla

correspondiente. Para los ensayos de correlacion entre la expresién de PHF20L1 y los datos
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clinicos de las pacientes se utilizo la prueba de Spearman y el valor de p se reportd en las tablas
correspondientes.

La supervivencia se analiz6 mediante el método de Kaplan-Meier. Los criterios de valoracion
del estudio fueron la supervivencia global (SG) y la supervivencia libre de progresion (SLP).
La duracion de la SLP fue desde el momento del diagndstico hasta la progresion de la
enfermedad o la recaida. La SG se definié como la duracion desde el momento del diagnostico
hasta la muerte o el Gltimo seguimiento. Los datos de supervivencia de pacientes vivos sin

progresion o los que fallecieron por otra enfermedad fueron censurados.

34



VIl. Resultados

La alta expresion de PHF20L1 correlaciona con la presencia de cancer en cortes de tejido

tumoral de cancer de ovario epitelial

Previamente, la proteina PHF20L 1 se identificd en extractos proteicos de células SKOV-
3 que estuvieron bajo el estimulo de ascitis, sin embargo, no se habia analizado la expresion de

la proteina en tejido tumoral. Por lo anterior, se analiz6 su expresion en diferentes tejidos

Figura 5. Histologia de ovario libre de cancer. Tincion con H&E de un corte de tejido de ovario libre
de tumor. Se muestran dos campos diferentes correspondientes al mismo tejido, ambos a una
magnificacion de 20X. En el panel izquierdo se observa la zona correspondiente al epitelio y estroma del
ovario. En el panel derecho se visualiza una zona altamente vascularizada donde se pueden observar
arterias y venas, lo cual corresponde a la médula.

Se inici6 el estudio analizando por la técnica de Hematoxilina y Eosina (H&E), la
estructura casi intacta del epitelio del ovario, asi como zonas correspondientes al estroma
ovarico y la médula, donde se resalta la presencia de arterias y venas, en un corte de tejido

ovarico sin cancer (Figura 5).
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Se procedié enseguida a la deteccion de PHF20L1 por inmunohistoquimica y los resultados

obtenidos se analizaron mediante el software QuPath (https://github.com/qupath). La

clasificacion obtenida por la diferencia en intensidad de color consiste en tinciones catalogadas
como ligeramente positivas (1+), moderadamente positivas (2+) y fuertemente positivas (3+);

adicionalmente se reportaron aquellas zonas sin tincion (Neg) (Figura 6).

Figura 6. Imagen representativa de la asignacion de células positivas y negativas. Se muestra la
imagen del tejido numero 6 asi como un ejemplo de la clasificacién obtenida por la diferencia en
intensidad de color. En un mismo tejido se observan tinciones catalogadas como ligeramente positivas
(1+), moderadamente positivas (2+) y fuertemente positivas (3+); también se observan zonas sin tincion
(Neg). Para la cuantificacién de la intensidad y cantidad de células positivas se utilizé el programa
QuPath (https://github.com/qupath).

Se analizaron un total de 29 cortes de tejido tumoral de ovario y dos tejidos libres de cancer, asi
como un corte de tejido correspondiente a tumor de mama y otro correspondiente a cancer
cervicouterino (Figura 7; Tabla 3; Figura suplementaria 1). Se observé una alta expresion de
la proteina en todas las regiones que contienen células con alto contenido citoplasmico y nlcleos
grandes, que se podrian considerar como las zonas mas irregulares del area de tejido analizado
(Figura 7, Figura 8; Tabla 4). En algunas muestras es posible observar una sefial altamente
positiva localizada en el nucleo mientras que otras células presentan una sefial positiva en el

citoplasma (Figura 8). La muestra etiquetada como nimero 27 no es positiva en su mayoria
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(solo el 30%), pero si lo es en una region del tejido donde se observan células de tamarfio y
morfologia distinta a lo observado en la mayor parte del tejido (Tabla 4; Figura 9). La muestra
numero 27 (Figura 9) es la Unica en la cual se pudo observar una estructura del tejido ovarico
similar a un ovario sano, tal como lo vimos en la primer laminilla, tefiida con Hematoxilina y
Eosina de la Figura 4. Del total de las muestras analizadas, casi el 80% presentaron una elevada

expresion de la proteina (Tabla 4; Figura 10).
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Subtipos histolégicos de cincer de ovario epitelial

Teiido libre de cancer

10X

20X

40X
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Figura 7. Iméagenes representativas de la expresion de PHF20L1 en cortes de tejido tumoral de
pacientes con cancer de ovario epitelial. En la primer y segunda columna se muestran iméagenes de los
tejidos que se tomaron como control por ser tejidos libres de cancer (H1 y H2). En las columnas
subsecuentes se muestran 5 de los 29 cortes analizados, correspondientes a 5 pacientes diferentes. Las
imagenes mostradas se observan a las 3 diferentes amplificaciones analizadas, 10X, 20X y 40X. Todas
las imagenes van acompafadas de su correspondiente tincion con H&E. La sefial positiva se detecta en
diferentes tonalidades de color marrén. Los nucleos se ven en color morado y el citoplasma en
tonalidades de rosa.

SPBG: Seroso papilar de bajo grado; SPAG: Seroso papilar de alto grado; E: Endometrioide; CC: Células
claras; M: Mucinoso. La etapa clinica de cada tejido también fue anexada, inmediatamente después del
subtipo histolégico.
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Figura 8. Imagenes representativas de la expresion de PHF20L1 a nivel de citoplasma o nucleo en
dos cortes de tejido tumoral de pacientes con cancer de ovario epitelial. En el panel A) se muestra
una imagen y suampliacion de una zona (recuadro) donde se resalta la expresién de la proteina PHF20L1
tanto en citoplasma como en nucleo. En el panel B) se muestra una imagen y su ampliacion de una zona

(recuadro) la expresion de la proteina principalmente a nivel nuclear.
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Figura 9. Imégenes del tejido numero 27. Se muestran 3 imagenes obtenidas del tejido identificado
como numero 27, donde se observa el area positiva para la deteccion de PHF20L 1. Las dos imagenes
superiores y la imagen inferior izquierda se tomaron a una ampliacion de 10X, mientras que la imagen
inferior derecha corresponde a una ampliacion 20X.
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Tabla 4. Porcentaje de células positivas a la expresion de la proteina PHF20L1.

Cdodigodela 9% de células Codigodela % decélulas  Cddigodela % de células

muestra positivas muestra positivas muestra positivas
H1 10.66 10 98.43 21 98.06
H2 21.12 11 75.08 22 91.11
1 93.92 12 94.26 23 75.45
2 93.94 13 94.22 24 93.11
3 84.59 14 58.48 25 94.42
4 56.13 15 93.22 26 99.44
5 68.17 16 92.24 27 29.88
6 96.53 17 95.99 28 70.25
7 44.04 18 99.40 29 88.55
8 87.53 19 48.44 CaMama 91.19
9 95.57 20 61.63 CaCuU 97.31
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60.00 @© © © 9
©

© = Controles
40.00 o,
) <30%
20.00 ©© = >30%<60%
0.00 m >60%<90%
0 10 20 30 40 = >90%

Figura 10. Analisis de la expresion de PHF20L1 en tejido de pacientes con cancer de ovario. En el
panel izquierdo se representa el porcentaje de células positivas a la sefial que detecta a PHF20L1 en los
ensayos de inmunohistoquimica. En el panel derecho, se graficaron las 33 muestras analizadas en funcion
del porcentaje de positividad obtenido.

Los resultados obtenidos mediante inmunohistoquimica fueron utilizados para realizar
un analisis de correlacion de Spearman (Tabla 5). No se encontro correlacion entre la expresion

de PHF20L1 y las variables clinicas analizadas. Sin embargo, para el caso de los niveles de
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CA125 se encontrd una ligera correlacion negativa con la baja expresién de PHF20L1 (un valor

positivo 0 negativo mayor a 0.5 es considerado como correlacion).

Tabla 5. Andlisis de correlacion de Spearman entre la expresion de PHF20L1 mediante IHQ y
datos clinicos de las pacientes.

Expresion Spearman r
de PHF20L1
en SKOV-3

Edad Etapa CA125 SLP SG
Clinica

Expresion 0.1336 -0.2294 -0.2719 -0.1517 -0.0665
PHF20L1
95% C. I.
Ligera 0.294 -0.27 -0.4793 0.1675 0.33
Expresion
95% C. I.

Moderada -0.1069 -0.2104 0.01281 -0.1527 -0.299
Expresion
95% C. I.

Alta -0.1306 0.007537 0.2027 -0.1536 -0.2112
Expresion
95% C. I.
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Figura 11. Curvas de supervivencia libre de progresion y supervivencia global. Se
esquematizan los datos correspondientes a la curva de supervivencia con respecto a la expresion
de PHF20L1, la cual se agrupa en ligera, moderada o alta, segun el valor del Score
inmunoreactivo (ISR) calculado.

Ademas, cuando se calculd el score inmunoreactivo, donde se toma en cuenta tanto la intensidad

de la sefial como el niumero de células positivas a la tincion, los dos tejidos libres de tumor
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fueron catalogados como negativo y ligeramente positivo. Esto indica que, en tejido tumoral de
pacientes con cancer de ovario, se observa un incremento que se presenta como una expresion
que va de ligera a elevada. Tomando en cuenta este valor (del score inmunoreactivo), se
realizaron dos curvas de Kaplan-Meier tanto para estimar la supervivencia de progresion como
para evaluar la supervivencia de las pacientes en funcion de la expresion de PHF20L1 (Figura
11). Los resultados sugieren que una expresion alta de PHF20L1 correlaciona con un periodo
libre de progresion mas corto, en comparacion con las pacientes, cuyos tejidos tuvieron una
expresién menor de la proteina, donde el tiempo de progresion es mayor. Para el caso del anlisis
con respecto a la supervivencia global, podemos notar, de manera similar, que existe una
tendencia de las pacientes con una mayor expresion de la proteina a tener un tiempo menor de
supervivencia. La SG fue mas corta en pacientes con sobreexpresion de PHF20L1 que en
aquéllas con baja expresion de PHF20L1 (33 meses frente a 83 meses, p = 0,1993). La SLP
disminuyd en pacientes con un nivel de PHF20L1 elevado en comparacion con los pacientes
que tenian un nivel de PHF20L1 relativamente bajo (17 meses frente a 22 meses, = 0,4513).

Con base en este analisis, se puede observar que la mayoria de las muestras analizadas contienen
una expresion que va de media a alta (Figura 7-9; Tabla 4), en relacion con el porcentaje de

expresion de PHF20L1. Se realiz6 una busqueda digital acerca de la expresion de PHF20L1 en

diferentes tejidos sin cancer. The Human Protein Atlas ( https://www.proteinatlas.org/ ) reporta
que la expresion de esta proteina en ovario libre de cancer es baja, y sélo se expresa en células
del estromay en células foliculares. Las muestras que nosotros analizamos y que son etiquetadas
como H1y H2, muestran una ligera expresion de PHF20L1 en el estroma ovarico asi como en
las células endoteliales que forman la pared de los vasos sanguineos (Figura 7), sin embargo su
expresion no supera mas del 20% de positividad en las células analizadas (Tabla 4). Con base
en los resultados obtenidos y en lo reportado en The Human Protein Atlas, donde se menciona
que la expresion de PHF20L1 en un ovario sano es baja y se limita a las células foliculares y
estromales, es posible sugerir que en el tejido de cancer de ovario hay una sobre expresion de la
proteina.

Recordemos que entre las funciones del estroma celular del ovario se encuentra la produccion
de factores angiogénicos, proteasas, factores de crecimiento, proteinas que regulan la respuesta
inmune y otras moléculas de sefializacion. Sin embargo, en el caso de las muestras tumorales

que se analizaron, vemos que la sefial presente en el estroma es casi indetectable y al contrario
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se concentra fuertemente en las células que podrian corresponder a células tumorales. Esto nos
hace preguntarnos acerca del papel que desempefia PHF20L1 y si la ausencia de la proteina
afecta significativamente el funcionamiento celular. Estas preguntas se abordaron mediante

ensayos adicionales in vitro.

El liquido ascitico modifica los niveles de expresion de PHF20L1 en células SKOV-3.

La literatura indica que PHF20L1 tiene al menos 3 isoformas que se expresan con diferente peso
molecular: 115, 66 y 37 kDa. Dado que el liquido ascitico es capaz de modular la expresion
proteica y con ello el fenotipo celular en células de cancer de ovario [57], se analizo si la
expresion de PHF20L 1 y sus isoformas era modulada por el microambiente del cancer de ovario.
Conociendo la heterogeneidad de los componentes de la ascitis, se utilizaron 10 diferentes
liquidos asciticos de pacientes con COE en cultivos de células SKOV-3 para evaluar su efecto
sobre la expresion de la proteina PHF20L1 en la linea celular. Los cultivos se mantuvieron
durante 24 o 48 h de estimulo con ascitis. Como condicion control se utilizaron las células

SKOV-3 incubadas en medio de cultivo convencional.
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Figura 12. Patrdn de expresion de las isoformas de PHF20L1 en células SKOV-3 estimuladas con
ascitis de pacientes con cancer de ovario. Se realizaron ensayos de western blot por triplicado para el
andlisis de la expresion de PHF20L1 en presencia de medio de cultivo (M) o de ascitis de los pacientes
(A1-A10) y se muestra una imagen representativa. Como control de carga se utilizé ERK total.

Mediante ensayos de western blot se analizo la expresion de las 3 isoformas de la proteina (115,
66 y 37 kDa; denominadas como isoforma a, isoforma b e isoforma c, respectivamente) (Figura
12). Se observé que la expresion en la condicion control es baja y que sélo se expresa la isoforma
b, la cual es mas evidente a las 48 h, donde ademas se puede ver la expresion de la isoforma c.
Bajo el estimulo de ascitis, la expresion de todas las isoformas incrementa en casi todos los
liquidos asciticos (Figura 12). A las 24 h podemos observar a las 3 isoformas mientras que a las
48 h la expresion de la isoforma a, desaparece o disminuye significativamente. Los ensayos se
hicieron por triplicado y se hizo un analisis semi-cuantitativo al graficar la intensidad de pixeles

de cada banda detectada (Figura 13).
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Figura 13. Analisis estadisticos de la
expresion de PHF20L1 mediante
Western blot. Se realiz6 el analisis
estadistico en el programa Graph Pad.
Se muestran 3 gréaficos
correspondientes a la isoforma a, b, ¢
expresadas a las 24 0 48 h en el control
y con estimulacion con ascitis. Las
diferencias significativas se muestran
y corresponden a * p< 0.01, **
p<0.001, ***p<0.0001.
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Se realizd un analisis de correlacion de Spearman utilizando variables clinicas obtenidas de los
expedientes de las pacientes con cancer de ovario. Los resultados se encuentran en la Tabla 6.
Se encontrd que la expresion de la isoforma a de PHF20L1 correlaciona positivamente con la
edad y negativamente con la supervivencia libre de progresion y supervivencia global. De forma
similar, la isoforma b muestra una correlacién negativa con la supervivencia libre de progresion.

Todos los datos mencionados son estadisticamente significativos.

Tabla 6. Analisis de correlacion de Spearman entre la expresion de PHF20L1 mediante western
blot y datos clinicos de las pacientes
Expresién de PHF20L1 en SKOV-3 | Spearman r

Edad | Etapa Clinica CAl125 SLP SG

24 h de estimulacién con ascitis

Isoforma a 0.8008 | 0.315 -0.224 -0.783 | -0.648
95%C. I.
Isoformab 0.383 | 0.315 -0.176 -0.6 -0.2606
95% C. I.
Isoforma c -0.174 | -0.201 -0.491 0.133 | 0.127
95% C. I.

48 h de estimulacion con ascitis
Isoforma a 0.26 -0.05 -0.73 -0.46 -0.2
95% C. I.
Isoformab 0.244 | 0.422 -0.37 -0.45 | -0.394
95% C. I.
Isoforma c 0.592 | 0.382 -0.139 -0.45 -0.455
95% C. I.

Asi mismo, mediante ensayos de inmunofluorescencia se analizé la localizacion subcelular de
la proteina y su expresion en lineas celulares de cancer de ovario (SKOV-3 y OVCAR-3) asi
como en lineas celulares de cancer de mama (BT-20 y MCF7) (Figura 14). Se observé que la

localizacion subcelular de la proteina corresponde al citoplasma principalmente, aunque
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también esta presente en el nicleo de algunas células. La expresion de PHF20L1 en varias lineas
celulares de cancer y particularmente en células SKOV-3 mantenidas en medio de cultivo
convencional es baja, mientras que cuando se estimula con ascitis (en células SKOV-3) la
expresion incrementa considerablemente, tal y como lo veiamos mediante los ensayos de
western blot. En el caso de las células OVCAR-3 el incremento en la expresion de PHF20L1 no
es tan evidente en todos los liquidos asciticos empleados, pero si se observa un ligero aumento
en comparacion con las células no estimuladas con ascitis. Estos resultados fueron comparados
con ensayos de western blot realizados en extractos de celulas OVCAR-3 estimuladas y no
estimuladas con 3 diferentes liquidos asciticos durante 24 y 48 h (Figura 15). Aunque no se
observan cambios significativos, dado que estos ensayos no se hiceron por triplicado, hay un
ligero incremento en la expresion de las isoformas de la proteina, sobre todo de la isoforma a,
sin embargo, a las 48 h no se presentan los cambios que previamente habiamos observado que
suceden con la linea celular SKOV-3, esto es, no observamos una regulacion negativa en la
expresion de la isoforma a, al contrario, vemos que se mantiene en todos los casos. La isoforma
¢ parece disminuir su expresion en la mayoria de las muestras de células estimuladas con ascitis.
El LA 07 es el que muestra un mayor incremento de la expresion de las isoformas a 'y b de la
proteina a las 24 h de estimulacién. La expresion de PHF20L1 en células SKOV-3 se visualiz6
mediante inmunofluorescencia utilizando 9 diferentes liquidos asciticos (Figura 16), mientras
que en el caso de las células OVCAR-3 se analizaron 5 diferentes ascitis mediante
inmunofluorescencia (Figura 17). Los resultados sugieren que, tal como sucede en SKOV-3,
en el caso de OVCAR-3 también se incrementa la expresion de la proteina por efecto del liquido
ascitico. La localizacion subcelular en células SKOV-3 es tanto a nivel de citoplasma como de

ndcleo.
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SKOV-3 SKOV-3 OVCAR-3 OVCAR-3

Medio Ascitis Medio Ascitis MCF7 BT20
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PHF20L1 PHF20L1
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Figura 14. PHF20L1 se expresa de manera basal en diferentes lineas celulares de cancer. Por
inmunofluorescencia se analizé la distribucion subcelular y la expresion de PHF20L1 en SKOV-3 y en
OVCAR-3 y en dos lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y BT-20). En rojo se observa a la
proteina en el panel superior y el panel inferior indica la mezcla de nucleos (azul), y la proteina (rojo) y
la mezcla de colores junto al campo claro.
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Figura 15. Analisis de la expresion de las isoformas de PHF20L1 en células OVCAR-3 estimuladas
con ascitis de pacientes con cancer de ovario. Se realizaron ensayos de western blot para el analisis de
la expresion de PHF20L1. Como control de carga se utilizd ERK total (Panel izquierdo).
Adicionalmente, se realiz6 un andlisis densitométrico del resultado de western blot (Panel derecho).

52



53



Figura 16. Expresion de PHF20L1 en células SKOV-3 bajo el estimulo de 9 ascitis diferentes.
Inmunofluorescencias de células SKOV-3 que se estimularon con diferentes liquidos asciticos durante
24 h (Panel A) o0 48 h (Panel B). En rojo se observa a la proteina y en azul los nicleos.
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Mﬁdlo Ascitis

Figura 17. Expresion de PHF20L1 en células OVCAR-3 bajo el estimulo con 5 ascitis diferentes.
Inmunofluorescencias de células OVCAR-3 que se estimularon con diferentes liquidos asciticos durante
24 h. En rojo se observa a la proteina y en azul los ndcleos.

La proteina PHF20L1 se identificé originalmente por su estado de fucosilacion como resultado
de la estimulacion de las células SKOV-3 con liquido de ascitis. Por ello, se evalu6 el estado
fucosilado de la proteina en células SKOV-3 asi como en la linea celular OVCAR-3, con
estimulo y sin estimulo de ascitis (Figura 18) utilizando varios liquidos asciticos. La mayoria de
los liquidos asciticos provenientes de pacientes con cancer de ovario indujo la fucosilacién de
la proteina en células SKOV-3 (se probaron 10 diferentes liquidos asciticos, aunque no se
muestran todos). Con el fin de conocer si el efecto de los liquidos asciticos sobre el estado de
fucosilacion era un proceso generalizado, se analizo también el efecto de estos LAs en otra linea
celular de cancer de ovario, OVCAR-3. Los resultados mostraron que PHF20L1 también se
fucosila y que ademas el incremento en su expresion bajo el estimulo con ascitis parece ser
mayor incluso que en las células SKOV-3 (Figura 18). El coeficiente de correlacion de Pearson
indica que la proteina PHF20L1 se encuentra fucosilada, tanto en SKOV-3 como en OVCAR-
3, esto cuando las lineas celulares son estimuladas con ascitis de pacientes con cancer de ovario.

Este Gltimo dato es de interés dado que, como se mencioné antes, PHF20L1 fue analizada y
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encontrada a partir de un enriquecimiento de proteinas fucosiladas. Por tal motivo era

importante corroborar, al menos de manera indirecta, que se trata de una proteina fucosilada.

RROYS OVCAR-3
Nucleo-DAPI
Medio Medio PHF20L1-TRITC
Ascitis Ascitis
Coeficiente de Pearson (rp)
SKOV-3 OVCAR-3
Medio Ascitis Medio A2 A8 A9

PHF20L1 0.27459 0.67679  0.27459 0.0128 0.535 0.64968

Figura 18. Analisis de correlacion entre PHF20L1 y la fucosilacion. Se muestran los resultados de
inmunofluorescencia resaltando los puntos de colocalizacion indicados en color amarillo. En la tabla
inferior se puede ver el valor de correlacion de Pearson para cada condicién analizada. Se observan
nucleos (azul), fucosilacion (verde) y la proteina (rojo).

Con estos resultados es posible concluir que el liquido ascitico induce cambios en la expresion
de isoformas de la proteina PHF20L1 y que ademas induce la fucosilacion de esta proteina.
Adicionalmente, observamos que hay una expresion basal en lineas celulares de cancer de
mama. Interesantemente, la isoforma a muestra una correlacion negativa con la supervivencia
libre de progresion y la supervivencia global, lo cual podria sugerir que esta isoforma es
importante en el fenotipo maligno del cancer de ovario y que PHF20L1 se asocia a un mal
prondstico de esta patologia. Sin embargo, hasta este momento, no conociamos la funcion e

implicacion de esta proteina en el cancer de ovario.
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PHF20L1 interacciona con diferentes proteinas dependiendo del estimulo con LA.
Confirmacion de alguna(s) de las interacciones para inferir su posible funcién en el cancer
de ovario.

Con el fin de lograr una mejor comprension de la posible funcién de PHF20L1 durante el
desarrollo del cancer de ovario se decidi6 analizar con cuales proteinas interacciona en ausencia
0 en presencia del estimulo de ascitis durante 24 h, tiempo en el cual se expresan mayormente
todas las isoformas de la proteina.

Se realizé un ensayo de inmunoprecipitacion (IP) utilizando el anticuerpo comercial dirigido
hacia la proteina PHF20L1 de humano junto con extractos proteicos de células SKOV-3
estimuladas con ascitis durante 24 h. Como condicion control, se utilizaron extractos proteicos

de células SKOV-3 mantenidas en medio de cultivo convencional (Figura 19).

IP: anti PHF20L1 WB: Anti PHF20L1

- |-
- -

SKOV-3 /MEDIO SKOV-3 /ASCITIS-01 SKOV-3 /MEDIO SKOV-3 /ASCITIS-01

Figura 19. Imagen representativa del inmunoprecipitado. Panel izquierdo: tincion con plata; panel
derecho: western blot de la fraccion correspondiente al inmunoprecipitado.

El inmunoprecipitado resultante se utilizo para la identificacion, mediante espectrometria de
masas, de las proteinas que se unieron directa o indirectamente con la proteina de interés. Para
este procedimiento se utilizo el equipo nanoAcquity Synapt G2S1 que se encuentra en la unidad
de protedmica del CINVESTAV. Las proteinas identificadas se muestran en la Tabla 7. Las
proteinas encontradas en ambas condiciones se marcaron en verde. EI nimero de proteinas
identificadas, asociadas directa o indirectamente con PHF20L1, fue mayor en la condicion bajo

el estimulo con ascitis, comparado con la condicion control. Los resultados arrojaron la
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identificacion de proteinas que presentan localizacion nuclear y funciones que incluyen la

regulacion del ciclo celular y regulacion transcripcional. Sin embargo, no se logro identificar a

PHF20L1.

Tabla 7. Proteinas identificadas a partir de la inmunoprecipitacion con PHF20L1.

SKOV-3 MEDIO

Histone H2A type 1-J

Histone H4

Vimentin variant 3

Heat shock protein HSP 90-beta
CD2-associated protein

Breast carcinoma-amplified sequence 3

(Fragment)
Caprin-1 (Fragment)

SKOV-3 ASCITIS

Vimentin

Polyubiquitin-B (Fragment)

POTE ankyrin domain family member E
Histone H2A type 1-J

Heat shock protein HSP 90-beta

Histone H2B type 1-H

Caprin-1 (Fragment)

Cilia- and flagella-associated protein 58
CD2-associated protein

Nucleolin

Coiled-coil domain-containing protein 144A
(Fragment)

Uncharacterized protein

Wiskott-Aldrich ~ syndrome  protein  family
member 2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
(Fragment)

Remodeling and spacing factor 1

Rho GTPase-activating protein 23

DnaJ homolog subfamily C member 13

Se realizd una red de interaccion utilizando la base de datos STRING (Figuras 20y 21, paneles

izquierdos). Los resultados muestran a las proteinas identificadas en la condicion control

(Figura 20) asi como en la condicion de estimulacion con ascitis (Figura 21). La red de

interaccion no muestra interacciones conocidas entre la mayoria de las proteinas.
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Figura 20. Red de interaccion y clasificacion de las proteinas identificadas en el complejo proteico
formado durante la inmunoprecipitacion de extractos de células control, con el anticuerpo anti-
PHF20L1.
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Figura 21. Red de interaccion y clasificacion de las proteinas identificadas en el complejo proteico
formado durante la inmunoprecipitacion de extractos de células estimuladas con ascitis, con el
anticuerpo anti-PHF20L1.

Se rrealiz6 un ensayo de co-inmunoprecipitacion para corroborar la interaccion entre PHF20L1
y una de las proteinas identificadas. Se selecciond a la histona 2A (H2A) para hacer un ensayo
de co-inmunoprecipitacion. Esta seleccidn se basé en las siguientes premisas: que parece unirse
tanto en la condicion de estimulo con ascitis y sin estimulo, ya que aparece en los resultados de
identificacion por espectrometria de masas en ambas condiciones; y que cuenta con
modificaciones postraduccionales (puede ser metilada en residuos de arginina) que pueden ser
reconocidas por los dominios TUDOR presentes en PHF20L1. Recordemos que PHF20L1 es

capaz de unirse a proteinas metiladas en residuos de arginina o lisina.



Los resultados mostraron que ambas proteinas interaccionan tanto en la condicién sin estimulo

de ascitis como bajo el estimulo de ascitis (Figura 22).
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Figura 22. Coinmunoprecipitacion- de la Histona 2A con PHF20L1. Se realiz6 una
inmunoprecipitacion (IP) de extractos proteicos totales de células SKOV-3 expuestas y no expuestas a
liquido ascitico utilizando el anticuerpo anti PHF20L1 o anti H2A. La figura muestra, el control de
anticuerpo secundario (derecha) y el resultado de western blot donde se utilizé el anticuerpo anti-H2A,
la cual tiene un peso molecular aproximado de 14 kDa. El recuadro rojo indica las bandas
correspondientes a la deteccion de la histona. Adicionalmente se pueden ver las cadenas pesadas y ligeras
de las inmunoglobulinas.

El hecho de que PHF20L1 interaccione con mayor numero de moléculas en las células SKOV-
3 que fueron estimuladas con liquido ascitico, sugiere que PHF20L1 y dichas moléculas con las
que interacciona podrian tener un papel en el fenotipo maligno de las células de cancer de ovario.
Con base en lo anterior, y conociendo la funcion que las proteinas identificadas desarrollan, es
posible sugerir que PHF20L1 podria participar en procesos biolégicos importantes para el

desarrollo y metéstasis del cancer de ovario.

Se realizaron ensayos de citometria de flujo (Figura 23 y 24) para evaluar a las poblaciones
celulares en las diferentes etapas del ciclo celular, utilizando células SKOV-3 estimuladas y no

estimuladas con ascitis. Los resultados mostraron que hay un aumento del nimero de células
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en fase de sintesis cuando las células son estimuladas con ascitis, esto es, cuando PHF20L1 tiene

mayor expresion.
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Figura 23. Participacion de PHF20L1 en el ciclo celular. Células SKOV-3 mantenidas en medio de
cultivo McCoy 5A (panel a y b) o estimuladas con ascitis (panel ¢ y d) fueron analizadas. A partir de
células fijadas y tefiidas con yoduro de propidio y anticuerpos anti PHF20L 1 (FITC) se realiz6 el ensayo
de citometria de flujo. Los paneles a y ¢ muestran la poblacién celular que se selecciono para el analisis
de incorporacion de yoduro de propidio, en donde se determinaron las poblaciones correspondientes a
células muertas, y células en las fases G0-G1, S 0 G2-M (panel b y d).
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Figura 24. Distribucion comparativa de las células en el ciclo celular en presencia y ausencia de
ascitis. Las barras verdes corresponden a la condicion control y las barras azules a la condicion bajo el
estimulo de ascitis. Nota: no fue posible realizar analisis estadistico por tratarse de resultados obtenidos
de un solo experimento.

Los resultados previamente obtenidos de inmunoprecipitacién y espectrometria de masas
constituyen la base sobre la cual se planted evaluar funciones celulares como la migracion,
invasion y la proliferacion celular, procesos involucrados en forma importante en el fenotipo
tumoral. Para conocer el impacto que la proteina tiene sobre estos procesos celulares, se decidio
obtener un knockdown de PHF20L1. Para ello, se utilizaron siRNAs comerciales para el

silenciamiento de todas las isoformas conocidas de PHF20L1 (Figura 25y 26).
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Ascitis PHF20L1 siRNA siRNA Control
20 pmol 40 pmol 60 pmol 20 pmol

Figura 25. Micrografias de los cultivos que se sometieron al silenciamiento de PHF20L1 en células
SKOV-3. Micrografias de los cultivos celulares que se expusieron a 3 concentraciones diferentes de
siRNAs para el blogueo de la expresion de PHF20L1, asi como el siRNA control. Como controles se
utiliz6 a SKOV-3 en medio (control negativo) y SKOV-3 bajo estimulo de ascitis (control positivo).

Nicleos

PHF20L1 .
Medio Ascitis PHF20L1 siRNA siRNA control
40 pmol

Figura 26. El uso de siRNAs abate la expresion de PHF20L1. Ensayos de inmunofluorescencia para
la deteccion de PHF20L1. Como controles de expresion se utilizo a SKOV-3 en medio (control negativo)
y SKOV-3 bajo estimulo de ascitis (control positivo). En rojo se puede ver la sefial correspondiente a
PHF20L1y en azul a los nucleos. El panel inferior corresponde a la mezcla que incluye el campo claro.
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Figura 27. Micrografias de las heridas visualizadas en una cinética de tiempo. Mediante ensayo de
herida y cierre se determind la migracion celular. Se muestran las imagenes correspondientes a los
diferentes tiempos analizados y bajo el estimulo de dos liquidos asciticos. En ambos casos se utilizé la
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condicién control (SKOV-3 en medio), el control positivo (SKOV-3 en ascitis 04 o 11), ascitis con el
interferente control y ascitis con el interferente de PHF20L1. En ambos casos se graficé el porcentaje de
cierre de la herida. La cinética de tiempo se realizé alas 2, 4, 6, 12, 24 y 48 h. Las lineas blancas delimitan
la herida correspondiente. Para el anélisis del tamafio de la herida se utiliz ImageJ.

En el caso de la migracion celular, los resultados sugieren que el cierre de la herida es mas
rapido en ausencia de la proteina PHF20L1 (Figura 27 y 28), evento que se repite bajo la
condicién de los dos liquidos asciticos empleados. Sin embargo, resulté dificil seguir el cierre
de la herida cuando las células se han incubado con ascitis de pacientes con cancer de ovario ya
que las células suelen dispersarse a lo largo de toda el area que tengan disponible. Los resultados
no muestran diferencias estadisticas significativas, esto es debido a que los tamafios al momento
del cierre de la herida varian considerablemente entre réplicas, sin embargo, en el grafico es
posible observar la tendencia que existe en la disminucion del tamafio de la herida en células
con el KD de PHF20L1 cuando la herida es medida a las 12 h de haber iniciado el experimento.
Los resultados sugieren que la ausencia de PHF20L1 no disminuye la migracion celular, al
contrario, parece ser potenciada. Podria ser posible que la proteina tenga implicaciones en otros

procesos celulares.
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Figura 28. Ensayo de herida y cierre. Mediante ensayo de herida y cierre se determind la migracion
celular. Se muestran dos graficos correspondientes a los dos liquidos asciticos analizados. En ambos
casos se utilizé la condicion control (SKOV-3 en medio), el control positivo (SKOV-3 en ascitis 04 o
11), ascitis con el interferente control y ascitis con el interferente de PHF20L 1. En ambos casos se grafico
el porcentaje de cierre de la herida. Para el analisis del tamafio de la herida se utilizd ImagelJ.

Para el anélisis de la participacion de PHF20L1 en la proliferacion celular, se realizé un ensayo
usando el método de Bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT), el cual
se basa en medir la actividad enzimatica de las células. Los resultados sugieren que la ausencia

de PHF20L1 disminuye ligeramente la proliferacion celular (Figura 29).

Medio
Ascitis
siRNA control

siRNA PHF

0 50 100 150

% de proliferacion celular

Figura 29. Analisis de proliferacion celular. El ensayo de proliferacion celular se realizé mediante el
uso del reactivo MTT. Se utiliz6 la condicion control (SKOV-3 en medio), el control positivo (SKOV-
3 en ascitis 04), ascitis con el interferente control y ascitis con el interferente de PHF20L1. Se graficé el
porcentaje de proliferacion celular.

Los ensayos de proliferacion realizados hasta ahora concuerdan con lo obtenido mediante
citometria de flujo, pues se observa un incremento de proliferacion bajo el estimulo de ascitis,

lo cual no sucede durante el silenciamiento con el sSiRNA para PHF20L1 (Figura 29).

Finalmente, decidimos evaluar la capacidad invasiva de las células en presencia y ausencia de
PHF20L1. Se realizo el protocolo de silenciamiento previo a la resiembra de las células en
matrigel y se siguid el experimento por 24 h. Los resultados sugieren que la ausencia de
PHF20L1 afecta significativamente la capacidad de invasion celular, al menos en uno de los dos

liquidos asciticos probados (Figura 30).
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Figura 30. Ensayo de invasion en presencia y ausencia de la expresion de PHF20L1. Se realiz6 el
ensayo de invasion mediante el uso de camaras transwell con matrigel. Se utilizaron dos diferentes
liquidos asciticos. En los paneles a y ¢ se muestran imagenes representativas de las células de la cdmara
inferior tefiidas con azul de metileno. Los ensayos se hicieron por triplicado y los resultados se graficaron
(b y d). El anélisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad.
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VIIIl. Discusiéon

El CaOv es el cancer ginecoldgico mas letal. Las células del CaOv pueden expresar marcadores
epiteliales como keratinas, epCAM y E-cadherina pero también pueden expresar marcadores
mesenquimales como vimentina y N-cadherina [94]. Se sabe, por antecedentes directos en
nuestro laboratorio que el liquido ascitico potencia la capacidad de las células SKOV-3 de
expresar mayormente marcadores mesenquimales y por tanto sufrir la transicion epitelio
mesénquima, la cual se asocia a un fenotipo celular mas agresivo [64]. También, bajo el estimulo
de ascitis, la fucosilacion se incrementa [86]. Como consecuencia de la regulacion que ejerce el
liquido ascitico de pacientes con CaOv, algunas proteinas pueden modificar su expresion en
células tumorales [64,86]. De entre esas proteinas, PHF20L1 resultd de nuestro interés para su
estudio en biopsias de tumores de pacientes diagnosticadas con CaQv, y en una linea celular de
CaOv.

PHF20L1 ha sido estudiada en células de cancer de mama, principalmente [80, ]. En algunos de
esos reportes, se ha identificado como una proteina que lee modificaciones postraduccionales
de otras proteinas tipo histona y no histona y se le ha asociado con un mal prondstico en cancer
de mama [80, 95].

The Human Protein Atlas reporta una alta expresion de la proteina principalmente en cancer de
tiroides y CaOv. Mientras que en tejido normal se expresa en altos niveles en tiroides, seguido
de los testiculos y las glandulas adrenales (NCBI). Como se menciona previamente, en cancer
de mama se han hecho algunos estudios respecto a la expresion de esta proteina en tejido,
mientras que en CaOv sélo se encuentra el reporte de la base de datos previamente mencionada,
pero ningun estudio adicional, previo al nuestro.

En el presente trabajo, los ensayos de inmunohistoquimica realizados en 29 cortes de tejido
tumoral de pacientes con CaOv muestran una elevada expresion de la proteina. En un ovario
sano, la expresion se limita al estroma y a células foliculares, segun se indica en The Human
Protein Atlas. En el caso de los tejidos tumorales analizados, la expresion se concentrd en
aquellas células que no muestran una distribucion uniforme en el tejido y que cuentan con
nucleos grandes y citoplasma abundante, lo que permite suponer que corresponden a las células
tumorales. Mientras que, para el caso de los tejidos libres de cancer, la expresion fue muy ligera,

incluso, al calcular el score inmunoreactivo los valores fueron considerados como negativo y
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ligera expresion para esos dos tejidos (H1 y H2). Este hecho indica que existe un incremento en
la expresion de la proteina en células del tejido tumoral de pacientes con CaOv.

La curva de supervivencia realizada (Figura 11) también sugiere que una sobre-expresion alta
de la proteina muestra la probabilidad de una progresion mas temprana y un peor pronostico en
cuanto a la supervivencia global. La supervivencia global tiene un mejor prondstico en una
sobre-expresion ligera de la proteina. Se debe considerar que existen diferentes factores clinicos
que pueden influenciar el comportamiento de la correlacion con estos parametros de
supervivencia. Para este andlisis, se han agrupado las muestras de tejido tumoral dependiendo
del nivel de expresion de la proteina PHF20L1 y su relacidn con la supervivencia; sin embargo,
resulta primordial determinar la supervivencia por etapa clinica con el fin de conocer el
comportamiento de la poblacion estudiada, aunque para ello, sea necesario aumentar la n de las
subpoblaciones. Aungue aun se necesita realizar un analisis a mayor profundidad, lo anterior,
nos hace sugerir que PHF20L1 podria ser utilizado como un marcador de progresion.

A pesar de su origen de células aplanadas sin caracteristicas distintivas, los carcinomas ovaricos
se diferencian en 4 principales histotipos. Los patologos han sefialado una semejanza entre esos
histotipos y la diferenciacion de las células mucosales normales en el tracto ginecoldgico e
intestinal [96]. En este sentido, se piensa que los carcinomas serosos se parecen al epitelio de
las trompas de Falopio, carcinomas endometrioides a endometrio normal, carcinomas de células
claras a restos vaginales y carcinomas mucinosos a glandulas endocervicales normales o mucosa
intestinal [96]. Las alteraciones moleculares que contribuyen a estos cambios morfol6gicos
fueron estudiadas por Mérquez y colaboradores encontrando una correlacion significativa entre
la expresidn génica en mucosa de colon normal y carcinomas mucinosos, trompa de Falopio y
carcinoma seroso, mucosa endometrial y carcinoma endometrioide y de células claras [97].
Cabe resaltar que segun la base de datos The Human Protein Atlas, en estos tejidos hay una
expresion baja o media de PHF20L1, y esa expresion en todos los casos corresponde a células
glandulares. De las 29 muestras de tejido tumoral analizadas, se observo una elevada expresion
proteica en algunas zonas particulares, por ejemplo en las papilas que se forman en los tumores
SPAG. Este hecho nos resulto de interés, debido a que esta tincion resulta similar a lo que se
observa en un tejido normal de colon, en donde la proteina esta localizada en células glandulares
que forman el epitelio columnar simple (The Human Protein Atlas). Existen reportes de que el

patron de expresion de proteinas de diferentes histotipos de cancer de ovario epitelial
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correlaciona con aquellos en trompas de Falopio, endometrio y colon [97]. Algunos de los genes
que correlacionan son SOX-2 y PHF8, proteinas que, de alguna manera, se han asociado a
PHF20L1 [96]. SOX-2, cuya interaccion con PHF20L1 ya estd comprobada, fue encontrada
sobreexpresada en carcinoma mucinoso sobre los otros histotipos y con las células de la
superficie epitelal de un ovario normal; mientras que PHF8 fue encontrada sobreexpresada en
carcinoma de células claras en comparacion con los otros histotipos y con las células de la
superficie epitelal de un ovario normal. En esos ensayos también se corrobord que los
carcinomas mucinosos exhiben un mayor nimero de genes desregulados que los otros histotipos
[97]. Sin embargo, tal como nuestros resultados lo muestran, la sobre-expresion de PHF20L1
no se asocia con ningun histotipo en particular.

PHF20L1 no tiene sitios de union a ADN, pero posee dominios que leen modificaciones en
proteinas tipo histonas y no histonas los cuales resultan de gran importancia en la regulacion
epigenética [98]. Niveles excesivos de enzimas que actian como modificadores epigenéticos se
han reportado como biomarcadores de cancer y participan en la progresion tumoral [98]. Una
de las funciones que PHF20L1 desempefia al unirse a proteinas no histonas es aumentar su vida
media tras impedir la degradacion proteosomal [77,82]. Es probable que algunas de las
interacciones de PHF20L1 que se identificaron en este trabajo tengan como consecuencia
prolongar la vida media de las proteinas y con ello, afectar su funcion. Es quiza esta la razon
por la cual las células tumorales incrementan su expresion, o bien, para regular la epigenética
de las células tumorales.

Mediante ensayos in vitro utilizando células SKOV-3 estimuladas con ascitis de pacientes con
CaOv se analiz6 la expresion de las isoformas de la proteina. El liquido ascitico de pacientes
con CaOv puede modular la expresién de las isoformas de PHF20L1, especialmente la isoforma
a, la cual es la isoforma candnica. Esta expresion se asocia negativamente a la supervivencia
libre de progresion y a la supervivencia global, lo cual refuerza los datos de expresion hallados
en el tejido tumoral. Como se mencion6 con anterioridad, segun trabajos previos de nuestro
laboratorio, las células estimuladas con liquido ascitico adquieren caracteristicas de un fenotipo
mas agresivo que cuando no estan en contacto con este fluido, lo cual asocia, al menos de manera
indirecta, a la expresion de PHF20L1 con este fenotipo agresivo. Respecto a la modulacién de
la expresion de PHF20L1 no se sabe mucho, sin embargo, en un articulo recientemente

publicado se sugiere que los genes MYC y genes de respuesta a hipoxia, HIF1a, podrian regular
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la expresion de PHF20L1 [95]. Como sabemos, MYC es uno de los principales genes
involucrados en cancer [99] y es uno de los cuatro genes (adicional a Oct4, Sox2 y KIf4) que
pueden reprogramar fibroblastos a células madre pluripotenciales [100-102]. La expresién de
MY C es regulada mediante la activacion de diferentes vias de sefializacion, incluyendo la via
de WNT, a través de receptores tirosina cinasa y a través del TGF( [101]. EI TGFf es uno de
los principales componentes del liquido ascitico [103], cuya expresion podria ser el motivo por
el cual la proteina se sobreexpresa bajo el estimulo de ascitis mediante la regulacion de MYC.
Sin embargo, en tejido tumoral, donde también vemos expresion elevada de PHF20L1, su
regulacion podria asociarse tanto a TGFp, el cual se sabe que se sobreexpresa en tejido tumoral
de cancer de ovario [104] pero también a otros componentes, puesto que la sefializacién a través
de WNT o receptores tirosina cinasa tendria mas sentido [105]. Para comprobar dicha
especulacion, se necesita hacer ensayos bajo la induccion de TGFf3 por ejemplo, o bien con el
KD de MYC y corroborar si se afecta 0 no la expresion de PHF20L1.

Por otro lado, se observd que las diferentes isoformas pueden ser reguladas de manera
individual. Tal fue el caso de la isoforma de mayor peso molecular, la a, cuya expresion se
suprime a las 48 horas de estimulacion con ascitis. Cabe mencionar que esta es la isoforma mas
grande, aunque la isoforma b también conserva todos los dominios que se conocen de la
proteina. Los estudios que se han realizado hasta el momento, por otros grupos de trabajo, no
hablan de la relevancia de alguna isoforma en particular, con excepcion de la isoforma c, la cual
se reportd que es la encargada de hacer interaccion con la proteina DNMT1 [77].

Es necesario ampliar el nimero de muestras a analizar para determinar si PHF20L1 puede ser
considerada como un factor prondstico de CaOv; adicionalmente se pretende analizar la
expresion de otros marcadores como CA125 o Ki67 con el objetivo de correlacionar esos datos,
puesto que sabemos que esas moléculas pueden sugerir o indicar la recurrencia o la respuesta a
terapia de las pacientes (CA125) o bien la alta proliferacion celular (Ki67).

El CaOv presenta alteraciones biologicas, como expresion disfuncional o mutacion de genes,
desregulacion de la respuesta inmune del huésped, estrés oxidativo (liberacion de especies
reactivas de oxigeno), activacion de oncogenes e inactivacion de genes supresores de tumor
[106-110]. PHF20L1, al ser un regulador transcripcional, podria desempefiar funciones
importantes en la regulacion génica de procesos primordiales en el desarrollo o progresion

tumoral.
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Hasta el momento, lo que se sabe de la funcion de PHF20L1 es su potencial papel como proteina
que lee residuos mono o dimetilados en diferentes proteinas como SOX2 y Rb [82][111].
Nuestros resultados indican que PHF20L1 parece unirse a una diversidad de proteinas, cuyas
interacciones se vuelven mas complejas bajo el estimulo de ascitis. Algunas de esas moléculas
se han asociado a cancer o estan implicadas en procesos de regulacion transcripcional, tal como
se esperaba.

Por ejemplo, la proteina 1 asociada a proliferacion y activacion citoplasmica (caprin-1), la cual
se encontré en ambas condiciones, con y sin estimulo de ascitis, sugiriendo que esa interaccion
no esta determinada por los componentes inmersos en la ascitis. Caprin-1 es una proteina de
union a RNA, o RBP (RNA-binding protein) por sus siglas en inglés. La funcion de las RBPs,
a nivel postranscripcional, es regular genes a través de la formacion de complejos
ribonucleoproteicos. Los procesos que pueden regular son metabolismo celular sostenido,
coordinar la maduracion, transporte, estabilidad y degradacion de todas las clases de RNAs, y
también mantienen la integridad del genoma [112][113], y responden a una variedad de
condiciones de estrés celular, asegurando la homeostasis celular [114][115]. Caprin-1 es una
RBP esencial para la proliferacion celular [116]. Como caprin-1 esta estrechamente asociada
con el control del ciclo celular, su alteracion esta involucrada en oncogénesis, lo cual se ha
demostrado en multiples estudios de distintos canceres [115-118]. Esta proteina se expresa
altamente en células muy proliferativas, como los progenitores hematopoyéticos, y se expresa
en bajos niveles en células que se dividen lentamente, como las células del rifion, aunque se han
detectado altos niveles en el cerebro [119]. Caprin-1 puede afectar el crecimiento celular a través
de la unidn selectiva a una variedad de RNAs mensajeros que estan involucrados en crecimiento
celular, desdiferenciacion y migracion, incluyendo aquéllos que codifican para c-Myc y ciclina
D2 [115,120-124]. Las células sin expresion de caprin-1 muestran una prolongacion en la fase
G1 del ciclo celular en células DT40 de linfoma de Bursa [115].

La proteina WAVES3, un miembro de la familia de proteinas WASP/WAVE, juega un papel
importante en motilidad celular, y actia como oncogén en algunos tipos de cancer [125]. En
cancer de ovario, mediante inmunohistoquimica se observé una alta expresion de WAVE3 en
tejido tumoral y no asi en tejido sano [125]. También, lineas celulares de cancer de ovario
mostraron una expresion alta de la proteina asociada a un incremento en proliferacion y

disminucion de apoptosis, incremento de células en fase G2/M y promueve significativamente
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la migracion celular [125]. De manera correspondiente, el KD de WAVE3 muestra los efectos
inversos. Incluso, la alta expresién de WAVE3 promueve la tumorogénesis in vivo [125].
Nosotros no encontramos directamente a WAVES3 pero si a WASP2, cuyas funciones pueden
estar asociadas ya que ambas proteinas son miembros de la misma familia. Esa informacién,
mas la presencia de Caprin-1, nos hizo preguntarnos qué pasaba con el ciclo celular cuando
PHF20L1 se encuentra incrementada, es decir cuando las células SKOV-3 estaban bajo el
estimulo de ascitis, y que pasaba cuando el fenotipo de las células SKOV-3 era alterado por la
ascitis, pero con una baja expresion de PHF20L1 (Células estimuladas con ascitis con la
expresion de PHF20L1 bloqueadas mediante el uso de iRNASs). Por tal motivo, realizamos
ensayos de citometria de flujo para evaluar la expresién de PHF20L1 junto con el ciclo celular
en presencia o ausencia de ascitis y encontramos que bajo el estimulo de ascitis hay una mayor
tendencia de las células a localizarse en fase S, es decir, hay una mayor sintesis de ADN y
podriamos suponer que eso tendria como consecuencia una mayor proliferacion celular bajo el
estimulo de ascitis. La pregunta que surge a continuacion es si PHF20L1 podria tener una
funcion crucial en la proliferacion celular. Por tal motivo, decidimos realizar ensayos de
proliferacion, logrando confirmar esta hipotesis de manera parcial por ensayos de MTT los
cuales sugieren que las células que muestran un incremento en la expresion de PHF20L1
proliferan mas.

Otra de las proteinas que se encontraron asociadas a PHF20L1 fue Rsf-1. Recientemente, se ha
reportado que Rsf-1 participa en el desarrollo o seleccion del amplicon 11913 en
aproximadamente 13-17% de los tumores de CaOv [126]. Los niveles incrementados de Rsf-1
se asocian a un peor pronostico sugiriendo que puede ser utilizado como un biomarcador del
comportamiento tumoral [126]. Los ensayos de correlacion de la expresién de PHF20L1 y la
etapa clinica de las pacientes cuyos tejidos fueron analizados permitiran conocer si la proteina
se asocia a la progresién tumoral.

HSP90 también fue identificada en el inmunoprecipitado, tanto de la condicién control como
bajo el estimulo de ascitis. Esta proteina juega un papel vital en la regulacion epigenética,
ademas de que mantiene la homeostasis celular de las proteinas ya sea de forma directa o
indirecta [127]. Actta como facilitador de union entre las histonas y el DNA uniéndose entre
ellas [127]. La DNMT1 es otra proteina cliente de HSP90 [128] y es responsable de mantener
la metilacion del ADN [129]. DNMT1 se sobreexpresa y causa la inhibicién de genes supresores
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de tumor en cancer humano como CDKN2A [128]. La inhibicion de HSP90 lleva a la
degradacion de DNMT1 [130]. En una linea celular de cancer de vejiga, T24, se analizaron los
efectos del inhibidor de HSP90, sobre la metilacion del DNA generada por DNMTL, los cuales
se reflejan en la expresion de WIF-1 (antagonista de Wnt) [131]. WIF-linhibe la sefializacion
de Wnt/B-catenina mediante la union directa a proteinas Wnt, y se hipermetila frecuentemente
en cancer [132, 133]. WIF-1 se re-expresa después de la reduccion de DNMT1 [132].

Como se menciona en la introduccion, se ha reportado que PHF20L1 se asocia a DNMT1, sin
embargo, no se ha reportado nada respecto a la interaccion de estas tres proteinas juntas
(PHF20L1, HSP90 y DNMT1).

En la regulacion de la expresion de genes, la metilacion del DNA se entrelaza con la
modificacion de histonas. Los inhibidores de HSP90 tienen efecto sobre histonas. Por ejemplo,
la monometilacion en lisina 20 de la histona 4 (H4K20mel), una modificacion que se ha
implicado en la regulacién de diversos procesos que van desde la respuesta al dafio del DNA, la
condensacion mitotica y la replicacion del DNA hasta la regulacion génica [134], incrementa
sus niveles con altas dosis de un inhibidor de HSP90 (GA) en células T24 comparado con las
células no tratadas [131]. La trimetilacion en lisina 20 de la histona 4 (H4K20me3) también
incrementa sus niveles [131]. Esta histona metilada en residuos de lisina se asocia a represion
de la cromatina, especificamente en centrdmeros y telémeros y su ausencia correlaciona
positivamente con el desarrollo del cancer [135, 136].

La informacion previa nos hace pensar que HSP90 podria ser crucial en la interaccion entre
PHF20L1 y las histonas que fueron reportadas mediante el analisis de masas, al menos para la
interaccion con la histona 2A, que fue encontrada, al igual que la chaperona, tanto la condicion
de estimulacion con ascitis como sin estimulo. Se ha reportado que inhibidores de HSP90
(Geldanamicina) incrementa la toxicidad mediada por paclitaxel en células de cancer de ovario
a través de la activacion sostenida del eje p38/H2Ax [137]. Recordemos que PHF20L1 también
se ha asociado a resistencia a quimioterapia en cancer de mama [138]. Es posible que uno de los
mecanismos por los cuales PHF20L1 induzca resistencia a las células tumorales sea mediante
la via de sefializacién previamente mencionada. Sin embargo, para corroborar esta informacién
se necesitan ensayos adicionales.

En un estudio en Drosophila, el alelo mutante de Rsf-1 indujo niveles reducidos de dimetilacion

de H3K9 y de la histona H2A, en la regién eucromatica yuxtapuesta con la heterocromatina
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[139]. En este mismo modelo, se demostrd una interaccion entre las dos histonas y Rsf-1en el
complejo de maquinaria de intercambio Tip60. Los resultados sugieren que RSF contribuye con
el remplazo de la histona H2A en la via de formacion del silenciamiento de la cromatina
suprimiendo la expresion de genes involucrados en embriogénesis [139]. Esa informacion
resulta relevante ya que, como se ha mostrado por los ensayos de espectrometria de masas y en
los ensayos de co-inmunoprecipitacion, PHF20L1 y H2A se asocian entre si. La interaccion
entre Rsf-1 y H2A es mediada por el reconocimiento de residuos ubiquitinados en la histona
[140]. PHF20L1 por su parte, reconoceria metilaciones en la histona, por tanto, resultaria
importante evaluar si la union H2A-Rsf-1 afecta en alguna manera la interaccion con PHF20L1
0 si se trata de interacciones diferentes y si es posible que la presencia de PHF20L1 afecte la
expresion de genes involucrados en embriogenénesis.

Otra de las proteinas encontradas fue BCAS3 (Breast carcinoma amplified sequence-3 por sus
siglas en inglés). La migracion celular en procesos fisioldgicos o patologicos depende de
cambios coordinados en el citoesqueleto y de adhesiones de la matriz extracelular [141]. Los
componentes del citoesqueleto juegan un papel critico en el establecimiento de la polaridad
celular, generacion de fuerza, y formacion de complejos de adhesién durante la migracion
celular. BCAS3 es una proteina esencial del citoesqueleto para la angiogénesis durante el
desarrollo del raton y estd implicada en metastasis tumoral [141-144]. BCAS3 se une a los
microtubulos y filamentos intermedios y promueve la migracion celular [142]. La formacion de
vasos sanguineos requiere migracion de células endoteliales, lo cual a su vez necesita de
remodelacion del citoesqueleto [141]. Sin embargo, también se sugiere que BCAS3 podria
influenciar el estado del remodelamiento de la cromatina [143].

Es importante resaltar que, muchas de las proteinas encontradas tienen alguna implicacién en la
regulacion epigenética, en mayor o en menor medida, tal como se ha sugerido al describir a
algunas de ellas. Como en otros tipos de cancer, el estroma del CaOv produce y expresa
moléculas relevantes para la biologia del tumor, y la sola presencia de un solo componente del
estroma se asocia con pobre supervivencia en etapas avanzadas de la enfermedad [144]. La
composicion de la matriz extracelular, metaloproteasas y otras proteinas presentes en el estroma
en el CaOv y su relevancia clinica se han estudiado ampliamente. Sin embargo, el estroma
también puede contar con reguladores de la transcripcion. Los factores de transcripcion HOX

constituyen una gran familia de proteinas que regulan la embriogénesis y organogénesis y
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también regulan la apoptosis, proliferacion, diferenciacién, motilidad y angiogénesis [145]. Son
los encargados de regular la expresion de cadherinas, integrinas, NCAM (CD56) y p53 [144].
HOXAZ7 se encuentra sobreexpresado en el ndcleo de las células tumorales y en el estroma del
tejido de CaOv de células claras [146]. HOXA9 en CaOv induce fibroblastos peritoneales y
células mesenquimales derivadas de médula Osea y tejido adiposo para el desarrollo de
fibroblastos asociados a tumor [147]. Estos genes (HOX), son regulados por la expresion y
metilacion de la H2A [148].

En tejido ovérico normal, libre de cancer, PHF20L1 se expresa en bajos niveles; sin embargo,
en ese tejido su expresion se observa principalmente a nivel del estroma. Es probable que la
funcion que desempefia de manera normal, que podria ser similar a la de los factores de
transcripcion HOX, pudiera ser utilizada por las células del cancer para aumentar la
proliferacion celular y con esto garantizar el crecimiento del tumor. Para elucidar estas dudas,
es necesario realizar un modelo murino que permita determinar si PHF20L1 afecta o no el
desarrollo de un tumor.

Cuando se analizo la capacidad de invasion en células SKOV-3, pudimos corroborar que cuando
las células se encuentran bajo el estimulo de ascitis se incrementa considerablemente la
capacidad invasiva, lo cual concuerda con el hecho de que la TEM, la cual no se evalu6 en este
proyecto pero que se sabe que se presenta bajo el estimulo de ascitis [64], induce que las células
adquieran una capacidad invasiva mayor. Sin embargo, cuando la PHF20L1 esta ausente, esta
capacidad invasiva se reduce, no tanto como en la condicién sin estimulo de ascitis, pero si lo
suficiente para ser estadisticamente significativa, esto al menos con uno de los dos liquidos
asciticos evaluados. La asociacidon que existe entre la expresion de PHF20L1 y el proceso de
invasion celular no ha sido caracterizada aln, sin embargo, se pretende hacer estudios
adicionales como la evaluacion de los niveles de metaloproteasas cuando se inhibe la expresion
de PHF20L1. Se sabe que la regulacion epigenética es importante para la expresion de ciertas
metaloproteasas, por ejemplo, la disminucién de DNMTL1 junto a la DNMT3B induce la
expresion de la MMP3 [149].

La informacion que se conoce acerca de PHF20L1 y el hecho de encontrar una alta expresion
en tejido tumoral de pacientes con céncer de ovario y en células SKOV-3 estimuladas con
ascitis, nos hacen suponer que una de las consecuencias probables de su elevada expresién

podria ser un incremento en la expresion y/o funcién de algunas de las proteinas con las cuales
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se une, proteinas cuya funcion podria estar involucradas en la tumorogénesis. De entre todas las
proteinas encontradas por espectrometria de masas, resulta relevante la funcién de la interaccion
PHF20L1-H2A, puesto que, si en efecto hay una prolongacion de la vida media de la histona,
tendria como consecuencia la regulacion de genes importantes como los factores de
transcripcion HOX, con lo cual se desencadenaria una gran cantidad de activacién o inactivacion
en la expresion de genes, postulando a PHF20L1 como un regulador maestro de la expresion
génica. Para conocer esta informacion, seria interesante realizar ensayos de silenciamiento y
sobreexpresion de PHF20L1 seguido del analisis de la expresion global de para investigar si se

presentan cambios relevantes.

Conclusiones

En el presente trabajo, hemos observado una elevada expresion de la proteina PHF20L1 en
tejido tumoral de CaOv, asi como una sobreexpresion de las isoformas de esta proteina inducida
por el liquido ascitico de pacientes con CaOv. Este hecho resulta relevante ya que podria sugerir
un papel importante de PHF20L1 en células de CaOv. Si recordamos que el nimero de copias
del gen de la proteina también se encuentra incrementado en células de CaOv, segln reportes
previos, y con la informacién que hemos generado hasta este momento, PHF20L1 podria ser
postulado como un potencial oncogén. Sabemos que PHF20L1 es una proteina que lee
metilaciones en lisina y arginina y que es quizd de esta manera que interactia directa o
indirectamente con algunas de las proteinas que identificamos por inmunoprecipitacion
acoplada a espectrometria de masas. Esta interacciéon podria desencadenar la activacion de vias
de sefalizacion importantes o bien la prolongacion en la vida media de proteinas que
desempefien funciones primordiales en las células tumorales. En este trabajo se han estudiado
procesos importantes para las células tumorales, como la migracion celular, la proliferacion y
la invasion; se demostré que PHF20L1 podria jugar un papel importante en ellos, ya que estos
procesos se modifican cuando se inhibe la expresion de PHF20L1. Sin embargo, aln falta
conocer cudl es la funcién particular de esta proteina o el mecanismo que involucra su presencia
e incremento en células de CaOv, en diferentes vias de sefializacion. Si asociamos la funcion de
PHF20L1 a la funcién de las proteinas identificadas por espectrometria de masas, se pudiera
suponer que PHF20L1 estuviera implicada en la regulacion del ciclo celular, o la proliferacion

celular. Para responder esta pregunta, se requieren ensayos adicionales. No obstante, ahora
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sabemos que PHF20L1 se incrementa en las células de CaOv y que su incremento tiene un
impacto negativo en la supervivencia libre de progresion y en la supervivencia global de las

pacientes con cancer de ovario epitelial.

IX.  Perspectivas

¢ Validar los hallazgos y analisis aqui descritos con respecto a la proteina PHF20L1 con un nimero
mayor de muestras de pacientes con cancer de ovario.

¢ Realizar ensayos de hibridacion in situ utilizando sondas que detecten el RNA mensajero de las 3
isoformas principales de PHF20L1 y con ello evaluar mediante esta técnica si hay un incremento del
mensajero de la isoforma a de la proteina, lo cual se asociaria al incremento que se observa en los
ensayaos in vitro.

¢ Cuantificar los niveles de las variantes de PHF20L1 por qRT-PCR.

¢ Realizar un analisis comparativo de la expresion de PHF20L1 en cortes de tejido tumoral de
pacientes con patologias diferentes a cancer de ovario, con la finalidad de determinar si el incremento
de la expresidn proteica es especifico de esta patologia.

¢ Corroborar la interaccion de PHF20L1 con las proteinas identificadas por espectrometria de masas.

¢ Realizar ensayos bajo la induccion de TGFB o bien con el KD de MYC y corroborar si estos
componentes afectan o no la expresion de PHF20L1.

¢ Analizar, en cortes de tejido tumoral de pacientes con cancer de ovario, la expresion de otros
marcadores como CA125 o Ki67 con el objetivo de correlacionar esos datos, puesto que sabemos
que esas moléculas pueden sugerir o indicar la recurrencia o la respuesta a terapia de las pacientes
(CA125) o bien la alta proliferacion celular (Ki67).

¢ Corroborar la interaccién entre PHF20L1 y HSP90 en células SKOV-3.

¢ Analizar si inhibidores de HSP90 y de PHF20L1 podrian generar una disminucion en la resistencia
a farmacos empleados en quimioterapia en células de cancer de ovario.

¢ Evaluar si la unién H2A-Rsf-1 afecta en alguna manera la interaccién con PHF20L1 o si se trata de
interacciones diferentes y si es posible que la presencia de PHF20L1 afecte la expresion de genes
involucrados en embriogénesis.

+ Evaluar, en un modelo murino, si la ausencia de la proteina afecta el crecimiento tumoral, utilizando
células que no expresen a PHF20L1.

¢ Realizar ensayos de silenciamiento y sobreexpresion de PHF20L1 seguido de una secuenciacion de

RNA y analizar si se presentan cambios relevantes en los genes regulados por PHF20L1.
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XI.  Anexo 1: Imégenes obtenidas para el analisis de PHF20L1 mediante IHQ
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Figura suplementaria 1. Imagenes representativas de los 31 cortes de tejido
tumoral analizados mediante IHQ. Se anexa una imagen representativa por corte,
correspondiente a un aumento de 10X y 20X, para cada tejido analizado. Los tejidos
fueron enumerados del 1 al 29, los cuales corresponden a tejido tumoral de pacientes
con cancer de ovario. En la parte superior izquierda se coloco un cddigo de nimeros, los
cuales representan, en orden de izquierda a derecha el nimero de muestra: la etapa
clinica, subtipo histologico; la numeracion corresponde a la siguiente: para la etapa
clinica: 1:1A, 3:I1C, 6:111A, 7: 11IB, 8:11IC, 9:IVA, 10:1VB

Para el subtipo histoldgico: 1: SPBG, 2: SPAG, 3: Endometrioide, 4: CC, 5: Mucinoso.
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Tabla suplementaria 1. Datos generales de las pacientes cuyos tejidos fueron utilizados en este estudio
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Abstract

Ovariancancer is considered to be the most lethal type of gynecological cancer. During the advanced stages of ovarian cancer, an
accumulation of ascites is observed. Fucosylation has been classified as an abnormal post-translational modification that is
present in many diseases, including ovarian cancer. Ovarian cancer cells that are cultured with ascites stimulation change their
morphology; concomitantly, the fucosylation process is altered. However, it is not known which fucosylated proteins are
modified. The goal of this work was to identify the differentially fucosylated proteins that are expressed by ovarian cancer cell
lines that are cultured with ovarian cancer patients’ ascites. Aleuria aurantia lectin was used to detect fucosylation, and some
changes were observed, especially in the cell membrane. Affinity chromatography and mass spectrometry (MALDI-TOF) were
usedtoidentify 6 fucosylated proteins. Four proteins (Intermediate filament family orphan 1 [IFFO1], PHD finger protein 20-like
protein 1 [PHF20L1], immunoglobulin gamma 1 heavy chain variable region partial [IGHV1-2], and Zinc finger protein 224
[ZNF224]) were obtained from cell cultures stimulated with ascites, and the other two proteins (Peregrin [BRPF1] and
Dystrobrevin alpha [DTNA]) were obtained under normal culture conditions. The fucosylated state of some of these proteins
was further analyzed. The experimental results show that the ascites of ovarian cancer patients modulated the fucosylation
process. The PHD finger protein 20-like protein 1, Zinc finger protein 224 and Peregrin proteins colocalize with fucosylation
at different levels.

Keywords Ascites - BRPF1 - Fucosylation - Ovarian cancer - PHF20L1 - ZNF224

Introduction

Ovarian cancer is considered to be the most lethal type of
gynecological cancer, despite ranking eighth in worldwide
cancer incidence. In Mexico, the reported incidence in 2018
was 4759 cases and a mortality of 2765 cases [1].
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Ovarian cancer can be classified into different histotypes;
nevertheless, epithelial ovarian cancer is the most com- mon
and the most lethal [2]. In the majority of ovarian cancer
cases, the cancer metastasizes into the abdominal cavity, and
the presence of tumor cells is frequently asso- ciated with
ascites accumulation [3]. This ascites
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accumulation is observed during the advanced stages [4]
and can contribute to transcoelomic metastasis.

Ascitesisa highly heterogeneous fluid that contains awide
variety of soluble factors and a mixture of cell populations,
including tumoral, stromal and immune cells [5, 6]. The com-
position of ascites from various origins has been analyzed by
different groups, and these analyses have demonstrated their
complexity and heterogeneity [7, 8]. Thus, given the diversity
of molecules found in it, ascites is a stimulus that could alter
various biological processes, among which, fucosylation may
be included. Typically, fucosylation and sialylation are termi-
nal carbohydrate chain-modifications of glycoproteins (which
means that fucose and sialyl are frequently located at the end
of the carbohydrate chain) [9, 10]. Fucosylation and
sialylation mediate biological functions and have also been
implicated in cancer [9, 11, 12].

An increase in the fucosylation of tumor cells contrib-
utes to several abnormal characteristics, such as a de-
crease in cellular adhesion and uncontrolled tumor growth
[13]. However, there is limited information on the func- tion
of fucosylation and/or the fucosylated status of gly-
coproteins during the development and progression of
ovarian cancer. More recently, Hu et al. [14] showed that
when the CD147 glycoprotein was modified by Lewis Y
antigen, the glycoprotein improved the survival capacity of
ovarian cancer cells by restricting autophagic cell death;
thus, CD147 plays an important role in the malig- nant
progression of ovarian cancer [14]. Additional stud- ies on
this antigen have shown that the overexpression of Lewis Y
antigen promotes the human epididymis protein 4-mediated
invasion and metastasis of ovarian cancer cells [15], p27
degradation by regulating ubiquitin-proteasome activity in
the CAOV-3 and SKOV-3 cell lines [16], and
chemotherapeutic resistance in ovarian cancer [17]. A few
examples of modified fucosylated proteins are haptoglo- bin
in several cancers, including ovarian cancer [18-20],
transferrin and alpha-fetoprotein in liver cancer [21, 22] and
thyroglobulin in thyroid cancer [23]. In particular, previous
results from our group have shown that the level of
fucosylation of haptoglobin increases with stage pro-
gression [19] and was found to be highly fucosylated in
different subtypes of epithelial ovarian cancer [20].

It has been confirmed that ascites can change the cellular
phenotype, and the ascites compounds that are produced by or
inresponse to malignant cells may be a good alternative to the
microenvironment in which malignant cells are immersed
[24]; these components could participate in the altered regu-
lation of different processes, including fucosylation. For this
reason, the goal of our work was to determine the differential-
ly fucosylated proteins in ovarian cancer cell lines cultured
withascites stimulation. Experimental results have shownthat
the ascites of ovarian cancer modulate the fucosylation pro-
cesssince the profiles of the fucosylated proteins were altered

in the ascites-treated SKOV-3 and OVCAR-3 cell lines. In
particular, among the differentially fucosylated proteins,
PHD finger protein 20-like protein 1, Zinc finger protein
224, and Peregrin were detected. Together, our results suggest
that ascites may favor tumor progression through the modifi-
cation of cellular processes, such as fucosylation.

Materials and Methods
Study Model

The SKOV-3 (ATCC HTB-77) and OVCAR3 (ATCC HTB
161) cell lines were used. The SKOV-3 model has been used
previously inour laboratory asdescribed [24]. Briefly, SKOV-
3 cellswere cultured in McCoy’s 5A (Corning, 10-050-CVR)
culture medium (15 mL) supplemented with 10% fetal bovine
serum(Corning,35-010-CV)and 1% penicillin/streptomycin
(PAA, P11-010) at 37 °C and 5% CO,. The culture was
grown until the cells reached 75% confluence. Then, the me-
dium was discarded for the subsequent addition of ascites
(15mL). The cells were maintained under the ascites stimulus
at 37 °C and 5% CO for the indicated time periods. The cells
that were maintained in the medium were used as a control.
OVCAR-3 culture was grown in RPMI 1640 (Corning, 10-
004-CM) culture medium supplemented with 10% fetal bo-
vine serumand bovine insulin (Millipore, 10516). The culture
was grown until the cells reached 75% confluence. Then, the
medium was discarded for the subsequent addition of ascites
(2 mL). The cells were maintained under the ascites stimulus
at 37 °C and 5% CO,, for 24 h. The cells that were maintained
in medium were used as a control. The OVCAR-3 cell line
was employed only for use in immunofluorescence assays.

Biologicals Samples

Epithelial ovarian cancer (EOC) ascites were obtained from
patients diagnosed with epithelial ovarian cancer at the
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) underthe approv-
al of the Scientific and Bioethical Committees (009/029/GOl)
(CB/549/09); before obtaining the samples, informed consent
letters were signed by the patients. The samples were used
based on the Declaration of Helsinki about the ethical princi-
ples of medical research involving human samples. The clin-
ical and pathological characteristics of the epithelial ovarian
cancer patients are described in Table 1.

Wholeasciteswere collected by medical personnel. Ascites
samples contaminated with blood were excluded from the
study. Approximately 100 mL was centrifuged at 1000 rpm
for 10 min to recover the supernatant and the cell pellet. Only
cell-free ascites (supernatants) were further employed for ex-
periments and were stored at -70 °C until use. Before use,
ascites were defrosted and warmed at room temperature.
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Table 1  Clinical and pathological characteristics of EOC patients
Characteristics % (n/N)
N =13

Age (Years)

Mean + SD 56.8 9.1

Median (Range) 56 (44-73)
CA 125 (U/ml)

Mean £ SD 4507.02 + 4649.85

Median (Range) 2330.35 (570.5-13,730.2)
Clinical Stage

Undetermined 7.69 (1/13)

nc 30.77 (4/13)

IVA 23.08 (3/13)

VB 38.46 (5/13)
Histology

Undetermined 7.69 (1/13)

HGSP 84.62 (11/13)

Endometrioid 7.69 (1/13)
Status

Alive 53.85 (7/13)

Dead 46.15 (6/13)

HGSP: High Grade Serous Papillary

Treatment of SKOV-3 Cells with Ovarian Cancer
Ascites AO3 and Cellular Protein Extraction

At the end of the treatment time (24 h) of SKOV-3 cells with
ascites 03and the control condition, the cultures were washed
withsterile 1x phosphate-buffered saline (PBS) and were sub-
sequently recovered using Cell Stripper Solution (Corning,
25-056-Cl). Cell lysis was carried out using RIPA buffer (5
mM Tris-HCIl, 2 mM EDTA, 50 mM NaCl and 1%
Nonidet P-40) with a cocktail of protease and phosphatase
inhibitors (1 mg/ml of aprotinin and leupeptin, and 1 mM of
PMSF, NaF, and Na3VO,). Finally, the samples were quanti-
fied using a DC Protein Assay Kit (Bio-Rad, 500-0114).

Affinity Chromatography with Aleuria Aurantia Lectin
(AAL)

The purification of the fucosylated proteins was performed
using AAL coupled to an agarose resin (Vector Labs, B-
1393). The total protein extracts of SKOV-3 cells obtained
from the control or experimental conditions were incubated
with AAL for 16 h at 4 °C; afterward, the unbound proteins
were removed by washing with TBS-T (contained Tween 20),
while the fucosylated proteins bound to the resin were eluted
with 200 pl elution buffer for AAL (Vector Labs, ES3100).
The recovered fucosylated proteins were dialyzed using a di-
alysis membrane with a molecular weight cutoff of 8-12 kDa
(Spectrum laboratories, 3787-F15). Dialysis was performed

with 1x PBS while stirring at 4 °C for 48 h, and the 1x PBS
was changed four times.

SDS-PAGE and Overlay

The total protein extracts (50 pg) and fractions that were washed
and eluted from the affinity chromatography column were visu-
alized by 10% SDS PAGE. The gel was stained with a Silver
Stain Plus Kit (Bio-Rad, 161-0462, -0463, -0464). A replicate
of the gel was transferred to a nitrocellulose membrane. The
nitrocellulose membrane was incubated with Aleuria aurantia
lectin (Vector Labs, B-1395 1:2000 dilution in PBS) for 2 h at
room temperature. Afterward, the membrane was washed twice
with PBS-T (contained 1% Tween), and streptavidin alkaline
phosphatase (Vector Labs, S5512) was added to the membrane,
which was incubated for 1 h at room temperature. Again, the
membrane was washed twice with PBS-T (contained 1%
Tween). Finally, it was incubated with the NBT/BCIP substrate
(Vector Labs, SK5400) for development.

Confocal Microscopy Analysis

Briefly, SKOV-3 and OVCAR-3 cells were treated for differ-
ent time periods with different ascites. Afterward, the cells in
the ascites or culture medium conditions were fixed using 4%
p-formaldehyde (Sigma Aldrich, 6148) for 1 h at 37 °C. The
cultures were washed three times with 1x PBS and were then
blocked with 10% fetal bovine serum (Corning, 35-010-CV)
for1hat37 °C; previously, some samples were permeabilized
with 0.2% Triton X-100, and the rest were maintained until the
next step. In the case of the colocalization assays, the corre-
sponding primary antibody was added (anti-PHD finger pro-
tein 20-like protein 1, Sigma Aldrich HPA028417; anti-Zinc
finger protein 224, Santa Cruz Biotechnology, sc-293,394;
anti-Peregrin, Santa Cruz Biotechnology sc-81,059) in a
1:50dilution and incubated for 16 hat4 °C. Then, the samples
were washed three times with 1x PBS. The cultures were
incubated with AAL-biotin (1:50 dilution, Vector Labs, B-
1395) for 1 h at 4 °C. Subsequently, the samples were
washed three times with 1x PBS, and then streptavidin-
fluorescein (1:200 dilution, Life Technologies, 43-4311)
was added to the cultures, and the cultures were incubated
for 1 h at room temperature. The corresponding secondary
antibodies (anti-mouse Alexa Fluor 594, Invitrogen,
A21203 at a 1:100 dilution and anti-rabbit Alexa Fluor647,
Abcam, ab150063 at a 1:300 dilution) were added together
with streptavidin-fluorescein. Negative controls were includ-
ed for each condition and were incubated only with
streptavidin-fluorescein and with or without the correspond-
ing secondary antibodies. The nuclei were stained with DAPI
(1:50 dilution, Molecular Probes, D1306) for 5 min atroom
temperature. Finally, the samples were mounted with
VectaShield® mounting medium (Vector Laboratories,
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H-1000). The analysis and quantification of fluorescence (ar-
bitrary units of fluorescence) were performed using a Carl
Zeiss Microscope (Carl Zeiss LMS 700) and the microscope
software (ZEN 2012, Carl Zeiss Microscopy).

Mass Spectrometry (MALDI-TOF) and Protein
Identification

Thesampleswere processed as described previously [24] with
some modifications. Briefly, peptide digestion was performed
using mass grade trypsin (Sigma-Aldrich, T 6567). The pep-
tide mass and identity were obtained using an Ultraflex TOF/
TOF (Bruker Daltonics, Germany) that was configured in a
delayed extraction mode and in reflectron mode. The peaks
produced by the autolysis of trypsin and the contamination
derivatives were excluded from the list. The monoisotopic
masses of the spectrum were used for protein identification
using the MASCOT v2.2 search engine (www.matrixscience.
com). The search was carried out in the NCBI and/or
SwissProt DB. The search parameters were as follows: pep-
tide tolerance, 0.5-1 Da; and species, Homo sapiens. The
maximum number of enzymatic cuts lost was set at 1.

Bioinformatics Analyses

Bioinformatic analyses were performed using The Human
Protein Atlas, NetNGlyc and STRING 10.0 for protein-
proteininteraction (PPI) networks and to propose the possible
functions exerted under our experimental conditions.

Statistical Analysis

For confocal microscopy images analysis, one-way ANOVA
in GraphPad Prism 7 was performed to determine changes
between each ascites time compared. A Bonferroni post hoc
testwas applied to compare multiple groups. Pearson correla-
tion was used for colocalizing analyses.

The correlation analysis was performed for nonparametric
samples due to the size of the sample; therefore, the Spearman
correlation coefficient (r) was used, and the confidence inter-
valswere established at 85.7% due to the characteristics of the
population. The association was determined for clinical char-
acteristics, such as the levels of CA125 (U/ml), the histolog-
ical subtype, and the clinical stage. Additionally, we sought
the association with the progression-free period (PFS) and the
overall survival (OS) of the patients included in the study.
Both the clinical characteristics and the association with sur-
vival were made based on the level of fucosylation of the cell
membranes at 24 h; the fucosylation was induced by each of
the 13 ascites in the SKOV-3 and OVCAR3 ovarian cancer
cell lines. SPSS Ver 23, Inc., Chicago, I11, US was employed
to analyze the data.

Results

Membrane Fucosylation is Altered by Ascites
Stimulation

To determine if ascites were involved in the induction of
fucosylated proteins, SKOV-3 cells were stimulated with
different ascites that emulate the natural microenviron-
ment for malignant cells. Changes in protein fucosylation
were observed. The expression level of fucosylated pro-
teins in ascites-treated cells compared to those in the con-
trol conditions was analyzed by confocal microscopy.
SKOV-3 cells cultured in control conditions showed a
homogeneous distribution of fucosylation (Fig. 1, culture
medium, nonpermeabilized cells). When SKOV-3 cells
were permeabilized, they showed a perinuclear label for this
post-translational modification that seemed to colo- calize
with the nuclear label (Fig. 1, culture medium,
permeabilized cells). The morphology and fucosylation
intensity changed under ascites stimulation. Membrane
fucosylation (Fig. 1, nonpermeabilized, A01, A02) de-
creased at 24 h, and this effect was more evident when the
cells were stimulated with ascites AO01, but the level of
fucosylation was reestablished at 72 h (Fig. 1 ;
Supplementary Fig. 1). However, fucosylation was not
completely lost; in the permeabilized cells, this glycopro-
tein modification was observed within the cytoplasm at all
times of stimulation (Fig. 1, permeabilized cells, A01,
A02). To confirm that the effect of ascites on the
fucosylation level was universal, we analyzed the effects of
different ascites (10 different samples) on SKOV-3 cells
(Supplementary Fig. 2a) and on the OVCAR-3 cell line that
was stimulated for 24 h (Supplementary Fig. 2b); we also
analyzed the effects of two different ascites on Caco-2 and
BEAS-2B cells that were stimulated for 24 h
(Supplementary Fig. 2d). We found that ascites stimulated
the fucosylation of all cells analyzed. The OVCAR-3 cell
line cultured without ascites showed a very discreet level of
fucosylation; however, when ascites-stimulated cells were
analyzed, 8 out of 10 ascites significantly increased the
membrane fucosylation levels (Supplementary Fig.
2b). Morphology was also modified by ascites, which
induced the rounding of the cells and the formation of
spheroids (Supplementary Fig. 2c). These fucosylation
levels and the cell morphology were also modified in
Caco-2 cells and BEAS-2B cells (Supplementary
Fig. 2d). Taken together, these results confirm that in gen-
eral, ascites have the ability to modulate the fucosylation
process in different cell populations.

When correlation analyses were performed, no signifi-
cant correlations were found (Table 2); however, for SKOV-
3, an inversely proportional tendency was found that
correlated with the levels of fucosylation and the
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Fucosylation -

Culture medium

Ascites

12 24

Nonpermeabilized

Permeabilized

Fig. 1 Fucosylation is modified due to ascites stimulation. SKOV-3cells
were treated for different time periods with ascites from EOC patients
(AO1 and A02) and were analyzed by confocal microscopy. Non-
permeabilized cells were employed to analyze membrane fucosylation,
and the permeabilized cells were used to analyze cytoplasmic

advanced clinical stages of the disease (CS I, IV) with an
r = -0.432. The levels of the CA125 tumor marker also
showed a slight, but direct, tendency to correlate with the
levels of fucosylation and had an r = 0.309. On the other
hand, the OVCARS3 cell line showed a stronger and di-
rectly proportional tendency to correlate between the
fucosylation levels and the clinical stage with an r =

Table 2 Correlationanalysisoffucosylationand clinical characteristics

48 72

Time (h)

pazijiqeawsaduoN

A01

pezijiqesauwiod

pazijiqeawsaduoN

A02

pezijigesuliad

fucosylation. Fucosylationwasdetected by biotinylated Aleuriaaurantia
lectin (1:200 dilution) and FITC-conjugated streptavidin (1:200 dilution).
The nuclei were stained with DAPI. The selected images are representa-
tive of three independent biological replicates

0.528. In this cell line, a directly proportional tendency of
association between CA125 and the fucosylation levels was
also obtained. In our study population, fucosylation did not
show any correlation with patient survival; how- ever, in all
cases, it will be necessary to increase the sample size to
determine or rule out the existence of an association between
these variables.

Correfation Matrix Spearman 1

Histological Subtype Clinical Stage CA125 PFS oS
SKOV-3 Fucosylation 0.234 -0.432 0.309 0.129 0.042
85.7%C. I. -0.355 to 0.641 -0.806 to -0.033 -0.30210 0.741 -0.595 to 0.605 -0.674 to 0.605
p value ns* ns* ns* ns* ns*
OVCAR-3 0.078 0.528 0.382 0.031 0.079
Fucosylation
85.7% C.I. -0.482 to 0.451 -0.109 to 0.820 -0.465 10 0.953 -0.291t0 0.481 -0.225 10 0.481
p value ns* ns* ns* ns* ns*
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SKOV-3 Cells that Are Stimulated with Ascites
from Patients with EOC Have a Differentially
Fucosylation Protein Profile

Under normal culture conditions, SKOV-3 cells showed a char-
acteristic morphology, i.e., large cells with an abundant cyto-
plasm [25] (Fig. 2, culture medium, light microscopy). When
fucosylation was evaluated with Aleuria aurantia lectin (AAL)

a)

b)

c) kDa
250-
150-
100-
75-

37-

25-
20-

Fig. 2 Purification of fucosylated proteins by affinity chromatography
with Aleuria aurantia lectin. SKOV-3 cells show a characteristic mor- phology
under control conditions (Light microscopy, right panel, 2a). In SKOV-3 cells that
were stimulated with ascites (light microscopy, left panel, 2a), abundant mucus
was observed (black arrow, light microscopy, right panel, 2a), some large cells
(black arrowhead, light microscopy, right panel, 2a) and membranes with large
protrusions (white arrow, light microscopy, right panel, 2a). Fucosylated proteins
were purified by Aleuria aurantia lectin affinity chromatography; different
fractions were obtained and analyzed by 10% SDS-PAGE (2b). The overlay
assay

in cells maintained in culture medium, fucosylation was strongly
detected in the high molecular weight proteins (Fig. 2, 10%
SDS-PAGE; overlay-AAL, upper panel). On the other hand,
ascites-treated cells showed a much more accentuated spindle-
shaped morphology (Fig. 2, ascites, light microscopy), as has
been previously reported [24]. These morphological changes
were observed with the 13 different ascites tested in this work.
When overlay assays were performed, high molecular weight

Ascites

kDa TE UP E1 W1 W2 W3 W4 W5 W6

250-

3
790

50-

37-

25-
20-

shows fucosylation in TE, UP, E1, and W1 fractions (2c). Black arrow- heads (»):

similarities between the control condition (left panel) and the ascites-treated
condition (right panel). Asterisks (*): differences between the control and
experimental conditions. Arrowhead (<): similarities in

fucosylation between the overlay test and the polyacrylamide gel. Arrows (1):
fucosylated proteins that are present in the overlay but are not present in the
polyacrylamide gel. Dot ( - ): proteins that are present in the poly- acrylamide gel
but are not present in the overlay. TE: total extract; UP: unbound proteins; E1:
eluate 1; W1-W6: washes
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fucosylated proteins were detected (Fig. 2, 10% SDS-PAGE;
overlay-AAL, lower panel). Although there were some similar
bands in both conditions (black arrowheads, 10% SDS-PAGE,
upper and lower panel), there were also some marked differ-
ences (asterisks, 10% SDS-PAGE, upper and lower panel).
When comparing the pattern of fucosylated proteins, there were
some proteins detected by AAL that could not be seen in the
purification column (E1, 10% SDS-PAGE) (arrowheads, 10%
SDS-PAGE and overlay-AAL, upper and lower panels). In con-
trast, some bands that appeared in the purification assay (E1,
10% SDS-PAGE) were not observed with AAL (dot, SDS-
PAGE and overlay-AAL, upper and lower panels), suggesting
that these proteins were not fucosylated.

Identification of Fucosylated Proteins

Toidentify which proteins had altered fucosylation as a result
ofascites treatment, experiments were performedto purify the
fucosylated proteins by affinity chromatography, and the pro-
files of the fucosylated proteins were obtained. In general,
under ascites stimulation, more fucosylated proteins were ob-
served; this pattern was conserved among all three biological
replicates that were run in triplicate (Fig. 3). The protein pro-
file showed changes, especially in some high molecular
weight proteins (100-150 kDa) and in some low molecular
weight proteins (15-25kDa). The high molecular weight pro-
teins were more visible in the control conditions (culture

SKOV-3 (W) SKOV-3 (Affinity Chromatography)

medium), and the low molecular weight proteins were more
enriched inthe experimental conditions (ascites); these results
are highlighted in the extended right panels (Fig. 3). Thus, for
identification purposes, the proteins that were present in the
highlighted sections were chosen.

Enriched fucosylated proteins that showed differences
between both conditions were selected for their identifica-
tion by MALDI-TOF (Fig. 3, numbers in circle, assay 2).
The five following proteins were identified: Intermediate
filament family orphan 1 [IFFO1], PHD finger protein 20-
like protein 1 [PHF20L1], Peregrin [BRPF1], Dystrobrevin
alpha [DTNA], Zinc finger protein 224 [ZNF224], and an
immunoglobulin fragment (immunoglobulin gamma 1
heavy chain variable region, partial [IGHV1-2]). The main
mass spectrometry data are shown in Table 3. To determine
the post-translational modifications that might affect the
proteins, different databases were reviewed; it has been
reported that although some proteins can be phosphorylat-
ed or acetylated, fucosylation and glycosylation have not
been described. However, in silico analyses in the database
NetNGlyc showed many probable glycosylation sites, and
this makes fucosylation possible (Supplementary Fig. 3).

Fucosylation Levels are Different among Proteins

To validate that the proteins identified by mass spectrometry
were indeed fucosylated, three of them were further analyzed

Extension Density Histogram

-

Extension Density Histogram

Assay 1

Fig. 3 Fucosylated proteins in SKOV-3 cells under control conditions
and treated with ascites. Whole protein extracts of SKOV-3 cells (W) stimulated with ascites
or in medium are shown in the first two lanes. The subsequentlanesshowthe proteinelution
patternsofthefucosylated proteins corresponding to E1 obtained from the control conditions
(M) andtheexperimentalconditions(A);theproteinswereselectedfromthree

Assay 2 Assay3

independentbiological replicates (assay 1-3). Theamplifiedareas high- light the differences in
the conditions studied and the histogram of the density of the amplified bands (darker lines
correspond to the control conditions, while-gray lines correspond to the experimental
conditions). Protein bands labeled with numbers 1-8 were selected for MS
identification
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Table 3  Proteins identified bymass spectrometry

UniProt ID

Access ID

%

MW (e) MW (t) Score

MW (g)

Gene

SequencesMatched  Protein

coverage

QoD2I5
ASMW92

gil767,971,301
gil767,953,111
gil304,562,702

29

70
59
57
57
61

61.97
115.01
1191
83.90

40.43
64.65

22

IFFO1

Intermediate filament family orphan 1 isoform X11
PHD finger protein 20-like protein 1 isoform X12

12

PHF20L1 20
IGHV1-2
DTNA

BRPF1

3 Mixture1 10

AOAOF7TEQL

41

14.20

20
120
33
33

Immunoglobulin gamma 1 heavy chain variable region

Dystrobrevin alpha

Peregrin

Q13499

BRPF1_HUMAN

DTNA_HUMAN

12
7

84.64

P55201

ZN224_ HUMAN

137.49
82.28

139.06
84.90

10

~ QINZL3

14

61

ZNF224

Zinc finger protein 224

Thefirstcolumn shows the number corresponding to the selected protein (protein band, B) obtained from the selection shown in Fig. 3. The protein bands 6 and 7 were obtained from the control conditions

(M, medium)

*
ke

MW (g), SDS-PAGE was used to obtain the molecular weight; MW (e), experimental molecular weight; MW (t), theoretical molecular weight

ok

The number of matches, score, coverage percentage and access 1D were obtained from Mascot 2.2

in both the SKOV-3 and OVCAR-3 cell lines. By confocal
microscopy, it was possible to confirm that they were
fucosylated by colocalization with AAL (Fig. 4, upper panel).
All of the proteins analyzed showed colocalization at dif-
ferent levels, and all of them showed even more
colocalization when the cells were incubated with ascites
(Fig. 4, intermediate panel), including Peregrin (a protein
identified from the control conditions). These results con-
firm the fucosylated state of these proteins and suggest that
ascites stimulates the fucosylation of the three proteins
(Pearson correlation coefficient was >0.5 in ascites condi-
tions). The same three proteins in OVCAR-3 cells were
analyzed, confirming that they were also fucosylated and
showed colocalization with AAL (Fig. 4, lower panel).

Protein-Protein Interaction (PPI) Network Analyses
of Fucosylated Proteins in SKOV-3 Cells

Tounderstand the possible role of the identified proteins dur-
ing tumor progression, the STRING database was used to
generateaninteraction network (Fig.5). Inaddition, adetailed
search of all the identified proteins was performed. The pro-
teins that were identified to have a structural function were
Intermediate filament family orphan 1 and Dystrobrevin al-
pha; itwas determined that the remaining proteins PHD finger
protein 20-like protein 1, Peregrin and Zinc finger protein 224
act as transcription regulators. An analysis of expression was
performed in The Human Protein Atlas database (https://
www.proteinatlas.org); this analysis indicated that most
proteins, except for PHD finger protein 20-like protein 1 and
Zinc finger protein 224 (which have either moderate or high
expression levels), have low protein expression levels in dif-
ferent types of cancer tissues, including ovarian cancer.

Discussion

Ascites, the accumulation of fluid in the abdominopelvic cav-
ity, typically manifests in many types of advanced cancer,
such as colon, pancreatic, stomach, breast, lymphoma, lung,
and ovarian cancer [26, 27]. Usually, in the case of ovarian
cancer, ascites contains growth factors, cytokines, and lipid
mediators among other molecules [28, 29]. Together, these
components favor the tumor, and some spheroids and cells
can move through it, favoring metastasis [30, 31]. Actually,
the presence of ascites favors conditions that promote prolif-
eration, invasion, anti-apoptosis, chemoresistance and tumor
heterogeneity [32-34]; these characteristics are because the
cellular components then promote tumor growth, angiogene-
sis, and attenuate apoptosis [35-38].

The elements that conform to the different ascites are cru-
cial to understanding how these ascites regulate the cells; in
this case, the SKOV-3and OVCAR-3 cell lines. However, itis
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PHF20L1 BRPF1 ZNF224
Colocalization Colocalization Colocalization
SKOV-3
Culture
medium
SKOV-3
Ascites
OVCAR-3
Ascites
Protein Pearson coefficient (rp)
SKOV-3 OVCAR-3
Culture medium Ascites Ascites
PHF20L1 0.27459 0.67679 0.53747
BRPF1 0.37953 0.54633 0.01598
ZNF224 0.1479 0.74366 0.51175

Fig. 4 Colocalization between identified proteins and fucosylation. For
the colocalizing assay, ascites 02 was employed for SKOV-3 cells, and
ascites A04 was employed for OVCAR-3 cells. Three of the proteins that
were previously identified were analyzed (inred). Aleuria aurantialectin
was employed to follow fucosylation and is visualized in green. Merged

very difficult to define the composition of each of these asci- tes. It
is important to mention that IL-6 is usually found in ovarian cancer
ascites [39]. Moreover, IL-6 and IL-8 are among the most abundant
interleukins in ascites [40]. This is relevant because there are some
reports that have indicated that the increased levels of fucosylation
could be related to the higher levels of IL-6 in pancreatic cancer
cells [41]. IL-6 signaling in ovarian cancer can regulate tumor cell
prolifera- tion, invasion and angiogenesis [42-44]. Additionally, an
el- evation of TGF-3, IL-6 and IL-8 act as oncogenic stimuli that
modulate the process of epithelial mesenchymal transition,
allowing invasion to occur more easily [35, 45]. Toconfirm this
hypothesis, it will be necessary to determine the IL-6 levels in our
ascites samples.

As reported by Toledo-Leyva et al. (2018) [24], the pres- ence
of ascites changes the phenotype of SKOV-3 cells,and thisacquired
phenotype (mesenchymal) is associated with in- creased invasion
and migration properties [46]. Fucosylation isalsomodified, and this
was demonstratedinthis work, using cell-free ascites; therefore, we
can affirm that the alterations observed in the fucosylation patterns
are related to the soluble factors present in ascites and not to
overgrowth of ascites

images are shown, and the colocalization images are shown where the
white spots indicate the points of colocalization between each proteinand
fucosylation. Pearson correlation was performed using the Zen 2.3
program

tumor cells. However, we cannot discard the role of soluble
immune modulators such as IL-6 or TGF-f. Most likely, not all
ascites will induce the same change; however, at least for ascites
withtime-tested kinetics, there seemed tobe atenden- cy to decrease
the membrane-associated fucosylation levels (Fig. 1), whereas an
increase in the cytoplasmic signal was observed (Fig. 1).

However, in OVCAR-3 cells, increased membrane
fucosylation was observed (Supplementary fig. 2); this could be
related to the morphology and cell phenotype; indeed, it has been
reported that fucosylation could vary among cell and tissue types
[47]. Although the fucosylation profile might be different, PHD
finger protein 20-like protein land Zinc finger protein 224 and
Peregrin fucosylated proteins were also found in OVCARS3 cells
(Fig. 4). Nevertheless, it is possible that if the membrane proteins
were analyzed, we could find impor- tant differences between these
two cell lines in terms of their fucosylated proteins. Thus,
fucosylation can be animportant biochemical process for malignant
cells.

We decided to use the SKOV-3 cell line because it is the most
representative cell line of ovarian cancer, and many ar- ticles have
used it as a reference. On the other hand, we
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Fig.5 Interaction network of fucosylated proteins. Identified fucosylated proteins in our work (highlighted in red circles) were employed for the design
of an interaction network. The interaction network was obtained from STRING 10.0

noticed that the fucosylation of OVCAR-3 was mainly main-
tained in the membrane under all conditions of stimulation
with ascites; however, when the SKOV-3 cells were perme-
abilized, the fucosylation label was distributed throughout the
cytoplasm. The proteinsidentified by mass spectrometry were
analyzed in OVCAR-3, and it was found that at the
fucosylation colocalization points, the protein was located at
the plasma membrane; this is a situation that is not expected
for proteins with a nuclear function; thus all of these results
must be analyzed in depth. There are reports on nuclear and
cytoplasmic glycosylation. Several studies have also strongly
indicated that high-mobility-group proteins, important struc-
tural components of chromatin, are glycoproteins [48]. The
increased fucosylation of proteinswith transcriptional regula-
tion functions would increase the protein size; this could be-
come an issue when the proteins are being transported inside
the nucleus to perform their functions. However, it has been
demonstrated that the neoglycoproteins BSA-fucose, BSA-
mannose and BSA-glucose are rapidly transported inside the
nuclei, whereas BSA itself is not [49]. This implies that
fucosylation facilitates the translocation to the nuclei and
maybe also towards other organelles. Sugar-mediated
nuclear transport appears distinct from the basic peptide-

mediated NLS pathway [49]. This must be corroborated
with additional experiments.

According to the background in ovarian cancer and other
types of cancer, the fucosylation process is altered. Therefore,
we decided to evaluate the total level of fucosylation both, in
permeabilized and non-permeabilized cells. Typically this
type of glycosylation is normally established in the secretory
pathway and then presented on the cell surface in mammals.
We consider that regardless of whether fucosylation occursin
the secretory pathway, the visualization of the level of intra-
cellular fucosylation could provide information on the total
levels of fucosylation. Moreover, given that we are studying
tumor cells, we believe that intracellular fucosylation could
reflect alterations in the mechanisms of membrane secretion
of fucosylated proteins, which do not move efficiently to-
wards the cell surface. However, we found that at least for
SKOV-3 cells, at 24 h the level of membrane fucosylation
(nonpermeabilized cells) was very low; therefore intracellular
fucosylation (permeabilized cells) was sought, all under the
same experimental conditions. Our results suggest that while
what we see inside the cell are proteins that have the mem-
brane as their final destination, for some reason they do not
reach it. In the same way, experiments with permeabilized
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cells allowed us to observe that although membrane fucosylation
did not increase drastically, total fucosylation did so, suggesting an
exacerbated fucosylation process and/ or a deficiency of the
fucosylated protein secretory system.

Nevertheless, why is fucosylation important? Protein
fucosylation affects immune cell recognition, cell interactions, and
general biology [50-52]. FX is an important enzyme for the de novo
synthesis of fucose, and its deletion in mice in- duced a defect that
impaired the self-renewal capacity of bone marrow hematopoietic
stem cells [53]. In healthy conditions in the human body, this post-
translational modification is an essential component of several
blood group antigens, and it is implicated in host microbe
interactions and in numerous on- togenetic events [54-58]. It also
regulates cell adhesion mol- ecules and growth factor receptors [59,
60]. Moreover, it has been implicated in pathological conditions,
including cancer, where it has been shown to have a strong impact
in different ways; for example, it has been associated with
multidrug re- sistance in breast cancer cells [61], cell proliferation
[62], cell migration and tumor formation [63]. In addition, there are
reports that suggest that fucosylated glycans in neuroepithelial cells
are required to guide the migration of neurons in the developing
zebrafish hindbrain [64].

Additionally, some reports have indicated that a deficiency in
fucosylation leads to TRAIL-induced apoptosis resistance [65].
TRAIL induces apoptosis in many types of human can- cer cells but
does not induce apoptosis in normal cells. Therefore, a decrease
in membrane fucosylation could disfa- vor cell apoptosis as an
evasion strategy.

Considering that there is enough literature describing the
heterogeneity among ascitic fluids, the characterization of their
content was beyond our reach. The purpose was to show that, in
general terms, most of these ascitic fluids induce changes in the
cells, which are relevant for the development and progressionofthe
tumor. Of the 10 ascitic fluids analyzed, eightincreased the level of
fucosylation. These ascites are rich in cells from many sources
including immunological, tumor, stromal, and other. However, as
described in the materials and methods section, we processed these
ascites to obtain ascites without cells before incubation with the cell
lines. SKOV-3 cells that were stimulated with ascites for 72 h had
a higher expression of fucosylation that correlated with the change
in the phenotype acquired by these cells under ascites stimuli
(epithelial-to-mesenchymal transition), which may increase the
cellular migration. In fact, there are reports indicating that
fucosylation is important during migration [64]. On the other hand,
OVCAR-3 cells were also susceptible to ascitic fluids and their
stimulation induced an increase in fucosylation levels. Moreover,
OVCAR-3 cells showed a very different morphology
(Supplementary Fig. 1c) compared with that of SKOV-3 cells
stimulated with the same ascites. OVCAR-3 cells were rounded by
ascites and, in some cases, the forma- tion of spheroids was
observed. Thiscouldalso berelatedtoa

higher migration capacity and may lead to the establishment of a
metastatic tumor. Additionally, high fucosylation in OVCAR-3
could be an important feature that confers resis- tance to cisplatin
[66, 67].

OVCAR-3 cells were obtained from the malignant ascites of a
patient with progressive adenocarcinoma of the ovary, and the
cultured cells exhibitandrogen and estrogen receptors (ATCC HTB
161). SKOV-3 is an ovarian cancer cell line derived from the
ascites of a 64-year-old Caucasian female with an ovarian serous
cystadenocarcinoma (ATCC HTB 77). Both are ovarian cancer cell
lines, but it has been de- scribed that there may be cell-type and
tissue-specific varia- tions in glycosylation [68, 69].

At this time we do not dare to provide clinical relevance to our
results. We only present experimental results that could become
clinically relevant once a larger number of samples can be
analyzed. Moreover, when a correlation analysiswas made between
the fucosylation and the different clinical char- acteristics of the
patients, no statistically significant differ- ences were found,
probably because the number of samples is insufficient. However,
we found an interesting association between fucosylation and the
clinical stage.

The identification of fucosylated proteins that are associat- ed

with particular diseases (in this case, ovarian cancer) opens the
possibility to analyze them for future applications. For example,
some of the fucosylated proteins have been employed as
biomarkers, such as haptoglobin and alpha feto- protein, which are
proteins that undergo central fucosylation, and that are used as
tumor markers in hepatocellular cancer [70, 71]. Moreover, changes
in the fucosylation of particular proteins could affect their
interaction with other molecules; this would, in turn, alter their
participation in different pro- cesses, including cell adhesion,
differentiation, and signaling pathways. It is also known that these
fucosylated antigens facilitate the invasion and spread of tumor
cells [72-75]. In relation to cancer, a study conducted in 2016 by
Mehta et al.
[76] showed that the increase in central fucosylation is asso-
ciated with the dedifferentiation of primary hepatocytesand with
the appearance of markers that are indicative of the tran- sition of
the cells from an epithelial to a mesenchymal state [76]. Another
study reported that the inhibition of the fucosylationofannexin
Adinhibitedcellproliferationinovar- ian clear cell carcinoma [77].

Studies with the serum of patients with ovarian cancer, where
the type of glycans found in the glycoproteins was evaluated, found
an increased expression level of tri- and tetra-antennal
oligosaccharides with variations in sialylation and fucosylation
[78]. Previous work in our laboratory has shown that high levels of
fucosylation occur in biopsies from the tumors of patients diagnosed
with EOC [20]. At the same time, other groups have highlighted
the relevance of fucosylation in ovarian cancer (described above).
Thus, we hypothesize that the altered fucosylation of the
proteins
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identified here affects their function. In this context, it is
known that some receptors and ligands lose their affinity,
andthis leads to alterations in the signaling pathways in which
they participate [79]. Therefore, a more detailed analysis is
necessary regardingtheeffectsoffucosylationonthe structure
and function ofthe identified proteins, which are mainly tran-
scriptional regulators; this implies that the proteins need to
bind to specific protein domains to exert their functions [80].

The analysis of protein through the design of the net-
work (Fig. 5) was to support the possible role of the iden-
tified proteins during the progression of the tumor instead of
using them to understand the process of fucosylation itself.
Alterations at the glycan level in some proteins have been
used for therapeutic purposes, and this is one of the current
strategies for cancer treatment [81, 82]. The dele- tion of a
specific glycan or the modification of glycan chains with
fucose or sialic acid on the antibodies enhances antibody-
dependent cellular cytotoxicity, which is a key pathway in
the elimination of cancerous tissue [83-85].

In conclusion, our results suggest that ascites from
ovarian cancer patients are able to induce fucosylation on
different cell types. Therefore, our results may be the
foundation for further studies that will allow us to obtain
evidence that supports the use of this information in the
search for diagnostic biomarkers; our results may also be a
foundation for the discovery of possible therapeutic tar- gets
or biomarkers for cancer prognosis and progression.
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