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Abstract

Angiogenesis is a key process in cancer progression as it allows the generation of the new
blood vessels to supply nutrients to tumors that favor their growth. Therefore, tumor
angiogenesis represents a rational therapeutic objective to prevent and/or inhibit tumor. In
this sense, cancer cells in a hypoxic environment secrete angiogenic factors and bioactive
lipids that function as chemoattractants. Sphingosine-1-phosphate is a lipid derived from the
cell membrane that functions as a type | receptor agonist for sphingosine-1-phosphate
(S1PR1). S1PR1 signaling triggers angiogenic pathways, via the activation of Racl GTPase
downstream of GBy and phosphorylation cascades in which AKT1, JAK2, ERK and other
kinases play central roles in both cancer cells and stromal cells. In addition, S1IPR1 interacts
with P-Rex1 in its PDZ domains, such interaction sustains an S1P-dependent migration
response. For the above, we hypothesize that the SIP1->P-Rex1->Racl signaling axis
establishes a positive circuit that favors the activity of the receptors, which in turn are

positively regulated by proteins that are associated with P-Rex1 or S1PR1 in cancer.

Through human omics data mining, we analyzed 39 cancer transcriptomes obtained from the
cBioPortal public platform. We created the SPIM-YY database, which contains signaling
labels, protein-protein interactions, and cell markers. Overall, our analysis revealed potential
regulators of S1PR1 signaling in two types of cancer with opposite prognostic values.
Associated with a poor prognosis in the survival of urothelial bladder urothelial carcinoma
(BLCA), S1PR1 overexpression significantly correlated with receptors such as ADGRL,
EphA3 and TIE2. On the other hand, the overexpression of S1PR1 is associated with a good
prognosis in the survival of patients with liver hepatocellular carcinoma (LIHC), in this sense,
overexpressed S1PR1 is accompanied by TIE1/2 and RasGEF2. Interestingly, in LIHC the
axis S1P1->P-Rex1->Racl is significantly coexpressed, as it is in effect regulated by
phosphosubstrates of AKT1 and JAK2 kinases, among the candidates found is BLT2, this is

associated with processes of invasion, metastasis and survival.

In conclusion, we found that the signaling axis SIP1->P-Rex1->Racl is active in endothelial
cells and according to omics data mining analyzes, overexpression of S1PR1 is associated

with a poor prognosis with BLCA and a good prognosis with LIHC.

xi



Resumen

La angiogénesis es un proceso clave en la progresion del cancer ya que permite la generacion
de nuevos vasos sanguineos en direccion a los tumores. Esto genera el intercambio de
nutrientes y desechos que favorecen su crecimiento; por lo tanto, la angiogénesis tumoral
representa un objetivo terapéutico racional para evitar y/o inhibir el crecimiento de tumores.
En este sentido, las células cancerosas en un ambiente hipoxico secretan factores
angiogenicos y lipidos bioactivos que funcionan como quimioatrayentes. La esfingosina-1-
fosfato es un lipido derivado de la membrana celular que funciona como agonista del receptor
tipo | para esfingosina-1-fosfato (S1PR1). La sefalizacion de S1PR1 desencadenan vias
relevantes en angiogénesis, mismas que conducen a la activacion de la GTPasa Racl via el
heterodimero GPy y cascadas de fosforilacion en las que las participan cinasas como AKT1,
JAK2 y ERK. Asimismo, S1PR1 interacciona con P-Rex1 en sus dominios PDZ, dicha
interaccion sostiene una respuesta migratoria dependiente de S1P. Por lo anterior, nosotros
hipotetizamos que el eje de sefializacién S1P1->P-Rex1->Racl establece un circuito positivo
que favorece la actividad de los receptores, quienes a su vez son regulados positivamente por
proteinas que se asocian a P-Rex1 o0 a S1IPR1 en cancer. A través de mineria de datos émicos
de humanos, integramos el transcriptoma de 39 estudios de diversos tipos de cancer obtenidos
de la plataforma publica cBioPortal con la base de datos SPIM-Y'Y, la cual contiene etiquetas
de sefalizacion, interacciones proteina-proteina y marcadores celulares. En conjunto, este
analisis nos reveld potenciales reguladores de la sefializacion de S1PR1 en dos tipos de
cancer mostrando correlaciones con curvas de sobrevivencia totalmente opuestos;
implicando un posible valor prondstico. En el BLCA, S1PR1 sobreexpresado se asocia a un
mal prondstico y se correlaciona significativamente con receptores como ADGRL, EphA3y
TIE2. Por otro lado, la sobreexpresion de S1IPR1 en el LIHC, estd acompafiada de TIE1/2 y
RasGEF2 asociado a un buen prondstico en la sobrevivencia de pacientes. De manera
interesante en LIHC se coexpresa de manera significativa el eje SIP1->P-Rex1->Racl,
mismo que en efecto esta regulado por fosfosustratos de las cinasas AKT1 y JAK2, dentro
de los candidatos encontrados estd BLT2, el cual se asocia a procesos de invasidn, metastasis
y sobrevivencia. En conclusion, encontramos que el eje a sefializacion S1IP1->P-Rex1->Racl
es activo en celulas endoteliales y que la sobreexpresion de S1PR1 se asocia a un mal

prondstico con BLCA y a un buen prondéstico con LIHC.

xii



1. Introduccion
1.1 El cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades no transmisibles de interés global que a través de
los afios ha carecido de un tratamiento efectivo, a pesar del compromiso de diversos grupos
de investigacion alrededor del mundo para contrarrestarlo (Shen,Shi & Wang, 2018).
Asimismo, el cancer adquiere caracteristicas (Figura 1), como lo son: el mantenimiento de
vias de sefializacion proliferativas, la evasion a los supresores de crecimiento, mecanismos
de invasion y metéstasis activos, la inmortalidad replicativa, la induccion a la angiogénesis,
la resistencia a la muerte celular, la inestabilidad y mutacién del genoma, la inflamacion
promovida por los tumores, la reprogramacion del metabolismo energético y la

inmunodepresion en el microambiente tumoral (Hanaha & Weinberg, 2011).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 1. Caracteristicas del cancer. Se representan las seis capacidades distintivas propuestas para
el cancer. Obtenido de Hanaha & Weinberg, 2011.

Naturalmente las células de los mamiferos expresan genes supresores de tumores, estos
evitan que las células se transformen a cancerosas y su actividad es fundamental en la
homeostasis del organismo. En contraste, los oncogenes son responsables de la proliferacion
incontrolada de las células, mismas que eventualmente dan lugar al cancer. Las funciones de
dichos genes aparentemente dependen del contexto celular, es decir, que dependera del tipo
de célula o tejido donde se encuentren. Ademas, se sabe que no solo factores genéticos son

causa del cancer sino también factores ambientales. Estos en conjunto juegan un rol relevante



en el desarrollo y progresion del cancer (Shen, Shi & Wang, 2018). Propiamente un tumor,
tiene la capacidad de interactuar y reclutar subconjuntos de células a través de quimiocinas

y receptores para quimiocinas repercutiendo en la inmunidad y la tumorigénesis del cancer.
1.2 Microambiente tumoral

Diversas fuentes consideran a los tumores como érganos, formados por células cancerosas o
transformadas, células inmunes, células estructurales (fibroblastos, células endoteliales,
células epiteliales) y moléculas de la matriz extracelular (MEC), dando lugar al
microambiente tumoral. Este nicho tumoral es esencial para la formacion, crecimiento y
diseminacion del tumor, permitiendo asi diversos eventos (Figura 2) como lo son el
reclutamiento de células, la angiogénesis, la invasion celular y la metastasis (Li, Wu, Fu &
Han, 2013; Vazquez-Prado et al. 2016).
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Figura 2. Microambiente tumoral y la regulacion de procesos quimiotacticos. La comunicacion
entre células del nicho neoplésico e incluso con células distantes del microambiente tumoral es
fundamental para la progresion del cancer. Se sabe que las células que integran el tumor secretan
factores quimiotacticos proangiogénicos, citocinas y factores de crecimiento, por ejemplo: S1P,
Interleucinas (IL-8), prostaglandidas (PGE2), SDF-1, CCL2, trombina. Estas quimiocinas actlian
directamente sobre receptores ubicados en la membrana plasmatica, activando vias de sefializacion
responsables de procesos fisiologicos del cancer como angiogénesis, metéastasis e invasion.
Modificado de VVazquez-Prado et al. 2016.



1.3 Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso que induce a la formacion de una red de vasos sanguineos a
partir de los existentes tanto en condiciones fisiologicas y patoldgicas, un ejemplo de este
ultimo es el cancer. Las células que forman el microambiente tumoral secretan quimiocinas
para poder reclutar células especificas; por ejemplo, células endoteliales, con la finalidad de
generar una prolongacion del vaso sanguineo hacia el tumor (Figura 2) (Chae, Paik, Furneaux
& Hla, 2004). En cancer, este proceso es vital ya que es asi como el tumor adquiere nutrientes
y oxigeno, asi como la capacidad de desechar productos metabdlicos y dioxido de carbono
(Vazquez-Prado et al. 2016; Hao, Vadgama & Wang, 2020). También se ha descrito que la
neovasculatura que rodea al tumor es defectuosa, esto por la presencia de vasos sanguineos
inmaduros, deformes, dilatados y por tanto una integridad vascular comprometida. Para una
angiogenesis tumoral exitosa se requiere de la migracién celular dirigida (Nagarsheth, Wicha
& Zou, 2017).

1.4 Migracidn celular en cancer

La migracion celular es necesaria para el desarrollo de organismos pluricelulares, asi como
en eventos postnatales como la cicatrizacion y respuestas inmunitarias. Ademas, la migracién
celular contribuye en la progresion de enfermedades cardiacas, inflamatorias y en el cancer.
En particular, la migracion celular oncogénica es un proceso orquestado por factores
quimiotacticos, receptores (GPCRs), y proteinas citoplasmaticas como factores
intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs) y GTPasas pequefias de la familia de
Rho, estas Ultimas son responsables del rearreglo de la actina filamentosa (Figura 3)
(Tajadura-Ortega et al., 2018).
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Figura 3. La sefalizacion de GPCRs regula el remodelado del citoesqueleto de actina a través
de las GTPasas de la familia de Rho. Las Rho GTPasas tipicas son activadas por RhoGEF (Factores
intercambiadores de nucle6tidos de guanina de la familia Rho), mismos que son regulados por el
heterodimero Gy de la proteina G que previamente estuvo en forma de heterotrimero acoplado al
receptor de siete hélices transmembranales, en conjunto esta sefializacion conduce al remodelado del
citoesqueleto de actina. Modificado de VVazquez-Prado et al. 2016.

1.5 Regulacion de GTPasas

En los humanos, la familia de las Rho GTPasas consta de 20 genes, que se agrupan en 8
subfamilias: RhoF/RhoD, Rac/RhoG, Cdc42/RhoQ/RhoJ, Rho, RhoV/RhoU, RhoH,
RhoBTB y Rnd (Figura 4).
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Figura 4. Familia de Rho GTPasas humana. Se muestran las 8 subfamilias codificadas en 20 genes.
Las Rho GTPasas se diferencian por su forma de ser reguladas: tipicas (6valos naraja) y atipicas
(6valos lila). Modificado de Haga & Ridley, 2016.



De acuerdo con su regulacion, las Rho GTPasas se clasifican en dos grupos: tipicas y atipicas.
Las tipicas estan reguladas por el ciclo de GTP/GDP, mientras que las atipicas tienen
diferencias de residuos en su estructura con las tipicas, lo que induce una actividad distinta y

autdonoma, en conjunto participan en la progresion del cancer (Haga & Ridley, 2016).
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Figura 5. Célula polarizada en respuesta a un gradiente quimioatrayente. En el frente de una
célula polarizada normalmente se generan filopodios y lamelipodios dependientes de Cdc42 y Rac,
respectivamente. En contraste, en la parte posterior hay actina contréactil mediada por Rho generando
fibras de estrés. Modificado de VVazquez-Prado et al. 2016.

Se sabe que las GTPasas tipicas asociadas a los fenotipos del citoesqueleto de actina (fibras
de estrés, lamelipodios y filopodios) caracteristicos de una célula polarizada: RhoA, Racl y
Cdc42, mismas que tienen un rol esencial en la coordinacion funciones celulares, como la
migracion adhesién, motilidad e invasion en condiciones fisioldgicas y patoldgicas. Ademas,
actlian como interruptores moleculares, es decir, activas cuando se encuentran unidas a GTP
(trifosfato de guanosina), e inactivas cuando se unen a GDP (difosfato de guanosina) (Figura
6). Dicha afinidad e intercambio de nucle6tidos de guanina es regulada por factores
intercambiadores de nucleotidos de guanina (GEF), que median el intercambio de GDP por
GTP, lo conduce a la activacion de la GTPasa, y las proteinas activadoras de la GTPasas
(GAP), que promueven la hidrélisis de GTP a GDP, esencialmente apagando a la GTPasa
(Figura 6). En condiciones basales, las GTPasas clasicas pueden encontrarse en el citosol en

forma de complejo con inhibidores de la disociacion de GDP (GDI), impidiendo su
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interaccion con sus activadores (GEFs) y efectores incluidos los GAPs (Garcia-Mata, Boulter
& Burridge, 2011; De, Aske & Dey, 2019).
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Figura 6. Ciclo de regulacion de las Rho GTPasas tipicas humanas. Las Rho GTPasas son
conmutadores moleculares que pueden estar prendidas cuando esta unidas a GTP o apagadas unidas
a GDP, dicha regulacion es dada por GEFs y GAPs, respectivamente. Los GDIs son
secuestradores de las GTPasas impidiendo la interaccién con sus activadores directos. El
GTP es necesario para que las proteinas G adquieran una conformacion activa. Obtenido de
Garcia-Mata, Boulter & Burridge, 2011.

Propiamente las Rho GTPasas han sido asociadas a funciones fisiologicas esenciales, como
el desarrollo embrionario, la diferenciacion neuronal, la formacion de neuritas y el
mantenimiento de células madre en la médula 6sea, la piel y el intestino. En condiciones
patoldgicas, las Rho GTPasas se correlacionan con las seis caracteristicas distintivas del
cancer. A menudo, las Rho GTPasas se encuentran sobreexpresadas en cancer, y una minoria
se encuentran mutadas. En diversos tipos cancer, incluidos los de mama, colon y pulmén, se
reportd una alteracion de tipo empalme (Raclb), de Racl. En conjunto la sefializacion de las
Rho GTPasas puede considerarse pro-tumorigénica (Figura 7), por lo que se ha considerado
emplear los niveles de expresion de las Rho GTPasas clasicas como marcadores pronosticos
en la progresion del cancer. (Orgaz, Herraiz & Sanz-Moreno, 2014; Porter, Papaioannou &
Malliri, 2016).



En cuanto a los Rho reguladores, se conocen 145, que modulan la actividad de las Rho
GTPasas, siendo 81 RhoGEFs y 66 RhoGAPs, incluidos dos duales: BCR, ABR (Muller et
al., 2020). Generalmente en cancer, los RhoGEFs se encuentran sobreexpresados, por
ejemplo, el Rac GEF P-Rex1 eleva su expresion en cancer de prostata metastasico, asi como
en cancer de mama (positivo a receptores de estrégenos) y melanoma. Otro ejemplo es el
GEF, TIAM, el cual se ha encontrado sobreexpresado en cancer de colon, mama, melanoma,
renal y prostata (Cook, Rossman & Der, 2014). Por altimo, los reguladores negativos de la
actividad de las Rho GTPasas, como Rho GAP y Rho GDI, actian como supresores de

tumores y se pierden en los canceres humanos (Porter, Papaioannou & Malliri, 2016).
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Figura 7. Sefalizacion desregulada de las Rho GTPasas en cancer. Existen diferentes mecanismos
por los cuales la sefializacion de Rho GTPasas se puede ver comprometida, por ejemplo, mutaciones
puntuales (1), sobreexpresion de RhoGEFs (2) y GTPasas (4), pérdida de los RhoGAPs y RhoGDls
(3), alteraciones en las modificaciones postraduccionales de las GTPasas (5) y splicing alternativo de
las GTPasas (6). Modificado de Porter, Papaioannou & Malliri, 2016.



Las células endoteliales ajustan su fenotipo celular al ser estimuladas con los factores
quimiotacticos. Para que esto suceda, es importante el rearreglo del citoesqueleto de actina.
Los fenotipos de células en movimiento estan controlados por la sefializacion de receptores
(GPCRs y/o RTKSs). En particular, los GPCRs via Gfy activan a RhoGEFs y éstos a sus
efectores, las Rho GTPasas. La GTPasa Racl se ha descrito ampliamente como un regulador
clave para promover la reorganizacién de citoesqueleto de actina y la migracién celular rio
debajo de GPCRs, en respuesta a quimiocinas. La eliminacion de Racl, mediante el
tratamiento con ARNIip, en células endoteliales vasculares inhibe la formacién de tubos en
respuesta a VEGF, asi como la migracion, invasion y proliferacion de células endoteliales in
vitro (Bid, Roberts, Manchanda, & Houghton, 2013). Uno de los agonistas pro-angiogénicos
que orquesta la sefializacion de la Rho GTPasa, Racl es esfingosina-1-fosfato.

1.6 La biosintesis, localizacidon y funcion general de esfingosina 1-fosfato (S1P)

La S1P es un lipido bioactivo de sefializacion derivado del metabolismo de la esfingomielina.
En su biosintesis es fosforilado por dos isoenzimas cinasas: la esfingosina cinasa 1 (Sphk1),
y la esfingosina cinasa 2 (SphK2). Estas proteinas tienen funciones y localizaciones distintas
cuando las células son estimuladas (Figura 8). La S1P, descubierta en la década de 1960
(Stoffel, Sticht, LeKim, 1968), es secretada por células endoteliales, eritrocitos y plaquetas
activas. Sus funciones son pleiotropicas, principalmente en el desarrollo embrionario y de
patologias (Sun, K. et al., 2016; Cartier & Hla, 2019). La S1P es transportada hacia el espacio
extracelular a través del transportador de superfamilia facilitador principal 2b (Mfsd2b) y por
transportador de esfingolipidos 2 (Spns2) (Jozefczuk, Guzik & Siedlinski, 2020).

La degradacién de S1P depende de fosfatasas y liasas, SPP1-2 y LPP1-3, respectivamente
(Kumar & Saba, 2015; Schwiebs et al., 2019). La S1P intracelular, especificamente en los
ndcleos actia como un inhibidor de histona desacetilasa y regula epigenéticamente la
transcripcion de genes. En cuanto a la S1P extracelular, ésta funciona con agonista de
receptores acoplados a proteinas G (S1PRs) (Figura 8). Este agonista lipidico es abundante
en plasma y se considera fisiologicamente relevante en el sistema inmunoldgico, ya que

modula el flujo, la motilidad y morfologia celular (Wang et al., 2019).



Existe un gradiente de S1P entre el sistema circulatorio sanguineo, linfatico y los fluidos
intersticiales. La S1P no tiene buena solubilidad, por lo tanto, para mejorarla es acompafiada
de proteinas chaperonas, como lipoproteinas de alta densidad (HDL), albumina, lipoproteinas
de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Jozefczuk, Guzik &
Siedlinski, 2020).
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Figura 8. Produccion de S1P a partir de esfingomielina y su transporte al espacio extracelular.
a) La degradacion de la esfingomielina (SM) es una via involucrada en la produccion de mensajeros
lipidicos, como la S1P. La SM es metabolizada enzimaticamente a ceramida por una
esfingomielinasa, posteriormente una ceramidasa forma la esfingosina (sph) y las sphk fosforilan a
sph, en el citosol, cerca de la membrana plasmatica sphk1 y en el ndcleo sphk2. b) Una vez formada,
la S1P es enviada al espacio extracelular a través de transportadores para poder actuar como agonista
de S1PR1. Adaptado de Tani, Ito & Igarashi, 2007 y Wang et al., 2019.

Se ha demostrado que la S1P extracelular esta involucrada en diversas actividades
fisioldgicas y fisiopatoldgicas (Figura 9), incluido el trafico de células inmunitarias, el trafico
de células madre hematopoyéticas, la integridad vascular y la proliferacion celular. Estos
efectos ocurren activando a sus cinco receptores acoplados a proteina G. En 2006, Visentin
y colaboradores demostraron que la neutralizacion de S1P reduce el crecimiento tumoral al
inhibir la proliferacion, sobrevivencia y potencial metastasico de las células cancerosas,

simultaneamente con la reduccion de la formacion y funcion de los vasos.
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Figura 9. Multiples funciones de S1P. La S1P tiene funciones principalmente en el desarrollo
embrionario, corazon, sistema inmunolégico y vasculatura, en condiciones normales y patoldgicas.
Modificado de Jozefczuk, Guzik & Siedlinski, 2020.

1.7 Receptores para S1P(S1PRs)

En vertebrados existen 5 receptores acoplados a proteina G (GPCR) que son sensibles a S1P:
S1PR1-5. Todos los S1PR se acoplan a Gi con afinidades distintas. En particular SIPR2 y
S1PR3 activan a Gq y a Gi2i13; Y S1IPR5 se une a G213 (Figura 10) (Kumar & Saba, 2015).
Los S1PRs muestran afinidades diversas por las proteinas G. Ademas, se expresan en
diferentes tejidos; por ejemplo, los tipos 1, 2 y 3 se expresan preferentemente en tejidos
cardiovasculares, mientras que S1PR4 es caracteristico del sistema linfatico y S1PR5 es
caracteristico de los sistemas inmunolégico y nervioso (Jozefczuk, Guzik & Siedlinski,
2020). Cuando S1P activa a los S1PRs regula distintos procesos biologicos y patoldgicos: la
adhesion, diferenciacion, sobrevivencia y crecimiento celular, la reorganizacion
citoesqueleto de actina, migracion, angiogénesis, maduracion vascular, inflamacion,
invasion, metastasis y quimiorresistencia en el cancer (lgarashi et al., 2003; Kumar & Saba,
2015). Estas son algunas de las razones que dan soporte al uso de los S1IPRs como blancos
farmacologicos en el tratamiento de enfermedades vasculares, autoinmunes, renales y en el
cancer. (Ledezma et al 2010). EIl receptor tipo | para esfingosina-1fosfato (SIPR1) se une
exclusivamente a proteinas heterotriméricas de la familia Gi, inhibiendo a adenilato ciclasa
y activando las vias de sefializacion de fosfatidilinositol 3-cinasa, ERK1/2 y JAK2 (Janus
cinasa 2)-STAT3 (transductor de sefial y activador de la transcripcion 3), Ras, NLRP3y PLC
(Fosfolipasa C). Bioldgicamente, S1IPR1 es esencial para la vida ya que, por ejemplo, ratones

deficientes de este receptor mueren intrauterinamente (entre el dia E12.5 y el dia E14.5) por
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una hemorragia relacionada con la inmadurez de la vasculatura (Liu, et al., 2000; Chae, Paik,
Furneaux & Hla, 2004). En los procesos de agregacion plaquetaria en respuesta a dafio celular
endotelial, las plaquetas liberan S1P, misma que favorece la reparacion de la lesion vascular
(Proia & Hla, 2015).
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Figura 10. Vias de sefializacion de los S1IPRs a través de S1P en cancer. Los S1PR1-5 sefializan
intracelularmente via proteinas G, tienen afinidades distintas para Gi, Gq, Gizas Yy tienen un rol
importante en el crecimiento, la proliferacion, la migracion y la invasion del cancer. Modificado de
Wang et al., 2019.

1.8 El papel del S1IPR1 en el cancer

El S1IPR1, como se describid, enciende diversas vias de sefializacion y éstas se consideran
en gran medida un factor protumorigénico, induciendo migracion, proliferacion, invasion y
neovascularizacion en varios tipos de cancer. En ratones, el silenciamiento de S1PR1
evidencié a este receptor como un componente crucial de la respuesta angiogénica tumoral
(Chae, Paik, Furneaux & Hla, 2004). En ratones, la sefializacion de S1P-S1PR1 amplifica la
via de transduccion de VEGF-VEGFR2 debido a un aumento en la actividad de la tirosina
cinasa c-Abl1, ésta fosforila al receptor tipo Il para VEGF, provocando una retencion de este
en la membrana plasmatica y favoreciendo la migracion de células endoteliales dependiente
de Rac (Ragunathrao et al., 2019).

Por otro lado, la expresion de S1PR1 en células del microambiente como los macréfagos se

ha relacionado con actividades que van desde promover la supervivencia de las células
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tumorales, la resistencia terapéutica y supresion de la inmunidad antitumoral, hasta promover
la angiogénesis y la invasion, que convergen en la diseminacion metastasica (Weichand et
at., 2017). Ademas, el eje de sefializacion SIPR1-STATS3 esté elevado en 6rganos distantes
previo a la llegada de las células tumorales, lo que permite que las células mieloides invadan,

proliferen y resistan la apoptosis en sitios premetastasicos (Deng et al., 2012).

Estos hallazgos, perfilan a que la sefializacion S1P-S1PR1 sea un potente blanco terapéutico
en tratamiento contra el cancer y otras enfermedades como esclerosis, diabetes, renales y
autoinmunes. Existen una serie de compuestos agonistas y antagonistas que afectan la
sefializacion de los S1PRs. Por ejemplo, el antagonista funcional, fingolimod (FTY720;
nombre comercial Gilenya), empleado para el tratamiento contra esclerosis maltiple y con
poco éxito por sus efectos adversos. En el cancer, fingolimod ha demostrado inhibir la
vascularizacion y la progresion del cancer de pulmoén, color, higado, prostata. También
existen otros agonistas para los S1PRs: siponimod, SEW2817, AUY954, ponesimod y KRP-
203, éstos se dirigen principalmente a S1PR1, aunque sus efectos, seguridad y eficacia aun

necesitan mas estudios (Wang et al., 2019).

1.9 Eje hipotético SIPR1->P-Rex1-Racl

La S1P activa a S1IPR1, mismo que favorece la migracion celular al activar a las proteinas
Gi y via GPy inducen la actividad de Racl en células endoteliales (Lee et al., 2001; Paik et
al., 2001) (Figura 11).
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Figura 11. S1PR1 via Gi activa a Rac en células endoteliales dependiente de S1P. A la izquierda
en (a) vemos el modelo propuesto de la activacion de Rac en células endoteliales en respuesta a S1P
via SIPR1(EDG-1). A la derecha (b) se muestra el pull down de Rac y Rho en células endoteliales
estimuladas o0 no con S1P. Como control de carga, se observa a actina. Adaptado de Lee et al., 2001
y Paik et al., 2001.
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En el cancer, particularmente en el de Wilms, un tipo de cancer renal en nifios, se encontrd
una alta expresion a nivel de RNAm y de proteina de S1PR1 (Figura 12A-B) y que su
sefializacion es via Gi activando PI3K y Racl en respuesta a S1P (Figura 12C-E) (Li et al.,
2009).
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Figura 12. La sefalizacion de S1IPR1 dependiente de S1P en cancer de Wilms. A) Se encontr6
expresion diversa de los receptores para S1P en lineas celulares de tumores de Wilms, por PCR
cuantitativa. B) Imagen representativa de inmunohistoquimica para S1PR1 (Flecha, células
blastemales; punta de flecha, células endoteliales vasculares). C) Migracion inducida con S1P solo o
con PTX (Toxina pertussis). D) Captura de Racl activa a concentraciones crecientes de S1P. E)
Migracién inducida en células pretratadas con Wortmanina (inhibidor de PI13K) en presencia o no de
S1P. Modificado de Li et al., 2009.

En el 2010, Ledezma-Sanchez y colaboradores demostraron que el C-terminal de S1IPR1
interacciona con P-Rex1, Rac-GEF responsable de la actividad de la GTPasa Racl. Dicha
interaccion ocurre con los dominios P-Rex1-PDZ e incrementa la permanencia de SIPR1 en
la membrana plasmaética, asi como una mayor respuesta migratoria dependiente de S1P
(Figura 13).
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Figura 13. Mapeo de la interaccidén del C-terminal de S1IPR1 con el Rac-GEF P-Rexl y sus
efectos funcionales celulares. A) Modelo de interaccion entre el carboxilo terminal del receptor tipo
| para S1P y los dominios PDZ de P-Rex1. B) Pull down del mapeo de interaccidn del C-terminal de
S1PR1 con las construcciones: DH-PH, DEP-DEP, PDZ-PDZ y el extremo C-terminal de P-Rex1. C-
D) Efectos funcionales de la interaccion entre el receptor y el Rac-GEF dependiente de S1P.
Modificado de Ledezma-Sanchez et al., 2010.

Por otro lado, la cinasa AKT activa interacciona y fosforila a SIPR1 (Figura 14B-C), dicha
fosforilacion favorece la quimiotaxis de células endoteliales estimuladas con S1P (Lee et al.,
2001). Ademas, se encontré S1PR1 y la cinasa JAK interaccionan, lo cual contribuye a la
activacion del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3) (Figura 14D-
F), mismo que induce la expresion de S1IPR1 e IL-6 en células cancerosas, acelerando el

crecimiento del tumor y la metéstasis dependiente de IL-6 (Lee et al., 2010).
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Figura 14. Cinasas que interaccionan con S1IPR1. A) Modelo gréfico de cinasas interactuando con
S1PR1. B) Co-inmunoprecipitacion de SIPR1(EDG-1) en ausencia o presencia de S1P en células
endoteliales. C) Fosforilacion de la tercera asa intracelular de S1IPR1 por la cinasa AKT. D-F)
Ensayos de inmunoprecipitacion para SIPR1 y JAK2, asi como la actividad de STAT3. Modificado
de Leeetal., 2001y Lee etal., 2010.
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1.10 Mineria de datos

El analisis de mineria de datos se define como el proceso donde se selecciona, explora, filtra
y extraen patrones implicitos, previamente desconocidos y potencialmente Utiles en la
investigacion cientifica. Este tipo de estrategias se estan convirtiendo cada vez mas cotidianas
en el area de biologia molecular por el manejo de datos 6micos que generalmente son
masivos. Particularmente en patologias como el cancer se han empleado diversos métodos
de mineria de datos para la deteccion de biomarcadores o blancos farmacoldgicos (Liang et
al., 2020).

En conjunto, todos los hallazgos encontrados nos hacen considerar la relevancia molecular,
celular y clinica del eje SIPR1->P-Rex1->Racl en el cancer, particularmente en las de
células inmunes y endoteliales que conforman a los tumores y como los interactores de
S1PR1y P-Rex1 podrian favorecen la migracion celular a través de proteinas desconocidas.
Para poder identificarlas, realizamos anélisis de mineria de datos gendmicos del cancer y
ensayos bioquimicos que confirmen la existencia de dicho eje de transduccién y la dinamica

de activacion de esta via de sefalizacion.
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2. Justificacion

En el cancer, la migracién de células endoteliales tiene un papel importante en el proceso de
angiogenesis. Los receptores S1IPR1 estimulan la migracion celular via proteinas Gi y
GTPasas pequefias de la familia de Rho, particularmente Racl, promoviendo la generacion
de lamelipodios, ademas, son regulados positivamente por las cinasas: AKT y JAK. Por lo
tanto, consideramos que en esta cascada podria intervenir el Rac-GEF P-Rex1, jugando un
papel dual, siendo por un lado efector de la viay por otro lado regulador positivo de la misma,
a través de reclutar a reguladores directos de los receptores SIPR1. Asimismo, S1PR1
interacciona con la cinasa JAK activa, quien también podria regular o amplificar el eje de
sefializacion S1IP1->P-Rex1->Racl. Puesto que los receptores S1P1 han sido involucrados
en circuitos sostenidos de sefializacion oncogénica, consideramos que el papel central del
Rac-GEF P-Rex1, es como un promotor de metastéasico. El eje de transduccién S1P1->P-
Rex1->Racl y sus proteinas amplificadoras o reguladores podrian expresarse en tipos de
cancer, con la posibilidad de servir como biomarcadores o blancos farmacolégicos para el

diagnostico o tratamiento, respectivamente.
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3. Hipotesis

La sefializacion de los receptores S1P1 involucra la intervencion del Rac-GEF P-Rexl,
mismo que establece un circuito sostenido que favorece la actividad de los receptores, al ser
regulados positivamente por proteinas que se asocian a P-Rex1 0 a SIPR1, dicha sefializacion
de S1PR1 es relevante en tipos de cancer especificos (Figura 15).
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Figura 15. Modelo del eje hipotético S1IP1->P-Rex1->Racl en células endoteliales dentro de un
microambiente tumoral estimuladas por S1P. En el contexto de distintos tipos de cancer y el
microambiente tumoral, S1IPR1 favorece el desarrollo del tumor favoreciendo la angiogénesis que
permite la progresion del cancer a través de P-Rex1.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Evaluar el circuito que forma P-Rex1 en la via sefializacion S1P1->P-Rex1->Racl con sus

interactores y los cambios relevantes en la migracion celular.
4.2 Objetivos particulares

1. Identificar proteinas amplificadoras y/o reguladoras, asi como los tipos de cancer
donde el eje de transduccion SIPR1->P-Rex1->Racl se encuentre expresado y
estrechamente relacionado con S1PR1 a partir del transcriptoma de estudios del
cancer.

2. Evaluar la activacion del eje de transduccion S1IP1->P-Rex1->Racl en respuesta
a esfingosina-1-fosfato.

3. Establecer si P-Rex1 recluta proteinas que favorecen la sefializacion del receptor
S1P1.
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5. Estrategia experimental

==:= cBioPortal

ﬁ Proteinas amplificadoras y
reguladoras, y tipos de cancer donde
el eje de transduccién se coexpresa
con S1PR1.

*Analisis de mineria de datos omicos del cancer.

S1PR1->P-Rex1-2>Racl activo en
Q respuesta a S1P.

) *Curva de activacion del eje de transduccion con
— S1Pen EC.

*| PD de RacG15A Captura de P-Rex! activo.
*Fosfosustratos de AKT en respuesta a S1P.
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P-Rex1 interacciona con proteinas que
favorecen la seializacion de SIPR1.

*| PD de RacG15A-Interactores de P-Rex1.*
*| PD de HT-P-Rex1-Interaccion con SIPR1.**

Figura 16. Estrategia general para identificacién de proteinas reguladoras del eje SIP1>P-
Rex1->Racl y validacion de la sefializacion S1PR1. El presente modelo nos indica dos secciones
para abordar los 3 objetivos particulares, en la parte superior (1) se hace referencia al analisis de
mineria de datos 6micos para determinar las identidades de proteinas y tipos de cancer donde la
sefializacion de S1PR1 esté expresada, la segunda seccion se indica en la parte inferior, para el punto
2 y 3, especificamente reflejan las estrategias bioquimicas para validar la existencia del eje de
transduccion en el laboratorio.

5.1 Proteinas amplicadoras y/o reguladoras y tipos de céancer donde el eje de

transduccion se expresa

Para poder identificar en cancer a proteinas que pudiesen regular el eje de transduccion
S1P1->P-Rex1->Racl se realizo un analisis de mineria de datos integrando la base de datos
SPIM-YY con estudios de transcriptoma del cancer obtenidos de cBioPortal, permitiéndonos

interrogar datos masivos de pacientes para 39 estudios curados y no redundantes.
5.2 SIPR1->P-Rex1->Racl activo en respuesta a S1P

Se realiz6 una curva de activacion donde células endoteliales (PAE) fueron estimuladas con
S1P y se identificaron las proteinas clave que nos indican la activacion del eje SIPR1->P-
Rex1->Racl, como, por ejemplo, proteinas asociadas al complejo mTORC1, mTORC2 y pERK1/2.
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Con el uso de pruebas bioquimicas, como pull down con la GTPasa libre de nucle6tido
RacG15A, se logrd capturar al Rac GEF P-Rex1 activo. Esto en respuesta al estimulo con
S1P en células endoteliales. Ademas, se determind la actividad de la cinasa AKT

indirectamente por las proteinas que fueron fosforiladas.
5.3 P-Rex1 recluta proteinas que favorecen la sefializacién de SIPR1

Para caracterizar si P-Rex es capaz de interaccionar con otras proteinas y comprender la
dinamica con que lo hace se realizaron ensayos de pull down con el epitopo HaloTag-P-Rex1
en presencia de S1P. A través del tiempo, la interaccion de P-Rex1 con otras proteinas nos

indican la complejidad del eje.
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6. Materiales y métodos

6.1 Base de datos SPIM-YY

Para generar SPIM-YY se realiz6 una busqueda de informacion en diversas plataformas
publicas como: SMART-GENOMES, HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee),
Uniprot, PhophositePlus, AmiGO, HuRlI, The Bioplex Interactome, The Rome, Cell Marker,
y articulos (recursos y originales), todos los datos fueron procesados e integrados en el
sotfware FileMaker Pro 11 version 11.0v1 (03-16-2010) (Figura 17)

Recopilaciéon de
informacion Procesamiento de datos

goteinas de senalizacion: \

-Estructura
-Funcion

Interactoma:
-Proteina-Proteina
-Reguladores de Rho(GEF,GAP)

@PhosphoSitePlus %

Marcadores celulares:

< /ﬁ% > SPIM-YY ‘ -Normales
-Microambiente tumoral
gzl he Rhiome K /

§77CellMarker

Figura 17. Descripcién general de la recopilacién y procesamiento de datos obtenidos de
multiples plataformas publicas para la creaciéon de la base de datos SPIM-YY. Izquierda: Se
muestran las interfaces consultadas con la finalidad de obtener etiquetas deseables. Derecha: El
analisis integrado de la informacion recabada se presenta en 3 hojas: proteinas de sefializacién,
interactoma y marcadores celulares.

Los criterios de busqueda fueron los siguientes:

SMART-GENOMES: Ir al sitio Web (http://smart.embl-heidelberg.de/browse.shtml) y
descargar la informacion de las proteinas con dominios estructurales de sefializacion, por
ejemplo, para el dominio RhoGEF, seleccionar en evolucion; Homo sapiens, generar el arbol
con formato de Newick basado en la taxonomia de NCBI, junto con el correspondiente
conjunto de datos de dominios de proteinas con formato de iTOL y descargar solo el arbol
de Newick en texto sin formato, este procedimiento se realiza para los 160 dominios de

sefializacién de humanos.
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HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee): Desde la interfaz (www.genenames.org/)

buscar la base de datos HGNC por conjunto de genes aplicando los siguientes filtros y

atributos: grupo de locus, gen codificador para proteinas; tipo de locus, gen con producto

proteico; ID de HGNC, nombre aprobado, estado aprobado, simbolo aprobado, ID del gen
Ensembl, 1D UniProt.

Uniprot

Para nombre de proteina y peso molecular (kDa): en la pagina principal de
Uniprot, seleccionar la base de datos UniProtKB (Base de conocimientos de UniProt)
de proteinas revisadas Swiss-Prot (registros anotados manualmente con informacion
extraida de la literatura y analisis computacional evaluado por el curador) y con las
siguientes columnas; nombre de entrada, nombres de genes, nombres de genes (locus
ordenado), nombres de genes (ORF), nombres de genes (primarios), nombres de
genes (sindnimos), organismo, ID de organismo, nombres de proteinas, longitud,
masa, ontologia genética (proceso bioldgico), ontologia genética (componente
celular), ontologia genética (GO), ontologia genética (funcién molecular), ID de
ontologia genética. El link de acceso a la informacion anterior es el siguiente
www.uniprot.org/uniprot/?query=*&fil=organism%3A%22Homo+sapiens+%28Hu
man%?29+%5B9606%5D%22+AND+reviewed%3Ayes.

GPCRs: Para obtener la informacién de los GPCRs codificados para humanos, se
hizo una busqueda avanzada: GO para actividad de receptor acoplado a proteina G
[4930]; organismo, Homo sapiens (Human) [9606]; revisados por Swiss-Prot.

Para informacion completa de GPCRs ir a la siguiente liga:
https://www.uniprot.org/uniprot/?query=goa:(%22G%20protein-
coupled%?20receptor%?20activity%20[4930]%22) &fil=reviewed%3Ayes+AND+org
anism%3A%22Homo+sapiens+%28Human%29+%5B9606%5D%22&sort=score
RTKSs: Realizar busqueda avanzada para goa:("transmembrane receptor protein
tyrosine kinase activity [4714]"), organism:"Homo sapiens (Human) [9606]" y
revisados por Swiss-Prot. La busqueda completa se encuentra en el siguiente link:

www.uniprot.org/uniprot/?query=goa%3A%28%22transmembrane+receptor+protei
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n+tyrosine+kinase+activity+%5B0004714%5D%22%29+organism%3A%22Homo
+sapiens+%28Human%29+%5B9606%5D%22&sort=score

- GEF: En cuanto a los RhoGEFs se obtuvo de la blsqueda avanzada para goa:("Rho
guanyl-nucleotide exchange factor activity [5089]"), organism:"Homo sapiens
(Human) [9606]" y revisados por Swiss-Prot. El link de acceso es el siguiente:
Ilwww.uniprot.org/uniprot/?query=goa%3A%28%22Rho+guanyl-
nucleotide+exchange+factor+activity+%5B0005089%5D%22%?29+0rganism%3A
%22Homo+sapiens+%28Human%29+%5B9606%5D%22&sort=score

PhophositePlus

Visitar la pagina Web PhosphositePlus ®(www.phosphosite.org/homeAction.action), buscar
por fosfosustratos de: AKT1, AKT2, AKT3, JAK1, JAK2, JAK3 y mTOR, y descargar las

listas en formato Excel.
AmiGO

Para conocer la funcidn bioldgica y/o proceso biolédgico de las proteinas humana se buscé en
la interfaz AmiGO (http://amigo.geneontology.org/amigo/dd_browse) dichas caracteristicas

y se descargd la informacion.
HuRlI

El articulo donde se dio a conocer el interactoma de proteina-proteina realizado por la técnica
de doble hibrido fue “A reference map of the human binary protein interactome”
(www.nature.com/articles/s41586-020-2188-x) y la base de datos se obtuvo del siguiente

link: www.interactome-atlas.org/.
The Bioplex Interactome

La informacion donde se explica como se obtuvo el interactoma proteina-proteina de Bioplex
3.0 es un preprint, “Dual Proteome-scale Networks Reveal Cell-specific Remodeling of the
Human Interactome” y la pagina Web de donde se obtiene la base de datos es

https://bioplex.hms.harvard.edu/.
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The Rome

El recurso “Systems analysis of RnoGEF and RhoGAP regulatory proteins reveals spatially
organized RACL signalling from integrin adhesions” sirvio para identificar a los 145 Rho
reguladores y el interactoma de los mismos, esta Gltima informacidn se descargo de http://the-

rhome.com/.
Cell Marker

La identidad de los marcadores celulares tanto de células normales como de céncer se
obtuvieron de la plataforma cell marker y de articulos originales: An Integrated Gene
Expression Landscape Profiling Approach to Identify Lung Tumor Endothelial Cell
Heterogeneity and Angiogenic Candidates (DOI: 10.1016/j.ccell.2019.12.001), Cigarette
Smoke Exposure and Inflammatory Signaling Increase the Expression of the SARS-CoV-2
Receptor ACE2 in the Respiratory Tract (DOI: 10.1016/j.devcel.2020.05.012), SARS-CoV-2
productively infects human gut enterocytes (DOI: 10.1126/science.abc1669).

6.2 Integracion de SPIM-YY con estudios de transcriptoma del cancer

La SPIM-YY fue fusionada con los estudios de transcriptoma del céncer, dichos estudios
fueron obtenidos de la plataforma publica CbioPortal, la cual nos permite generar y analizar
hipétesis con relevancia clinica a partir de datos transcriptomicos de un namero significativo
de tumores (Cerami et al., 2014). Dicha integracion sirvio para darle identidad a las proteinas
candidatas que pudieran regular el eje de transduccion S1PR1->P-Rexl->Racl. Las

representaciones graficas de los analisis se hicieron en GraphPad Prism 6.
6.3 Lineas celulares

Se emplearon para analisis bioquimicos células PAE y COS-7. Estas se mantuvieron en cajas
p100 a 37°C y 5% CO: en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) completo,
es decir, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y antibi6ticos al 1% (Gibco, cat.
15240-062). Las resiembras de las células de mamifero se hicieron 2 veces por semana
considerando una confluencia celular del 80 %, se lavaron con 5 ml de PBS 1X estéril
posteriormente se aspird dicha solucidn y se agreg6é 1 ml de tripsina EDTA para desprender
a las celulas de la placa. Para esto se incub6 durante 10 minutos a 37°C y 5% CO.. Las células

fueron neutralizadas con 9 ml de DMEM completo, obteniendo una suspension celular 1:10.
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De la suspension celular se tomaron 2 ml y agregaron en 10 ml de DMEM completo
previamente depositados en una caja p100 estéril. Esta mezcla se homogenizé durante 30

segundos.

6.4 Plasmidos

PCruz-HA-S1PR1, pHTN-CMV-HA-HaloTag, pCEFL-HA-HaloTag-PRex1.
6.5 Transfeccion con Lipofectamina-PLUS en células COS-7

Preparacion de los complejos: En un tubo se agregan 1250 pL. de DMEM para transfectar
(sin SFB, sin antibioticos) mas 24 ul de pCruz-HA-S1PR1 (0.25 A por condicién), mezclar
(vortexear) y esperar 1 minuto. De la mezcla anterior, se dividio el volumen a la mitad, es
decir, en dos tubos (600 pl c/u). En el tubo 1, agregar 6 pl de HA-Halotag (0.5 A por
condicion), mezclar (vortexear) y esperar 1 minuto. En el tubo 2, agregar 6 pl de HA-
Halotag-P-Rex1 (0.5 A por condicién), mezclar (vortexear) y esperar 1 minuto. Para llevar a
cabo la transfeccion, agregar* 2 y 10 pL de Lipofectamina-PLUS (Invitrogen, cat. 10964-
021; P/N 50470) para el tubo 1y 2, respectivamente, y reposar por 15 minutos a TA.

Finalmente, las células COS-7 a transfectar con los complejos (DMEM para transfectar y
cDNAs) previamente realizados deben ser preparadas para el experimento. La caja de 6
pocillos se retira de la incubadora y se les aspira por vacio el medio que completo, se lavan
con 1 ml de PBS 1X estéril cada pocillo y se retira por vacio. Agregar 1 mL de DMEM para
transfectar por pocillo y 200 pL de complejos (en total son 6 condiciones, 3 en cada tubo).
Posteriormente incubar a 37° C, 5% CO. durante 5 h y pasado ese tiempo las células se
recuperan, es decir, se les cambia el medio de transfeccion por 1 ml de medio DMEM

completo.

*La lipofectamina-PLUS solo debe sacarse de 4°C en el momento preciso de uso e

inmediatamente regresar a su lugar de almacenamiento.
6.6 Ayuno

Las cajas con células de mamifero en cultivo se lavaron con PBS 1X estéril (5 ml para p100

y 1 ml para p35). A continuacidn, se aspir6 por vacio* y se agregdé medio de ayuno DMEM
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(5 ml para p100 y 2 ml para p35), es decir, sin suplementar con SFB y antibidticos. Las
células PAE y COS7 se ayunaron de 15-17 h.

*Al retirar el PBS 1X estéril se debe hacer por las orillas.
6.7 Estimulos

La S1P (Sigma, S9666) se preparod a partir de un stock 1000X (1mM) para utilizarlo a 1X (1
pHM), se toma 1 pl por 1 ml de DMEM ayuno. El HGF (R&D Systems, 294-HGN), se
encontraba en un stock de 1000X (10 pg/ ml) y se necesitaba a 1 X (10 ng/ml), por esta razén

se tomaron 1 pl de HGF en 1 ml de DMEM ayuno, obteniendo una solucién 1X.
6.8 Lisis

Para lisar las células se utiliz un buffer de lisis, que fue hecho con los siguientes reactivos:
TBS-Triton (Tris (pH 7.5) 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X100 1%) con EDTA 5 mM,
inhibidores de fosfatasas: NaF 1 mM, Ortovanadato de sodio 1 mM y B-Glicerol fosfato 10
mM; e inhibidores de proteasas: aprotinina 10 pg/mL, leupeptina 10 pg/mL y PMSF
(Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 1 mM. Se prepar6 una solucion buffer de lisis sin
inhibidores, para 500 ml: 25 mL de Tris-HCI 1M, 5 mL de EDTA 0.5M, 30 mL de NaCl
2.5M, 5 mL de Triton-X100 y 435 ml de H2O bidestilada. Se almacend a 4° C hasta su uso.

Segun las necesidades en relacién con el volumen requerido de buffer de lisis se debe tener

en consideracion lo siguiente para los inhibidores de fosfatasas y proteasas:

o Fluoruro de Sodio (NaF) 1 mM y Ortovanadato de sodio (Na3VO4) 1 mM: 1 pL por
cada mL de buffer de Lisis.

o B-Glicerol fosfato (B-GP) 1M, concentracién de trabajo 10 mM: 10 uL por cada mL
de buffer de Lisis.

o Aprotinina 10 pg/pL, Leupeptina 10 pg/uL: 1 pL por cada mL de buffer de Lisis.

o Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 0.1 M, concentracién de trabajo 1 mM: 10 puL

por cada mL de buffer de Lisis.

Las cajas de cultivo con células de mamifero dispuestas a lisar deben ser retiradas de la
incubadora (después de los estimulos, si aplica) y ser colocadas sobre hielo, asimismo deben

ser lavadas con PBS 1X frio (2-3 ml por caja p100 o 1 ml para p35), aspirar con vacio y
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agregar el buffer de lisis (1ml por caja p100 o 600 pl p35) previamente suplementado™ con
inhibidores de proteasas y fosfatasas, dejar actuar durante 10 minutos y proceder al raspado.
El lisado total debe colocarse en tubos preenfriados para centrifugarse a 13,000 rpm a 4° C
durante 10 minutos. Después de la centrifugacion se transfiere el sobrenadante (lisado total)
a tubos y se ajusta con buffer de Laemmli 4X-B-mercaptoetanol (a 75 pL de lisado total se le
deben agregar 25 pL de buffer Laemmli 4X-B-mercaptoetanol) se hierven durante 10 minutos
y se almacenan a 4 ° C hasta su uso. De este lisado se toma para realizar el pull down.

*El buffer de lisis debe suplementarse 15 minutos antes de uso.
6.9 Pull down
o GST-RacG15A

A 30 pl de perlas de Glutation-GST-RacG15A, previamente depositadas* en un tubo
Eppendorf se le agregan 975 pl de lisado total, se homogeniza y se incuba durante 1 h a 4°C.
Posteriormente las muestras se centrifugan a 3000 rpm durante 1 minuto a 4° C y se procede
a lavar 3-4 veces las muestras con Buffer de lisis (1 ml), después de cada lavado se debe
centrifugar durante 1 minuto a 3000 rpm a 4° C y aspirar** el sobrenadante para realizar el
siguiente lavado. Finalmente, las muestras se diluyen con buffer Laemmli f-mercaptoetanol
(25 pl de buffer Laemmli 4X-B-mercaptoetanol por 75 pl PD) y hierven a 100 °C durante 5
minutos, seguido de un reposo de 5 minutos se centrifugan a 13 000 rpm durante 5 minutos

y se almacenan a -20° C hasta su uso.

*Para agregar las esferas se debe cortar la punta, descargar despacio.

**Al aspirar el sobrenadante se debe tener precaucion en no aspirar las esferas (pellet).
o HA-HaloTag-P-Rex1

Se consideraron muestras de 500 pl y se incubaron con 10 ul de resina HaloLink durante 45
minutos a 4° C para poder aislar por afinidad a HA-HaloTag-P-Rex1. Posteriormente se
procedio a lavar con buffer de lisis (1 ml) 3 veces y a centrifugar a 3000 rpm durante 1 minuto
a 4° C antes del primer lavado y después de cada lavado. Aspirar el sobrenadante con el

cuidado de no aspirar la resina HaloLink, después de cada lavado. Después de la ultima
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centrifugacion se deben agregar 70 pl de buffer Laemmli 1X-B-mercaptoetanol. Las muestras

se almacenan a -20 °C hasta su uso.
6.10 Western Blot

Las muestras se corrieron en geles SDS-PAGE (el porcentaje del gel dependera del peso de
las proteinas, es decir, < 25 kDa (>10-15 %), > 100 kDa (6-8%) a 20 mA por 2.5 h*. Las
proteinas se transfirieren a membrana Immobilon (Millipore, cat. IPVH00010), previamente
hidratada en metanol al 100 %, lavada en agua bidestilada y equilibrada en buffer de
transferencia nuevo, a 170 mA o 320 mA por 2.5 h, segin se requiera. Posterior a la
transferencia la membrana debe ser bloqueada para evitar el pegado inespecifico de proteinas,
con leche al 5% en TBS-T por 1 h en el sube y bajaa 20 rpm a TA. Lavar (5 minutos) 3 veces
con TBS-Tween e incubar con el anticuerpo primario en la dilucion sugerida con TBS-Tween
0.05 % toda la noche a 4° C. Al dia siguiente se incuban con anticuerpos secundarios (anti-
mouse 0 anti-rabbit, segln sea el caso), lavar con agua bidestilada y TBS-Tween, 3 veces

cada uno. Revelar con sustrato quimioluminiscente Millipore a una dilucion 1/1.
6.11 Anticuerpos
e Anticuerpos primarios

Cell Signaling Technology: Fosfosustratos de AKT(RXRXXS*/T*), 9614; pAKT (Ser473);
p-ERK1/2 (T202/Y204), 9101; pGSK3p, 9336; p-S6, 2215; pAE-BP1, 2855; 4E-BP1, 9452;
P-REX1, 13168S; HA-Tag, 2367.

Sigma: GST, sc-138; ERK2, sc-154; AKT1, P2482.
Bethyl: Rictor, A300-459A.
Santa Cruz Biotechnology: p-AKT1/2/3, s¢.514032.
e Anticuerpos secundarios
Anti-mouse monoclonal (INVITROGEN: G-21040) y anti-rabbit (IR: 211-032-171).
6.12 Curva activacién de vias dependientes de S1P en células PAE

Se sembraron células PAE en cajas de cultivo p100, utilizando un inoculo de 2 mi
provenientes de una suspension celular 1:10, mas 10 ml de medio completo DMEM. Se
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dejaron incubadas hasta alcanzar una confluencia del 80 %. Posteriormente, las células
fueron puestas en ayuno (17 h) y al dia siguiente fueron estimuladas a 5, 15, 20 y 60 minutos
con S1P 1 pM por condicién, a 15 minutos con 10 ng/ml HGF. Una vez concluidos los
estimulos, las células fueron lisadas como se describio previamente. Las muestras quedaron
con 200 pl de lisado total mas 67 pl de buffer de muestra 4X. Se realizaron los WB
correspondientes.

6.13 Las células PAE responden a S1P, P-Rex1 es activo y revelan interactores del Rac-
GEF

En cajas p100 se sembraron células PAE (a partir de un stock 1:10), se tomaron 2 ml y se
homogenizaron con 10 ml de DMEM completo, fueron incubadas hasta alcanzar una
confluencia de 80%. Diecisiete horas antes de aplicar los estimulos, las células PAE se
pusieron en ayuno. Los estimulos con S1P fueron a 5, 15, 30 y 60 minutos, con HGF a los
15 minutos y como control a tiempo cero se agregé medio DMEM ayuno (5 ml). Se procedid
a lisar las células en las distintas condiciones del experimento y se obtuvo lisado total y pull
down (GST-RacG15A), este ultimo para capturar a P-Rex1 y sus interactores. Finalmente, se

corrio el WB y se revel6 contra las proteinas de interés correspondientes a este experimento.
6.14 P-Rex1 modula la expresién de S1IPR1

Las células COS-7 sembradas en la caja de 6 pocillos se transfectan con HA-S1PR1, HA-
Halotag y HA-Halotag-P-Rex1 y se estimularon a 5 y 60 minutos con S1P y HGF.
Posteriormente, las células fueron lisadas, obteniendo lisado total (267 ul) y pull down.

Realizar los WB establecidos.
6.15 La interaccién de P-Rex1y S1PR1 en respuesta a S1P

Transfectar células COS-7 como en el experimento anterior y estimular con S1P a los 5,15,
30 y 60 minutos, seguido de la lisis para obtener lisado total (134 pl) y pull down. Realizar

los WB asignados.
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6.16 Diluciones de anticuerpos

Anticuerpo Dilucién

HA 1:5,000
Fosfosustratos AKT 1:10,000

pAKT S473 1:4,000

pERK1/2 1:20,000

AKT 1:5,000

ERK?2 1:20,000

P-Rex1 1:1,000

pGSK3p 1:4,000

pS6 1:5,000

p4EBP1 1:4,000

Rictor 1:30,000

S6 1:10,000

4EBP1 1:4,000
Anti-mouse 1:10,000-1:40,000
Anti-rabbit 1:10,000-1:40,000
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7. Resultados

Con el propésito de identificar a las proteinas responsables de la regulacion del eje
S1PR1->P-Rex—>Racl en diversos tipos cancer, se generd una base de datos émicos con
etiquetas que nos permitieran revelar las identidades de proteinas, asi como sus caracteristicas
estructurales y funcionales. Antes de poder darles identidad a los RNAm altamente

coexpresados con S1IPR1 en cancer se genero la base de datos SPIM-YY.

7.1 Base de datos SPIM-YY (Signaling, Protein Interactome and Markers by Yazmin
and Yarely)

Tras el procesamiento de datos 6micos a partir de diversas plataformas publicas antes
mencionadas, obtuvimos una base de datos con 19219 genes humanos que codifican para

proteinas, los cuales se clasificaron en 3 secciones:
1) Proteinas de sefializacion por estructura y/o funcién

Esta seccidn se encuentra basada en dos criterios fundamentales, la primera es de acuerdo
con su composicion estructural de las proteinas, considerando informacion de SMART
Genomes y Uniprot para conocer sus dominios funcionales, identidades para receptores o
Rho reguladores, en conjunto nos permitié etiquetar 4038 proteinas de sefializacion, la
segunda seccidn engloba funciones moleculares y procesos bioldgicos obtenidos de la
ontoldgica génica, etiquetando 8863 proteinas, cabe resaltar que dentro de este conjunto de

proteinas se incluyen las proteinas de la primera seccién (las de estructura).
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¥ Archive Edicion Vista Insertar Formato Registros Guiones Hemamientas Ventans  Ayuds

1/ 19219 g g =
@ cronvais pesrt) () &2 L¥ L - B @
Regetros Moitrar todos  Mueve cegistre Dliminar regitro | Busta  Ordense
Presenace: suucen funaionas 5w, Ve oo 8 8| | wapem | 3 | st pesenaan,

L st/ ule==s]

Approved symbol PREX1 Organism HUMAN
Approved name_HUGO phosphatidylinositol-3,4, 5-trisphosphate dependent Rac exchange factor 1

Protein name_UNIPROT Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchanger 1 protein
(P-Rex1) (PtdIns(3,4,5)-dependent Rac exchanger 1)

Protein name_SMART PREX1_HUMAN UniProt accession QBTCU6 Ensembl gene IDENSG00000124

Length 1659 MW(KDa) 186.203
Receptor Rho regulators GEF

Structural label Signaling protein-SMART

PSP_Phosphorylated by
Domain 1_n RhoGEF PH DEP DEP PDZ PDZ

PI's Binding PIP(3,45)

Functional label_60 Signaling protein-60

60 Molecular function neytrophil activation|GTPase activator activity|positive regulation of 6TPase
activity|growth cone|reqgulation of dendrite development|dendritic shaft|
cytosol|intracellular signal transduction|G protein-coupled receptor signaling
pathway|actin filament polymerization|Rho guanyl-nucleotide exchange
factor activity|positive regulation of substrate adhesion-dependent cell
spreading|phospholipid binding|plasma membrane|T cell dif ferentiation|

60 Biological process neutrophil activation|GTPase activator activity|positive regulation of GTPase
activity|growth cone|regulation of dendrite development|dendritic shaft|
cytosol|intracellular signal transduction|G protein-coupled receptor signaling
pathway|actin filament polymerization|Rho guanyl-nucleotide exchange
factor activity|positive regulation of substrate adhesion-dependent cell
spreading|phospholipid binding|plasma membrane|T cell dif ferentiation|

Figura 18. Seccion 1 de la base de datos SPIM-YY, Proteinas de sefializacion por estructura
y/o funcion para P-Rex1. En esta hoja de presentacion se pueden encontrar distintas etiquetas como
se muestra, para 19219 genes que codifican para proteinas humanas. Aqui se muestra un ejemplo
representativo de SPIM-YYY, P-Rex1.

Como tal en la base de datos se representa esta informacion en una hoja de presentacion que
proporciona la siguiente informacion: el simbolo aprobado del gen, nombre de proteina por
Uniprot o SMART, identificadores, longitud, peso molecular, etiquetas de sefializacion,
dominios funcionales, fosfosustratos de las cinasas(AKT1-3, JAK1-3 y mTOR), receptores
(si aplica), reguladores de Rho (si aplica), proteinas con unién a fosfoinositidos (si aplica),
funciones moleculares y procesos biolédgicos (Figura 18).

32



2) Interactoma

Con relacidn a la etiqueta de interacciones proteina-proteina, se pueden encontrar para tres
analisis masivos de protedmica, es decir, HuRlI, Bioplex 3.0 y para el interactoma de
reguladores de Rho (Figura 19). Los datos integrados para HuRI son un total de 6417
carnadas y 6136 presas, en cuando a Bioplex 3.0 se integraron 9211 carnadas y 7927 presas,
finalmente para el interactoma de los Rho reguladores en asignaron 737 carnadas y 128

presas. Cada carnada e interactor fue identificado con su(s) respectivo(s) interactor(es).

W FileMaker Pro Advanced - [SPIM-YY] — 5 %
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Approved symbol PREX1
Approved name_HUGO phosphatidylinositol-3,4 5-trisphosphate dependent Rac exchange factor 1

Protein name_UNIPROT Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchanger 1 protein (P-Rex1) (PtdIns
(3.4.5)-dependent Rac exchanger 1)

Bait Prey

PREX1 PREX1

HuRI-Prey(Pt2) HuRI-Bait(Pt1)

Bioplex 3.0-Prey(Pt2) Bioplex 3.0-Bait(Pt1)

ASPSCR1 tether for SLC2A4, UBX domain
containing, phosphatidylinositol-4-phosphate 5-
kinase type 1 alpha, TPX2 microtubule nucleation
factor

Interactome RhoReg-Prey Interactome RhoReg-Bait

aldehyde dehydrogenase 18 family member Al, Rho 6TPase activating protein 18

cystathionine beta-synthase, NME/NM23
nucleoside diphosphate kinase 2 peptidylprolyl
isomerase B proteasome 20S subunit alpha 6,
proteasome 26S subunit, non-ATPase 13,
proteasome 26S subunit, non-ATPase 7

Figura 19. Interactoma proteina-proteina. Esta seccion nos indica las interacciones de la gran
mayoria de los genes que codifican para proteinas por técnicas como el doble hibrido o
espectrofotometria de masas. Particularmente, se muestra un ejemplo representativo para el Rac-GEF
P-Rex1, se encontr6 que cuando este se utiliza como carnada puede interaccionar con el ASPSCR1,
la fosfatidilinositol 4-fosfato 5-cinasa tipo 1 alfa, la proteina dirigida a Xklp2, esto de acuerdo con
Bioplex 3.0 y respecto al interactoma de los Rho reguladores con la delta-1-pirrolina-5-carboxilato
sintasa, la cistationina beta-sintasa, el nucledsido difosfato quinasa B, la peptidil-prolil cis-trans
isomerasa B, la subunidad reguladora 7 y 13 no ATPasa del proteasoma 26S. En contraste cuando
ARHGAP18 se utiliza como carnada P-Rex1 se encuentra como presa.
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3)Marcadores celulares

Simultaneamente, se integré una seccion donde los genes se pudieran identificar como
marcadores de poblaciones relevantes en el microambiente tumoral, como, células inmunes,
endoteliales, epiteliales, fibroblastos e incluso las cancerosas (Figura 20). En este sentido, se
agregaron a la base de datos maestra los siguientes marcadores, 2473, 1731, 747, 30 y 1227
para células inmunes, epiteliales, endoteliales, fibroblastos y cancerosas, respectivamente.
Para conocer més a detalle el tejido se puede consultar las casillas correspondientes, ya sea
en relacion con un marcador normal o de cancer. Asimismo, en esta seccion se pueden
consultar marcadores especificos para células endoteliales de céncer de tumor y

peritumorales de mismo, catalogadas como normales.
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Approved symbol PREXI
Protein name Phosphatidylinositol 3,4 5-trisphosphate-dependent Rac exchanger 1
UNIPROT protein (P-Rex1) (PtdIns(3 4 5)-dependent Rac exchanger 1)
Receptor
Rho regulators GEF
Domain 1_n RhoGEF PH DEP DEP PDZ PDZ

Structural label Signaling protein-SMART

Functional label_60 Signaling protein-60
Normal-Cell Marker Endothelial

Cancer-Cell Marker

Normal (tissue), (Embryonic prefrontal cortex)Astrocyte;(Fetal gonad)Gonadal endothelial
Cell Marker cel|;(Fetal gonad)Sertoli cell

Cancer (tissue),
Cancer-Cell Marker

Cancer Marker-Lung

Stromal Marker-Lung

Figura 20. Seccion de marcadores celulares normales y patoldgicos (c&ncer). Se muestra un
ejemplo representativo de dicha seccion, es decir, P-Rex1, que de acuerdo con SPIM-YY este GEF
es marcador de células endoteliales de gonadas fetales.

34



7.2 La SPIM-YY da identidad a las proteinas que se coexpresan con S1PR1 en cancer

Para conocer a las proteinas que se coexpresan con S1IPR1 se consulto la base de datos cBioPortal, obteniendo 16709 pacientes/17385

muestras en 39 estudios curados no redundantes, a partir de 178 estudios de cancer disponibles en dicha plataforma (Figura 21).

Alteraciones frecuentes de SIPRI1 en distintos tipos de cancer

®  Mutacion

Amplifi i
o SmpTeaden ||||||||||||IIIIIIIIIllllnnnnnmu..............................,_::

o Delecion profunda

Alteracion frecoente

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Figura 21. Alteraciones del gen S1IPR1 en cancer. Se muestra la frecuencia de alteracion del gen S1IPR1 en distintos tipos de cancer inmersos en
178 estudios independientes obtenidos de cBioPortal (Julio, 2020). En el eje Y se representa la frecuencia de alteracion del gen S1IPR1y en el eje X
se hace referencia a los diferentes estudios de cancer. Los colores muestran alteraciones segun se indique en la figura. En la parte inferior de la figura
se muestra la distribucion general de la frecuencia de alteraciones en el gen S1IPR1, mientras que la parte encuadrada de la figura se representan
todos los estudios de cancer en los que se produjo la frecuencia de alteraciones.



A continuacion, la base de datos generada con los 30 tipos de cancer (Figura 22) a partir de

los 39 estudios, se integré con SPIM-YY, para darle identidad a todas las proteinas de

sefializacion presentes en cada conjunto de datos con la primicia de que nos interesa conocer

como se regula el eje SIPR1->P-Rex1-Racl. Al final se acumularon ~790,000 datos de

muestras humanas.

30 tipos de cancer obtenidos de cBioPortal

Total=39

gcoopoomo0OOBOOOODODDOODODODODODD

Bladder Urothelial Carcinoma:Bladder/Urinary tract

Small Cell Lung Cancer: Lung

Adrenocortical Carcinoma:Adrenal Gland

Invasive Breast Carcinoma:Breast

Cervical Squamous Cell Carcinoma:Cervix

Esophageal Squamous Cell Carcinoma:Esophagus/Stomach
Esophagogastric Adenocarcinoma:Esophagus/Stomach
Esophagogastric Cancer:Esophagus/Stomach

Head and Neck Squamous Cell Carcinoma:Head and Neck Squamous Cell
Hepatocellular Carcinoma Liver

B-Lymphoblastic Leukemia/Lymphoma:Lymphoid
Leukemia:Myeloid

Ovarian Epithelial Tumor:Ovarian

Pancreatic Adenocarcinoma:Pancreas

Pancreatic Cancer:Pancreas

Peripheral Nervous System:Peripheral Nervous System
Cutaneous Melanoma:Skin
Pheochromocytoma,Miscellaneous Neuroepithelial Tumor:Soft tissue
Sarcoma:Soft tissue

Soft Tissue Sarcoma:Soft tissue

Well-Differentiated Thyroid Cancer: Thyroid

Colorectal Adenocarcinoma:Bowel

Diffuse Glioma:Brain

Glioblastoma:Brain

Non-Small Cell Lung Cancer: Lung

Breast Cancer:Breast

Prostate Adenocarcinoma:Prostate

Endometrial Carcinoma:Uterus

Prostate Cancer:Prostate

Melanoma:Skin

Figura 22. Diagrama representativo de los tipos de cdncer obtenidos del analisis de los treinta
y nueve estudios de cancer de cBioPortal. Se muestran con una serie de colores los diversos tipos
de cancer de acuerdo con la clasificacion brindada por cBioPortal. Para mas detalle de estos datos de
clasificacion de acuerdo a ChioPortal, ir a la tabla 1 ubicada en el apéndice.



7.3 Andlisis de la normalizacién de estudios de cancer con alteraciones en el S1IPR1

El transcriptoma de cada estudio de cancer consta en promedio 20,000 genes, de los cuales
no todos corresponden a genes con productos proteicos de sefializacion por lo tanto nosotros
delimitamos dicho conjunto de genes y dentro de este el subconjunto de genes que mejor se
coexpresan con S1PR1, asumiendo que estos estan en el cuartil superior, es decir, en el cuartil
mas cercano a +1 de acuerdo con el valor de correlacion de Spearman (Figura 23).
Considerando que un valor de correlacion de Spearman positivo significa una relacion
estrecha en la regulacion y/o acompafiamiento con S1PR1 y si fuese mas negativo nos indica
exclusion. Es subconjunto de genes que se coexpresan altamente con S1IPR1 nos ayudaron a
identificar las proteinas que regulan el eje SIPR1->P-Rex1 ->Racl en cancer.

A) Genes que se coexpresan B) Distribucién por valor dizcsorrelacién de Spearman C) Distribucién por cuartiles
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Figura 23. Esquema del analisis del transcriptoma para delimitar el subconjunto de proteinas
de particular interés que expresan el SIPR1 en cancer. A) La representacién de genes que
coexpresan a S1IPR1 en un estudio de cancer, dentro de cual en promedio 3700 genes codifican para
proteinas de sefializacion, de las 4100 proteinas de sefializacion de acuerdo con su estructura
etiquetadas en la base de datos SPIM-YY. B y C) El subconjunto de genes de interés se ubica en los
3700 genes que codifican para proteinas de sefializacion, de acuerdo una distribucién agrupada en
relacion a su valor de correlacion de Spearman (B) y el cuarto cuartil (C), este subconjunto tiene datos
de correlacién de Spearman en promedio entre -0.54 a 0.83.
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7.4 Enriquecimiento de proteinas de sefializacion de acuerdo con su estructura en
decenas tipos de cancer en los estudios de transcriptoma humano que tienen
alteraciones en el SIPR1

En general, para determinar si las proteinas de sefializacion se encuentran enriquecidas en

cancer con S1PR1, aplicamos la siguiente férmula para cada uno de los 39 estudios:

Encontrado en 4to cuartil *x 1

Enriquecimiento de proteinas de sefializacion = — - -
Esperado(distribucion uniforme por cuartil)

Como resultado de esta normalizacion pudimos encontrar que en los 30 tipos de cancer hay
un enriguecimiento de proteinas de sefializacion de acuerdo con su estructura (Figura 24). Lo
anterior brinda multiples posibilidades para comprender los mecanismos de sefializacion que

acompafan al cancer.
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Figura 24. El enriquecimiento de proteinas de sefializacion en diversos tipos de cancer que
expresan S1PR1 alterado. Se considera enriquecimiento cuando el valor es superior a 1.0, lo cual
nos indica una abundancia de proteinas de sefializacion con los mejores valores de correlacion de
Spearman en el cuartil superior. En el eje de las ordenadas se indica el enriquecimiento de proteinas
de sefalizacion en el 4to cuartil y en las abscisas el nombre de los tipos de cancer. Para conocer los
valores de enriquecimiento a mayor detalle consultar la tabla 2 en apéndice.
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7.5 La sefializacion de S1PR1 esta enriquecida para receptores, GEFs, tirosina cinasas
y proteinas con dominios SH2, PDZ y PH en c&ncer

Posteriormente de identificar el enriquecimiento de proteinas de sefializacion que coexisten
con S1PR1 en diversos tipos cancer, optamos por validar por estructura a las proteinas que
estan altamente coexpresadas con el S1PR1, considerando el cuartil con los valores mas
cercanos a +1 en los 39 estudios (Tabla 3, apéndice). En este sentido, se aplicaron tres

criterios estructurales:
1.- Receptores y GEFs

En un proceso de transduccion de sefiales los primeros en percibir los estimulos son los
receptores, ademas estos pueden tener una regulacién y/o comunicacion horizontal entre
ellos, por esto por lo que consideramos importante conocer si este tipo de proteinas en
particular se encontraban enriquecidas en cancer con S1PR1, siendo que en la gran mayoria
de los tipos de cancer que aqui analizamos encontramos un enriquecimiento de estas
proteinas transmembranales (Figura 25). Simultaneamente, analizamos el enriquecimiento
de GEFs, proteinas responsables de la activacion de los interruptores moleculares, las Rho
GTPasas. De forma similar se encontr6 un enriquecimiento para los GEFs (Figura 25) en los

39 estudios de cancer aqui analizados.
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Figura 25. En cancer hay un enriquecimiento de proteinas con caracteristicas de tipo receptor
y GEFs. Podemos observar un enriquecimiento en 35 de 39 estudios de cancer para receptores
tirosina-cinasa (RTKs) y factores intercambiadores de nucledtidos de guanina (Rho GEF). El
enriquecimiento esta indicado por la linea punteada que hace referencia a 1.25. La normalizacion se
realiz6 considerando 1 como el nimero total de datos esperados en una distribucién uniforme tanto
para RTKs como para GEFs.
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2.- Cinasas con especificidad por tirosina y proteinas con dominios SH2

En relacion con el enriquecimiento de cinasas citosolicas con especificidad por tirosinay las
proteinas que cuentan con los dominios que reconocen esos fosfositios de tirosina,
encontramos que de los 35 estudios de cancer que estan enriquecidos para RTKs y GEFs,
filtrados con los criterios, todos a excepcion de un estudio cuentan con este filtro (Figura
26).
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Figura 26. El enriquecimiento para tirosina cinasas citosolicas y proteinas con dominios SH2
en cancer. De los 35 estudios (Figura 25) previamente filtrados 34 cumplen con el enriquecimiento
para tirosina cinasas citosolicas y proteinas con dominios SH2, lo que no orienta a hipotetizar que
probablemente la sefializacion de S1PR1 se encuentra acompafiada de sefalizacion mediada
principalmente por RTKSs.
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3.- Proteinas con dominios PDZ y PH

Finalmente, obtuvimos un enriquecimiento para proteinas de sefializacién que cuentan con
dominios PDZ y PH en 26 de los 34 estudios filtrados en el punto 2. Claramente hay una
abundancia de proteinas reguladas por fosfoinositidos ya que los valores de enriquecimiento
para todos los estudios de cancer son superiores a 1.5 (Figura 26). En contraste, la abundancia
de proteinas con dominios PDZ fue diferencial, es decir, en los estudios su enriquecimiento

fue menor y fue el criterio que sirvio de exclusion de 8 estudios de cancer.
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Figura 26. Las proteinas de sefializacion con dominios PDZ y PH se encuentran enriguecidas
en cancer. El analisis de este tipo de proteinas de sefializacion filtro 26 de 34 estudios previamente
filtrados. En conjunto estos 26 estudios sefialados por la barra negra representan los tipos de cancer
donde proteinas de sefializacion de tipo receptores de membrana, GEFs, cinasas de tirosina y proteinas
con dominios SH2, PDZ, y PH estéan enriquecidas con S1IPR1 en cancer.
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Los datos transcriptomicos de coexpresion con S1IPR1 en los 39 estudios de cancer obtenidos
a través cBioPortal, nos muestran la expresion de S1PR1 en todos los estudios aqui
analizados y sus posibles alteraciones a nivel de RNAm (Figura 27) lo cual no
necesariamente refleja la expresion de proteina del receptor y su participacion en cancer, es
por ello por lo que se realizd un andlisis de datos estadisticos de curvas de sobrevivencia de

pacientes con cancer del TCGA.

SIPR1 +

ion (RNA Seq V2 RSEM) (log24

SIPRI: mRNA express

Tipos de cancer

Figura 26. Expresion de RNAm de S1PR1 en diversos tipos de cancer a partir del transcriptoma
obtenido de cBioPortal. En el eje de las ordenadas se muestra escala log2 la expresion del SIPR1y
en el eje de las abscisas los tipos de cancer. Las alteraciones mas comunes se indican con los colores
descritos en la parte superior de la figura.
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7.6 La correlacion de una alta expresion de S1PR1 en céncer revela resultados
estadisticos diferenciales en el valor pronostico de sobrevivencia en los pacientes

Con el objetivo de conocer la relacion de una elevada expresion de S1IPR1 en pacientes con
cancer, analizamos las curvas de sobrevivencia del TCGA y encontramos que dependiendo
del tipo de céancer el impacto de letalidad puede variar, es decir, puede relacionarse
estadisticamente a un mal prondstico (Figura 27A), buen pronostico (Figura 27B) o no tener
una repercusion en la sobrevivencia de los pacientes con cancer que sobreexpresan el S1IPR1.
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Figura 27. Curvas de sobrevivencia de pacientes con cancer que tiene una baja o alta expresion
de S1PR1. De acuerdo con los altos niveles de expresion de S1IPR1 en distintos tipos de cancer la
relacion con la sobrevivencia de los pacientes puede diferir entre un buen prondstico (B), mal
prondstico (A) o ser indistinto (C).

Tras el andlisis de enriquecimiento de datos transcriptémicos publicos encontramos que
dentro de los 39 tipos de cancer que analizamos hay dos estudios que nos arrojan informacién
sobre el impacto estadistico en la letalidad para el cancer: el carcinoma urotelial de vejiga
asociado a un mal pronostico (Figura 27A) y el carcinoma hepatocelular de higado asociado
a un buen pronostico (Figura 27B). Simultdneamente obtuvimos la firma de genes que
acompafan la sefializacion de S1PR1 en las dos situaciones. Particularmente para el
carcinoma urotelial de vejiga (BLCA) asociado a un mal prondstico identificamos una serie
de proteinas de sefializacion con valores estadisticos significativos tanto en coexpresion de
Spearman con relacion a la coexpresion con S1IPR1 como el valor p de las curvas de
sobrevivencia del TCGA (Figura 28 A-B).
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PDZRN4 0.441367555 _ 0.0107
*Top 10 of label structural

Figura 28. Proteinas candidatas en el acompafiamiento de la sefializacion de S1IPR1 en BLCA
asociadas a un mal pronostico en la sobrevivencia de pacientes humanos. A) Curva de Kaplan-
Meier para la sobrevivencia de 201 pacientes con BLCA que tienen una alta expresion se relaciona
estadisticamente con una mala sobrevivencia y la otra mitad de pacientes se asocian con un efecto
protector al tener una baja expresion de SIPR1. B) Los genes filtrados por la etiqueta estructural de
la seccidn 1 proporcionada por SPIM-YYY que se coexpresan altamente con S1IPR1 en el estudio del
transcriptoma para el carcinoma urotelial de vejiga. El analisis para estas 21 proteinas candidatas se
obtuvo a partir del top 10 de genes con mejor dato de coexpresion de Spearman con S1PR1 para las
etiquetas estructurales: Receptor (GPCR, RTK), Rho Regulador (GEF), Dominio 1-n (Tyrke, S_TKkc,
PDZ, PH, SH2).

Los valores p obtenidos de las curvas de sobrevivencia de las proteinas de sefializacion que
acomparian a S1PR1 son significativos y con la misma tendencia que la obtenida para S1PR1

sobreexpresado en el carcinoma urotelial de vejiga (Figura 29).
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Figura 29. Curvas de sobrevivencia de pacientes con carcinoma urotelial de vejiga para 21 genes
que se coexpresan altamente con S1IPR1. Cuando el S1IPR1 se sobreexpresa en los pacientes con
BLCA se asocian los 21 genes aqui mostrados con un mal prondstico de vida.
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En contraste, el carcinoma hepatocelular de higado (LIHC) el cual estadisticamente se
correlaciona con un buen prondstico para la sobrevivencia de pacientes cuando
sobreexpresan a S1IPR1. En LIHC, el S1PR1 es acompafado por 19 genes que codifican para
proteinas de sefializacion de acuerdo con su estructura (Figura 30).
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Figura 30. EI LIHC revela un subconjunto de proteinas de sefializacién que acompafian la
sefializacién de S1PR1. En la mitad de los pacientes del estudio de LIHC, se encuentra
sobreexpresado el S1PR1 y se asocia con un buen pronostico de sobrevivencia (A). Dicha
sobreexpresién de SIPR1 es acompafiada por proteinas distintas a cuando la sobreexpresion se asocia
a un mal prondéstico con BLCA. Las proteinas que se coexpresan altamente cuando S1PR1 esta
sobreexpresado en LIHC son 19 (B), los cuales fueron analizados como se describi6 para BLCA.

El comportamiento de las curvas para estos genes que acomparfian la sefializacién de SIPR1
en LIHC son equivalentes a la observada propiamente para S1PR1 y con valores p

significativos (Figura 31).
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Figura 31. Las curvas de sobrevivencia de proteinas de sefializacion que acompafian a S1IPR1
cuando este se sobreexpresa en el LIHC. Estas graficas nos muestran en el eje de las ordenadas el
porcentaje (%) de sobrevivencia y en las abscisas el tiempo en dias para 20 genes.
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7.7 El complejo mTORC?2 se activa en células endoteliales dependiente de S1P

Con la finalidad de identificar las vias de sefializacion activadas por S1P se estimularon

células endoteliales y se encontr6 que el mMTORC2 es activo y esto dependiente de S1P, esto

no ocurre para el complejo 1 de mTOR, simultaneamente se probdé HGF en las células

endoteliales. De manera comparativa la actividad de ERK1/2 se encontr6 para ambos

estimulos en intensidades diferentes (Figura 32).
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Figura 32. Curva de activacion en
células endoteliales con S1P. En
células PAE, se encontré a tiempo 0,
5, 15, 30 y 60 minutos una dinamica
de actividad para la cinasa pAKT y
pGSK3p pero no para pS6 y p4EBP1,
asumiendo la actividad de mTORC2y
MTORC1, respectivamente. Como
control de se prob6 la actividad de
ERK1/2 (MAPKSs) con S1P y HGF.



7.8 Purificacion de GST-RacG15A por afinidad
Por otro lado, se gener6 un lote de la GTPasa Racl recombinante (GST-RacG15A) con la
finalidad de poder capturar a P-Rex1 activo, asi como los posibles interactores del GEF. En

este sentido, obtuvimos la GST-RacG15A como se muestra a continuacion (Figura 33):
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Figura 33. Purificacion de GST-RacG15A de esferas de glutation sefarosa. Se muestra una
tincion de Coomasie para las proteinas totales en el carril input seguido de un aislamiento de la
GTPasa recombinante en concentraciones crecientes.

7.9 El RacGEF, P-Rexl1 se activa en presencia de S1P en células endoteliales

Para validar que P-Rex1 es activo en respuesta a S1P, se realizaron ensayos de pull down con
RacG15A en células PAE. Esta estrategia nos permitid encontrar al RacGEF activo, su estado
es a los 15 minutos y posteriormente su actividad decae (Figura 34A). Asimismo, este analisis
nos permitio encontrar al principal interactor del GEF (Figura 34A), es decir, la cinasa AKT
y su actividad fue evaluada a través de la actividad de los fosfosustratos de AKT (Figura
34B). Lainteraccion de AKT con P-Rex1 activo es compatible con nuestra hipotesis de que
en su estado eventualmente activo podria ir e interactuar con S1PR1 por la disponibilidad en
la periferia de la membrana plasmatica. Otro de los interactores encontrados fue Rictor, este

interactor del GEF activo ya ha sido previamente descrito en la literatura (Figura 34A).
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Figura 34. La actividad de P-Rex1 y de los fosfosustratos de pAKT es dependiente de S1P en
celulas endoteliales. A) Dinamica de activacion de P-Rex1 e interactores del GEF en respuesta a S1P
a los tiempos que se indican en el WB, asi como la curva de activacion para pERK1/2 dependiente
de S1P y a los 15 minutos con HGF. B) Dindmica de fosforilacion de proteinas por la cinasa con
especificidad serina/treonina, AKT1. Los experimentos se realizaron en células PAE. En el PD las
perlas se tifieron con rojo Ponceau.
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7.10 P-Rex1 como interactor de S1PR1 en respuesta a S1P

Finalmente, abordamos la posibilidad de que el S1IPR1 interacciona con P-Rex1 de manera
dinamica en presencia de S1P a diferentes tiempos, para examinar dicha asociacion y
comportamiento, realizamos ensayos de pull down con HA-HaloTag-P-Rex1 en células
COS-7. Encontramos al receptor en el PD de condiciones basales y a los tiempos 5, 15, 30 y
60 minutos, la diferencia es la dinamica en la cantidad de receptor asociado con P-Rex1
(Figura 35A). La expresion de S1PR1 aparentemente es incrementada por el tiempo de
exposicion con S1P (Figura 35B).
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Figura 35. Dinamica de interaccion de S1IPR1 con P-Rex1 en respuesta S1P. A) Pull down HA-
HaloTag-P-Rex1 muestra la asociacién entre el SIPR1 y P-Rex1 a diferentes tiempos con o sin
estimulo. B) WB del lisado total para S1IPR1.
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8. Discusion

La sefalizacion de S1P-S1PR1 es considerada fundamental en desarrollo y mantenimiento
del sistema vascular en condiciones normales y patolégicas. De acuerdo con diversos
estudios in vitro e in vivo, se ha demostrado el rol esencial de dicha sefializacion en la
migracion de las células endoteliales, asi como en la estabilidad de la vasculatura (Chae,
Paik, Furneaux & Hla, 2004). La migracion celular en adultos se presenta en diversas
enfermedades (vasculares, autoinmunes y en el céncer). En particular, en el cancer la
migracion celular ocurre para favorecer el desarrollo de tumor y metastasis a través de la
angiogenesis, por lo tanto, este proceso es un indicador clave de la agresividad del tumor
(Ragunathrao et al., 2019). Los beneficios que proporciona la angiogénesis tumoral radican
en brindar oxigeno y los nutrientes al tumor a través de capilares (Cho, Jour & Aung, 2019).
En conjunto, estos hallazgos nos llevaron a estudiar la sefializacion de S1IPR1 en céncer a

través de estrategias del analisis de mineria de datos y pruebas bioquimicas.

8.1 La sefalizacion de S1IPR1 en cancer se correlaciona con un mal prondéstico en BLCA

El transcriptoma de pacientes con carcinoma urotelial de vejiga que sobreexpresan a S1IPR1,
revela una serie de RNAm altamente coexpresadas con S1PR1, lo que indica una relacion

funcional elevada.

Los GPCRs pueden oscilar en una baja o alta expresion en los tumores de multiples tipos de
cancer. La sefializacion de este tipo de receptores contribuye a la progresion de la enfermedad
ya que es responsable de transducir sefiales que favorecen la invasion y la metastasis a través
de la migracion y desprendimiento de las células que constituyen al microambiente tumoral,
ya sean cancerosas o no, a la par permiten el inicio de la angiogénesis tumoral para nutrir a
los tumores (Aust, Zhu, Meir & Xu, 2016). En todos estos pasos mencionados para la
evolucion del cancer se encuentra implicada la actividad los GPCRs. Especificamente, la
sobreexpresion de S1IPR1 en BLCA se asocia con un mal pronéstico en los pacientes y
sorprendentemente este se coexpresa muy bien con ADGRL4 (Figura 28), un GPCR
huérfano, poco estudiado y relevante en adhesion celular. Se considera a ADGRL4 un
regulador de la angiogénesis normal y patoldgica lo cual contrasta bien con la hipotesis de
que S1PR1 acompariado de ADRL4 en BLCA favorecen el crecimiento del tumor. Masiero
y colaboradores, 2013, encontraron que al silenciar a ADRL4 en xenoinjertos de carcinoma
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humano de ovario y colorrectal implantados en ratones se evito el crecimiento de tumores
respecto a cuando no era silenciado el ADRLA4, por otro lado, demostraron in vitro que

silenciar a ADRL4 disminuye la angiogenesis.

Ademaés, el ADGRL (ELTD1), favorece la sefializacion de JAK/STAT3 y la expresion de
HIF-1a (Li et al., 2019). El knockout de ADGRL en embriones murinos no es letal ni grave
para la integridad de la vasculatura, por lo tanto, no solo puede fungir como biomarcador en
BLCA en coexistencia con una elevada expresion de S1IPR1 si no también como un objetivo
farmacoldgico, ya que al inhibir la sefializacion de ADGRL se evitaria la sefializacion
potenciada hacia JAK/STAT3 en conjunto con la sefializacion de S1PR1. Esto tendria
aplicaciones clinicas valiosas puesto que STAT es considerada la proteina estrella en la
progresion del cancer por sus contribuciones a la inmunosupresion tumoral y la metastasis
(Favaraetal., 2019). Se ha descrito que la expresion de ADGRL estimulada por factores pro-
angiogénicos como VEGF y bFGF (Masiero et al., 2013). En este sentido, hay reportes que
describen que la sefializacion de S1IPR1 amplifica selectivamente la respuesta angiogénica
tumoral de VEGF/VEGFR?2 a través una la fosforilacion en el VEGFR2 en su residuo Y951
por la c-Abl1, esta fosforilacion mantiene al RTK en la membrana plasmatica de tal manera
que sostiene sefiales persistentes hacia la actividad de Racl (Ragunathrao et al., 2019). Por
lo tanto, la sefializacion de dicho receptor se correlaciona con un mal pronostico en la
sobrevivencia de los pacientes con BLCA, a pesar de que en otros tipos de cancer se asocia
a un buen prondstico. EI ADRL4 se emplea como biomarcador para glioma de alto grado
(Aust, Zhu, Meir & Xu, 2016). Finalmente, con nuestros hallazgos se sugiere que también se

empleado como kit prondstico para pacientes que sobreexpresan a SIPR1 en el BLCA.

La actividad de los RTKSs tiene un rol importante en el destino celular, la proliferacion y la
migracion. En nuestro andlisis encontramos que el EphA3 acompafa la sefializacion de
S1PR1 en BLCA al igual que el ADRLA4. Se sabe que EphA3 se encuentra sobreexpresado
y/o mutado en diversos tipos tumores y consistentemente con nuestro estudio asociado con
un mal prondstico y en consecuencia una disminucion de la sobrevivencia de los pacientes
(London & Gallo, 2020). Este RTK controlan las interacciones célula-célula durante el
desarrollo normal y oncogénico, por ello es natural pensar que su acompafiamiento con el

S1PR1 en conjunto con ADRL4 conllevan a la progresion del BLCA.
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En un panorama mas general con relacion a proteinas cldsicas en la angiogénesis
identificamos a TIE2 (TEK) y a otros no tan asociados a este proceso como, DDR2,
PDGFRA, FGFR1, NTRK3, ABL2, MYLK, STK32B, LATS2, DCLK1, TNS1, ELMO1,
DOK6, ARHGAP24, FERMT2, PDLIM3, PDZRNA4. Este ultimo grupo de genes, abren unas
amplias posibilidades para regular la sefializacion de S1IPR1 en BLCA cuando se encuentra
sobreexpresado, estos eventos de regulacion claramente ocurren entre la comunicacién de
células del microambiente tumoral, aunque la mayoria descrito para BLCA perfilan a una
poblacién de células endoteliales también encontramos pistas de células estromales, como
los macrofagos asociados al tumor, estas ultimas no serian sorpresa encontrarlas ya que se ha
relacionado un proceso inflamatorio con la formacion y desarrollo de BLCA (Tian et al.,
2015). La pérdida de la sefializacion de TIE2 es considerada letal en la integridad vascular al
igual que la del S1IPR1, ambas sefializaciones que estan presentes en BLCA podria ser

potente blanco farmacoldgico.

En resumen, nosotros mostramos que la sefializacion de los GPCRs puede ser acompafiada
por otras proteinas, entre ellas otros receptores, que clinicamente servirian como
biomarcadores o blancos farmacoldgicos, ya que estan disponibles en la superficie de la

membrana plasmatica.

8.2 La sefalizacién dual de S1PR1 en LIHC

El valor pronéstico para el LIHC en pacientes que sobreexpresan a S1PR1 reveld una
disminucion en la sobrevivencia en quienes padecen este tipo de cancer. En conjunto el
S1PR1 se encuentra acompafiado por los siguientes genes: CALCRL, RAMP3, ADRA2B,
DRD1, KDR, TEK, TIEL, FLT4, EPHA4, SHROOM4, RAPGEF2, GIPC3, BMX, FYN,
PTK2B, ITK, SIK2, RASGRF2, IRS1 (Figura 30). Nosotros interpretamos que esta
coexistencia de todos los genes mencionados con S1PR1, se justifica funcionalmente, es
decir, a través del ensamble de ejes de sefializacién que permiten una mayor densidad y
madurez de los vasos sanguineos, de tal manera que las terapias sistémicas tengan mayor
biodisponibilidad de los antineoplésicos. Sorprendentemente, las proteinas que se
correlacionan con el SIPR1 muestran un patrén similar respecto a la sobrevivencia de los
pacientes con cancer. Dentro de los genes que se consideran como una firma para la

angiogenesis, encontramos a TIE1 y TEK, ambos altamente coexpresados con S1PR1. El
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S1PR1 por si solo pertenece al mismo grupo de genes principales en la regulacion de la
angiogenesis. Por otro lado, se identifico al gen codificante para Raf-GRF2, es cual es un
GEF para Racl. Todo lo anterior nos hace pensar en que la expresion de estos genes es en

células asociadas al tumor.

En contraste, el eje SIPR1->P-Rex1->Racl lo asociamos a procesos pro-angiogenicos
tumorales que conducen a la progresion de LIHC, por la intervencién de RacGEF, P-Rexl1.
P-Rex1 se encuentra sobreexpresado en distintos tipos de cancer y aunque en LIHC su
sobreexpresion no esta tan pronunciada, su actividad puede ser sostenida hacia Racl por la
fosforilacion dada por pAKT1, la cual también revela una coexpresion significativa en LIHC.
En general, al evaluar la expresion del eje en LIHC, descubrimos su completa expresion, es
decir, tanto P-Rex1 como las cinasas AKT1 y JAK2 estan significativamente coexpresadas
con S1PR1. En este sentido la hipotesis emergente es que los fosfosustratos de las cinasas
podrian estar ampliando la sefializacion de S1PR1 en LIHC.

Dentro de los fosfosustratos interesantes identificados son Gab2 y STATL. El transductor de
sefial y activador de la transcripcion 1 (STAT1) muestra papel dual en céncer, este ha sido
identificado como promotor y supresor de tumores en diversos tipos de cancer, sus funciones
contintan siendo confusas. En particular, se asocia a un buen prondstico por si solo en LIHC,
esto lo hace més interesante de analizar puesto que dependiendo de sus acompafiantes su
efecto en la sobrevivencia de paciente puede variar. Estos analisis no nos permiten saber el
estado de fosforilacion de STAT1, por lo tanto, seria prudente conocer su actividad. Hay
estudios que muestran que en LIHC hay ausencia de pSTAT1y esto se debe a que la actividad
de pSTATL se asocia a un efecto antitumoral al inhibir el crecimiento de células de LIHC a
través del arresto del ciclo celular e induccion de muerte celular (Ma et al., 2019). Estos
hallazgos nos hacen pensar que este fosfosustrato de JAK2 probablemente no corresponde a

células cancerosas sino a células infiltradas en el microambiente tumoral.

Por el contrario, STAT3 se asocia a un mal prondstico en los pacientes con LIHC por la alta
expresion. La sefializacion aberrante de STAT se ha documentado en una variedad de
leucemias: la leucemia mieldgena crénica y la leucemia linfoblastica aguda (Wang et al.,
2019). STATS3 es activado via IL-6/JAK2 en tumores, principalmente en células cancerosas,

pero dicha actividad es transitoria al compararse con el estimulo de S1P, este ultimo se
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sostiene pSTAT3 por horas. Previamente, Lee y colaboradores en el 2010, determinaron
experimentalmente que STAT3 es un factor de transcripcion directo de S1IPR1 en células
tumorales, por lo tanto, una expresion mejorada de S1PR1 induce la expresion de IL6
generando asi un eje de retroalimentacion de la sefalizacion de JAK2/STATS3, e induce el
crecimiento del tumor y metastasis. Las células mieloides del microambiente tumoral se
encuentran influenciadas al interaccionar con células cancerosas con elevada expresion de
S1PR1 y una comunicacion reciproca entre ambos grupos celulares es necesaria para la
progresion del cancer, en nuestros analisis no determinamos las poblaciones celulares, sin
embargo, una de las caracteristicas de LIHC es el alto grado de infiltracion de células
inmunes. Por consiguiente, encontrar a S1IPR1 significativamente coexpresados con JAK2 e
identificado a STAT3 dentro del subgrupo de genes méas coexpresados con S1PR1 en LIHC

apoya la hipotesis de retroalimentacion positiva hacia la sefializacion de S1PR1.

En relacion con el fosfosustrato Gab2, este resulta ser fosforilado por AKT1 y JAK2,
definitivamente la expresion de este fosfosustrato tiene relevancia molecular en la regulacion
de la sefializacion de S1PR1. Gab2 participa como una proteina adaptadora, ademas es
reclutada a la membrana por PIP3 y es necesaria para el establecimiento del complejo
Gab2/GRB2/EGFR (Ding, Yu, Feng & Luo ,2015). El RTK, EGFR, es promotor de la
angiogénesis normal y tumoral. Por ello, resulta I6gico que la proteina adaptadora, Gab2 esté
presente en conjunto con los genes mencionados, favoreciendo asi la sefializacion de S1PR1.
EL RacGEF, TIAM al igual que Gab2 y EGFR se encontraron como proteinas reguladas por
fosforilacion especificamente para AKT1, en este sentido estas tres proteinas potencian la

sefializacion hacia Racl (Zhu et al., 2015).

Finalmente, un GPCR regulado por AKT1 es BLT2, encontrado expresado en tejido de
cancer de ovario, vejiga y mama en estadios avanzados del cancer, lo que se asocia a un
resultado clinico deficiente. Puntualmente, en cancer de ovario BLT2 regula la actividad de
STAT3 via NOX4-ROS, favoreciendo la expresion de MMP2 (Seo, Park & Kim, 2012).

Estos hallazgos en cancer nos hacen hipotetizar que en efecto algunos de los fosfosustratos
de las cinasas que interaccionan con la via de sefalizacion S1PR1->P-Rexl1->Racl
favorecen eventos que permiten la progresion de la enfermedad. Una combinacion de todos

los genes que muestras patrones similares en las curvas de sobrevivencia y que estan
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coexpresados significativamente con S1IPR1 en LIHC se consideran una valiosa informacion

con capacidad de pronostica en comparacion con un solo gen.

Con base en nuestros resultados sugerimos que los genes que acompafian la sefializacion de
S1PR1 en céncer son una herramienta clinicamente relevante porque son datos obtenidos por
técnicas de alto rendimiento, es decir, a partir de métodos de secuenciacion de RNAm de los
tumores a diferencia de biomarcadores de obtenidos de proteinas en muestras biologicas
como la sangre. El analisis de mineria de datos omicos, particularmente los transcriptomicos
pueden resultar clinicamente aplicables en el futuro, ya que cada vez el uso de la
secuenciacion de células individuales se hace mas comun, por lo tanto, los marcadores
basados en RNA o DNA podrian sustituir a los biomarcadores de proteinas (D'Costa et al.,
2016).

8.3 La esfingosina 1 fosfato activa proteinas del mTORC2 en células endoteliales

Las células endoteliales expresan el S1IPR1, receptores sensibles a S1P, por lo tanto, para
validar que estas células responden a S1P en un modelo enddgeno, probamos las vias que se
activan en respuesta a este ligando lipidico y encontramos que a través del tiempo se activa
pAKT y pGSK3p, estas proteinas reflejan la actividad de mTORC2 y la via de PI3K-AKT.
Ademas, S1P, activa la via de sefializacion de MAPK (ERK1/2) (Figura 32). La sefializacion
de PI3K-AKT y ERK1/2 son activadas por P-Rexl y clinicamente se consideran una
estrategia terapéutica prometedora por sus implicaciones oncogénicas (Dillon et al., 2015).
Estos resultados muestran una clara sefializacion de S1P en células endoteliales a través de
S1PR.

Reportes anteriores han demostrado la importancia de sefializacion de S1PR1 en la
angiogénesis tumoral y como las células endoteliales son las principales en responder a
guimioatrayentes que favorezcan la angiogénesis, el modelo con células de esta naturaleza

es fundamental para comprender estos eventos.

8.3 P-Rex1 como efector de S1PR1 dependiente de S1P

Las células endoteliales expresan enddgenamente al RacGEF P-Rexl1, una proteina
multidominio implicada en la coordinacion de las sefiales de entrada a través de GPCRs y

RTKSs, y en la migracion dirigida de células normales y cancerosas (Chavez-Vargas et al.,
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2016; Carretero-Ortega et al., 2010). Es este sentido, nosotros determinamos si P-Rex1
funciona como efector de la sefializacion de S1IPR1, esto lo pusimos a prueba y encontramos
a P-Rex1 activo a los 15 minutos dependiente de S1P y dicha actividad decae tiempo despues
(Figura 34). La sefializacion de S1PR1, de acuerdo con Paik y colaboradores activa a Racl
en células endoteliales. Racl es la GTPasa asociada al fenotipo de lamelas en una célula en
movimiento y P-Rex1 es uno de los GEF para Racl. Nosotros encontramos S1P es capaz de
activar al RacGEF P-Rex1 al evaluar la curva de activacion de proteinas dependientes de
estimulo, en conjunto estos hallazgos nos permiten afirmar que en células endoteliales la
activacion del eje S1P-S1IPR1->P-Rex1 estimula a Racl.

8.4 El RacGEF P-Rex1 interacciona con AKT y Rictor en respuesta a S1P a traves del
tiempo

Por otro lado, con la finalidad de identificar a proteinas que puedan regular la sefializacion
de SIPR1->P-Rex1->Racl, consideramos los hallazgos que demuestran que P-Rex1 es una
plataforma para mTORC1/2 asi como para Gy y AKT (Herndndez-Negrete et al., 2007). En
este sentido, encontramos a P-Rex1 activo interaccionando con AKT (Figura 34). Estudios
previos han descrito que la cinasa AKT activa es capaz de interaccionar con S1PR1 y
fosforilarlo en su tercera asa intracelular, dicha fosforilacion es activante ya que favorece su
sefializacion hacia Racl en células endoteliales (Lee et al., 2001). En cuanto a la interaccién
con mTORC?2, se determind por la presencia de Rictor (Figura 34), componente caracteristico

del complejo 2 (Senoo et al., 2019).

8.5 La interaccion de SIPR1 con P-Rex1 es dinamica en respuesta a S1P

En 2010, Ledezma-Séanchez y colaboradores, demostraron la interaccion entre el carboxilo
terminal de S1PR1 y los PDZ de P-Rexl, como efecto celular observaron una mayor
respuesta migratoria en respuesta a S1P, por lo tanto, nosotros reproducimos esta interaccion
y sorprendemente notamos que esta interaccion ocurre dindmicamente, es decir, la cantidad
de complejo S1IPR1-P-Rex1 varia a través del tiempo en respuesta a S1P (Figura 35). Una
explicacion molecular a la variacion de la interaccion es la disposicion del receptor en la
membrana plasmatica, al ser un GPCR este después de un tiempo de ser estimulado es
desensibilizado y al no estar disponible la interaccion con P-Rex1 no se lleva acabo. Por otro

lado, la expresion de S1IPR1 parece ser estimulada por S1P.
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9. Conclusiones

1.- La sefalizacion de S1PR1 es acompariada de GPCRs y RTKSs, y en los pacientes con
BLCA y LIHC que sobreexpresan el SIPR1 se asocian con prondsticos de sobrevivencia en
los pacientes de forma opuesta, es decir, mal y buen prondstico, respectivamente.

2.- Las moléculas que subyacen la sefializacion de S1IPR1 en BLCA y LIHC son potentes

biomarcadores de prondstico e incluso objetivos farmacoldgicos.

3.- Eje de transduccion S1PR1->P-Rexl1->Racl se expresa y estd activo en células
endoteliales, y ademas esta regulado positivamente por fosfosustratos de AKT1 y JAK2 en
LIHC.
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12. Apéndice

Tabla 1. Clasificacion de cada estudio de transcriptémica de acuerdo con el tipo de

cancer clasificado por cBioPortal

Estudio curado

Tipo de cancer(cBioPortal)*

01AA-MMEL Metastatic Melanoma (UCLA, Cell 2016)

Melanoma:Skin

02AA-MELA Melanoma (MSKCC, NEJM 2014)

Melanoma:Skin

03AA-NPC Neuroendocrine Prostate Cancer (Multi-
Institute, Nat Med 2016)

Prostate Cancer:Prostate

04AA-METMEL Metastatic Melanoma (DFCI, Science
2015)

Melanoma:Skin

05AA-UCEC Uterine Corpus Endometrial Carcinoma
(TCGA, PanCancer Atlas

Endometrial Carcinoma:Uterus

06AA-SCM Skin Cutaneous Melanoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Cutaneous Melanoma:Skin

07AA-UTECA Uterine Carcinosarcoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Endometrial Carcinoma:Uterus

08AA-GAC Gastric Cancer (OncoSG, 2018)

Esophagogastric
Cancer:Esophagus/Stomach

09AA-PAP Pheochromocytoma and Paraganglioma
(TCGA, PanCancer Atlas)

Pheochromocytoma,Miscellaneo
us Neuroepithelial Tumor:Soft
tissue

10AA-LA Lung Adenocarcinoma (TCGA, PanCancer
Atlas

Non-Small Cell Lung Cancer:
Lung

11AA-SARC Sarcoma (TCGA, PanCancer Atlas)

Sarcoma:Soft tissue

12AA-ACRAL Acral Melanoma (TGEN, Genome Res
2017)

Melanoma:Skin

13AA-OSC Ovarian Serous Cystadenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Ovarian Epithelial
Tumor:Ovarian

14AA-CAD Colorectal Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Colorectal
Adenocarcinoma:Bowel

15AA-SCLC Small Cell Lung Cancer (U Cologne, Nature
2015)

Small Cell Lung Cancer: Lung

16AA-BUC Bladder Urothelial Carcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Bladder Urothelial
Carcinoma:Bladder/Urinary
tract

17AA-SA Sarcoma (MSKCCBroad, Nat Genet 2010)

Soft Tissue Sarcoma:Soft tissue

18AA-LSCCAR Lung Squamous Cell Carcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Non-Small Cell Lung Cancer:
Lung

19AA-PADE Prostate Adenocarcinoma (SMMU, Eur
Urol 2017)

Prostate Cancer:Prostate

20AA-SADEN Stomach Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Esophagogastric
Adenocarcinoma:Esophagus/Sto
mach

21AA-CSCC Cervical Squamous Cell Carcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Cervical Squamous Cell
Carcinoma:Cervix
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22AA-TMETBCP The Metastatic Breast Cancer Project
(Provisional, February 2020)

Breast Cancer:Breast

23AA-PROSADE Prostate Adenocarcinoma (TCGA, Prostate
PanCancer Atlas) Adenocarcinoma:Prostate
24AA-METPROAD Metastatic Prostate Adenocarcinoma | Prostate

(SU2CPCF Dream Team, PNAS 2019)

Adenocarcinoma:Prostate

25AA-ADRC Adrenaocortical Carcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Adrenocortical
Carcinoma:Adrenal Gland

26AA-EADENO Esophageal Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Esophageal Squamous Cell
Carcinoma:Esophagus/Stomach

27AA-PANADE Pancreatic Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Pancreatic
Adenocarcinoma:Pancreas

28AA-HANSCC Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma (TCGA, PanCancer Atlas)

Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma:Head and Neck
Squamous Cell

29AA-LIVERHC Liver Hepatocellular Carcinoma
(TCGA, PanCancer Atlas)

Hepatocellular Carcinoma:Liver

30AA-PRADC Prostate Adenocarcinoma (Fred
Hutchinson CRC, Nat Med 2016)

Prostate Cancer:Prostate

31AA-BLGGL Brain Lower Grade Glioma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Diffuse Glioma:Brain

32AA-BINCA Breast Invasive Carcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Invasive Breast
Carcinoma:Breast

33AA-GMULT Glioblastoma Multiforme (TCGA,
PanCancer Atlas)

Glioblastoma:Brain

34AA-LEUKE Acute Myeloid Leukemia (TCGA,
PanCancer Atlas)

Leukemia:Myeloid

35AA-PALEUK Pediatric Acute Lymphoid Leukemia -
Phase Il (TARGET, 2018)

B-Lymphoblastic
Leukemia/Lymphoma:Lymphoi
d

36AA-BREAST Breast Cancer (METABRIC, Nature
2012 & Nat Commun 2016)

Breast Cancer:Breast

37AA-THYROID Thyroid Carcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

Well-Differentiated Thyroid
Cancer:Thyroid

38AA-PANCAD Pancreatic Adenocarcinoma (QCMG,
Nature 2016)

Pancreatic Cancer:Pancreas

39AA-NEUROB Pediatric Neuroblastoma (TARGET,
2018)

Peripheral Nervous
System:Peripheral Nervous
System

*La clasificacion mostrada esta basada en organo y tipo de cancer detallado, obtenido para

cada estudio.
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Tabla 2. Resumen de los genes esperados y encontrados en el cuartil superior (4to) en los treinta y nueve estudios de cancer

PanCancer Atlas)

Estudio curado Genes PdE* totales PdE* encontrado | Distribucion | Normalizacion
totales del | encontrado por | (4to cuartil més de genes al
4to cuartil estudio alto) uniforme

01AA-MMEL Metastatic Melanoma (UCLA, Cell 5324 3726 1184 932 1.27
2016)

02AA-MELA Melanoma (MSKCC, NEJM 2014) 5236 3642 1060 911 1.16
03AA-NPC Neuroendocrine Prostate Cancer 8186 3985 1410 996 1.42
(Multi-1Institute, Nat Med 2016)

04AA-METMEL Metastatic Melanoma (DFCI, 5319 3924 1141 981 1.16
Science 2015)

05AA-UCEC Uterine Corpus Endometrial 5021 3871 1243 968 1.28
Carcinoma (TCGA, PanCancer Atlas

06AA-SCM Skin Cutaneous Melanoma (TCGA, 5041 3904 1127 976 1.15
PanCancer Atlas)

07AA-UTECA Uterine Carcinosarcoma (TCGA, 4973 3771 1154 943 1.22
PanCancer Atlas)

08AA-GAC Gastric Cancer (OncoSG, 2018) 5000 3847 1211 962 1.26
09AA-PAP Pheochromocytoma and Paraganglioma | 4993 3824 1084 956 1.13
(TCGA, PanCancer Atlas)

10AA-LA Lung Adenocarcinoma (TCGA, 5032 3875 1177 969 1.21
PanCancer Atlas

11AA-SARC Sarcoma (TCGA, PanCancer Atlas) 5039 3896 1158 974 1.19
12AA-ACRAL Acral Melanoma (TGEN, Genome 5795 3498 1170 875 1.34
Res 2017)

13AA-OSC Ovarian Serous Cystadenocarcinoma 4752 3590 1109 898 1.24
(TCGA, PanCancer Atlas)

14AA-CAD Colorectal Adenocarcinoma (TCGA, 5005 3826 1176 957 1.23




15AA-SCLC Small Cell Lung Cancer (U Cologne, 4638 3861 1098 965 1.14
Nature 2015)

16AA-BUC Bladder Urothelial Carcinoma (TCGA, | 5045 3903 1153 976 1.18
PanCancer Atlas)

17AA-SA Sarcoma (MSKCCBroad, Nat Genet 3118 2632 693 658 1.05
2010)

18AA-LSCCAR Lung Squamous Cell Carcinoma 5045 3909 1117 977 1.14
(TCGA, PanCancer Atlas)

19AA-PADE Prostate Adenocarcinoma (SMMU, 5455 3938 1313 985 1.33
Eur Urol 2017)

20AA-SADEN Stomach Adenocarcinoma (TCGA, 4264 3592 1044 898 1.16
PanCancer Atlas)

21AA-CSCC Cervical Squamous Cell Carcinoma 5016 3868 1138 967 1.18
(TCGA, PanCancer Atlas)

22AA-TMETBCP The Metastatic Breast Cancer 5624 3921 1268 980 1.29
Project (Provisional, February 2020)

23AA-PROSADE Prostate Adenocarcinoma 5035 3897 1197 974 1.23
(TCGA, PanCancer Atlas)

24AA-METPROAD Metastatic Prostate 4754 3942 1201 986 1.22
Adenocarcinoma (SU2CPCF Dream Team, PNAS

2019)

25AA-ADRC Adrenocortical Carcinoma (TCGA, 4930 3724 1114 931 1.20
PanCancer Atlas)

26AA-EADENO Esophageal Adenocarcinoma 4754 3592 1003 898 1.12
(TCGA, PanCancer Atlas)

27AA-PANADE Pancreatic Adenocarcinoma 4991 3811 1157 953 1.21
(TCGA, PanCancer Atlas)

28AA-HANSCC Head and Neck Squamous Cell 5050 3912 1199 978 1.23
Carcinoma (TCGA, PanCancer Atlas)

29AA-LIVERHC Liver Hepatocellular Carcinoma | 5022 3849 1131 962 1.18

(TCGA, PanCancer Atlas)
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(TARGET, 2018)

30AA-PRADC Prostate Adenocarcinoma (Fred 4819 3587 1007 897 1.12
Hutchinson CRC, Nat Med 2016)

31AA-BLGGL Brain Lower Grade Glioma (TCGA, | 5040 3911 1106 978 1.13
PanCancer Atlas)

32AA-BINCA Breast Invasive Carcinoma (TCGA, 5046 3913 1186 978 1.21
PanCancer Atlas)

33AA-GMULT Glioblastoma Multiforme (TCGA, 4983 3782 1101 946 1.16
PanCancer Atlas)

34AA-LEUKE Acute Myeloid Leukemia (TCGA, 4178 3213 976 803 1.22
PanCancer Atlas)

35AA-PALEUK Pediatric Acute Lymphoid 6069 3847 1211 962 1.26
Leukemia - Phase Il (TARGET, 2018)

36AA-BREAST Breast Cancer (METABRIC, 4568 3688 956 922 1.04
Nature 2012 & Nat Commun 2016)

37AA-THYROID Thyroid Carcinoma (TCGA, 5024 3889 1298 972 1.34
PanCancer Atlas)

38AA-PANCAD Pancreatic Adenocarcinoma 4198 3070 853 768 1.11
(QCMG, Nature 2016)

39AA-NEUROB Pediatric Neuroblastoma 5073 3660 1104 915 1.21

*PdE, proteinas de sefializacidn basadas en su estructura de acuerdo con la base de datos SPIM-Y'Y.
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Tabla 3. Resumen del enriquecimiento normalizado para receptores, Y y S/T cinasas, fosfosustratos de AKTs y JAKSs, asi como

proteinas con dominios RhoGEF, PH, SH2 y PDZ en los treinta y nueve estudios de cdncer obtenidos de cBioPortal

Study curated RTKs | GPCRs | RTKs Y-K | S/T-K | pAKTs | pJAKs | GEF | PH | SH2  PDZ
01AA-MMEL Metastatic 1.25 0.57 1.53 1.88 1.37 0.64 1.38 2.00 |1.52 2.00  1.19
Melanoma (UCLA, Cell 2016)
02AA-MELA Melanoma 1.81 0.93 2.11 225 |1.03 0.48 0.88 165 | 151 |2.00 |1.16
(MSKCC, NEJM 2014)
03AA-NPC Neuroendocrine 1.94 0.89 2.16 250 | 153 0.57 1.88 155 184 256  1.29
Prostate Cancer (Multi-

Institute, Nat Med 2016)

04AA-METMEL Metastatic 2.13 1.23 2.26 2.13 0.88 0.40 1.13 195 | 154 2.08 | 1.13
Melanoma (DFCI, Science 2015)

05AA-UCEC Uterine Corpus 1.63 0.90 1.84 1.63 | 112 0.57 0.88 1.75 | 1.70 2.04 1 1.19
Endometrial Carcinoma

(TCGA, PanCancer Atlas

06AA-SCM Skin Cutaneous 2.06 1.08 2.16 2.00 |0.95 0.41 1.25 1.60 | 139 |2.04 132
Melanoma (TCGA, PanCancer

Atlas)

07AA-UTECA Uterine 1.94 0.81 1.74 1.63 1.05 0.34 1.13 155 154 192 | 1.26
Carcinosarcoma (TCGA,

PanCancer Atlas)

08AA-GAC Gastric Cancer 1.75 0.94 1.63 125 | 1.27 0.59 1.25 185 | 157 |1.60 |1.48
(OncoSG, 2018)

09AA-PAP Pheochromocytoma | 2.44 0.82 2.26 1.75 |1.05 0.47 0.88 1.65 | 1.59 1.92 | 1.29
and Paraganglioma (TCGA,

PanCancer Atlas)

10AA-LA Lung 2.19 0.97 2.21 188 | 1.14 0.43 1.38 180 | 162 |2.04 145

Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas
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11AA-SARC Sarcoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

2.00

0.89

2.26

2.25

1.20

0.47

1.38

2.10

1.87

2.16

1.35

12AA-ACRAL Acral Melanoma
(TGEN, Genome Res 2017)

1.94

0.75

2.26

2.50

1.25

0.59

1.38

1.70

1.75

2.24

1.29

13AA-OSC Ovarian Serous
Cystadenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

1.88

0.82

1.95

1.63

1.08

0.41

1.50

1.30

1.61

2.16

1.29

14AA-CAD Colorectal
Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

2.13

0.98

211

1.75

1.07

0.41

1.13

1.75

1.54

1.88

1.42

15AA-SCLC Small Cell Lung
Cancer (U Cologne, Nature
2015)

1.88

0.75

2.26

2.38

1.00

0.47

1.63

1.50

1.67

2.48

1.19

16AA-BUC Bladder Urothelial
Carcinoma (TCGA, PanCancer
Atlas)

2.19

0.97

2.26

1.88

1.03

0.29

1.50

1.45

1.57

2.04

1.26

17AA-SA Sarcoma
(MSKCCBroad, Nat Genet
2010)

1.38

0.59

1.68

1.75

0.85

0.28

0.75

1.10

0.95

1.32

0.61

18AA-LSCCAR Lung
Squamous Cell Carcinoma
(TCGA, PanCancer Atlas)

1.94

0.91

2.16

2.13

1.03

0.38

1.38

1.65

1.52

2.08

1.29

19AA-PADE Prostate
Adenocarcinoma (SMMU, Eur
Urol 2017)

2.19

0.67

2.58

2.75

1.24

05

1.88

2.20

2.13

2.76

1.55

20AA-SADEN Stomach
Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

2.38

0.89

2.21

1.50

0.98

0.38

0.88

1.60

1.52

1.72

1.42

21AA-CSCC Cervical
Squamous Cell Carcinoma
(TCGA, PanCancer Atlas)

2.00

0.86

2.11

1.88

1.08

0.48

1.00

1.75

1.52

1.92

1.29
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22AA-TMETBCP The
Metastatic Breast Cancer
Project (Provisional, February
2020)

2.13

0.98

2.37

2.38

1.37

0.50

1.38

1.50

1.69

2.16

1.23

23AA-PROSADE Prostate
Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

2.31

0.93

2.26

1.88

1.07

0.47

1.25

1.95

1.84

2.28

1.55

24AA-METPROAD Metastatic
Prostate Adenocarcinoma
(SU2CPCF Dream Team, PNAS
2019)

244

1.10

2.42

2.38

0.83

0.40

1.63

1.80

1.89

2.40

1.48

25AA-ADRC Adrenocortical
Carcinoma (TCGA, PanCancer
Atlas)

1.56

0.98

1.74

1.50

0.93

0.45

1.50

1.55

1.49

1.68

1.32

26AA-EADENO Esophageal
Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

1.69

0.85

2.00

1.88

0.86

0.26

0.75

1.85

1.62

2.04

1.19

27AA-PANADE Pancreatic
Adenocarcinoma (TCGA,
PanCancer Atlas)

2.06

0.86

2.11

1.75

1.15

0.45

0.38

1.65

1.48

1.96

1.29

28AA-HANSCC Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma
(TCGA, PanCancer Atlas)

2.19

0.86

211

1.75

1.25

0.47

1.13

2.00

1.79

2.20

1.35

29AA-LIVERHC Liver
Hepatocellular Carcinoma
(TCGA, PanCancer Atlas)

1.94

0.62

1.84

1.50

1.32

0.53

0.88

2.10

1.62

1.84

1.52

30AA-PRADC Prostate
Adenocarcinoma (Fred
Hutchinson CRC, Nat Med
2016)

1.63

0.44

1.74

1.75

0.98

0.52

1.00

1.55

1.34

1.76

1.13
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31AA-BLGGL Brain Lower
Grade Glioma (TCGA,
PanCancer Atlas)

1.13

0.75

1.16

1.38

131

0.40

1.00

1.70

1.44

1.20

1.48

32AA-BINCA Breast Invasive
Carcinoma (TCGA, PanCancer
Atlas)

2.31

1.00

2.42

2.25

1.12

0.52

1.13

2.00

1.97

2.24

1.52

33AA-GMULT Glioblastoma
Multiforme (TCGA, PanCancer
Atlas)

1.44

0.89

1.42

1.00

1.14

0.33

1.13

1.90

1.36

1.20

1.39

34AA-LEUKE Acute Myeloid
Leukemia (TCGA, PanCancer
Atlas)

1.81

0.61

1.74

1.50

1.14

0.43

1.13

1.70

1.52

1.48

1.61

35AA-PALEUK Pediatric Acute
Lymphoid Leukemia - Phase 11
(TARGET, 2018)

1.50

0.82

1.84

2.13

1.53

0.47

0.50

1.80

1.57

1.56

1.35

36AA-BREAST Breast Cancer
(METABRIC, Nature 2012 &
Nat Commun 2016)

1.75

0.50

1.84

1.75

0.85

0.43

1.25

1.15

1.38

1.76

0.81

37AA-THYROID Thyroid
Carcinoma (TCGA, PanCancer
Atlas)

2.00

0.87

2.16

1.88

1.46

0.52

1.25

2.20

1.89

2.00

1.61

38AA-PANCAD Pancreatic
Adenocarcinoma (QCMG,
Nature 2016)

1.81

0.53

1.89

1.38

0.81

0.28

0.50

0.80

1.00

1.68

0.87

39AA-NEUROB Pediatric
Neuroblastoma (TARGET,
2018)

2.13

0.83

2.37

2.50

0.92

0.52

1.63

1.75

1.77

2.24

1.29
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