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RESUMEN

El cAncer de mama representa la principal causa de muerte a nivel mundial en mujeres a consecuencia
de una neoplasia. En nuestro pais es un problema de salud publica y en la ultima década del siglo su
incidencia y mortalidad han ido al alza. Uno de los elementos que constituyen la estrategia terapéutica
habitual para tratar este tipo de cancer es la quimioterapia. El cisplatino es un antineoplasico utilizado
con frecuencia en tratamientos quimioterapéuticos a la hora de tratar cancer de mama, entre otros

canceres.

En el tratamiento con cisplatino se tiene una buena respuesta inicial a la quimioterapia, sin embargo
después de periodos largos de tratamiento a dosis bajas, se desencadena un fenotipo
quimiorresistente. Los mecanismos mediante los cuales se adquiere este fenotipo son multiples y aun
no son entendidos por completo. Hoy dia es fundamental identificar nuevos blancos moleculares

terapéuticos asociados a este mecanismo.

Una molécula que recientemente se ha asociado a resistencia y cisplatino es Ezrin. Esta es una
proteina transmembranal relacionada con la configuracion del citoesqueleto de actina, morfologia
celular, adhesién, motilidad y con alta relevancia en sefializacion celular. Esta proteina también se ha
relacionado con anterioridad a fenotipos resistentes a farmacos entre ellos cisplatino. Sin embargo,
hasta hora no se tiene un antecedente que relacione a Ezrin con un fenotipo quimiorresistente a

cisplatino en células de cancer de mama.

Con la finalidad de determinar si la resistencia a cisplatino en células de cancer de mama (MCF-7)
causa un cambio en la expresion, regulacién postraduccional y localizacion de Ezrin, se generd una
subclona resistente a cisplatino, por exposicion a concentraciones subletales crecientes de cisplatino.
Posterior a ello se evalu6 el nivel de expresion de Ezrin a nivel de RNAm, proteina y su forma
fosforilada en T567. Los resultados obtenidos mostraron que en la subclona resistente, no se
observaron cambios a nivel mensajero y proteina de Ezrin. Sin embargo, si hubo una disminucién en
la cantidad de Ezrin fosforilada en T567, lo que podria sugerir cambios en la localizacion y actividad

de esta proteina.

Basado en esto, se evaluo la localizacion del estado de la fosforilacion T567 de Ezrin en células
parentales y resistentes, observando que se tiene una disminucion en la localizacion membranal en
células resistentes en comparacién con su control parental. Esto datos indican que se tiene cambios

en la sefalizacion a partir de Ezrin.



Finalmente, para evaluar el cambio en el perfil de expresién génica en las células MCF-7 resistentes,
se realiz6 un analisis de expresion diferencial mediante RNA-seq. Se obtuvieron 1047 genes cuya
expresion se modificé en las células resistentes en comparacién con la linea parental. Se tuvo
enriquecimiento de genes en procesos relacionados con los factores de transicion P53, AP1 y CREB
los cuales ya se han reportado tienen una relacion con el fenotipo resistente a cisplatino. Ademas, se
tuvo enriquecimiento de genes en procesos relacionados con los factores de transcripcion: FOX0O4,
DBP y STAT5a quienes podrian representar un papel emergente de estudio para resistencia a

cisplatino.

De igual forma tuvimos enriquecimiento de genes en procesos celulares que comparten al menos 1 de
los 7 genes ya reportados que tienen relacion con Ezrin y mecanismos de accion de cisplatino, como:
secrecion, regulaciéon de la exocitosis, exocitosis, vesiculas secretoras, endocitosis, y rutas de
sefializacion mediadas por citocinas. Estos resultados indicaron que probablemente se tiene un
fenotipo altamente dinamico en la comunicacion intercelular por medio de vesiculas, donde Ezrin
podria estar participando. Por ultimo, podemos concluir que en células resistentes a cisplatino, se tiene
un cambio en la sefalizaciéon de Ezrin; sin embargo, aun falta dilucidar los procesos que resultan
afectados del estado de fosforilacion o localizacién de esta proteina, como migracion, metastasis, o

incluso resistencia a los medicamentos.
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INTRODUCCION

1 Céancer

El cancer es el término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo. De acuerdo a GLOBOCAN (2018) el cancer es la principal causa de
muerte a nivel mundial. Una caracteristica importante de este, es la rapida multiplicacion de células
anormales que se extienden mas alla de los limites establecidos por su tejido y érgano de origen,
pudiendo invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, fendmeno nombrado

«metastasis». Siendo la metéstasis la principal causa de muerte por cancer (OMS, 2017).

2 Cancer de mama

El cancer de mama se desarrolla principalmente a partir de las células epiteliales de los conductos que
llevan leche desde los lobulillos hasta el pezén o en las células epiteliales de las glandulas mamarias
productoras de leche. Estas células presentan un crecimiento descontrolado y posteriormente forman

una masa tumoral (Akram, et al., 2017).

El tumor puede ser de dos tipos: benigno o maligno. Los tumores benignos se conforman de células
gue no son invasivas hacia otras partes del cuerpo; sin embargo, pueden afectar la salud del paciente
e incluso conducir a la muerte en caso de llegar a comprometer la funcionalidad de un 6rgano esencial
para la vida. En cambio, un tumor maligno es aquel conformado por células que pueden invadir tejidos
circundantes o realizar metastasis a areas distantes del cuerpo. A este Ultimo tipo de tumores se les

llama cancerosos (ACS, 2017).

El cancer de mama es el segundo tipo de cancer mas comun en el mundo y es el mas frecuente entre
mujeres, tanto en regiones desarrolladas como subdesarrolladas. Ademas de ser la principal causa de
muerte por cancer en mujeres provocando aproximadamente 626,679 muertes por afio en todo el
mundo (GLOBOCAN, 2018).

11



2.1 Clasificacioén

El cancer de mama tiene distintos tipos de clasificacion, las clasificaciones mas habituales son la
molecular y la histolégica (Cuadro 1), las cuales se basan en el uso de biomarcadores. Estos se
caracterizan por ser objetivamente medibles y evaluados como indicadores de un proceso biologico

normal, patologico o respuesta a una intervencion terapéutica especifica (Vuong et al., 2014).

En este texto nos enfocaremos en la clasificacion molecular, donde de acuerdo a los biomarcadores
moleculares mas empleados (Tabla 1), el cAncer de mama se clasifica en 4 categorias: luminal A,
luminal B, cancer de mama positivo a receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2+),
y cancer de mama triple negativo (TNBC). Este ultimo subtipo se divide en basal y bajo en claudinas
(Dias et al., 2017) (Vuong et al., 2014) (Dai et al., 2015) (Masood, 2016).

Los subtipos luminales; Ay B, son los mas frecuentes; representando un 70 a 80 % del total de casos
a nivel mundial. Poseen el mejor prondstico de supervivencia y se caracterizan por ser positivos al

receptor de estrogenos (ER+) y al receptor de progesterona (PR+).

El subtipo luminal A tiene un menor grado de expresion de PR en comparacion con luminal B, ademas
de bajos niveles de Ki67, que es una proteina nuclear no histénica y biomarcador de proliferacion
celular, cuya expresidén se asocia con una supervivencia generalmente mas corta en pacientes con

cancer de mama (Vuong et al., 2014).

12



Tabla 1: Clasificacion del caAncer de mama.

CLASIFICACION DEL CANCER DE MAMA

Subtipos Caracteristicas Datos adicionales Prondstico Referencias
Luminal A e ER+ ® Respuesta positiva a terapia | Bueno, mejor que | Daietal, 2015
e PR+, endocrina. luminal B. Dias et al., 2017
e HER2- e Alta expresion de genes Masood, 2016
° KI67- relacionados con ER
e Claudina 3, 4, 7+ e Baja expresion de genes
e E-cadherina + relacionados a proliferacion en
comparacion con luminal B.
Luminal B e ER+ Respuesta positiva a | Intermedio a malo | Daietal., 2015
e PR+ quimioterapia endocrina en comparacion
e HER2- 0o HER2+ con luminal A
o KI67+
o KI67+
5 HER2 e ER- Se asocia con carcinoma ductal in | Malo Dai et al., 2015
3 e PR- situ. Masood, 2016
% e HER2+ Respuesta positiva a
% antraciclinas, quimioterapia
tg neoadyuvante basada en taxanos
s y aun régimen con trastuzumab
9% Bajo en claudinas o [ER-|PR-] HER2- Se asocia con edad temprana de | Peor  prondstico | Daietal., 2015
O Disminucion de al menos | inicio y un grado de tumor mas | que Luminal A Dias etal., 2017
S dos de los siguientes | alto. Tiene una baja expresién de
g marcadores: genes epiteliales luminales.
2 e Claudina 3, 4,7 -
% e E-cadherina -
% Basal e ER-, PR-, HER2-, KI67- | AUn no existe un consenso sobre | Malo Masood, 2016
% e Marcadores basales: | los biomarcadores que definen a Dai et al., 2015
= CK5+, EGFR+ este subtipo. Dias et al., 2017
3 e Mutacion en: Alta tasa proliferativa. Schneider et al.,
§ p53, BRCA1l, CK5/6+, | Se presenta mascomunmente en 2008
§ CK14+, CK17+, CKIT+, | mujeres jovenes.
P63+, Generalmente presenta
metdstasis a cerebroy pulman.
Tienen su Permanece dentro de Representan entre el 50 al 80 % | Invasivo: El | Cancer Resource
origen de los conductos lacteos o del total de cdnceres de mama. prondstico Foundation, nd
8 g células que |6bulos, no invaden los depende del tipo | Masood, 2016
g’ A | revisten los § tejidos normales del de tumor | Lakhani, 2012
g conductos < | seno. canceroso que se | Akram et al,
< lacteos presente. 2017
:§ Tienen su Invaden los  tejidos | Se engloban a todos aquellos que | No invasivo: Buen | Cancer Resource
3 _ | origende las normales dentro o mas | no son invasivos. pronostico, sin | Foundation, nd
E = | gldndulas 5 alla del seno. embargo se puede | Masood, 2016
(@) § mamarias 2 tomar como | Lakhani, 2012
(Iobulos). o precursor de un | Akram et al,
£ cancer invasivo. 2017

13




2.2 Cancer de mama en México

El cdncer de mama es un problema de salud publica en México y representa la principal causa de
muerte en mujeres a consecuencia de una neoplasia en nuestro pais, de acuerdo a la Secretaria de
Salud (2015). En 2018 se registraron 27,287 nuevos casos, de los cuales 6,884 murieron, es decir
25.22 %, representado la neoplasia con mayor nimero de nuevos casos al afio y la segunda principal

causa de muerte por cancer en México (GLOBOCAN, 2018).

Un estudio epidemiolégico realizado por Soto y Chavarri (2016) con datos del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE) mostro que la incidencia y la mortalidad del cancer de mama en
México han ido al alza en la primera década del siglo. Entre 2000 y 2011 se presentaron cambios en
cuanto a factores de riesgo para cancer de mama detectados en la poblacion, lo que explica en parte
el aumento en el nimero de casos notificados. Se vio un incremento en el consumo de alcohol en
mujeres del 24,3% en 2000 al 41,3% en 2012, reduccion en la tasa de fecundidad de un 2.7 de
nacimientos por mujer en 2001 al 2.3 en 2011, acompafiado de una disminucion del nimero de mujeres
que proporcionan lactancia y de la duracion media de ésta. En este mismo estudio se resalté que en
México se vive un crecimiento demogréfico, y aumento en la esperanza de vida, lo que conduce a un
incremento en la incidencia de enfermedades asociadas con el envejecimiento, como lo es el cancer

de mama en mujeres.

El agravamiento en los factores de riesgo poblacionales a consecuencia de modificaciones en el estilo
de vida, en el incremento demografico y en la tasa de la esperanza de vida constituyen elementos

clave que explican; en parte, el incremento en la incidencia del cancer de mama en México.

Es importante destacar que la mejora en los métodos de diagndstico también es un factor que influye
en el incremento de la incidencia. Sin embargo, aun se tienen deficiencias en la deteccién oportuna
integral del cancer de mama, con hasta un 52 % de deteccion en etapa tardia de la enfermedad, lo
gue de igual forma tiene efecto en la tasa de mortalidad (Sanchez et al., 2013).

2.3 Diagnéstico del cancer de mama

En el momento del diagnostico del cancer de mama se busca una confirmacion de la enfermedad. Los
métodos mas comunes que se utilizan son mastografia, ultrasonido e imagen por resonancia

magnética, su uso depende de las caracteristicas propias de cada caso. Para una confirmacion
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histologica se realiza una biopsia, donde a partir de material tisular se determinan factores de
prondstico. Posterior a ello se lleva a cabo una evaluacion patolégica donde se incluyen distintas
caracteristicas evaluables para su clasificacion: tipo histolégico, permanencia vascular y linfatica,
tamafo del tumor, nUmero de ganglios, permanecia o no de receptores hormonales, estudios de

citoqueratinas, factores de crecimiento, etc (Arce et al., 2011).

2.4 Tratamientos empleados en cancer de mama

La estrategia terapéutica se establece a partir de la valoracion de multiples elementos como: variables
histolégicas e inmunohistoquimicas del tumor primario, tamafio, multicentricidad, caracteristicas
intrinsecas del individuo con relevancia clinica (edad, género, comorbilidad, antecedentes de
radioterapia, estado menstrual, enfermedades concomitantes, estado clinico de la enfermedad, etc.),
factores externos como la disponibilidad del material necesario para el tratamiento, ademas de la
preferencia individual del paciente (Arce et al., 2011). Dos factores importantes como indicadores de
prondstico son: el estadio en el que se encuentra el cancer de mama al momento del diagndstico y el
subtipo molecular de cancer de mama al que pertenece. El conjunto de estos datos permite seleccionar

la estrategia de tratamiento idonea para cada caso en particular (Arce et al., 2011).

La terapia establecida se compone de un grupo de tratamientos que se clasifican de acuerdo al area
donde tiene su efecto (tratamientos locales o sistémicos) y el tiempo-espacio en el que se administra
a lo largo de la estrategia terapéutica establecida, tomando como referencia el momento de la cirugia,
tratamientos neoadyuvantes, antes de someterse a una cirugia, o adyuvantes, posterior a la cirugia

(Cuadro 2). Estos dos ultimos conceptos se explicaran mas adelante.

De acuerdo a las caracteristicas propias de cada caso clinico, la administracion de los elementos
terapéuticos se puede llevar a cabo de forma individual, o en conjunto con mas farmacos o
tratamientos. Se puede prescindir de algin procedimiento, dependiendo las caracteristicas propias de

cada caso clinico.

La estrategia terapéutica debe ser personalizada y se asigna después de la interpretacion; realizada
por expertos, del conjunto de resultados de la evaluacion de cada uno de los factores de diagndstico
y prongstico de la enfermedad. Uno de los elementos que constituyen la estrategia terapéutica habitual

es la quimioterapia.
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Cuadro 2. Caracteristicas generales de los tratamientos utilizados en cancer de mama. Se engloban las
caracteristicas principales de los tratamientos empleados habitualmente en clinica para cancer de mama

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN CANCER DE MAMA

Clasificacion de los Trata- Caracteristicas generales Subclasificacion de Tipo de aplicacién*
tratamientos mientos los tipos de
tratamientos
Tratamiento quirdrgico del tumor e Conservadora No aplica
” Tratamiento primario que busca un mejor control | e Mastectomia
%3 con efecto oncoldgico y obtener informacion e Cirugia profilactica
S enfocado en N3 prondstica Util para seleccionar el (Arce et al.,, 2011)
@ el area 2 tratamiento complementario (Torres
s donde se © y Vladislavovna, 2007)
'?; desarrolla la Tratamiento a base de la radiacién de | Radioterapia: e Adyuvante
z neoplasia © iones a la mama (Arce et al., 2011) e Postmastectomia | Paliativa
2 maligna. 'g e En tratamiento
-g oy multimodal
e 2 e Paliativa
= & (Sanchez et al., 2013)
Tratamiento que consiste en la A base de: e Adyuvante
administracion sistémica de e Antraciclinas e Neoadyubante
'g antineoplasicos (Benediy Gdmez del | e Texanos e Paliativa
S Rio, 2006) e Cisplatino
Esun k! Ver imagen 1 (Benedi
tratamiento % y Gémez del Rio
9 que se g 2006)
é administra Terapia que se administrada en casos | A base de: e Adyuvante
‘% de manera 2 positivos a receptores hormonales e Tamoxifeno e Neoadyuvante
@ ' oralo g (progesterona y/o estrégeno) cuya e Inhibidores de e Paliativa
S intravenosa | © finalidad es bloguear el efecto de aromatasa
.5 y tiene '}"'_U hormonas para inhibir el crecimiento | e Ablacién o
g gfectos a & del tumor. supresion ovarica
E nivel glc|>bal et (Sdnchez et al.,, 2013)
orgzr;iesmo © Tera'p,ia enfocada al bloqueo de la A base de: e Adyuvante
‘& funcién de un blanco molecular e Trastuzumab e Neoadyuvante
:_% especifico en células tumorales. e Lapatinib e Paliativa
.g Busca inhibir la progresion de la e Bevacizumab
© enfermedad limitando el dafio a (Sdnchez et al.,
- células cancerosas. 2013)

*Tipo de aplicacion:

*Adyuvante: Se administra después de un método quirdrgico con el objetivo de prevenir una posible recaida.

* Neoadyuvante: Tratamiento que se administra antes de uno radical (cirugia o radioterapia) con el objetivo de
disminuir la talla del tumor.
Paliativo: Tratamiento enfocado en mejorar la calidad de vida sin efectos en la supervivencia (ACS, 2017)
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2.4.1 Quimioterapia

La quimioterapia antineoplasica es una técnica de tratamiento para combatir al cancer y se clasifica
como un tipo de terapia sistémica (Cuadro 2). En términos generales la quimioterapia consiste en la
administracion de una variedad de farmacos que impiden el desarrollo, crecimiento o proliferacion de
células tumorales malignas, a los que se les denomina: antineoplasicos (Benedi y Gomez del Rio,
2006).

Este tipo de terapia sistémica puede administrarse antes de una cirugia, quimioterapia neoadyuvante
o0 posterior a ella, adyuvante, de igual manera de forma paliativa 0 al mismo tiempo que otro
tratamiento; (Cuadro 2). En la quimioterapia adyuvante se tiene el objetivo de eliminar células
cancerigenas que hayan perdurado posterior a la cirugia. En cambio, en la quimioterapia
neoadyuvante se aplica con la finalidad de reducir el tamafio del tumor antes de llevar a cabo una
cirugia (ACS, 2017).

La aplicacion de quimioterapia como primera linea de tratamiento se utiliza en canceres refractarios a
hormonas o en los que se espera sean hormonorresistencia. También puede considerarse util en casos
con multiples sitios de recidiva o en enfermedad visceral que no se tratan facilmente con modalidades

locales (Egger et al., 2017).

Se considera una buena opcion el uso de quimioterapia en cancer de mama avanzado (ABC), que
engloba al cancer de mama localmente avanzado (LABC) y cancer de mama metastasico (MBC)
(Cardoso et al., 2017). En casos de MBC se recomienda el uso de terapia sistémica; quimioterapia, en
cualquier momento durante el curso del tratamiento (Egger et al.,, 2017). En cambio, en LABC la
guimioterapia neoadyuvante es la mejor opcion como primera linea de tratamiento (ACS, 2017)
(Sanchez et al., 2013) (Arce et al., 2011) (Zhou et al., 2017).

Segun las pautas establecidas en 2016 por el tercer consenso internacional del cancer de mama
avanzado los datos recopilados del indice de eficacia del uso de quimioterapia en ABC, son auln

deficientes por el bajo indice de sobrevivencia que se presenta en la poblacién (Cardoso et al., 2017).
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2.4.2 Antineopléasicos

Los antineoplasicos o citostaticos se utilizan para tratamientos de quimioterapia y son administrados
por via intravenosa, infusion continua, via oral, de forma topica, etc. Estos actian sobre las células
tumorales inhibiendo el crecimiento celular, ya sea actuando sobre una o varias fases del ciclo celular
(ciclo-especificos o ciclo-inespecifico) o sobre los mecanismos de control de la proliferacion. La
respuesta al tratamiento con estos farmacos es proporcional a la capacidad proliferativa de las células
gue a su vez se determina por el tiempo de duplicacion del tumor (Benedi y Gémez del Rio, 2006).

Existen diferentes clasificaciones de los antineoplasicos, una de las mas comunes, es de acuerdo a
su blanco farmacoldgico (Cuadro 3). Entre los antineoplasicos mas conocidos y de uso habitual en la
clinica se encuentra el cisplatino. El cisplatino es un farmaco citotéxico (Eckstein, 2011) y genot6xico
(Shruthi y Shenoy, 2018) clasificado entre los antineoplasicos que actian sobre el DNA derivados del

platino.

Cuadro 3. Clasificacion de antineoplésicos de acuerdo a su blanco farmacolégico.

CLASIFICACION DE ANTINEOPLASICOS DE ACUERDO A SU BLANCO
FARMACOLOGICO

e Antineoplasicos que actlan sobre la mitosis sin afectar al DNA:
o Antineopldsicos de origen vegetal

e Antineoplasicos que actuan sobre factores extracelulares de division
celular:

o Antagonistas de estrogenos

o Antagonistas de andrégenos

o Progestagenos

o Interferones

o Analogos LHRH

e Antineoplasicos que actuan sobre el sistema inmunitario:
o Factor de necrosis tumoral, interleucinas, anticuerpos monoclonales,
vacunas BCG

e Antineopldsicos que actdan sobre el DNA:
o Agentes alquilantes

o Antibidticos: antraciclinas y andlogos

o Antimetabolitos

o Derivados de camptotecinas

o _Derivados del platino

(Benediy Gomez del Rio, 2006)
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3 Cisplatino

El cisplatino estd compuesto por una atomo de platino, dos de cloro en posicidn cis y dos grupos NH3
(Figura 1A). Fue descubierto por Bernett Rosenger en los 60's, quien observo que el cisplatino detenia
el crecimiento bacteriano, mientras experimentaba sobre los efectos del campo eléctrico (Wiltshaw,
1979).

A B ¢
NH, Cl NH, H,0 NH, H,0
/ TH.O +H,0 /
Pt - ’ ';\ Pt /‘ > \ Pt
/ \ +Cl- / \ +Cl- / \
NH, Cl NH, Cl NH, H,0

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura del cisplatino. A) Cisplatino B) Aqua complejo de
platino con una hidrélisis C) Aqua complejo de platino con dos hidrolisis

Después de que el cisplatino se introdujo al &rea clinica a finales de los setentas, se convirtio
rapidamente en uno de los compuestos mas efectivos en el tratamiento de las neoplasias y formo parte
de los tratamientos con mejores resultados y mas utilizados en quimioterapia en las ultimas décadas

del siglo anterior (Eckstein, 2011).

A pesar de que el uso de cisplatino conduce generalmente a una remisién completa de la enfermedad,
la respuesta parcial o la estabilizacién de la neoplasia (Dilruba y Kalayda, 2016), este medicamento
presenta una alta toxicidad, como: nefrotoxicidad (Peres y Junior, 2013), neuropatia sensorial
periférica acumulativa, ototoxicidad, nduseas, vomito (Dilruba y Kalayda 2016), alopecia y leucemia
(Egger et al., 2017). Por esta razén se buscé en sus inicios encontrar un analogo con igual actividad
anticancerigena y menos numero de efectos secundarios, surgiendo asi distintos derivados de platino
y por tanto la primera linea de drogas anticancerigenas dedicada a tratar un amplio tipo de canceres
(Eckstein, 2011). Los antineoplasicos derivados del platino son, ademas del cisplatino: carboplatino,
oxaliplatino, nedaplatino, loboplatino y hetaplatino, (Dilruba y Kalayda, 2016).

El cisplatino es uno de los farmacos mas utilizados en el area clinica al momento de tratar neoplasias

malignas solidas como cancer testicular, ovarico (Kelland, 2007) vejiga, colorrectal, pulmonar, cancer
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de cabeza y cuello (Dilruba y Kalayda, 2016) (Egger et al., 2017) (Galluzzi et al., 2012) (Galluzzi et al.,
2014) y mama. En este ultimo también es utilizado en casos metastasicos avanzados en combinacion
con otros farmacos (Eckstein, 2011) (Kelland, 2007).

3.1 Cisplatino y cancer de mama

El cisplatino es administrado por via intravenosa (Lu et al., 2011) (Jung y Lippard, 2007) en soluciones
salinas por un lapso de tiempo corto (Galluzzi et al., 2014). La dosis puede variar de acuerdo a la
combinacion del farmaco; asi como el estadio en el que se encuentra el cancer y el tipo de tumor. En
ABC se administra desde 25 mg (Zhou et al., 2017) hasta 100 mg de cisplatino una vez por semana,
hasta por 8 ciclos (Egger et al., 2017) (Asociacion de Oncélogos Clinicos de Cérdoba [AOCC], 2013).

En TNBC, la quimioterapia a base de platino ha mostrado una marcada eficacia, y se sugiere usar
como terapia neoadyuvante en casos con mutaciones del gen BRCAL / 2 (Seether et al., 2018). Sin
embargo, aln no se considera en casos clinicos como primera opcién de tratamiento (Zaharia y
Gbémez, 2015).

Es frecuente el uso de cisplatino en ABC (Egger et al., 2017), (ACS, 2017). La Sociedad Europea de
Oncologia Médica (ESMO) en 2016 recomendd que en ABC (MBC y LABC) de cualquier subtipo
molecular, se debe hacer una evaluacién del estado del gen BRCA antes de sugerir quimioterapia a
base de platino. Si el caso es TNBC, sin importar el estado de BRCA, se aconseja su aplicacion
(Cardoso et al., 2017).

En MBC con BRCA asociado a resistencia endocrina, se recomienda el uso de quimioterapia a base
de platino, si no se ha administrado antes (Cardoso et al., 2017). Si se habla de TNBC especificamente
en MBC, el uso de quimioterapia bajo este farmaco debera ser considerada como primera linea de

tratamiento (Egger et al., 2017) y normalmente en clinica la dosis de uso para MBC puede ir desde 30

a 100 mg/mz (Egger et al., 2017).

En LABC la quimioterapia neoadyuvante a base de cisplatino es frecuente como primera linea de
tratamiento (Arce et al., 2011) (Zhou et al., 2017) (ACS, 2017) con una dosis de uso clinico de 25 (Zhou

etal,, 2017)a50 "9/ ,(Luetal, 2011).
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También se sugiere aplicar quimioterapia a base de platino para casos ABC luminales ya tratados
previamente con terapia adyuvante a base de antraciclinas y taxanos, y en uso concomitante con

trastuzumab para el tratamiento de ABC (Cardoso et al., 2017).

3.2 Mecanismo de accién y blancos moleculares

Una vez que el cisplatino es administrado por via intravenosa (Lu et al., 2011) (Jung y Lippard, 2007)
se ha reportado que del 65 % al 98 % de este, se une a proteinas en plasma sanguineo (DeConti et
al., 1973), tales como: albumina (Neault y Tajmir, 1998), transferrina (Allardyce, Dyson, Coffey y
Johnson, 2002), o mioglobulina. En el caso de esta ultima, la reaccion con el farmaco modifica su
estructura, desplegando la cadena de residuos de aminoacido y haciendo que aumente su

susceptibilidad a la degradacion por proteasas (Liu et al., 2016).

El cisplatino puede ingresar a la célula por difusién pasiva (Kelland, 2000) o por difusion facilitada
mediante transportadores de cobre (Galluzzi et al., 2014). Al ingresar al ambiente celular el farmaco
cambia de un entorno extracelular con una concentracién de cloro mas alta (~ 100 mM) que la que se
tienen al interior de la célula (~ 2-30 mM) lo que provoca que se de la sustitucion de uno o de los dos
atomos de cloro que componen al farmaco, por una o dos moléculas de agua (Kelland, 2000) (Eckstein,
2011). La especie resultante de esta hidrdlisis se le llama “aqua complejo de platino”, y es el complejo

activo del farmaco (Figura 1A-C).

Si el aqua complejo de platino, tiene solo una sustitucién del cloro por una molécula de agua (Figura
1B); se tiene, preferentemente, una reaccion molecular de reticulacion covalente con nitrégenos de
nucledfilos del DNA (Wang y Lippard, 2005) (Peres y Junior 2013).

La doble hidrdlisis del cisplatino (Figura 1C), lo convierte en un compuesto altamente electrofilico con
carga positiva afin a grupos nucleofilicos que contienen oxigeno, nitrégeno o azufre (Kelland, 2007)
(Wang et al., 1996); éstos se encuentran en aminoacidos y en purinas (Jordan y Carmo, 2000), con
quienes forma enlaces covalentes (Peres y Junior, 2013).

En el caso de los aminoécidos, la reaccién se lleva a cabo entre un grupo R nucleofilico; cominmente
el grupo tiol, (DeConti et al., 1973) (Eckstein, 2011) (Chekhun et al., 2007) y el complejo activo del
farmaco. Un ejemplo, es la reaccion platino-cisteina que se da especificamente en su grupo tiol

(Timerbaev et al., 2006). Esta reaccién afecta la formacion de puentes disulfuro entre los grupos tiol
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de las cisteinas, tipo de enlace relevante en el ensamblaje y la estabilidad de la estructura funcional
proteica.

Se han reportado diferentes uniones entre el aqua complejo de platino y otros residuos de aminoacido
como el enlace que se da entre el azufre (Paciotti et al., 2017) de la metionina (Zimmermann y Burda
2010), la formacién del complejo platino-triptéfano (Liu et al., 2016), o la unién entre el nitrégeno del
grupo funcional imidazol de la histidina y el complejo activo del cisplatino (Tanley y Helliwell, 2014).
Otro posible efecto biolégico que se debe tomar en cuenta como resultado del enlace covalente platino-
histidina es una posible modificacién de la capacidad catalitica de ciertas enzimas, ya que este

aminoacido comunmente participa en ello.

Los enlaces covalentes entre el aqua complejo de platino y los residuos de aminoacidos anteriormente
mencionados tienen consecuencias en la estructura (Wang et al., 2013), funcionalidad, localizacién o
nivel de expresion de las proteinas, lo que podria tener efectos en distintas vias de transduccion de
sefales (Hato et al., 2014) y por tanto originar cambios en el contexto celular y la biologia del tumor

de forma notable.

El complejo cisplatino-proteina actia como buffer citoprotector al disminuir la disponibilidad del
farmaco para la formacion de aductos con el material genético (Kéberle et al., 2010). Algunas proteinas
reportadas que reaccionan con el cisplatino son: ubiquitina (Shulman et al., 2002), Hsp 60 (Kimura et
al., 1993), G-actina (Zou et al., 1995), metalotioneinas (Galluzzi et al., 2014) (K&berle et al., 2010),
entre otras, ademas del tripéptido glutation (Kdberle et al., 2010). La unién cisplatino-GSH disminuye

su disponibilidad (Galluzzi et al., 2014), lo que promueve el estrés oxidativo (Jordan y Carmona, 2000).

Se calcula que alrededor del 6 al 11 % del total del antineoplasico administrado reacciona con
proteinas citoplasmaticas (De Conti et al., 1973). Sin embargo, muchas de estas reacciones ain no
se han descrito del todo, por lo que se especula que el elevado nimero de efectos secundarios que
conlleva el uso del cisplatino es consecuencia de la reaccion no especifica del complejo activo con
blancos moleculares citoplasméaticos aun desconocidos 0 no caracterizados por completo (Bischin et
al., 2011).

El DNA es el principal blanco molecular del cisplatino (Jung y Lippard, 2007) (Sorenson y Eastman,
1988) (Podratz et al., 2011). A pesar de que exista una correlacion positiva entre los niveles totales de
platino en DNA y la respuesta al tratamiento (Welters et al.,1999) solo 5 al 10 % del total del farmaco

administrado llega a formar enlaces con éste (Fuertes et al., 2003).
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El complejo activo del cisplatino reacciona con el N-7 (Eckstein, 2011) de las purinas (Welters et al.,
1999). Dos purinas pueden reaccionar con el aqua complejo de platino; si esta union se lleva a cabo
con purinas de la misma cadena del DNA, se le denomina aducto intracatenario; en cambio, si se lleva
a cabo entre purinas de distintas cadenas se le denomina aducto intercatenarios, los primeros

representan mas del 90 % del total (Eckstein, 2011).

Los aductos platino-DNA deforman la estructura de la doble cadena (Fong, 2016), lo que es detectado
como dafo al material genético, por lo que se activan rutas de sefializacion que generan un arresto
del ciclo celular en fase GO/G1 (Xie et al., 2014) (Un, 2007) (Qu et al., 2013) o G2/M (Sorenson y
Eastman, 1988) (Lu y Chao, 2012). Al mismo tiempo, se activan mecanismos de reparacion de dafio
(Jordan y Carmo, 2000) (Kazak et al., 2012). Si la reparacion al material genético contrarresta el nivel
del dafio, se continta con el ciclo celular normal, en cambio si la reparacion al material genético es
insuficiente con respecto a la cantidad de dafio, la célula entra en senescencia (Qu et al., 2013) o
posteriormente a muerte por apoptosis (Fong, 2016) (Wang y Lippard, 2005) (Galluzzi et al., 2012)
(Galluzzi et al., 2014) (Hato et al., 2014).

Se sabe que la eficacia de los mecanismos de reparacion a dafio en DNA esta inversamente
relacionada con el indice de supervivencia celular por efectos del cisplatino (Zhen et al., 1992). La
evidencia que apoya al DNA como principal blanco molecular es amplia y no es la finalidad del presente

trabajo profundizar al respecto.

El agua complejo de platino también forma aductos platino-RNA, bajo el mismo principio que con el
DNA (Melnikov et al., 2016). Esta reaccién afecta la traduccién (Rosenberg y Sato, 1988), interviniendo
en la formacion del complejo ribosomal por lo que se bloquea la sintesis de la cadena polipeptidica
(Rosenberg y Sato, 1993).

Por otro lado, también se ha visto que RNAs no codificantes (ncRNAS), tales como: RNAs largos no
codificantes (IncRNAs) (Hu et al., 2018) y micro RNAs (miRNAs) (Pogribny et al., 2010) reaccionan
con cisplatino. Sin embargo, el papel preciso que juega cada una de estas moléculas y el RNA en
general en el mecanismo de accion del farmaco aun no esta completamente dilucidado (Chen et al.,
2015) (Melnikov et al., 2016).

La quimiorresistencia es uno de los mayores obstaculos a vencer para tener una respuesta exitosa a
la terapia (Dilruba y Kalayda 2016) (Galluzzi et al., 2014) (Lehnert, 1996) (Kaye, 1988). En este sentido

una mas amplia comprension de los mecanismo de accién del cisplatino ayudaria a dilucidar nuevos
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blancos moleculares para evitar la resistencia que se presenta en clinica después de lapsos
prolongados de uso (Alonso, 2009).

4 Quimiorresistencia

La quimiorresistencia es un fenotipo caracterizado por que células tumorales de una poblacién
particular pierden la sensibilidad a un antineoplasico y por consecuencia disminuye la eficacia del
tratamiento (Cook y Clarke, 2015). La quimiorresistencia puede ser de dos tipos: intrinseca o adquirida
(Lehnert, 1996).

La quimiorresistencia intrinseca se caracteriza por que los tumores dejan de responder a la
quimioterapia y el tratamiento no tiene ningun efecto sobre el curso de la enfermedad gracias a las
caracteristicas propias del individuo (Cook y Clarke, 2015); en cambio, la resistencia adquirida se da
debido a modificaciones genéticas y epigenéticas (Galluzzi et al., 2014) concretas que le brindan a las
células tumorales la capacidad de eludir la muerte. La quimiorresistencia adquirida surge como
consecuencia de un tratamiento previo a un determinado farmaco a dosis bajas por un largo periodo
de tiempo (Foo y Michor, 2014). En ambos tipos de quimiorresistencia es frecuente encontrar que los
tumores sean refractarios a una amplia variedad de drogas; es decir, presentan multirresistencia
(Lehnert, 1996).

4.1 Quimiorresistencia a cisplatino

En tratamientos con cisplatino se una buena respuesta inicial a la quimioterapia. Sin embargo, es
frecuente que se desencadene un fenotipo de quimiorresistencia adquirida (Eckstein, 2011); una
respuesta adaptativa que tiene como consecuencia disminuir la susceptibilidad a los efectos citotoxicos
y antiproliferativos del cisplatino (Galluzzi et al., 2014), o en menor grado pueden presentarse casos

de resistencia intrinseca (Dilruba y Kalayda, 2016) (Galluzzi et al., 2012).
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4.1.1 Mecanismos de resistencia a cisplatino

A lo largo de las dltimas décadas, se han dedicado grandes esfuerzos a la caracterizacion de los
mecanismos moleculares mediante los cuales las células neoplasicas pierden progresivamente su
sensibilidad al cisplatino (Galluzzi et al., 2014). El estudio de la quimiorresistencia adquirida a este
farmaco, es un tema constante y del cual se tiene un extenso registro de datos como para una amplia
revision.

En este trabajo, con la finalidad de sintetizar la informacion, se clasificoO a las moléculas y vias de

sefalizacion que mas se han reportado relacionadas con este fenotipo en 4 categorias considerando

como eje a su principal blanco molecular (Cuadro 4):

1) Resistencia previa a su molécula blanco: Aqui se modifican procesos relacionados con sus blancos

citoplasmaticos o la actividad de bombas de expulsién de cisplatino.

2) Resistencia en su molécula blanco: Se modifican procesos directamente relacionados con dafio al

DNA provocado por cisplatino.

3) Resistencia posterior a su molécula blanco: Se incluyen elementos de rutas de sefializacién que

desencadenan muerte celular como consecuencia del dafio al DNA.

4) Resistencia fuera de su molécula blanco: Aqui se enlistan elementos que no estan claramente
relacionados todavia con cambios ya conocidas provocadas por cisplatino (Galluzzi et al., 2014)
(Galluzzi et al., 2012).

En el cuadro 4 se hace una descripcion mas detallada de algunos ejemplos para cada una de las
categorias de clasificacion.

25



Cuadro 4. Mecanismos de resistencia a cisplatino

MECANISMOS DE RESISTENCIA A CISPLATINO

Resistencia previa a su molécula blanco

Molécula Regulacion Respuesta celular favorecida
/Gen — —
Sobreex- | Regulacion | Inhibicion
presion ala baja
CTR1 X X Reduccién de la acumulacion intrinseca del farmaco (Ishida, et al.,
2002)
Atox1 X Induccién positiva de metalotioneinas, insensibilidad al
cisplatino (Hua et al., 2011)
ATP7 A/B X Disminucién de la acumulacion intracelular del farmaco (Safaei et al.,
2004)
MRP2 X Disminucién en la acumulacién intracelular de cisplatino en distintas
(ABCC2) lineas celulares de cancer (Taniguchi, 1996)
GSH X Desintoxicacion por la unidn a cisplatino lo que inactiva al farmaco
Se busca una reduccion del estrés oxidativo (Jansen et al., 2002)
Resistencia en su molécula blanco
Molécula Regulacion Respuesta celular favorecida
/Gen Sobreex- | Regulacién | Inhibicion
presién a la baja
ERCC1 X Aumento en la reparacién de aductos intercatenarios (Stewart, 2007).
Disminucién de la genotoxicidad.
MSH?2 X Deficiencia de reparacién por mismatch por sus siglas en inglés: MMR
MLH1 se asocia con la resistencia a la quimioterapia (Koberle et al., 2010).
BRCA1 | mutacién Mutaciones intragénicas que rescatan la funcién de BRCA2 en cénceres
BRCA2 tratados inicialmente con cisplatino por deficiencias en esta proteina
(Sakai et al., 2008).
Aumento en el indice de reparacién de dafio al DNA a consecuencia del
cisplatino.
POLH X Estd DNA polimerasa sustituye a las polimerasas replicativas
blogueadas, lo que tiene como consecuencia replicacién del DNA a
pesar de presentar dafio (Alt et al., 2007)
REV3 X Subunidad de pol T caracterizada por extenderse de cebadores con
desajustes. Se da la replicacién con mutaciones y existe una
disminucion en apoptosis (Wang et al., 2009)
XPA X Aumento en la eficiencia de reparacidon por escisién de nucledtidos, lo

que facilita la reparaciéon de dafio al DNA por cisplatino.

Mejora la actividad de PARP 1, lo que pruebe la autofagia. La autofagia
protege a las células tumorales del estrés causado por la quimioterapia
al proporcionar energia y los materiales celulares necesarios ademas
de disminuir la susceptibilidad a antineoplasicos (Ge et al., 2016)
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Resistencia posterior a su molécula blanco

Molécula Regulacion Respuesta celular favorecida
/Gen Sobreex- | Regulacion | Inhibiciéon
presién a la baja
ATM / X ATM detecta el dafio en el DNA causado por el cisplatino, que se
Chk2/ transmite a Chk2 y luego aumenta la expresién de Mus81 para reparar
Mus81 roturas de doble cadena y enlaces cruzados en DNA (Lv et al., 2017)
P53 X Disminucién en la detencién del ciclo celular G2/M y apoptosis (Sarin
et al., 2017)
X Conferir resistencia por la sobreexpresion de MDM2, con o sin
regulacién a la baja de p14ARF (Stewart, 2007)
TNFAIP8 X Promovié la resistencia al cisplatino por medio la via MDM2/p53,
aumento de MDM?2, aumento de degradacién de p53 (Xing et al.,
2018)
ARF en Disminucién a la respuesta al farmaco (Owczarek et al., 2017)
nucleo
X Regulacion negativa de p14ARF hace que no exista la represién de
MDM?2, por lo que se Inhibe |a activacién de p53 (Siddik, 2003)
Fas X Alta expresion de Fas que conduce a apoptosis, pero se adquiere una
insensibilidad a esta con la adquisicién de un fenotipo resistente
(Spierings et al., 2003)
Otros estudios indican que tiene una relacidon con resistencia a
cisplatino (Brozovic et al., 2004)
Subfamilia X Alta expresién de proteinas de esta familia se relaciona con una
Bcl-2 deficiente respuesta a la quimioterapia a base de platino en pacientes
(Michaud et al., 2009)
Subfamilia X X Deficiencias en la capacidad de permeabilizacion de la membrana
Bax mitocondrial, aumento en la supervivencia de las células y menos
Subfamilia susceptibilidad a cisplatino (Castedo et al., 2006)
BH3
Cripto-1 X Promueve la resistencia por la via de TAK-1/NF-kB/survivin lo que
inhibe la activacion de la caspasa, e induce una regulacion negativa de
la apoptosis (Zhang et al., 2018)
MAPKs X Niveles disminuidos de SAPK, JNKL, MAPK11 se correlaciona con menor
(MEK, JNK, sensibilidad a cisplatino, por la atenuacién de apoptosis y dafio al DNA
ERK y (Brozovic et al., 2004)
SAPK) Supresién de la via MEK/ERK, tiene como efecto mayor resistencia a
cisplatino, por la activacion de NF kappa B (Yeh et al., 2002)
Caspasas Activacion de caspasa-3/7 inducida por cisplatino ocurre antes de la
activacién de las caspasa-8 0 9 (Janson et al., 2010)
ANp63a X Sobreexpresion de ANp63a protege a las células de cisplatino. c-Abl
fosforila a ANp63a lo que induce su unién a YAP, proteina relacionada
con crecimiento celular e inhibicién de la apoptosis (Yuan et al., 2011)
XAF1 X Baja expresion de este inhibidor de proteinas inhibidoras de la

apoptosis, desencadena la evasion de la apoptosis (Wang et al., 2012)
Plenchette, Cheung et al., 2007)
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Resistencia fuera de su molécula blanco

Molécula
/Gen

Regulacion

Sobreexp
resion

Regulacion
a la baja

Inhibicidon

Respuesta celular favorecida

DYRK1B

X

Regulada a la alza en diferentes tumores sdlidos, aumenta la expresién

de enzimas antioxidantes como la ferroxidasa, superéxido dismutasa.
Disminucién de su expresion aumenta el estrés oxidativo bajo efectos
del cisplatino (Galluzzi et al., 2012)

Potenciamiento de la actividad de PI3K / AKT /CDKN1A (Mitsuuchi et
al., 2000).

Su alta expresion en citoplasma se relaciona con resistencia a cisplatino
(Koster et al., 2010). CDKN1A inhibe a la caspasa 3 y conduce a una falla
en la apoptosis, a su vez AKT fosforila a Bad lo desencadena
disminucion de apoptosis (KEEG, 2016)

Promueve la transicion epitelio mesénquima, un ejemplo es la
promocién de la expresién del factor de transcripcion Snail (Huang et
al., 2016)

Modificaciones en la expresion de estas proteinas, a la alza o a la baja,
desencadena un fenotipo resistente a cisplatino (Krawczyk et al., 2018)

ERBB2 X
(HER2)

HSP X X

RABS y X
TMEM 205

TMEM?205 y RAB8 podrian estar relacionado con el secuestro del
cisplatino en vesiculas (platinosomas) y facilitar su exocitosis que
conduciria a una acumulacién reducida del farmaco lo que resulta en
una resistencia celular. Aunque esto necesita ain mas investigacién
(Shen y Gottesman, 2012).

4.1.2 Quimiorresistencia, cancer de mamay cisplatino

Hoy dia la quimioresistencia es un gran obstaculo para que que los tratamientos contra el cancer de
mama sean exitosos (Eckstein, 2011). En casos de ABC; tipo de cancer de mama donde se aplica
cisplatino, frecuentemente se presenta resistencia a terapia hormonal o quimiorresistencia ya sea en
MBC (Cardoso et al., 2017) o LABC (Chuthapisith et al., 2006).

Mas del 60% de los individuos que padecen LABC no tienen una respuesta favorable a la quimioterapia
neoadyuvante; primera linea de tratamiento en donde se aplica cisplatino (Igbal et al., 2014), y
desarrollan quimiorresistencia (Chuthapisith et al., 2006) lo que complica su esperanza de vida.
Mujeres con cancer de tipo luminal metastdsico con mutaciones en BRCA son tratadas con
antraciclinas y cuando presentan resistencia endocrina reciben terapia adyuvante a base de platino.
El tratamiento tardio complica el obtener una respuesta favorable al farmaco, ya que la neoplasia es
mas avanzada y con frecuencia el tumor adquiere mecanismos de evasioén a la muerte celular a

consecuencia de la falla de tratamientos anteriores (Cardoso et al., 2017) (Finn et al., 2016).
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A pesar de las amplias investigaciones que se desarrollan respecto a cuales son los mecanismos de
resistencia a cisplatino, el conocimiento recopilado hasta ahora todavia no ha conducido a estrategias
aplicables en clinica para superar la resistencia celular (Eckstein, 2011). Por lo anterior, es fundamental
la identificacion de blancos moleculares, rutas de sefializacidn, y biomarcadores involucrados con el
desarrollo de un fenotipo de quimiorresistencia al cisplatino. Una molécula que recientemente se ha

asociado a resistencia a cisplatino es Ezrin (Liu et al., 2018).

5 Ezrin

Ezrin es una proteina transmembranal codificada por el gen EZR (Huang et al., 2018) que codifica
para 586 aminoacidos (Pelaseyed et al., 2017). Es llamada también vilin-2 o citovilina. Tiene un peso
molecular de 80 KDa (Bretscher, 1983) y pertenece a la familia ERM (Ezrin-Radixin-Moesin), una
familia de proteinas asociadas a citoesqueleto de actina (Li et al., 2015). Entre las proteinas ERM,
Ezrin es la Unica que exhibe un patron de expresion particular en células epiteliales polarizadas

normales (Ingraffea et al., 2002) (Crepaldi et al., 1997).

Ezrin es una proteina de andamiaje (Fehon et al., 2010) que gracias a su capacidad para interactuar
con diferentes moléculas y asociarlas al citoesqueleto de actina (Turunen et al., 1994) (Berryman et
al., 1993) desarrolla un papel clave en la modificacion de dominios de membrana (Fehon et al., 2010)

y la transduccion de sefiales (Srivastava et al., 2005) (Fehon et al., 2010).

Ezrin puede participar en diferentes respuestas celulares y se ha visto que el fenotipo desencadenante
puede variar dependiendo de la cinasa que la fosforile, el aminoacido donde ocurra ésta modificacion,
y la molécula que asocie al citoesqueleto de actina. Se ha reportado ampliamente que tiene un papel
importante en la morfogénesis epitelial (Ingraffea et al., 2002), migracion (Li et al., 2018) y metastasis
(Cuadro 5) (Li et al., 2017).

Esta proteina facilita la remodelacién de las uniones entre célula-célula en situaciones dinamicas (Li,
et al., 2018), como en la division celular al formar parte del anillo contractil en la citocinesis (Hiruma et
al., 2017) o cuando la célula esta en movimiento, ya que participa en la formacion de estructuras con
el citoesqueleto de actina, como microvellosidades (Viswanatha et al., 2012), o membrana de ruffling
(D'Angelo et al., 2007).

Ezrin también juega un papel clave en la polarizacion, proceso que determina las propiedades

funcionales de las células (Saotome et al., 2004). Un ejemplo es su participacion en la formacion de
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dominios apicales y basales de células epiteliales (Pelaseyed et al., 2017), o en la formacion de
tubulos, proceso fundamental para la morfogénesis de los organismos (Fehon et al., 2010).

A lo largo del desarrollo del intestino, Ezrin cambia su localizacion conforme se da la diferenciacion
celular, de una localizacién en limites célula-célula hacia donde surgira el centro apoptotico para la
formacion de la cavidad tubular (Fehon et al., 2010). Se ha visto que los ratones knock-out de Ezrin,
mueren tiempo después de su nacimiento a consecuencia de tener malformaciones en las

microvellosidades del epitelio intestinal (Saotome et al., 2004).

En cuanto a su estructura; ésta se compone de un dominio FERM que se localiza en su extremo N-
terminal, seguido de una region central alfa hélice y un dominio ERM en el carboxilo terminal
(Pelaseyed y Bretscher, 2018) (Figura 2A). El dominio FERM se subdivide en 3 subunidades (F1, F2,
F3) que tienen homologia estructural con diferentes proteinas. F1 es estructuralmente similar a la
ubiquitina, F2 a la proteina de union a Acil-CoA (ACBP) y F3 a un dominio PTB (Fehon et al., 2010).
Las caracteristicas propias de cada subdominio del dominio FERM permiten que Ezrin pueda

interactuar con distintos tipos de proteinas en la region citoplasmatica (Bretsche et al., 1995).

El dominio FERM tiene un sitio de union a fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), fosfolipido que
constituye aproximadamente el 1 % del total de ellos en la membrana apical de células epiteliales
(Pelaseyed y Bretscher, 2018) (Niggli et al., 1995). Este sitio de unién se localiza entre F2 y F3 (Fehon
et al., 2010) y permite que Ezrin se una a la membrana plasmatica.

En cuanto al dominio ERM, en el extremo carboxilo terminal, presenta la Treonina 567 (T567) y un sitio
de uniona a los filamentos de actina (Algrain et al., 1993) (Gary y Bretscher, 1995) (Fehon et al., 2010).
La T567 de Ezrin es un aminoacido susceptible a ser fosforilado. La fosforilacion de Ezrin en la
Treonina 567 (pEzrinT567) sefializa a una localizacion y funcion en membrana, conformacion activa

mas reportada de esta proteina (Viswanatha et al., 2012).

En una conformacion inactiva Ezrin se encuentra en el citoplasma, donde el dominio FERM se une
con alta afinidad al dominio ERM, y enmascara el sitio de unién a F-Actina y T567, localizados en el
dominio ERM (Figura 2B) (Fehon et al., 2010) (Gary y Bretscher, 1995).
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Figura 2. Estructura molecular de Ezrin. A) Organizacion de los dominios de Ezrin. B) Plegamiento y funcion
de los dominios de Ezrin en la membrana citoplasmica. Modificaciones de Fehon et al., 2010 y Pelaseyed et al.,
2017

Pelaseyed y colaboradores (2017) plantearon que la uniéon de Ezrin a PIP2 origina un cambio
conformacional que disminuye la afinidad entre ambos dominios proteicos, FERM y ERM, esto hace
gue Ezrin adopta una configuracion mas abierta (Pelaseyed et al., 2017) y se desenmascare T567. La
disminucién de la afinidad entre ambos dominios proteicos, ocasiona que se acumulen cinasas entre

ellos, lo que conlleva a una posterior fosforilacion de Ezrin en T567.

LOK y SLK son cinasas altamente especificas para las proteinas ERM, porque muestran una fuerte
preferencia por los sustratos con una tirosina dos posiciones antes que T567, un residuo conservado
en todas las proteinas ERM (Pelaseyed y Bretscher, 2018). Ambas cinasas son las que principalmente
fosforilan a Ezrin en T567 en células epiteliales (Figura 2B) (Viswanatha et al., 2012) (Pelaseyed et al.,
2017). En el caso de LOK se encuentra enriquecida en la zona apical de las células (Pelaseyed et al.,
2017).

La activacion e inactivacion de Ezrin; por consecuente su localizacion, esta mediada por ciclos de

fosforilacion-desfosforilacion en T567 de aproximadamente 2 minutos, lo que coincide con la vida util

31



de las microvellosidades. Si se desacopla este ciclo por intervenir con el estado de fosforilacion, se
pierde la distribucion polarizada en la membrana apical (Viswanatha et al., 2012).

La fosforilacién en T567 es la més estudiada de esta proteina, sin embargo, se han reportado distintos
sitios susceptibles a fosforilaciones y demas marcas, cuya sefializacion podria estar involucrada con
funciones aun no completamente entendidas para Ezrin. Algunos de los sitios fosforilables que se han
identificado son: Y353 (Singh, et al., 2008) (Gautreau et al., 1999), Y146 (Saygidegder-Kont et al., 2016)
Y145 (Krieg y Hunter, 1992) (Srivastava et al., 2005), Y477 (Li et al., 2016), S66 (Zhou et al., 2003) y
T235 (Yang y Hinds, 2003) (Cuadro 5).

La dinamica de la asociacion y disociacion de proteinas es un tema importante a investigar, ya que los
defectos de la formacién de complejos entre proteinas se relacionan con distintas patologias, entre
ellas el cancer (Morales et al., 2007).
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Cuadro 5: Funcién biolégica y molecular de Ezrin.

FUNCION BIOLOGICA Y MOLECULAR DE EZRIN

Fosforilacion Unidn a Ruta de sefializacién Respuesta bioldgica Modelo biolégico
Amino- Cinasa dominio (Fenotipo)
acido FERM
T567 ROCK1 No Aumento de la expresion | e Aumento de la expresion Linea celular de carcinoma
reportado | de ARHGEF10L de ROCK 1 hepatocelular (Tang et al.,
(miembro de la familia | e Disminucidn de E- 2018)
RhoGEF, que promueve cadherina,
el estado de GTPasas | e Aumento de la expresion
unidas a GTP) activa la de marcadores de
via RhoA-ROCK 1/ERM transicién epitelio
mesénquima (EMT)
e Proliferacion y migracion
e Metastasis y angiogénesis
SYK CD44 Ruta de sefializacion no | e Adhesion célula-célula Células de cdncer no
NO descrita e Migracién y proliferacion especificadas (Li et al,
reportado de células tumorales 2018)
Relacién CD44 Ruta de sefializacion no | e Metéstasis a ganglios pacientes con carcinoma
con RhoA descrita pero se tiene linfaticos. de laringe (Xie et al., 2017)
documentada que la alta | e Estadio clinico mas
expresion  de  RhoA, avanzado de la
CD44 'y Ezrin estan | enfermedad.
relacionadas
No CD44 Ruta de sefializacién no | En pacientes se asocia con: Células madre del cancer
reportado descrita, pero se sabe | e Peor prondstico (CSC) y Casos clinicos de
que CD44 se co-expresa | e Resistenciaala cancer de mama (Ma vy
con Ezrin en células quimioterapia Jiang, 2013)
madre del cancer
T567 Relacion | CD44 Rho /Ezrin y demds | e Protuberancias apicales de | Células de fibroblastos de
con proteinas ERM/ membrana embrién de ratén (Henry
RhoA reticulacion de CD44 a | e Reorganizacién del et al., 1998)
Actina citoesqueleto de actina
No Gem Gem vya unido a Ezrin, | Regulacion a la baja de RhoA | Linea celular Hela
reportado interactUa con Gmip que | e Desaparicion de la mayoria | (Hatzoglou et al., 2007)
interactia con ROCK |, de adhesiones focales
que regula a la baja | eDesaparicion de fibras de
RhoA-ROCK estrés
e Elongacion Celular
e Reduccién de la
fosforilacién de la familia
ERM
T567 No PLEKHG6 | RhoG es reclutado por | e Formacién de Linea celular de carcinoma
reportado PLEKHG6 cuando se microvellosidades epidérmico (D'Angelo et
asocia con Ezrin, e Formacion de pliegues de al., 2007)
la membrana
e pérdida de las fibras de
estrés
e Macropinocitosis
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Fosforilacion Unidn a Ruta de sefializacion Respuesta bioldgica Modelo bioldgico
- - dominio (Fenotipo)
fmmo— Cinasa FERM
acido
T567 PKA Epacl E2 promueve la | e Disminucion de la Células de cdncer de
fosforilacién de Ezrin por expresiéon de E-cadherina pulmon
medio de PKA. e B-catenina en nucleo (Jansen et al., 2016)
Ezrin se une a Epacl y | ¢ Expresion de genes
permite a suvez que esta relacionados con
se asocie a metdstasis y
B-catenina y se localiza supervivencia
en nucleo e Fenotipo EMT
e Aumento en migracion
Y353 Relacion | No EGF/Ezrin / NF-kB e Metastésico Céancer colorrectal (Li et
con EGF | reportado e Fenotipo EMT al.,,2017)
(EGFR) e Mal prondstico en
pacientes
e Motilidad celular
e Capacidad de invadiry
migrar
T567 LOK o SLK | PIP2 Unién de Ezrin a PIP2 y | Localizacidn restringida de Linea celular epitelial de
posterior  fosforilacién Ezrin en membrana apical placenta humana
por LOK o SLK lo que de células epiteliales: (Pelaseyed et al.,
hace que Ezrin se pueda | e Polaridad celular 2017)(Viswanatha et
unir a EBP50 (Morales et | e Microvellosidades apicales | al.,2012)
al., 2007) e Rearreglos del Células epiteliales de
(Ingraffea, Reczek vy citoesqueleto tejidos murinos (Ingraffea
Bretscher, 2002) et al., 2002) Células T de
rifnén embrionario
humano (Morales et al,
2007)
EBP50 media la asociacién | Células epiteliales de
con proteinas integrales de | tejidos murinos (Ingraffea
membrana como: PTEN, B- | etal., 2002)
catenina, PDGFR (Morales et | Células T de rifidén
al., 2007), por lo que se | embrionario humano
desencadena distintas | (Morales et al., 2007)
respuestas celulares.
No pPRb/CDK5/Ezrin en | Senescencia Linea celular de
T235 CDK5 reportado | membrana e Area celular aumentada osteosarcoma
e Apariencia aplanada (Yangy Hinds, 2003)
e Expresion de B-
galactosidasa
No Src PI3K ICAM-2  induce  la | eInhibicion de la apoptosis Linea celular de leucemia
reportado | ROCK fosforilacién de Ezrin vy inducida por Fas (linfocitos T) (Pérez et al.,
PKC posterior reclutamiento 2002)
de PI3Ky se activa la ruta
de AKT
(Src /PCK/ Rho/ Ezrin /
PI3K / PDK-1 / AKT)
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Fosforilacion Unidn a Ruta de sefializacion Respuesta bioldgica Modelo bioldgico
Amino- Cinasa dominio (Fenotipo)
acido FERM
Y353 No PI3K Al unirse LFA-1 a CAM-2 | e Aumento en proliferaciény | Co-cultivo de células T y
reportado activa a Ezrin que recluta supervivencia celular linea celular de
PI3K a la membrana | e Produccidn de citocinas sinoviocitos  de  tipo
plasmatica, iniciando asi autocrinas por ICAM-2 fibroblasto. (Singh et al,
la activacion de la via 2008)
PI3K / Akt
Y353 No PI3K PI3K se une a Ezrin y se | e Ruta de sefializacion Linea celular epitelial
reportado dala involucrada en motilidad e | derivada de rinon
pero activacion de la ruta invasion de células (Gautreau et al., 1999)
fosforila PI3K/AKT epiteliales, fenotipo
aqui antiapoptotico
EGFR e Defectos en fosforilacién
en T353, tiene un fenotipo
apoptotico
No No Fak LncRNA KCNQ1OT1 | e Resistencia a cisplatino Células de cancer de
reportado | reportado funciona como esponjay | e Proliferacion lengua (Zhang et al., 2018)
modula directamente la
expresion de miR-211-
5p que albergaba sitios
de unién para el 3'-UTR
Ezrin. La baja expresion
de este miRNA permite
gue se desencadene la
via:
Ezrin / Fak / Src
Y145 Src PIP2 EGF conduce a La | Srcestdnimplicadas en:
Bajo un luego activacion de Src que se | e Aumento en la extensiones | Linea celular de epitelio
estimulo Src une a Ezrin; ya en de superficie celular de rifién de cerdo
con EGF conformacién activa con | e Proliferacidon (Srivastava et al., 2005)
fosforilaciéon en T567, | e Adhesidn a la matriz
posterior a esta unién se extracelular
puede dar la | Células con Y145F en Ezrin
fosforilacién de Ezrin en carecen de lamelipodios,
Y145 por Src son redondeadas, pérdida
EGF/Src/Ezrin/Src/ de fibras de estrés, no hay
defectos en su
reclutamiento a membrana
plasmatica
Sin cambios en capacidad de
adhesidn al sustrato,
retraso de propagacioén
S66 PKA No Aplicacién de histamina | Remodelacién del Células parietales
reportado | /PKA/Ezrin citoesqueleto de gastricas
Ser66p/remodelacion membrana apical asociado | (Zhou et al., 2003)
del citoesqueleto de con la secrecion de acido
actina.
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Fosforilacion Unidn a Ruta de sefializacion Respuesta bioldgica Modelo bioldgico
- - dominio (Fenotipo)
A,milno— Cinasa FERM
acido
No No No reportado pero se | eResistencia a cisplatino Linea celular de
No reportado | reportado | tienen una alta | e Aumento de la capacidad osteosarcoma
reportado expresion de PAK5 'y invasiva Cortes histoldgicos de
Ezrin en células osteosarcoma
resistentes, se plantea (Liuetal, 2018)
que pueden actuar en
sinergia
Y146 EGFR EGF/EGFR que | La Expresidn de pEzrin es Linea celular de cédncer de
interactla con pEzrin ya necesaria para: pulmoén de células no
fosforilado en Y146 y se | e Expresion de RNAm genes | pequefias
desencadena la via blanco de EGFR (AURKA, (Saygideger-Kont et al.,
ERK/STAT3 COX-2, ciclina D1 e iNOS) 2016)
e Aumento en proliferaciény
formacién de colonias
e Resistencia a farmacos

5.1 Ezrin y el cancer

Ezrin es un elemento clave en la progresion y la metastasis tumoral (Fehon et al., 2010) de diferentes
neoplasias malignas como: cancer de pulmén (Chen et al., 2013), pancreético (Piao et al., 2015),
cancer de mama (Ma y Jiang, 2013) (Li et al., 2008), osteosarcoma (Huang et al., 2018), cancer de
vejiga (Andersson et al., 2014), cancer de cabeza y cuello (Schlecht et al., 2012), gastrico (Jin, Jin,

Quan, Piao y Lin, 2012), ovarico (Li, Liang y Lu, 2010), entre otros.

Li y colaboradores (2015) sugirieron tomar la alta expresion de Ezrin como biomarcador de un peor
prondstico clinico en tumores solidos después de corroborar que presenta una correlacion
estadisticamente significativa entre un alto nivel de expresion de esta proteina y un mal prondstico
clinico. En diferentes canceres epiteliales como: cancer de mama (Sarrid et al., 2006), cancer
pancreético (Piao et al., 2015) y osteosarcoma (Boldrini et al., 2010), se ha visto que a lo largo del
desarrollo de la enfermedad, Ezrin cambia de una distribucion apical a una localizacibn mas
homogénea en la membrana (Sarrié et al., 2006). En casos de tumores metastasicos, toma una
localizacion preferencialmente mas citoplasmatica en comparacion a muestras de tumor primario (Li
et al., 2008) (Jais et al., 2017).
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Sin embargo, se sabe que la sobreexpresién o cambios en la localizacién de Ezrin no es suficiente
para inducir metastasis (Sarri6 et al., 2006) debido a que es un proceso multifactorial e involucra la

desregulacion de muchas sefales celulares (Boldrini et al., 2010)

Las bases moleculares de la pérdida de la localizacion apical de Ezrin a una distribucibn mas
homogénea o incluso preferencial en citoplasma aun no estan descritas. La modificacion de la
localizacion de Ezrin tiene como consecuencia la pérdida de un fenotipo polarizado y diferenciado,
adquisicién de una morfogénesis aberrante (Pelaseyed y Bretscher, 2018), aumento en proliferacion
(Piao et al., 2015), deficiencias del anclaje normal a la membrana de una variedad de moléculas de
adhesion (Jansen et al., 2016), ademas de la modificacion de diversas rutas de sefalizacion que
podrian estar involucradas en la adquisicion de un fenotipo agresivo y metastasico o incluso
quimiorresistente a la terapia (Ma y Jiang, 2013). Por otro lado, se puede especular que la localizacion
citosoélica de Ezrin puede estar relacionado con funciones aun no del todo descritas para esta proteina.

Un antecedente que apoya esto, es la investigacion de Ma y Jiang (2013), quienes observaron que
Ezrin en cAncer de mama tiene un nivel mas alto de expresion en células troncales cancerosas (CSC),
en comparacion con el resto de las células en el cultivo. Ademas, se ha observado que la expresion
de Ezrin se asocia con la de CD44. Este fenotipo se relaciona con un peor prondéstico y resistencia a
la quimioterapia en pacientes. La expresion de Ezrin y CD44 mostraron ser factores de prondstico para
evaluar la progresion y la sensibilidad a la quimioterapia independientes del subtipo de cancer de

mama.

5.2 Ezrin y cisplatino

Se tiene evidencia de que Ezrin es un elemento clave en el mecanismo de apoptosis, fenotipo
migratorio e invasivo y con cambios en ciclo celular por efectos del cisplatino. Las rutas moleculares
gue desencadenan este fenotipo no han sido del todo descritas, pero a continuacién se mencionan

algunos estudios en diferentes tipos de cancer donde se menciona esto.

Ezrin por medio de la reorganizacion del citoesqueleto de actina; ademas de participar en la regulacion
de un fenotipo migratorio, se relaciona con la induccion de la apoptosis a consecuencia del cisplatino.
Rebillard y colaboradores (2010) reportan que la via cisplatino/RhoA/ROCK/Ezrin/Fas conduce a

apoptosis en células de cancer de colon después de la aplicacion de cisplatino.
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La alta expresion del receptor Fas esté reportado con un fenotipo de quimiorresistencia a cisplatino
(Spierings et al., 2003). El cisplatino, de alguna forma activa a RhoA que lleva a la activacion de la
cinasa ROCK que fosforila a Ezrin en T567. Ezrin una vez activa, se asocia al receptor Fas y lo localiza
en dominios de membrana enriquecidos con ceramidas y al citoesqueleto de actina. Esta unién al
citoesqueleto de actina es indispensable para la internalizacion del receptor Fas en balsas lipidicas,
un paso previo para la formacion intracelular del complejo de sefializacion que induce la muerte (DISC),
esto conlleva a un fenotipo apoptotico. La expresion del receptor Fas es indispensable para que se
lleve a cabo la fosforilacion de Ezrin por la via RhoA/ROCK y a su vez la activacién de Ezrin por ROCK
es necesaria para la correcta translocacion de Fas y la posterior induccion de la apoptosis bajo un
estimulo con cisplatino (Rebillard et al., 2010).

Zeidan y colaboradores (2007) reportaron que en células de cancer de mama tratadas con 5 pg/ml de
cisplatino se activa PKC ©, que fosforila a ASMase, lo que conduce a la activacion de la via
ASMase/Ceramidas. En particular la expresion de la Ceramida 16, que regula negativamente la union
de PP2A (proteina con actividad serina / treonina fosfatasa) a la membrana, esto conlleva a que PP2A
desfosforile a Ezrin en T526 lo que trae como consecuencia que se pierda su localizacién en la
membrana asi como la fosforilacién en T567. En resumen, la aplicacion de cisplatino activa la via
ASMase/Cerinas/PP2A/Ezrin que desencadena cambios morfolégicos, como la disminucion de la

formacion de filopodios y lamelipodios por medio de la reorganizacion del citoesqueleto de actina.

Zeidan y colaboradores (2007) no profundizaron sobre alguna otra respuesta celular en la que se sepa
se relaciona Ezrin, mucho menos se profundizo si la desregulacion de la via
ASMase/Ceramidas/PP2A/Ezrin podria ser un mecanismo de resistencia al cisplatino. Ademas, Zeidan
y colaboradores (2008) informaron que células transfectadas con Ezrin T567D (Ezrin constitutivamente
fosforilado) presentaron mayor eficacia en el cierre de herida bajo un estimulo con cisplatino en
comparacién con su control. Este dato es relevante para indicar que probablemente se necesita de la
desfosforilacion en T567 para que se lleve a cabo la pérdida de la fosforilaciébn en T526 por PP2Ay,

por ende, disminucién de su actividad en membrana, sin embargo tampoco se profundizé en ello.

5.3 Ezrin y quimiorresistencia

Ya se ha reportado una relacion entre Ezrin y un fenotipo de quimiorresistencia a antineoplasicos en

diferentes tipos de cancer como: osteosarcoma (Liu et al., 2018), lengua (Zhang et al., 2018), pulmon
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(Saygideger-Kont et al., 2016) (Chen et al., 2013), y cancer de mama (Pokharel et al., 2014) (Pokharel
et al., 2016) (Ma y Jiang 2013).

En células epiteliales de colon se tiene una correlacion en el nivel de expresion de proteinas ERM y
MDR1 (ABCB1) y MDR2 (ABCB4) (Jin et al., 2016), lo que es concordante con lo reportado por Nakano
y colaboradores (2013) en tracto digestivo de ratones, ellos vieron que pEzrinT567, es fundamental

para la correcta expresion de las proteinas: MDR1, ademas de MRP2 (ABCC2 o P-gp).

Se sabe que la inhibicion de la expresion de Ezrin podria sensibilizar a las células tumorales a
diferentes antineoplasicos como Erlotinib farmaco cuyo blanco es EGFR (Saygideger-Kont et al., 2016)

y cisplatino (Chen et al., 2013).

Saygideger-Kont y colaboradores (2016), reportaron que en células de cancer de pulmén de células
no pequefas, EGFR fosforila a Ezrin en Y146 bajo un estimulo con EGF, lo que desencadena la via
ERK/STAT3. Ellos reportan que la expresion de de la fosforilacibn de Ezrin en la Tirosina 146
(PEzrinY146) es necesaria para la expresion de RNAm de genes blanco de EGFR, como: AURKA,
COX-2, ciclina D1 e iINOS, aumento en proliferacion y formacion de colonias ademas de resistencia a

Erlotinib. Su inhibicion conlleva el fenotipo opuesto.

5.3.1 Ezrin y quimiorresistencia a cisplatino

Aln se tienen pocos antecedentes de la participacion de Ezrin en resistencia a cisplatino, y las rutas
moleculares relacionadas con este fenotipo apenas estdn comenzando a ser descritas. A continuacion

se mencionan los estudios que se tiene en esta area.

Chen y colaboradores (2013), observaron que la sobreexpresion de Ezrin se relaciona con resistencia
a la apoptosis mediada por cisplatino, y que al suprimir la expresion de Ezrin en células de pulmon se
tiene mayor sensibilidad al cisplatino, incremento en la apoptosis, inhibicién de la proliferacion, arresto
del ciclo celular en GO/G1, disminucién de la capacidad migratoria; por rearreglo del citoesqueleto de
actina, y pérdida de la capacidad invasiva a consecuencia de la disminucion de la sefial de CD44 y

aumento de E-cadherina.

En el caso de osteosarcoma, se sabe que la resistencia a cisplatino se relaciona con Ezrin, ya que
células resistentes a este farmaco tienen un incremento a nivel proteina y mensajero de Ezrin, lo que

se correlaciona con un aumento en la capacidad de migracién (Liu et al., 2018), sin embargo no se
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hicieron estudios acerca de la localizacion o posibles rutas de sefalizacion involucradas con su

aumento de expresion por lo que se necesita mayor investigacion.

Por otro lado, en células de cancer de lengua se describié que el IncRNA KCNQ1OT1 funciona como
esponja y modula directamente la expresion de miR-211-5p que alberga sitios de union para el sitio 3'-
UTR del RNAmM de Ezrin. La baja expresion de este miRNA permite que Ezrin se exprese y se active
la via Ezrin/Fak/Src. Esta via confiere un fenotipo quimiorresistente a cisplatino y un incremento en la

proliferacion (Zhang et al., 2018).

La fosforilacién de Ezrin en T567 por ROCK es necesaria para la correcta translocacion de Fas y la
posterior induccién de la apoptosis bajo un estimulo con cisplatino (Rebillard et al., 2010). Sin embargo,
en células de cancer de mama se ve disminucion de pEzrinT567 y pérdida de su sefial en membrana
bajo un estimulo corto a una dosis baja de este farmaco (Zeidan et al., 2008), lo que nos lleva a pensar
gue probablemente el mecanismo que se lleva a cabo en cancer de mama es distinto a lo observado
en cancer de colon por Rebillard y colaboradores (2010), y en pulmén por Chen y colaboradores

(2013). Se necesita una mayor profundizacion en este tema.

La via Ezrin/Fak/Src en cancer de lengua, es la Unica descrita que relaciona a Ezrin y resistencia a
cisplatino (Zhang et al., 2018), sin embargo aun falta ardua investigacién en esta area para poder

dilucidar si estos resultados son extrapolables en cancer de mama.

5.3.2 Ezrin, quimiorresistenciay cancer de mama

Pokharel y colaboradores (2014) (2016) reportaron la participacion de Ezrin en resistencia a multiples
farmacos en células MCF-7Dx (linea celular MCF-7 resistente a doxorubicina), ya antes validadas
como modelos apropiados para el estudio de este fenotipo. Ellos vieron que Ezrin y MDR1 en conjunto
con CD44, y el resto de los miembros de la familia ERM se transfieren por microparticulas a otras
células de cancer de mama para conferirles resistencia. Ademas de que observaron que Ezrin modifica
la estructura celular y la conformacion del citoesqueleto al momento de la fusion de membranas y es
fundamental para la correcta integracion de MDR1 en la membrana de las células que reciben estas

microparticulas.

Por otro lado, Goler-Baron y colaboradores (2012) vieron que en células de cancer de mama con
resistencia a multiples farmacos es indispensable la expresion de proteinas de la familia ERM para el

correcto andamiaje de ABCG2 (proteina transportadora asociada a la membrana miembro de la familia
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ABC relacionada a resistencia a drogas) en la membrana de vesiculas extracelulares encargadas del
secuestro de los farmacos. En este mismo estudio se vio que la inhibicion de la ruta AKT regula a la
baja la expresion de proteinas ERM, lo que tiene como consecuencia la disminucion de la expresion
de ABCG2 en la membrana vesicular, reduccién del tamafio de estas, reversion del fenotipo de

resistencia a multiples farmacos y disminucion de B-catenina (Goler-Baron y Assaraf, 2011).

Ezrin regula positivamente la activacion de AKT a través del correcto andamiaje de PI3K en la
membrana (Gautreau et al., 1999). La via de AKT resulta desregulada en diferentes tipos de cancer, y
Su activacion tiene como respuesta biolégica un fenotipo proliferativo y de supervivencia (Singh et al.,
2008) por la inhibicibn de la apoptosis (Perez et al., 2002). En quimiorresistencia esta via con
frecuencia resulta desregulada, como en el caso de resistencia al cisplatino, donde la alta expresion
de la actividad de la via PI3K/AKT desencadena la transicion epitelio mesénquima (Huang et al., 2016)
y fallas en la apoptosis por efectos del cisplatino (Koster et al., 2010).

Estos antecedente, indican que Ezrin podria participar en un fenotipo de quimiorresistencia a multiples
farmacos al permitir el correcto andamiaje de ABCG2 en vesiculas extracelulares, bajo la regulacién
de la via de AKT (Goler-Baron et al., 2012). De igual manera se puede considerar la posibilidad de que
ezrin se secrete para conferir resistencia a cisplatino, ya que la participacion de MDR1 es ampliamente
reportada en un fenotipo quimiorresistente a este farmaco. Sin embargo, se necesita mayor

investigacion en esta area.

Hoy dia a pesar de la evidencia, aln no se cuenta con estudios que relacionen con datos
experimentales la participacion de Ezrin (nivel de expresion, localizacion, estado de fosforilacion y ruta

molecular) en un fenotipo de quimiorresistencia a cisplatino en cancer de mama.
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V.

JUSTIFICACION

El cisplatino es de uso habitual en clinica para el tratamiento de diferentes tumores, como el cancer
de mama avanzado; sin embargo, hoy dia el principal obstaculo a vencer para el éxito del tratamiento

sigue siendo la quimiorresistencia adquirida.

A pesar de las amplias investigaciones que se han estado desarrollando acerca de los mecanismos
de resistencia a cisplatino, el conocimiento recopilado hasta ahora, todavia no ha conducido a
estrategias aplicables en clinica para superar la resistencia celular, por lo que es fundamental la
identificacion de nuevos blancos moleculares, rutas de sefializacion, y biomarcadores involucrados
con el desarrollo de un fenotipo de quimiorresistencia al cisplatino. Esto, con la finalidad de que la
informacion generada contribuya al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

Ezrin es una proteina que es capaz de interactuar y modular distintas rutas de sefializacién vinculadas
con mecanismos de resistencia a cisplatino y recientemente ha sido asociada a quimiorresistencia a
cisplatino en diferentes tumores. Sin embargo, aun no se tiene reportada su participacion en un

fenotipo de quimiorresistencia a cisplatino en cancer de mama.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La resistencia adquirida a cisplatino en células MCF-7 causa cambios en la expresion, actividad y

localizacion de Ezrin?

VI. HIPOTESIS

El fenotipo resistente a cisplatino causa un cambio en la expresion, actividad y localizacién de Ezrin

en células MCF-7.

Vil.  OBJETIVOS

1 Objetivos generales

Determinar si la resistencia a cisplatino en células MCF-7 causa un cambio en la expresion, actividad

y localizacion de Ezrin.

2 Objetivos particulares

1) Obtener subclonas MCF-7 resistentes a cisplatino (cpRMCF-7).

2) Comprobar si la subclona cpRMCF-7 es mas resistente que la linea parental (MCF-7WT).

3) Evaluar los niveles de RNAm y proteina de Ezrin en células MCF-7WT y cpRMCF-7.

4) Evaluar el estado de fosforilacion en T567 de Ezrin en células MCF-7WT y cpRMCF-7.

5) Determinar la localizacion de Ezrin y Ezrin T567 en células MCF-7WT y cpRMCF-7.

6) Realizar un analisis bioinformatico de posibles vias de sefializacidn alteradas en células
cpMCF-7 comparadas con MCF-7WT.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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IX.

MATERIALES Y METODOS

1 Cultivo celular

Células MCF-7 compradas de la ATCC se cultivaron en RPMI 1640 con L-glutamina (Corning, NY,
USA, cat. 10.040CMR) al 5 % de SFB (Gibco life technologies, USA, cat. 26140-079), cambiando el
medio 3 ocasiones por semana haciendo lavados constantes con PBS 1X.

2 Generacion de una subclona resistente a cisplatino

Células MCF-7 por un periodo de alrededor de 6 meses se mantuvieron creciendo en cajas Petri
tratadas para cultivo celular de 2100mm x 20 mm (Corning, NY, USA, cat. 430167) y se les aplicé de
forma constante dosis subletales crecientes de cisplatino (Zuridry, Zurich Pharma, QT, MEX, cat. 04-
02002 version 03) partiendo de 20 pM hasta llegar a 1.9 uM. Posterior a ello y para los demas
experimentos se mantuvo de forma intermitente a la subclona MCF.7 expuesta a 1.9 uM de cisplatino.

Antes de que se realizara cualquier experimento, se quitd la presion selectiva 6 dias antes.

3 Ensayo de MTS

En placas de 96 pozos tratados para cultivo celular (Ultra cruz, TX, USA, cat. sc-204447) se sembraron
100,000 ceélulas por pozo de ambas condiciones experimentales: células control (MCF-7WT) y
subclona MCF-7 expuesta intermitentemente a 1.9 uM de cisplatino (cpRMCF-7).

24 hrs después de sembrar, se aplicaron 3 concentraciones distintas de cisplatino (30 uM , 60 pM y
90 uM ) por 39 hrs. Posterior a esto, se realiz6 el ensayo de MTS con el kit y el protocolo de Celltiter
96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, WI, USA, cat. G5430).

Este experimento se realizé con 3 réplicas experimentales por cada réplica biologica; 3, de ambas
condiciones; cpRMCF-7 y MCF-7WT.
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4 Disefio de Oligonucledtidos para Ezrin

De acuerdo a datos obtenidos de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para Ezrin (ID: 7430) se disefié
un par de oligonucléotidos con ayuda del software bioinformatico Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y la plataforma de IDT para el
analisis de oligonucledtidos (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). El par de oligonucleotidos se
disefié entre 681 pb a 3146 pb de la secuencia de Ezrin isoforma X1 (trascrito XM_011536110.1),
seccidén compartida con las dos isoformas reportadas hasta el momento del disefio: Ezrin isoforma 2
(trascrito NM_001111077.1) y Ezrin isoforma 1 (trascrito NM_003379.4).

Oligonucleétidos utilizados::

o Fw: GACTTCCATCTGTGCCATACTTG
e Rv: GTGCGAGAGTGCTTCAGACT

5 Extraccion de RNA y sintesis de DNA complementario

A MCF-7WT y a la subclona cpRMCF-7 se les extrajo RNA por el método de trizol de Chomczynski y
Sacchi (1987) con trizol reagent (Thermo Fisher Scientific, MA, USA, cat, 15596018). Se verificd su
integridad con electroforesis para RNA mediante un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes
de acuerdo al protocolo de Maniatis y Sambrook (1982).

Una parte de las muestras extraidas se utiliz6 para secuenciacién, procedimiento explicado mas
adelante y otra fraccién para la sintesis de DNA complementario (cDNA) con los kits y el protocolo de
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied biosystems, MA, USA, cat. 4368813,
4368814, 4374966 y 4374967). Con este cDNA se realiz6 PCR semicuantitativo y PCR en tiempo real
(RT-qPCR).

6 RT-gPCR

A partir del cDNA de ambas condiciones experimentales se realiz0 RT-gPCR con SYBR® Select
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, MA, USA, cat. 4472897) en el equipo 7900HT Fast Real-Time

PCR System (Applied Biosystems MA, USA) a 40 ciclos con una temperatura de hibridacién de 60 °C,
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determinada previamente en condiciones experimentales.

El nivel de expresion relativa del RNAmM de Ezrin; con respecto al nivel de expresion SDHA (RNAm de
housekeeping que se utilizd) fue determinado usando el método de AACt. Este experimento se realizo
con 3 réplicas experimentales por cada réplica bioldgica; 3, de ambas condiciones experimentales;
CpRMCF-7 y MCF-7WT.

7 Ensayo de Western Blot

7.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas

A células cpRMCF-7 y MCF-7WT sembradas en cajas Petri tratada para cultivo celular de 60 mm x 10
mm (Corning, NY, USA, cat. 450196) a una confluencia de al menos el 60 % se les realizaron dos
lavados suaves con PBS, seguido de un lisado celular con buffer RIPA al 1 X (150 mM NacCl, 1 % de
Triton x-100, 0.5 % de deoxicolato de sodio, 0.1 % de SDS, 50 mM Tris base pH 8) y suplementado
con Mini Protease Inhibitor Cocktail (Complete, IN, USA, cat. 11836153001) y Phosphatase Inhibitor
Cocktail 3 (Sigma-Aldrich, MO, USA, cat: P0044-1 ML).

Se determind la concentracion proteica de las muestras por la prueba colorimétrica de Bradford de
acuerdo al protocolo y al kit Protein Assay (Bio-Rad DC, CA, USA cat. #500-0114 y #500-0113). La
curva de concentracién de proteina se hizo con albumina de suero bovino (BSA) (Cell Signaling

technology, MA, USA, cat. 07/2016) a las siguientes concentraciones: 0 pg/ul, 0.2 pg/ul, 0.4 pg/ul, 0.8
Hg/ul, 1 pg/pl, 1.2 pg/pl, 1.5 pg/pl, 1.8 pg/pl, y 2 pg/ul.

7.2 Western Blot

En un gel SDS-PAGE al 10 % se cargd un volumen equivalente a 25 ug de proteina total de cada
muestra; de acuerdo a la cuantificacién que se realiz6 con anterioridad. El gel se corri6 a 20 mA por
90 minutos y posteriormente se transfirieron las proteinas en camara semi himeda a una membrana
de difluoruro de polivinilideno (PVDF) por 15 minutos a 15 volts. La membrana se bloqueoé al 5 % de
leche o0 al 3% de BSA por 1 hr en movimiento a temperatura ambiente. Se empled BSA para el blogqueo
al trabajar con el anticuerpo especifico que detecta fosforilacion.

Se incubd con el anticuerpo primario por una noche a 4 °C y con su respectivo anticuerpo secundario

por 1 hr en movimiento a temperatura ambiente. De acuerdo al kit y al protocolo de Chemiluminescent
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HRP Substrate (Millipore Corporation, MA, USA, cat. WBKLS0500) se detecté quimioluminiscencia en
Universal Hood IlI (Bio-Rad, CA, USA) y se tomaron imagenes cada 3 segundos a partir del segundo
1. Este experimento se realizé con 3 réplicas experimentales por cada réplica bioldgica; 3, de ambas
condiciones: cpRMCF-7 y MCF-7WT.

Anticuerpos primarios utilizados:

e Ezrin Antibody (3C12) (Santa cruz Biotechnology, TX, USA, cat. SC-58758) monoclonal mouse
anti Ezrin, conjugado con Alexa Fluor® 488, 1:500

e Anti-Ezrin (phospho T567) antibody (Abcam, LDN, UK, cat. ab47293) polyclonal rabbit, 1:2000

e a Tubulin Antibody (10D8) (Santa cruz Biotechnology, TX, USA, cat. SC-53646) monoclonal
mouse, 1:2000

Anticuerpos secundarios utilizados

e Anti-Mouse IgG (H+L), HRP Conjugate (Promega, WI, USA, cat. W402B), 1:3000
e Anti-Rabbit IgG (H+L), HRP Conjugate (Promega, WI, USA, cat. W401B), 1:3000

8 Inmunofluorescencia

Se sembraron 10, 000 de células de ambas condiciones experimentales (cpRMCF-7 y MCF-7WT)
sobre cubreobjetos estériles en placa para cultivo de 24 pozos. 24 hrs después de sembrar, se fijaron
con paraformaldehido al 4 % por 20 minutos seguido de una permeabilizacién con tritdbn X-100 al 0.35
% por 3 minutos. A continuacién se bloqueé con PBS 1X suplementado con 0.1 % tween, 0.29 M de
glicinay 1 % de BSA por 30 minutos, seguido de 1 hr de conjugacion con el anticuerpo primario en
camara humeda en oscuridad, posterior a esto se incubé 30 minutos en oscuridad con Alexa Fluor
Phalloidin (Life Technologies, OR, USA, cat. A 12380) a una concentracion de 1:500 y DAPI (4',6-
Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) (Molecular probes, OR, USA, cat. D1306) a una
concentracion de 1 ng/ul. En casos donde se requeria un anticuerpo secundario, se afiadié junto con
la Alexa Fluor Phalloidin y el DAPI. Las fotos se tomaron con Axio Scope.Al (Zeiss, Jena, DE).

Este experimento se realizé con 2 réplicas experimentales por cada réplica biologica; 3, de ambas
condiciones experimentales; cpoRMCF-7 y MCF-7WT.

48



Anticuerpos primarios utilizados:

e Ezrin Antibody (3C12) (Santa cruz Biotechnology, TX, USA, cat. SC-58758) monoclonal mouse
anti Ezrin, conjugado con Alexa Fluor® 488, 1:25

e Anti-Ezrin (phospho T567) antibody (Abcam, LDN, UK, cat. ab47293) polyclonal rabbit, 1:200
Anticuerpos secundarios utilizados:

e Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), fluorescein conjugate QTY (Millipore, CA, USA, cat. DAM1564583)
1:100

9 Secuenciacion del transcriptoma de células MCF-7WT y cpRMCF7

Se extrajo RNA de 3 réplicas bioldgicas de ambas condiciones experimentales (cpRMCF-7 y MCF-
7WT) por el método de trizol de Chomczynski y Sacchi (1987) con trizol reagent (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA, cat, 15596018). Después de verificar su integridad mediante un gel de agarosa
en condiciones desnaturalizantes de acuerdo al protocolo de Maniatis y Sambrook (1982), se enviaron
de entre 550 a 900 pg/pl de RNA de cada muestra a la unidad de secuenciacion del Instituto Nacional
de Medicina Gendémica (INMEGEN).

En la unidad de secuenciacion se realizé un analisis integral de las 3 réplicas biolégicas de ambas
condiciones experimentales por medio de la tecnologia de electroforesis capilar para evaluar las

proporciones de las subunidades ribosomales 18 Sy 28 S de cada muestra.

Una vez verificado que se tenian muestras de RNA que cumplian con los parametros de integridad
superiores a 8.5, se prosiguié a la deplecion de rRNA por sondas de captura biotinadas del kit Ribo-
Zero rRNA Removal Kit (Human/Mouse/Rat) (lllumina, San Diego, CA) y posterior fragmentacion del
RNA a una talla uniforme de alrededor de 50 a 300 pb, luego de ello se seleccionaron fragmentos con
una talla promedio de 140 pb. A partir de este material se realizé la construccion de la libreria de cDNA
utilizando el Kit TruSeq RNA All Stranded (lllumina, San Diego, CA). La libreria obtenida se secuencio
en un secuenciador NextSeq 550 System (lllumina, San Diego, CA) obteniendo lecturas Paired-End

(extremos pareados) con promedio de 44 millones de lecturas por muestra.
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Se evalub la calidad de lecturas (Reads) por FastQC  (version 0.11.7)
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) herramienta bioinformética que evallta la

calidad de los datos de secuencia antes de que se haga un analisis adicional.

El alineamiento se realizé en STAR (Dobin, et al., 2013) utilizando como referencia al genoma de Homo
sapiens Version GRCh 38 y la cuantificacion de abundancia y normalizacion se obtuvo por Dseq
(Simon y Wolfgang, 2010). El analisis de expresion diferencial se realizo utilizando el paquete de R
EdgeR (Robinson et al., 2009).

Se diseid6 un mapa de calor, por sus siglas en inglés, HeatMap en Heatmapper
(http://www.heatmapper.ca/expression/) con los resultados de la expresion diferencial genética a partir
de lecturas esperadas por kilobase de transcrito y millon de lecturas mapeadas, por sus siglas en
inglés: RPKMs, de las 3 réplicas biolégicas de ambas condiciones experimentales. Estas muestras
fueron filtradas por una tasa de falso descubrimiento (FDR) menor a 0.05 y un valor de cambio (FC)
mayor o igual a 2. Se utilizé una correlacion de Pearson como método de medicidn de distancias y una

agrupacion por centroides.

10 Analisis integral del transcriptoma de células MCF-7WT y cpRMCF7 por medio de programas

bioinforméticos

10.1 GSEA

Se realiz6 un andlisis de enriguecimiento de conjuntos de genes, por sus siglas en inglés: GSEA
(Subramanian et al., 2005) a partir de los: RPKMs de cada muestra filtrados por una FDR <0.05. Estos
datos se cargaron en la aplicacién de GSEA 3.0 (version JAVA) previamente descargado del sitio web
Gene Set Enrichment Analysis (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp). La base de datos de
firmas moleculares por sus siglas en ingles MSigDB, (MSigDB v6.2 file set) se descargo del sitio web
Gene Set Enrichment Analysis (http://software.broadinstitute.org/gsea/downloads.jsp), y se empled
como conjuntos de genes de referencia, especificamente ENSEMBL _human_gene.chip. El nimero de
permutaciones fue de 1,000 veces para cada analisis de acuerdo con el método estadistico de
enriquecimiento ponderado predeterminado. Se realizo el analisis utilizando la base de datos de
Ontologia de genes, por si siglas en inglés: GO y del KEGG. El andlisis GSEA incluye cuatro

estadisticas clave: puntuacion de enriquecimiento, cuyas siglas en inglés es: ES, puntuacion de
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enriquecimiento normalizada, por sus siglas en inglés: NES, FDR y valor de p. Se tomaron en cuenta
solo aquellos resultados con una p<0.5 y una FDR <0.05.

10.2 Andlisis de bases de datos

Se realiz6 una busqueda de moléculas que se ha reportado tienen relacion con Ezrin, ya sea union,
activacion, co-expresion o relacionadas a no mas de dos nodos de distancia de moléculas con las que
se una Ezrin y otra busqueda de moléculas relacionadas con el mecanismo de accion del cisplatino, o
con relacion directa en un fenotipo resistente al farmaco. Estas busquedas se hicieron en KEGG
(https://www.kegg.jp/), STRING (https://string-db.org/) y Reactome (https://reactome.org/) ademas de

una busqueda en PudMed (https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/).

Se construyé una tabla en Excel para cada busqueda donde se afiadieron los genes que codifican
para cada molécula encontrada. Por medio de la herramienta interactiva para comparar listas y
visualizar elementos compartidos entre listas por medio de diagramas de Venn, Venny 2.1.0
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny_old/index.html), se compararon los genes de moléculas
relacionadas con Ezrin, moléculas relacionadas con cisplatino y la lista de genes con expresion

diferencial resultantes del RNA-seq.

11 Pruebas estadisticas

Se realizaron las pruebas estadisticas correspondientes para cada tipo de datos con ayuda de
GraphPad Prism 5.
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X. RESULTADOS

1 Obtencién de la subclona MCF-7 resistente a cisplatino (cpRMCF-7)

A células MCF-7 se les aplicé de forma constante y ascendente distintas concentraciones de cisplatino
por alrededor de 6 meses hasta llegar a una concentracién de 1.9 uM de cisplatino de acuerdo a la
metodologia antes descrita (Figura 4). Posterior a ello, mediante un ensayo de MTS, se comprobo que
la subclona tratada con cisplatino hasta 1.9 uM (cpRMCF-7) tiene una mayor viabilidad celular en
comparacion con su linea parental (MCF-7WT). Se midi6 la viabilidad celular 39 hrs después de la
aplicacion de 30 uM , 60 uM y 90 pM de cisplatino. Los parametros de exposicion y concentraciones
de cisplatino, se establecieron experimentalmente. Observamos diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la viabilidad celular entre células cpRMCF-7 y MCF-7WT (Figura 5).
Posterior a esto, y con los mismos datos experimentales se determiné la concentracién maxima a la
gue se inhibe la viabilidad celular a un 50 %y 75 %, (IC 50, e IC 75) de las células coRMCF-7 y MCF-
7TWT, (Figura 6). Se observé que la subclona cpRMCF-7 presentd un incremento aproximadamente
tres veces mayor en la concentracion de cisplatino necesario para inhibir la viabilidad celular en un 50
y 75 %, en comparacioén con la linea parental.

Exposicion a células MCF-7 a concentraciones subletales crecientes de cisplatino con RPMI 5% SFB
Ensayo de MTS

1.54M L54M 1.54M Lo |

Mantenimiento

1.5UM1.5uM 1.5uM
1.75 uM

Se congeld

0.375 0.19 uM0.09 uM
uM

Se congeld

1.5 uM Se congeld

1.5 uM
- @1'5 B Se congeld

15uM15uM 1.5uM

.

) ., i Se congeld . ) ) )
Figura 4. Exposicion de células MCF-7 a concentracglones subletales crecientes de cisplatino. Diagrama

donde se ejemplifica como se obtuvo una subclona MCF-7 resistente a cisplatino
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Figura 5. Viabilidad celular de MCF-7 WT y cpRMCF-7. Ensayo de MTS para medir la viabilidad celular de la
subclona cpRMCF-7 y MCF-7WT, bajo una exposicién de 0 pM , 30 uM , 60 uM y 90 uM de cisplatino por 39
hrs. Se hizo un andlisis estadistico con una ANOVA de dos vias. Nomenclatura utilizada: triple asterisco (***)
para una p-value < 0.001, cada dato esta normalizado con su respectivo control.
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Figura 6. IC 50 e IC 75 de la subclona cpRMCF-7 y MCF-7 WT. Ensayo de MTS para la determinacion de la
concentracion inhibitoria méxima a la que se inhibe la viabilidad celular aun 50 %y 75 % (IC 50 e IC 75) de las
células cpRMCF-7 y MCF-7WT bajo una exposicion de O uM , 30 uM , 60 uM y 90 uM de cisplatino por 39 hrs.
Los datos se analizaron por T de Student paramétrica pareada de dos vias. Nomenclatura utilizada: doble
asterisco (**) para p-value < 0.01.
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2 La expresion de RNAm de Ezrin se mantiene sin cambios en células cpRMCF-7 en

comparaciéon con su linea parental.

Después de verificar que obtuvimos una subclona de MCF-7 resistente a cisplatino, evaluamos el nivel
relativo de expresion de RNAm de Ezrin en células cpoRMCF-7. Se emple6 como housekeeping el nivel
relativo de expresion de la subunidad A del complejo de la proteina succinato deshidrogenasa (SDHA).
No se observaron cambios estadisticamente significativos en el nivel relativo de expresion de RNAm
de Ezrin entre la subclona cpRMCF-7 y su linea parental, MCF-7 WT, (Figura 7).
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Figura 7. Expresion relativa de los niveles de RNAm de Ezrin en células cpRMCF-7 y MCF-7 WT.
Determinacion de los niveles de expresiéon de RNAm de Ezrin en células cpRMCF-7 y MCF-7WT por medio de
RTg-PCR. El analisis estadistico se realizé con GraphPad Prism 5 por medio de una T de Student paramétrica
pareada de dos vias. Se obtuvo una p-value = 0.0992, valor estadisticamente no significativo.

3 Disminucion del nivel de expresion a nivel proteina de pEzrinT567 en células cpRMCF-7 en

comparaciéon con su linea parental

Después de corroborar que no se tienen cambios en el nivel de expresion relativa del RNAmM de Ezrin
entre la subclona cpRMCF-7 y MCF-7WT, se prosiguié a hacer Western Blot para evaluar si existe
cambios en el nivel de proteina de Ezrin y en la fosforilacion de la treonina 567 (pT567) entre células
MCF-7WT y cpRMCF-7. No se ven cambios estadisticamente significativos en la expresion a nivel
proteina de Ezrin entre la subclona cpRMCF-7, y su linea parental (Figura 8A). Este dato concuerda

con los resultados de RTg-PCR (Figura 7). Sin embargo, se tuvo una disminucién estadisticamente

54



significativa de la proporcion de Ezrin fosforilada en T567 en la subclona cpRMCF-7 en comparacion
con su linea parental, MCF-7WT (Figura 8B).
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Figura 8. Expresion de Ezrin a nivel proteina y proteina fosforilada en T567 de células cpRMCF-7.
Evaluacién de Ezrin a nivel proteina y proteina fosforilada en T567 en células cpRMCF-7 por medio de Western
Blot. Los datos se analizaron por T de Student paramétrica pareada de dos vias. Nomenclatura utilizada: un
asterisco simple (*) para p-value < 0.05.

4 Disminucion de pEzrinT567 en membrana de células cpRMCF-7 comparadas con su linea
parental

A continuacién proseguimos a evaluar si existia un cambio en la localizacion celular de Ezrin y
PEzrinT567 en células cpRMCF-7 en comparaciéon con su linea parental, por medio de
inmunofluorescencia. Se observo que la localizacion de pEzrinT567 disminuye en la fraccion
membranal de células cpoRMCF-7 en comparacion con células MCF-7 WT (Figura 9). En cuanto a la

localizacion de Ezrin, los datos obtenidos de este experimento no fueron incluidos en el presente
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trabajo, porque se presentd una grave deficiencia en el anticuerpo anti-Ezrin (Santa cruz
Biotechnology, TX, USA, cat. SC-58758).

Ademas, se observé que las células de la subclona cpRMCF-7 eran més grandes, con prolongaciones
de actina mas pronunciadas y sin la formacion de colonias tan compactas como las que se presentan

en MCF-7WT, sin embargo, se necesitan ensayos mas especificos para corroborar esto.

MCF-7TWT cpRMCF-7
PEzrin T567
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B Membrana
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Figura 9. Localizacién de pEzrinT567 en células MCF-7 WT y cpRMCF-7. (A) Imagenes de
Inmunofluorescencia de actina, DAPI, pEzrinT567 y merge, en células MCF-7 WT y cpRMCF-7. (B) Localizacion
celular de pEzrinT567 en células MCF-7 WT y cpRMCF-7 por medio de inmunofluorescencia. Los datos se
analizaron por T de Student paramétrica no pareada de dos vias. Nomenclatura utilizada: un asterisco simple
(*) para p-value < 0.05.
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5 Analisis diferencial de la expresion génica por secuenciacion del transcriptoma de células
MCF-7WT y cpRMCF7

5.1 Muestras de RNA

Una vez después de verificar que se contaba con la integridad adecuada de las 3 réplicas biolégicas
de muestras de RNA extraidas de células MCF-7WT y cpRMCF-7 mediante un gel de agarosa en
condiciones desnaturalizantes (dato no mostrado), se enviaron 550 a 900 pg/pl de RNA de cada réplica
biologica a la unidad de secuenciacion del Instituto Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN) y fue

con estas que se realizé la secuenciacion del transcriptoma por RNA-seq.

5.2 Evaluacion de la calidad de las muestras de RNA

Se analiz6 la integridad del RNA en la unidad de secuenciacion del INMEGEN, con la finalidad de
detectar si cumplia con los estdndares necesarios para realizar RNA-seq. Se establecié el nUmero de
integridad del RNA (RIN), por medio de la evaluacion de la corrida electroforética de cada muestra con
el bioanalizador Agilent RNA 6000 Nano.

Las 6 muestras presentaron una proporcion superior o igual a 1.5:1 de la subunidades 28 Sy 18 S. Es
importante mencionar que por fallas en el programa no se tienen los valores del RIN de dos de las
muestras de cpRMCF-7 (N1-R y N3-R), pero; sin embargo, el gel de electroforesis capilar y su
electroferograma muestran que tienen la integridad necesaria para hacer en analisis de secuenciacion
(Figura 10).
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5.3 Evaluacién de la calidad de los reads de cada muestra por FastQC
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Después de comprobar que se tenia una calidad aceptable de cada muestra de RNA, se realiz6 la
secuenciacion como se indica en la seccidbn de metodologia, posterior a esto se prosiguio a la

evaluacion de la calidad de las lecturas (reads) de cada muestra secuenciada.

Los reads obtenidos de todas las muestras (N1-R, N2-R, N3-R, N1-W, N2-W y N3-W) tienen una talla
de entre 35 a 76 pb. Las muestras N1-R, N2-R, N3-R tienen en promedio 45,294,834 reads y las
muestras N1-W, N2-W y N3-W tienen en promedio 43,824,518 reads y la media de la distribucion de

la talla de los reads de todas las muestras se encuentra en 76 pb.

En general no se observan problemas importantes de calidad en la secuenciacién. Se tienen una
buena calidad por base a lo largo de la secuencia, buena puntuacion de calidad por read, nula

deteccion de bases desconocidas y las 6 muestras tienen un porcentaje aceptable de GCs.

Se tiene una calidad inferior en las posiciones de inicio; 12-13 pb, ademas de una alta cantidad de
GCs en esta posicion, y leve contaminacion por agentes desconocidos y micoplasma. Todos estos

datos se pueden consultar en las ligas de informacién suplementaria, S1, S2, S3, S4, S5y S6.

5.4 El fenotipo resistente de la subclona cpRMCF-7 conduce al cambio de la expresion de 1047

genes

Después de verificar que se tenia una calidad aceptable de los reads, se realiz6é el alineamiento,
cuantificacion de abundancia y la expresion diferencial genética de acuerdo a la metodologia antes
descrita. Se obtuvieron un total de 1047 transcritos con expresion diferencial medida conun FC =22y
una probabilidad estadistica menor a 0.05 (p-value < 0.05), en muestras de la subclona cpRMCF-7 en
comparacién con su linea parental. Estos datos se pueden consultar en la tabla 1 de informacion

suplementaria.

En la figura 11 se muestra el nUmero total de transcritos cuya expresion incrementa o disminuye en
muestras de RNA cpRMCF-7 en comparacion con muestras de su linea parental. Se tuvo un total de
1047 genes con expresion diferencial, de los cuales 527 aumentaron su expresion y 520 fueron
inhibidos.
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Figura 11. Representaciéon del total de transcritos diferencialmente expresados. El nimero total de
transcritos cuya expresion se modifica en cpRMCF-7 con un valor de cambio mayor o igual a 2. Se tuvo un total
de 1047, de los cuales 527 aumentaron su expresion y 520 fueron inhibidos.

El mapa de calor (heatmap) de los resultados de la secuenciacibn muestra por representacion grafica

gue se tiene una clara agrupacion de las 3 réplicas biologicas de cpoRMCF-7 y MCF7WT, en 2 grandes

secciones, una de inhibicién y otra de sobreexpresion génica (Figura 12).
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N1-R N2-R N3-R N1-W N3-wW N2-W

correlacion de Pearson con los RPKMs de las 3 réplicas biolégicas de ambas condiciones experimentales
filtrados por p-value <0.05 y FC=2. Los colores simbolizan la expresion relativa de cada gen, el color verde
representa una baja expresion y el color rojo un aumento de la misma. Las primeras 3 columnas de la izquierda
son las réplicas bioldgicas de cpRMCF-7 y las siguientes 3 columnas son las réplicas del control. Se tiene una
clara agrupacion entre réplicas biologicas de la misma condicién experimental en dos grandes grupos, uno de
inhibicion y otro de sobreexpresion génica.
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6 Analisis integral del transcriptoma de células cpRMCF-7

Posteriormente se realizé un analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes a partir de los RPKMs
de todas las muestras de acuerdo a la metodologia ya descrita. Esto con el fin de determinar qué
posibles eventos moleculares podrian ser responsables de los cambios en la expresion génica. Los
procesos celulares enriquecidos con una p-value <0.05 y una FDR <0.05 considerados los mas
representativos se muestran en la figura 12. Tuvimos enriquecimiento de genes en factores de
transcripcion como: P53, AP-1, CREB, FOXO4, DBP y STAT5a (Figura 13). Estos resultados son
interesantes en el sentido de que la activacion de factores de transcripcion como p53, CREB, AP-1 se

han reportado ampliamente en la respuesta celular a agentes genotoxicos.
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6.1 Siete genes previamente relacionados con resistencia a cisplatino y la via de Ezrin
presentaron un cambio en su expresion en la subclona cpRMCF-7

Se realiz6 una lista de un total de 213 genes relacionados en expresion, activacion o union a Ezrin de
acuerdo a la metodologia descrita, estos datos se presentan en la tabla 2 de informacion
suplementaria. También se hizo otra lista de 122 genes ya antes reportados con un fenotipo de
resistencia a cisplatino o con su mecanismo de accion bajo la misma metodologia que para los

relacionados con Ezrin, datos presentados en la tabla 3 de informacion suplementaria.

Con los resultados del RNA-seq, y la lista de genes relacionados a Ezrin y cisplatino se hizo un
diagrama de Venn con la finalidad de saber qué moléculas se relacionaban entre los 3 grupos (Figura
14). Se obtuvieron 7 moléculas compartidas entre los 3 grupos: BIRC5, FAS, TNFSF10, GSN, EGF,
CASP10, CXCL12. Interesantemente, FAS, TNFSF10, CASP10 y BIRC5 son genes estrechamente

relacionados con apoptosis.

EGF es un miembro de la superfamilia del factor de crecimiento epidérmico y actia como un potente
factor mitogénico. GSN, codifica para una proteina que funciona tanto en el ensamblaje como en el
desmontaje de los filamentos de actina y el gen CXCL12 codifica para una quimiocina que tiene papel

en funciones como: respuesta inflamatoria, vigilancia inmunitaria, metastasis, y crecimiento.
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Cisplatino Ezrin

RNAseq
Interseccidn cisplatino y Ezrin ABCG2, ABCC2, NFKB1, MAPK1, AKT1l, CASP8, FADD, MAP2K7, FASLG,
CTNNB1, WNT1, ICAM1 y XIAP.
Interseccion Ezrin y RNA-seq ITGAS, CLIC3, EIF5A2, TMEMS8B, FERMT2, S100P, FABP5, SELL, RCC1, AURKA,
SLC12A7, SEPT3.
Interseccidn cisplatino y RNA-seq MT2A, MAD2L2, TOP2A, CDKN1A, MAPK11.
Interseccion cisplatino, Ezrin y RNA-seq BIRCS5, FAS, TNFSF10, GSN, EGF, CASP10, CXCL12.

Figura 14. Diagrama de Venn de genes diferencialmente expresados en cpRMCF-7 y que se relacionan
con la via de Ezrin y resistencia a cisplatino. En la seccién izquierda se muestra de forma esquemaética el
namero de genes compartidos entre genes con expresion diferencial resultado del RNA-seq, genes de
moléculas relacionadas con cisplatino y genes de moléculas relacionadas con Ezrin por medio de un diagrama
de Venn. En la seccién derecha se enlistan los genes compartidos de cada interseccion de los 3 grupos antes
mencionados.

6.2 Analisis de enriquecimiento de procesos celulares en los que podria estar involucrada Ezrin

Posteriormente se realiz6 un analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes a partir de los RPKMs
de todas las muestras de acuerdo a la metodologia ya descrita. En la figura 15 se encuentran los
procesos celulares enriquecidos con una p <0.05 y una FDR <0.05 que comparten en su heatmap, al
menos 1 de las 7 moléculas de la interseccion cisplatino, Ezrin y RNA-seq (BIRC5, FAS, TNFSF10,
GSN, EGF, CASP10, CXCL12) que se muestran en la figura 14. Los procesos de secrecion, regulacion
de la exocitosis, exocitosis, endocitosis incluyen solo a EGF, el proceso de vesiculas secretoras
comparte FAS y EGF y el proceso de rutas de sefializacion mediadas por citocinas contiene también
FAS y CXCL12.
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XI.

DISCUSION

En este estudio se presenta evidencia de que el fenotipo resistente a cisplatino causa un cambio en la
actividad de Ezrin en células de cancer de mama de la linea celular MCF-7 resistentes a este farmaco.
MCF-7 es una linea celular de cancer de mama metastasica de tipo luminal A, (ATCC, 2016). Esta
linea celular ha marcado un parteaguas en lo que se refiere a la investigacion del cancer de mama
ER+ por lo que se le ha llegado a denominar “el caballo de batalla” para el estudio del cancer de mama
de tipo luminal. Algunas de las vias de sefializacion que caracterizan a la linea celular MCF-7
(expresidn de estrogenos, progesterona, receptores de glucocorticoides) estan activadas en algunos
pacientes con cancer de mama metastasico, lo que la ha ubicado como un modelo clave para dilucidar
vias de resistencia a drogas en cancer de mama metastasico de tipo luminal A (Lee et al., 2015). Se
tiene amplios reportes del uso de MCF-7 y cisplatino en el area de la investigacion (Zeidan et al., 2008)
(Avato et al., 2017). Y en el caso de Ezrin y MCF-7, se tienen antecedentes de su participacion en

mecanismos de resistencia (Pokharel et al., 2016) (Pokharel et al., 2014) (Goler-Baron et al., 2012).

A pesar de que el cisplatino no es utilizado como primera linea de tratamiento en cancer de mama de
tipo luminal, la ESMO avala su uso en cancer de mama avanzada ya sea metastasico o localmente

avanzado independientemente del subtipo molecular (Cardoso et al., 2017). De acuerdo a los
antecedentes mencionados con anterioridad, y tomando 50 mg/mz de cisplatino (8.69 mM) como dosis

gue en promedio se administra en cancer de mama y restando el 80 % que se calcula que se une a
proteinas en plasma sanguineo (DeConti et al., 1973), se estima una concentracion molar que llega al
tumor de aproximadamente 1.738 uM. Esta es una dosis muy proxima a la dosis de resistencia maxima

de las células con las que se trabajo en este estudio (1.9 uM).

DeConti y colaboradores (1973), reportaron que entre el 65 al 98 % de cisplatino administrado entra a
las células cancerigenas y no cancerigenas, por lo que al trabajar con células in vitro, donde el farmaco
se aplica directamente a su blanco, se requieren mucho menores cantidades que en uso clinico. Se
tienen antecedentes de trabajos in vitro realizados con células MCF-7 resistentes a cisplatino desde 1
UM (Al-Taweel et al., 2014), a 16 uM (Zhong et al., 2017).

Después de comprobar que trabajabamos con una subclona resistente a cisplatino iniciamos con la
caracterizacion del estado de Ezrin. No obtuvimos datos concluyentes que indiquen que se tiene
modificacién a nivel de regulacién transcripcional de Ezrin por efectos de la resistencia al cisplatino, lo

gue es concordante con los resultados del RNA-seq, donde la expresion de Ezrin no se modificé en
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las células cpRMCF-7. Aunado a esto tampoco observamos cambios en el nivel de expresiéon de

proteina entre ambas condiciones experimentales.

Los resultados obtenidos indican que probablemente no se tiene una relacion entre la adquisicion de
un fenotipo metastasico o peor pronostico de la enfermedad y el nivel de expresion de Ezrin (en RNA
y proteina), por efectos de la resistencia a cisplatino en el modelo biolégico utilizado en este trabajo,
ya que se sabe que el nivel de expresion de Ezrin a nivel mensajero o proteina esta relacionado con
un fenotipo més metastéasico (Li et al., 2008) (Chen et al., 2013), peor prondstico de la enfermedad (Li
et al.,. 2015) y resistencia a farmacos (Saygideger-Kont et al., 2016) como cisplatino en osteosarcoma
(Liu et al.,2018).

La falta de concordancia con el aumento a nivel proteina y mensajero de Ezrin reportado por efectos
de resistencia a cisplatino en osteosarcoma (Liu et al., 2018) y ausencia en cambio de Ezrin a nivel
mensajero y proteina, en células cpRMCF-7, se puede deber a que se trabaj6 con tipos de cancer muy

distintos y por ende con diferente respuesta celular bajo el mismo estimulo.

Es claro que el nivel de expresion de Ezrin a nivel proteina no es un resultado contundente para
establecer si existe una relacion entre resistencia a cisplatino y Ezrin en cancer de mama, ya que
puede haber cambios en su actividad o funcionalidad por lo que a continuacion decidimos evaluar el
estado de fosforilacion de Ezrin en T567. La fosforilacion en T567 es de alta relevancia biologica para
la adquisicion de la conformacion activa mas reportada de esta proteina que conduce a su localizacién
membranal, donde cumple la funcién de asociar distintos elementos al citoesqueleto de actina
(Viswanatha et al., 2012). Nosotros observamos una disminucion en la cantidad de pEzrinT567 en
células resistentes a cisplatino en comparacion con su linea parental, lo que nos conduciria a pensar
gue se tiene una pérdida de la sefalizacion molecular en vias relacionadas con pEzrinT567, como:
transicion EMT, metastasis, angiogénesis (Tang et al., 2018), migracion (Jansen et al., 2016)
organizaciéon del citoesqueleto de actina (Henry et al., 1998), (Zeidan et al., 2008), formacion de
microvellosidades, macropinocitosis (D'Angelo et al., 2007) y polaridad celular (Pelaseyed et al.,
2017)(Viswanatha et al., 2012) (Ingraffea et al., 2002). En el RNA-seq no se tiene expresion diferencial
de genes que se sabe estan relacionados con estos procesos, como SNAIL1, TGFB1, TWIST1, ZEB1,
RHOA, VEGFA, HGF, APOH, ITGAV, VEGFA, pero si de AP-1, factor de transcripcion relacionado con
la expresion de genes de motilidad celular, FGF13, relacionado con invasion, y EGF que esta
involucrado con un fenotipo EMT y metastasis. (Ray y Jablons, 2009). Es indudable que se requiere
mayor profundidad en estudios posteriores, para la evaluacién del fenotipo que se relaciona con una

disminucién de pEzrinT567.
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En general la disminucion de esta fosforilacién en cancer se asocia con caracteristicas positivas, como:
incremento en supervivencia libre de enfermedad, reduccién en invasion, pérdida de un fenotipo
metastasico (Kikuchi et al., 2019), regulacion a la baja de genes relacionados con replicacion del DNA,
ciclo celular, y enriguecimiento de genes en procesos como: metabolismo de carbohidratos, aumento
del consumo de oxigeno dependiente de ATP, disminucion de la produccién de lactato, aumento en
apoptosis (Ren et al., 2011), y permeabilidad celular (Castellani et al., 2012).

Ninguno de los procesos antes mencionados resultaron desregulados por el analisis de
enriquecimiento de genes del RNA-seq de células cpRMCF-7. Lo que se puede deber a que el estado
de fosforilacién de Ezrin no es la condicién experimental determinante en la secuenciacion del presente
trabajo, si no la variable a evaluar como un posible efecto de la resistencia a cisplatino en células de
cancer de mama. Aunado a esto, en este trabajo, no se tiene una delecion total de pEzrinT567, como
en lo reportado por Ren y colaboradores (2011) y Castellaniy colaboradores (2012), y quiza los efectos
de la disminucion de pEzrinT567 no son tan evidentes en el modelo experimental utilizado, ademas de
gue puede que se tenga una respuesta celular en distinta en cpRMCF-7 a la ya reportada en otros

modelos experimentales.

La disminucién de pEzrinT567, también se relaciona con incremento en apoptosis celular (Ren et al.,
2011) sin embargo, se sabe que bajo la administracién de cisplatino, pEzrinT567 es fundamental para
gue se desencadena la apoptosis bajo la via de FAS por efecto del cisplatino (Fais et al., 2005) en
células de cancer de colon mediante la sefializacion RhoA/ROCK/pEzrinT567, ademas de que la
expresion del receptor Fas es indispensable para que se lleve a cabo la fosforilacion de Ezrin bajo esta
misma via (Rebillard et al., 2010).

La alta expresion del receptor Fas se relaciona con un fenotipo quimiorresistente a cisplatino (Spierings
et al., 2003). En la secuenciacion observamos una expresién diferencial de Fas en cpRMCF-7 con un
FC de 4.229. Lo que, en conjunto con los antecedentes antes planteados, nos lleva a proponer que
Ezrin podria participar en un fenotipo de resistencia a cisplatino por medio de deficiencias en su
mecanismo de fosforilacion, lo que conduciria a cambios en la sefalizacion apoptotica mediada por
Fas. Sin embargo, esto nunca antes se ha reportado y aln no contamos con suficiente evidencia
experimental para sustentar esta idea, ademas de no tener expresion diferencial de RHOA, ROCK1,
0 CASP8 en el RNA-seq.

Por otro lado, Zeidan y colaboradores (2008) vieron una disminucién de pEzrinT567 después de la
aplicacibn de cisplatino en células de cancer de mama, bajo la activacibn de la via

ASMase/Ceramidas/PP2A/Ezrin, es importante destacar que esta observacion no concuerda con la
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respuesta celular esperada por Rebillard y colaboradores (2010). Esto se puede justificar porque los
experimentos se realizaron en modelos biolégicos distintos y bajo distintas concentraciones de
cisplatino. Sin embargo, seria interesante evaluar si la disminucién de pEzrinT567 en cpRMCF-7 se
relaciona con resistencia a cisplatino por medio de Fas o por la activacion de la via
ASMase/Ceramidas/PP2A/Ezrin, a pesar de que elementos de esta Ultima via no tuvieron expresion
diferencial en los resultados de la secuenciacion, puede que estén relacionados con cambios en
PEzrinT567.

Por otro lado, Pelaseyed y colaboradores (2017) plantearon que la union de Ezrin a PIP2 en membrana
origina un cambio conformacional que disminuye la afinidad entre sus dominios proteicos: FERM y
ERM. Esto hace que Ezrin adopte una conformacion mas abierta (Pelaseyed et al., 2017) y se
desenmascare T567 para que pueda ser fosforilada por cinasas que se acumulan entre ambos
dominios proteicos a consecuencia de la pérdida de afinidad entre ellos. De acuerdo con este
antecedente sugerimos que pueden existir deficiencias en la unién Ezrin-PIP2 que le anclen a
membrana. O incluso, puede existir otra sefializacion que conduzca a la pérdida de la union entre PIP2
y Ezrin o mutaciones en cualquiera de estas dos moléculas. La pérdida de la unién entre PIP2 y Ezrin
conduciria a que no se lleve a cabo la fosforilacion en T567 por cinasas, lo que puede explicar la
disminucién de pEzrinT567 por efectos de la resistencia a cisplatino.

El establecimiento de una relacién entre cualquiera de los mecanismos celulares planteados con
anterioridad y la disminucion de pEzrinT567 en la subclona cpRMCF-7 necesita mayor evidencia

experimental.

A continuacién, nos cuestionamos si la disminucion de la fosforilacion T567 por efecto de la resistencia
a cisplatino est4 acompafada de cambios en la localizacién celular de Ezrin y pEzrinT567. Por medio
de inmunofluorescencia se verific6 que pEzrinT567 pierde su localizacibn membranal en células
resistentes al farmaco en comparacion con su linea parental. Sin embargo, por fallas técnicas en el
anticuerpo utilizado para Ezrin total (Santa cruz Biotechnology, TX, USA, cat. SC-58758) no se pudo
establecer su localizacion celular con total precision. A pesar de no tener este dato, saber que
pPEzrinT567 se encuentra preferentemente en citoplasma por efecto de resistencia a cisplatino en

cancer de mama es algo que no habia sido reportado hasta el momento.

Sabemos gque en una conformacion inactiva Ezrin se encuentra en el citoplasma con una alta afinidad
de unién entre los dominios ERM y FERM que enmascara el sitio de unién a F-actina (Fehon et al.,
2010) (Gary y Bretscher, 1995) y T567. Si se desacopla el ciclo basal de fosforilacion y desfosforilaciéon

de Ezrin en T567 en células epiteliales normales, se da la pérdida de un fenotipo polarizado
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(Viswanatha et al., 2012), diferenciado, ademas de la adquisicién de una morfogénesis aberrante
(Pelaseyed y Bretscher, 2018), aumento en proliferacién (Piao et al., 2015) y deficiencias del anclaje
normal a la membrana de una variedad de moléculas de adhesiéon (Jansen et al., 2016). Las bases
moleculares de la pérdida de la localizacion apical de Ezrin a una distribucion mas homogénea o

incluso preferencialmente citoplasmatica ain no se han descrito en su totalidad.

Se ha visto que en diferentes canceres (Boldrini et al., 2010) epiteliales (Piao et al., 2015), entre ellos
mama, la localizacion de Ezrin cambia de una distribucion apical a una localizacion mas homogénea
en membrana conforme evoluciona la enfermedad (Sarri6 et al., 2006). En casos de tumores
metastasicos, o clinicamente mas agresivos; como TNBC, se localiza preferencialmente en el
citoplasma (Li et al., 2008) (Jais et al., 2017). Ademas, de correlacionarse con un incremento en Ki-67

y un peor pronéstico (Kikuchi et al., 2019).

La pérdida de la localizacién en membrana de Ezrin y el incremento de ésta en citoplasma concuerdan
con lo esperado para un fenotipo mas agresivo (Sarrio et al., 2006) (Li et al., 2008) (Jais et al., 2017)
(Kikuchi et al., 2019), lo que se puede atribuir como efecto de la resistencia a cisplatino. Esto sugiere
que la regulacién de la agresividad del tumor puede depender de la localizacion intracelular de Ezrin
(Kikuchi et al., 2019) y no solamente del estado de expresion a nivel proteico 0 mensajero, como se
mencionod anteriormente. Sin embargo, se necesita la validacion de la adquisicion de caracteristicas
propias de un tumor mas agresivo (incremento en migracion, invasion y proliferacion), para aseverar

esto en el modelo experimental resistente a cisplatino utilizado en el presente trabajo.

La disminucién de pEzrinT567 y el cambio en su localizacion de membrana al citoplasma por efectos
de la resistencia a cisplatino nos permiten inferir que se tienen modificaciones de expresion en vias de
transduccion relacionadas con esta proteina. En primera instancia, sugerimos que quiza se da la union
entre PIP2-Ezrin seguido de su fosforilacion, tal cual se plantea por Pelaseyed y colaboradores (2017).
A continuacién, puede que se esté dando la pérdida de la union PIP2-pEzrinT567 en membrana lo que
puede explicar el aumento de la localizacion de pEzrinT567 en citoplasma, sin embargo, aln no se ha

demostrado este fendmeno.

Podemos sugerir que seguramente existe cambio en mecanismos relacionados con el estado de
fosforilacion de Ezrin en T567 que induzcan, posiblemente, a la internalizacion de Ezrin, lo que puede
estar relacionado o no con una posible pérdida de la union entre PIP2 y pEzrinT567 e incluso con la

adquisicién de alguna otra marca postraduccional.
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Algunas moléculas que se sabe que estan relacionadas con el estado de fosforilacion de Ezrin son:
PP2A (Zeidan et al., 2008) PPP1CB, SYTL2 (Yasuda et al., 2015), ROCK1 (Tang et al., 2018), SYK
(Li et al., 2018), PKA (Jansen et al., 2016) (Zhou et al., 2003), EGFR (Li et al.,2017), EGF(Srivastava
et al., 2005) LOK, SLK (Pelaseyed et al., 2017), CDK5 (Yang y Hinds, 2003), PKC (Perez et al., 2002),
Src (Srivastava et al., 2005), ROCK (Rebillard et al., 2010).

La fosforilacion en T567 es la mas estudiada para Ezrin, sin embargo, se han reportado distintos sitios
susceptibles a fosforilaciones y demas marcas, cuya sefializacion podria estar involucrada con
funciones aun no completamente entendidas para Ezrin. Algunos de los sitios fosforilables que se han
identificado son: Y353 (Singh et al.,, 2008) (Gautreau et al., 1999), Y145 (Krieg y Hunter, 1992)
(Srivastava et al., 2005), 146 (Saygideger-Kont et al., 2016), Y477 (Li et al., 2016), S66 (Zhou et al.,
2003) y T235 (Yang y Hinds, 2003).

De acuerdo a los resultados obtenidos, EGF es el Unico elemento que participa en la fosforilacién de
Ezrin que se ha reportado con una expresion diferencial en cpRMCF-7. El EGF es un miembro de la
superfamilia del factor de crecimiento epidérmico y actia como un potente factor mitogénico. Su
desregulacion se ha asociado con el crecimiento y la progresién de ciertos canceres, e incremento con
resistencia a cisplatino en cancer (Xie et al., 2017), entre ellos mama (Dixit et al., 1997). El EGF esta
involucrado en el estado de fosforilacion de Ezrin en Y145 (Srivastava et al., 2005), Y353 (Gautreau
et al., 1999) y Y146 (Saygideger-Kont et al., 2016).

Aln no se sabe del todo, si es necesario que se dé y se mantenga el marcaje de pEzrinT567 para que
se lleve a cabo cualquiera de los fosforilaciones antes mencionadas, a excepcion de Y145. Donde, es
necesario que se dé la fosforilacién en T567 en Ezrin por Src para que se pueda dar la fosforilacion en
Y145 por Src bajo un estimulo de EGF (Srivastava et al., 2005). El fenotipo resultante no se describid,
pero se sabe que células con mutacion en Y145F de Ezrin, carecen de lamelipodios, fibras de estrés
y son redondeadas. Es importante mencionar que Srivastava y colaboradores (2005) no reportan si

existian cambios en la localizacién de Ezrin antes y después de la fosforilacion en Y145.

En el RNA-seq el EGF tuvo un FC de 3.5. Sin embargo, se requiere dilucidar si la alta expresiéon de
EGF podria llevar a una disminucién de pEzrinT567 y pérdida de esta en membrana por efecto de la
sefalizacion que induzca otra fosforilacion como Y145 (Srivastava et al., 2005), Y146 (Saygideger-
Kont et al., 2016), o Y353 (Gautreau et al., 1999).
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Se requiere la evaluacion del estado de estas fosforilaciones y determinar si existe una relacién inversa
en cuanto al estado de pEzrinT567 y alguna de estas marcas postraduccionales, objetivos que quedan

lejanos al alcance de este estudio.

Por otro lado, como se menciond antes, cabe la posibilidad de que se esté llevando a cabo alguna
sefal de internalizacion que induzca a la localizacidn en vesiculas intracelulares de Ezrin acompafiada
0 no de otra fosforilacion, lo cual puede ser posible ya que se ha reportado con anterioridad que Ezrin
con el resto de la familia ERM, CD44 y MDR1 se secretan de células con resistencia a multiples
farmacos por medio de microparticulas para conferir este fenotipo a otras células de cancer de mama
(Pokharel et al., 2016) (Pokharel et al., 2014). Ademas, de que se sabe que la familia ERM es
indispensable para el correcto andamiaje de ABCG2 en la membrana de vesiculas extracelulares
encargadas del secuestro de los farmacos en células de cancer de mama con resistencia a multiples

farmacos (Goler-Baron et al., 2012).

La hipétesis de tener un fenotipo con modificaciones en la expresién de genes relacionados con el
tréfico vesicular por efectos de la resistencia a cisplatino es apoyada por el enriqguecimiento de genes
en vias que comparten al menos uno de los 7 genes relacionados previamente en la literatura con
Ezrin, mecanismos de accidén de cisplatino y con una expresion diferencial en el RNA-seq. Estos
GSEAs son: secrecion, regulacion de la exocitosis, exocitosis, vesiculas secretoras y endocitosis
(Figura 14). Ademas, tuvimos enriquecimiento de genes en procesos como: reticulo endoplasmico,
aparato de Golgi, transporte vesicular por Golgi, transporte vesicular a la membrana, secrecion celular,
membrana de vesicular endociticas, vesiculas intracelulares, vesiculas citoplasmaticas, transporte

vesicular, membrana vesicular y cobertura vesicular (datos no mostrados).

El conjunto de estos datos nos indican que probablemente el trafico vesicular se relaciona con la
resistencia a cisplatino en el modelo experimental utilizado en el presente trabajo, lo que podria
explicar el cambio de la localizacion de Ezrin a citoplasma, para su posterior secrecion de acuerdo a
lo ya reportado por Pokharel y colaboradores (2014) (2016) o para la integracién a la membrana de
vesiculas extracelulares encargadas del secuestro de los farmacos (Goler-Baron et al., 2012).

Los resultados con los que se cuenta hasta el momento no son evidencia suficiente para aseverar la
participacion de Ezrin en la conferencia de resistencia por microparticulas de acuerdo a lo reportado
por Pokharel y colaboradores (2014) (2016), ya que tampoco tenemos la expresion diferencial de
MDR1, la familia ERM y CD44, en los resultados de el RNA-seq, sin embargo, no significa

necesariamente que se descarte esta posibilidad.
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En cuanto a la posible participacion de Ezrin en la membrana de vesiculas extracelulares encargadas
del secuestro de los farmacos para conferir resistencia, Goler-Baron y colaboradores (2012) vieron
gue la inhibicion de la ruta AKT regula a la baja la expresion de proteinas ERM, lo que conlleva a la
disminucién de la expresion de ABCG2 en la membrana de vesiculas extracelulares, reduccion del
tamafio y nimero de estas vesiculas, reversion del fenotipo de resistencia a multiples farmacos, y
disminucién de B-catenina, promotor de un fenotipo transicion epitelio mesénquima (EMT). Por otro
lado, se sabe que la fosforilacion de Ezrin en T567 y su localizacion membranal es necesaria para el
andamiaje de PI3K y para desencadenar la activacion de la ruta PISK/AKT (Gautreau et al., 1999). El
EGF (gen con expresion diferencial en la secuenciacion) mediante la activacion de la via PI3K/AKT
fosforila a Ezrin en Y353 (Wang et al., 2014), misma fosforilacion que esta relacionada con la

adquisicidn de resistencia a la apoptosis (Monni et al., 2008).

No se ha reportado que sea necesario el mantenimiento de pEzrinT567 para que se dé la fosforilacidn
en Y353, lo que nos permite especular que quiz& en el modelo de estudio del presente trabajo puede
gue por efecto del EGF se active la via PISK/AKT, que requiere de pEzrinT567. Nos permitimos
proponer, que a consecuencia de la activacion de esta ruta, se fosforila a Ezrin en Y353, lo que
ocasiona el cambio de localizacion de membrana a citoplasma y quizd también se relacione con la

disminucion de pEzrinT567.

La desregulacion de PI3K/AKT en diferentes tipos de cancer, y su activacion tiene como respuesta
biolégica un fenotipo proliferativo y de supervivencia (Singh et al., 2008) por la inhibicion de la
apoptosis (Perez et al., 2002). En quimiorresistencia a cisplatino una alta expresion de la actividad de
la via PISK/AKT desencadena la transicidn epitelio mesénquima (Huang et al., 2016) y disminucion de
apoptosis inducida por cisplatino (Koster et al., 2010). Aunado a lo anterior, solo tuvimos expresion
diferencial de EGF, como ya se mencion6 antes, ademas de la subunidad regulatoria de PI3K Clase I,
IA y IB, PIK3R y PIK3R5 con un FC de 2.25 y 2.78 respectivamente, sin embargo se necesita
profundizar en estas investigaciones para la evaluacioén de la participacién de la via EGF/ PISK/AKT/

Ezrin/ y quizda ABCG2 en el modelo de estudio utilizado en este trabajo.

Por otro lado, de los resultados de la secuenciacion del transcriptoma de cpRMCF-7 por RNA-seq
tuvimos un total de 1047 genes con expresion diferencial, de los cuales 527 tuvieron una expresion al
alza y 520 resultaron con un nivel de expresion disminuida en muestras de cpRMCF-7. El alto nUmero
de resultados generados abren la posibilidad de profundizar en diversos mecanismos desregulados
bajo el efecto del cisplatino. Con estos datos, se hizo un analisis del enriquecimiento de genes con la

finalidad de obtener una vision mas global acerca del fenotipo adquirido por efectos de la resistencia

74



a cisplatino. A parte de los GSEAs ya mencionados anteriormente, se obtuvo el enriquecimiento de
genes blanco de los factores de transcripcion: P53, AP-1, CREB, FOXO4, DBP y STAT5a.

P53 es un factor transcripcional que regula la expresién de genes relacionados con la detencion del
ciclo celular, apoptosis, senescencia, reparacion del DNA o cambios en el metabolismo. Se sabe que
es activado por efectos de cisplatino como respuesta de dafio al DNA (Sarin et al., 2017). Por lo que
es de esperar que se tenga un incremento en la respuesta de P53 por efecto de la resistencia a
cisplatino. Ademas, de que pueden ser explicado porque probablemente tenemos deteccion de dafio
al DNA por cisplatino, lo que lleva a un arresto en el ciclo celular posterior, y a la reparacion por efectos

de la transcripcion de genes blanco de P53.

El factor de transcripcién AP-1 es un factor de transcripcién que se ha vinculado con el aumento de la
tumorigénesis, la metastasis y la invasion, asi como con la resistencia a los farmacos, como cisplatino
(Che, et al., 2017) (Johnson et al., 2000). Ademas, AP-1 podria participar en la transicién epitelio
mesénquima inducida por vimentina en células de cancer de mama con resistencia a multiples
farmacos (Deng et al., 2014). Actia como factor de trascripcion de ERCC1, enzimas clave involucradas
en la reparacion de la escision de nucledtidos (Youn et al., 2004) que esta relacionada a mecanismos
de resistencia a cisplatino por incremento en reparacion de dafio a DNA y disminucién de la
genotoxicidad (Stewart, 2007), lo que apoya la adquisicién de un fenotipo resistente a cisplatino y es

concordante con lo esperado de células resistentes a este farmaco.

CREB es un factor de transcripcion de elementos de respuesta a AMPc, y se sabe esta relacionado
con resistencia a cisplatino. Zhang colaboradores (2017) reportaron que la via miR-132/ SIRT1/CREB/
ABCG2 contribuye a la resistencia a cisplatino en células de cancer gastrico, lo que podria tener
relacién con la posible participacion de ABCG2 antes mencionada. Por otro lado, CREB también lleva
al aumento de la transcripcion de Bcl-2, molécula relacionada con la resistencia a cisplatino en células
de pulmon no pequefias (Wu et al., 2014). Ademas de ser fosforilado bajo la via de E6/EGFR / PI3K /
AKT/CREB/ BIRC3 (proteina inhibidora de la apoptosis) en células de cancer de pulmén resistentes a
cisplatino (Wu et al., 2010). La activacion de CREB en MCF-7 se lleva a cabo por la via FAK / PI3K /
AKT, si se da la reduccién de la integrina B1, la activacion de CREB, se lleva a cabo por la via de las
MAPKSs vy la inhibicion CREB sensibiliza a estas células al tratamiento con cisplatino (Jakubzig et al.,
2018). Estos antecedentes nos indican que el enriquecimiento de genes relacionados con este factor
de transcripcion es algo que podria ser esperado por efecto de la resistencia a cisplatino en el modelo
de estudio con el que se realiz6 este trabajo, sin embargo la evaluacion de las vias mediante las cuales

se relaciona con resistencia a cisplatino, requieren de mayor investigacion.
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FOXO4 es un factor de transcripcion relacionado con crecimiento y diferenciacion, pertenece a la
familia de factores de transcripcion FOXO integrada por FOXO1, FOX03a, FOX04 y FOXO06, cada
uno de los miembros de esta familia puede desencadenar diferentes funciones, incluso opuestas
(Farhan et al., 2017). FOXO4 mediante la sefalizacion de Akt se relaciona con el crecimiento celular
y la supervivencia (Beretta et al., 2019), via ampliamente reportada en resistencia a cisplatino (Koster
et al., 2010). Ademas, FOXO4 puede mediar el arresto del ciclo celular por medio de dafio a DNA
(Farhan et al., 2017), lo que concuerda con lo esperado en el modelo de estudio utilizado en este
trabajo. De igual forma, la activacion de FOXO4 se ha visto relacionada con reduccion de los niveles
de estrés oxidativo, lo que podria ser una respuesta para evitar el dafio a DNA (Essers et al., 2004)
por efectos del cisplatino, ya que se sabe que este farmaco desencadena aumento en ROS (Jansen
et al., 2002). Sin duda, la activacién de FOXO4 concuerda con lo esperado para un fenotipo resistente
a cisplatino. Sin embargo aun no se tienen antecedentes de la participaciéon de FOXO4 en la resistencia

a este farmaco.

La proteina de union al promotor del sitio D de la albumina; por sus siglas en inglés; DBP, es un factor
de transcripcién involucrado en la detoxificacion, y el metabolismo de drogas. Se sabe que el cisplatino
inhibe la expresion de esta proteina en higado, corazon, y rifion de ratones (Cao et al., 2018). Esto
nos lleva a pensar que la alta regulacion de este factor de transcripcion de alguna forma puede
favorecer el fenotipo de quimiorresistencia en el modelo de estudio utilizado en este trabajo, por

mecanismos aln no descritos.

STATb5a pertenece a la familia de factores de transcripcién de las STATSs. La activacion de las STATs
se da por medio de la respuesta a ligandos como interleucinas, y diferentes hormonas de crecimiento.
Seguido de su fosforilacion, se transloca al nicleo en homo o heterodimeros donde actian como
activadores transcripcionales de genes antiapoptoéticos. Hong y colaboradores (2012) vieron un
aumento de la apoptosis inducida por cisplatino bajo la inhibicién de STAT5a. Por otro lado, se sabe
gue se tiene mayor sensibilidad a cisplatino en células de cancer de mama por la regulacion negativa
de la via JAK2/STAT5a/Ciclina D1 mediante la inhibicién de la prolactina (Sinha et al., 2018). Esto en
conjunto con los resultados obtenidos en este trabajo, nos conduciria a pensar que la activacion de
este factor de transcripcion de alguna forma tenga que ver con resistencia a cisplatino por algun

mecanismo relacionado con la evasion de la apoptosis y control del ciclo celular.

Ademas, se sabe que, en macréfagos asociados al tumor en cancer de mama en ratones, miR-100
por medio de la ruta mTOR/STAT5a promueve una mayor secrecion de IL-1ra lo que promueve la

metastasis tumoral y se asocia con resistencia a cisplatino (Wang et al., 2018). La evaluacion de estas
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rutas en el modelo experimental utilizado en el presente trabajo, requiere de mayor profundidad en los
estudios. El papel de STAT5a en resistencia a cisplatino aln se sigue describiendo.

A continuacion, y con la finalidad de tener una aproximacion de qué moléculas podrian estar
relacionadas con el cambio en la regulacion de Ezrin por efectos de la resistencia a cisplatino en el
modelo experimental utilizado en este estudio. Se determinaron los elementos compartidos entre los
genes con expresion diferencial resultado de la secuenciacion, y los genes relacionados con Ezrin y
cisplatino por medio de un diagrama de Venn (Lista 1, 2 y 3 respectivamente de figuras

suplementarias).

Obtuvimos un total de siete genes (BIRC5, FAS, TNFSF10, GSN, EGF, CASP10, CXCL12) que se
comparten entre los tres grupos antes mencionados. Cinco de los GSEAs reportados en este trabajo
que incluyen al menos una de las siete moléculas de la interseccion Ezrin, cisplatino, RNA-seq (Figura
14) incluyen en su heatmap al EGF. El GSEA de rutas de sefalizacion por citocinas incluye a FAS y

CXCL12. Fas se comparte entre este ultimo GSEA mencionado y vesiculas de secrecion.

El posible papel de FAS y EGF en el modelo de estudio ocupado en este trabajo ya fue discutido con
anterioridad, sin embargo, su relacion con secrecion, regulacién de la exocitosis, exocitosis, vesiculas
secretoras, y endocitosis, y su relacién con Ezrin queda pendiente aln de dilucidar. En cuanto al
enriquecimiento de genes de rutas de sefializacion mediadas por citocinas, se sabe que la sefializacion
por citocinas puede inducir distintos fenotipos dependiendo del tipo de citocina y el tipo de célula del
gue se hable. Es ampliamente reportada la participacion de citocinas en un fenotipo resistente a
cisplatino. En cuanto a Ezrin CXCL13 se relaciona con la desfosforilacion de Ezrin en T567 lo que lleva
a cambios morfoldgicos y citoesqueléticos esenciales para la migracion de células B (Parameswaran
et al., 2011).

En cuanto a CXCL12, (cuyo gen tuvo un FC de de -2.01 en la RNA-seq) quimiocina alfa derivado de
células estromales, relevante en embriogénesis, vigilancia inmunitaria, respuesta inflamatoria,
homeostasis tisular, crecimiento, metastasis tumoral y progresion maligna (Lecavalier-Barsoum et al.,
2018). Se sabe que esta quimiocina disminuye pEzrinT567 y promueve su liberacion de la membrana
plasmatica en linfocitos (Hao et al., 2009). Aun su papel en la resistencia a cisplatino se sigue
describiendo (Li et al., 2016) (Nakamura et al., 2015).

Lo visto por Parameswaran y colaboradores (2011) concuerda con la disminucion de pEzrinT567 en
el modelo de estudio empleado en este trabajo, pero reduccion de la expresion de CXCL12 y pérdida

de pEzrinT567 no concuerda con lo reportado por Hao y colaboradores (2009), ademas de que se
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requiere mayor evidencia que justifique cambios de la localizacion de esta fosforilacion de la membrana

al citoplasma.

La caracterizacion de la funcion y ruta de sefializacion con la que se relaciona cada una de las
moléculas anteriormente mencionadas en resistencia y cisplatino, y cada una de las moléculas
compartidas entre los 3 grupos (RNA-seq, Ezrin y cisplatino) y su relevancia en los GSEAS, necesitan
en primera instancia una amplia investigacion partiendo de la validacion de los resultados de la

secuenciacion.

Es evidente que se necesitan estudios mas a fondo para la validacion de cualquiera de las posibles
explicaciones que se plantean a lo largo de este texto para explicar cambios en pEzrinT567 por efecto

de la resistencia a cisplatino, y son objetivos que quedan lejos de los alcances del presente trabajo.
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XIl.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se obtuvo una subclona de células MCF-7 resistentes a cisplatino, cpRMCF-
7.

El nivel de expresion de RNAm de Ezrin y a nivel proteina en cpRMCF-7 en comparacion con su
linea parental no cambio.

La fosforilaciébn en T567 de Ezrin disminuyd en células cpRMCF-7 en comparacién con su linea
parental.

Ezrin fosforilada en la T567 disminuyo su localizacién en membrana en cpRMCF-7 en comparacion
con su linea parental.

Los resultados de RNA-seq nos permiten plantear diferentes hipétesis sobre la regulacién de Ezrin
por efectos de la resistencia a cisplatino. Sin embargo, se requiere de estudios mas detallados para
la validacion de cada propuesta planteada.
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X,

PERSPECTIVAS

Quedan pendiente la evaluacién de qué mecanismos de sefializacion estan relacionados con el cambio
de localizacion y la disminucion de pEzrinT567 en el modelo de estudio utilizado en este trabajo. Cabe
la posibilidad de que se esté sefializando con otras marcas postraduccionales que induzcan a una
pérdida de la localizacibn membranal por lo que la posible evaluacién de este planteamiento queda

abierta como una perspectiva.

Seria interesante la evaluacion de la participacion de Ezrin en un fenotipo antiapoptotico. Quiza,
mediante algin mecanismo relacionado con Fas, segun lo descrito en los antecedentes. Ademas, seis
de las siete moléculas con expresion diferencial en el RNA-seq se sabe estén relacionadas con este
proceso, cisplatino y Ezrin, por lo que la evaluacién de la participacion de estas moléculas con la
evaluacion de la apoptosis en el modelo de estudio resistente a cisplatino y cambios en la regulacion

de Ezrin se plantea como una posible perspectiva de este trabajo.

Por otro lado, los datos de GSEAs nos dan evidencia de que probablemente poseemos un fenotipo
secretor por efecto de la resistencia a cisplatino, por lo que, de acuerdo a los antecedentes descritos,
Ezrin podria participar en estos mecanismos para la conferencia de resistencia, quizd mediante la ruta
PISK/AKT. De acuerdo a los antecedentes anteriormente descritos, esto nos permite sugerir una
posible evaluacion de esta hipétesis en un futuro.

La mayoria de los GSEAs relacionados con un fenotipo secretor y que comparten genes con expresion
diferencial en el RNA-seq y relacionados a cisplatino y Ezrin integran al EGF. La posible relacion de
este factor de crecimiento con los cambios de la regulacion de la actividad de Ezrin y su relacion con

secrecion queda pendiente de ser evaluada.

En cuanto a la caracterizacion de que otros posibles mecanismos que resultan desregulados por
efectos de la resistencia a cisplatino, sin tener relacion necesariamente con la proteina de estudio del
presente trabajo, consideramos que seria muy interesante la evaluacion del papel que desarrollan
FOXO4, DBP y STAT5A en un fenotipo resistente a cisplatino, ya que muy probablemente se

relacionen con mecanismos aun no dilucidados de resistencia a este farmaco.

De manera general la aseveracién de la relacion entre cualquier mecanismo celular antes planteado y
los cambios de la regulacion de Ezrin vistos por efecto de la resistencia a cisplatino en células MCF-7
necesita mayor evidencia experimental. El siguiente paso para la posible evaluacion de cada hipotesis

planteada con anterioridad, requiere en primera instancia la validacion de la RNA-seq que se realizo.
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XV. FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Ligas suplementarias donde se puede consultar donde se puede consultar la evaluacién de la
calidad de los reads de cada muestra por FastQC :
S1

file://IC:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20se
cienciacion%20ARA/qc/fastqc_report.html#MO

S2
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20se
cienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-2.htmI#MO

S3
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20se
cienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-3.htmI#MO

S4
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20se
cienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-4.html#MO

S5
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20se
cienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-5.htmI#MO

S6
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20se
cienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-6.html#MO

91


file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-2.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-2.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-3.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-3.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-4.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-4.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-5.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-5.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-6.html%23M0
file:///C:/Users/araceli/Desktop/Mi%20tesis/EXPERIMENTOS/4)%20secuenciacion/Resultados%20secienciacion%20ARA/qc/fastqc_report-6.html%23M0

Tabla 1. Lista de genes resultado del RNA-seq. Se enlistan 1047 transcritos resultados del RNA-seq de
muestras de células MCF-7WT y cpRMCF-7 con un p-Value < 0.05, y FC = 2 en cpRMCF-7 en comparacion
con muestras de su linea parental.

LISTA DE GENES RESULTADO DEL RNA-seq

ENSEMBL HUGO p-Value(PPEE) RealFC
ENSG00000100167.19 SETP3 6.11E-07 0.53704479
ENSG00000184702.17 SEPT5 0.04648991 2.06380326
ENSG00000158122.11 AAED1 0.02624106 0.59665739
ENSG00000254180.1 AB015752.3 0 3.90696118
ENSG00000154263.17 ABCA10 0.01467726 2.62592471
ENSG00000144452.14 ABCA12 0 2.64604553
ENSG00000135776.4 ABCB10 1.15E-08 0.55980247
ENSG00000164163.10 ABCE1 0.00661686 0.59078086
ENSG00000225969.1 ABHD11-AS1 0.01522218 4.94972022
ENSG00000234477.1 AC004231.2 0.03204724 12.6546575
ENSG00000204380.4 AC005042.4 1.37E-06 7.35819716
ENSG00000231312.6 AC007246.3 0.00205528 5.225246

ENSG00000277196.4 AC007325.2 0.02162176 3.27566824
ENSG00000227308.2 AC009502.4 0.00349211 4.68960587
ENSG00000267022.1 AC084219.2 0.04047728 329.655604
ENSG00000226383.5 AC093375.1 0.00843875 3.05648749
ENSG00000224738.1 AC099850.1 2.96E-06 0.48525376
ENSG00000177822.7 AC108142.1 0.00016214 0.16611579
ENSG00000230650.1 AC112229.1 0.03786188 2.03356873
ENSG00000274847.1 AC145212.2 0.01701455 2.14515172
ENSG00000075239.13 ACAT1 0.00036309 0.44152024
ENSG00000120437.8 ACAT2 0.00042532 0.42919409
ENSG00000176244.6 ACBD7 0.00040993 0.41790137
ENSG00000159640.15 ACE 1.03E-07 3.23758204
ENSG00000177076.5 ACER2 1.66E-05 3.01617285
ENSG00000144648.15 ACKR2 1.22E-14 8.47674413
ENSG00000168306.12 ACOX2 7.31E-05 0.21709144
ENSG00000102575.10 ACP5 0.00452938 28.6299069
ENSG00000151726.13 ACSL1 0.01705916 2.36857071
ENSG00000068366.19 ACSL4 0.03396021 0.05212776
ENSG00000107796.12 ACTA2 1.67E-07 6.75178572
ENSG00000101442.9 ACTR5 1.08E-06 0.53899574
ENSG00000229186.4 ADAM1A 0.0443232 0.18542773
ENSG00000008277.14 ADAM?22 0.02916387 0.46565907
ENSG00000168594.15 ADAM?29 3.11E-06 6.67895134
ENSG00000142303.13 ADAMTS10 0.03473807 2.82527254
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ENSG00000140470.13 ADAMTS17 0 2.1365809
ENSG00000173157.16 ADAMTS20 0.00065528 2.72532731
ENSG00000153294.11 ADGRF4 0.00212267 4.69733725
ENSG00000117114.19 ADGRL2 0.00098459 0.11492412
ENSG00000147576.15 ADHFE1 0.00064041 2.38187043
ENSG00000148926.9 ADM 0.01359829 5.18033427
ENSG00000239900.11 ADSL 1.54E-12 0.56115989
ENSG00000223959.8 AFG3L1P 3.64E-06 0.56082923
ENSG00000116771.5 AGMAT 0.00024031 0.4500217
ENSG00000173467.8 AGR3 6.24E-06 3.21106695
ENSG00000101444.12 AHCY 8.18E-12 0.58799106
ENSG00000170017.12 ALCAM 0.04006989 3.61136725
ENSG00000108602.17 ALDH3A1 0.0068235 13.1359283
ENSG00000088035.15 ALG6 5.36E-07 0.57917152
ENSG00000136383.6 ALPK3 8.03E-05 2.30382996
ENSG00000183684.7 ALYREF 0.01832248 0.55289941
ENSG00000078053.16 AMPH 0.0030278 2.26233759
ENSG00000196510.12 ANAPC7 4.25E-05 0.59498083
ENSG00000167772.11 ANGPTL4 2.62E-11 2.18086252
ENSG00000089847.12 ANKRD24 5.03E-05 3.90357524
ENSG00000148513.17 ANKRD30A 0.00295126 0.0142071
ENSG00000198483.12 ANKRD35 6.28E-05 4.05630555
ENSG00000259271.1 ANKRD62P1 0.00360443 2.87664594
ENSG00000182287.13 AP1S2 0.00085696 0.46612282
ENSG00000100478.14 AP4S1 1.60E-05 0.58779814
ENSG00000175279.21 APITD1 1.32E-07 0.55105627
ENSG00000242247.10 ARFGAP3 7.82E-05 2.04186069
ENSG00000146376.10 ARHGAP18 0 2.6961054
ENSG00000136002.16 ARHGEF4 2.60E-09 2.8209977
ENSG00000105676.13 ARMC6 9.04E-09 0.45830527
ENSG00000140450.8 ARRDC4 0.00892102 2.17303126
ENSG00000100299.17 ARSA 6.07E-06 2.74081838
ENSG00000105011.8 ASF1B 0.02959584 0.4188553
ENSG00000127249.14 ATP13A4 0.00167573 9.43221646
ENSG00000254870.5 ATP6V1G2-DDX39B 0.01494792 23.2075107
ENSG00000132932.16 ATP8A2 0.00027879 0.14663274
ENSG00000107518.16 ATRNL1 0.00016884 2.43151668
ENSG00000162650.15 ATXN7L2 0.04460217 0.43702577
ENSG00000127423.10 AUNIP 0.0027768 0.49228584
ENSG00000087586.17 AURKA 0.00036498 0.49614081
ENSG00000178999.12 AURKB 0.00367489 0.43739291
ENSG00000160862.12 AZGP1 0.00017353 8.694606
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ENSG00000235863.3 B3GALT4 0.00010139 3.14259911
ENSG00000179913.10 B3GNT3 0.00157585 2.53752553
ENSG00000156966.6 B3GNT7 0.01723882 4.9577964

ENSG00000187244.10 BCAM 3.62E-06 2.40708311
ENSG00000064787.12 BCAS1 0.00461845 5.42882996
ENSG00000127152.17 BCL11B 0.00582332 0.49762805
ENSG00000126453.9 BCL2L12 0.00026741 0.56264021
ENSG00000074582.12 BCS1L 0.01199247 0.55699039
ENSG00000168398.6 BDKRB2 0.03368375 2.85566415
ENSG00000170819.4 BFSP2 0.00081965 0.0583877

ENSG00000180535.3 BHLHA15 0.00016593 17.3698352
ENSG00000123095.5 BHLHE41 0.03150466 4.00550236
ENSG00000023445.13 BIRC3 0.01929583 3.62797962
ENSG00000089685.14 BIRC5 0.01702519 0.44300169
ENSG00000108578.14 BLMH 0.01160683 0.53807765
ENSG00000259040.5 BLOC1S5-TXNDC5 0.02044738 3.49776484
ENSG00000163141.18 BNIPL 3.21E-08 4.54601857
ENSG00000144857.14 BOC 0.0161251 0.35670637
ENSG00000261236.5 BOP1 0.00081673 0.44182028
ENSG00000012048.20 BRCA1 4.16E-06 0.40376421
ENSG00000184992.10 BRI3BP 0.00011043 0.53984319
ENSG00000198797.6 BRINP2 5.77E-06 0.21917275
ENSG00000136492.8 BRIP1 0.00021824 0.55279927
ENSG00000165288.10 BRWD3 5.52E-10 2.92394769
ENSG00000159388.5 BTG2 0.00016456 4.22627236
ENSG00000026950.16 BTN3A1 0.00014108 8.19959474
ENSG00000186470.13 BTN3A2 0.00113331 7.68766883
ENSG00000111801.15 BTN3A3 1.83E-06 6.86207996
ENSG00000187479.5 Cllorf96 0.00722034 6.13295386
ENSG00000174206.12 C120rf66 5.92E-07 0.58967628
ENSG00000185347.17 C140rf80 1.05E-06 0.59961621
ENSG00000166920.10 C150rf48 0.04699221 3.70905959
ENSG00000162062.14 C160rf59 0.00195535 0.44448081
ENSG00000125319.14 C170rf53 0.00535348 0.50864349
ENSG00000187013.4 C170rf82 0.00238468 2.73232174
ENSG00000132016.11 C19o0rf57 0.02205868 0.43323578
ENSG00000130813.17 C190rf66 0.00026763 2.77326045
ENSG00000163362.10 Clorf106 0.00788749 2.33581545
ENSG00000162384.13 Clorf123 0.00145876 0.5831705

ENSG00000203685.9 Clorf95 9.66E-07 18.6413235
ENSG00000108561.8 c1QaBpP 7.51E-06 0.55165698
ENSG00000101220.17 C200rf27 6.43E-10 0.47602923
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ENSG00000160298.17 C21orf58 0.0005325 0.52054597
ENSG00000197927.12 C2orf27A 0.00058254 2.73186019
ENSG00000172478.17 C2orf54 3.65E-05 3.70145368
ENSG00000114529.12 C3orf52 0.02862275 3.31666329
ENSG00000244731.7 C4A 0.00492495 2.17087941
ENSG00000106804.7 C5 1.02E-12 0.38398378
ENSG00000164898.12 C7orf55 0.00043557 0.55239914
ENSG00000188959.9 C9orf152 2.22E-14 2.70220715
ENSG00000186312.10 CA5BP1 0.00539871 0.54702845
ENSG00000178538.9 CA8 0.00014236 0.43897191
ENSG00000165995.18 CACNB2 3.03E-05 5.41424312
ENSG00000116161.17 CACYBP 0.0023149 0.55831023
ENSG00000134072.10 CAMK1 0.01986547 0.47700646
ENSG00000183049.12 CAMK1D 4.77E-08 0.52147512
ENSG00000162545.5 CAMK2N1 3.11E-15 2.07134931
ENSG00000042493.15 CAPG 8.55E-07 2.53414658
ENSG00000182472.8 CAPN12 0.01392114 4.47199819
ENSG00000162909.17 CAPN2 0.04085918 2.21808181
ENSG00000149260.14 CAPN5 0.00017883 4.69677181
ENSG00000135773.12 CAPN9 0.0330272 4.56832346
ENSG00000204682.5 CASC10 0.00324382 0.52442144
ENSG00000003400.14 CASP10 6.47E-12 3.25192667
ENSG00000196954.12 CASP4 2.62E-08 5.03375874
ENSG00000005059.15 CCDC1098B 0 0.46693653
ENSG00000135205.14 CCDC146 5.09E-10 2.4956738

ENSG00000197816.13 CCDC180 0.00026505 2.72865702
ENSG00000213213.13 CCDC183 0.01335912 2.7212839

ENSG00000260220.5 CCDC187 0.0054118 13.6188613
ENSG00000109881.16 CCDC34 3.08E-05 0.51074779
ENSG00000120647.9 CCDC77 2.47E-07 0.47383306
ENSG00000110104.11 CCDC86 0.00389351 0.5524057

ENSG00000102962.4 CCL22 0.00243215 38.1127059
ENSG00000133101.9 CCNA1 0.02617512 0.13737637
ENSG00000145386.9 CCNA2 0.00033081 0.42925082
ENSG00000134057.14 CCNB1 0.00524256 0.52839176
ENSG00000175305.16 CCNE2 0.02554888 0.4989921

ENSG00000166226.12 CCT2 8.74E-09 0.59779336
ENSG00000177675.8 CD163L1 1.38E-06 2.39244387
ENSG00000167775.10 CD320 7.60E-06 0.43370802
ENSG00000117877.10 CD3EAP 0.01205878 0.43871681
ENSG00000129226.13 CD68 0.00099765 16.4174541
ENSG00000079335.18 CDC14A 0.00166363 2.11135217
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ENSG00000117399.13 CDC20 0.02772798 0.37036715
ENSG00000231007.5 CDC20P1 0.0319105 0.3624085

ENSG00000164045.11 CDC25A 1.43E-05 0.39777827
ENSG00000167617.2 CDC42EP5 0.01374062 2.03283117
ENSG00000093009.9 CDC45 9.78E-05 0.40295548
ENSG00000094804.9 CDC6 5.91E-05 0.40087867
ENSG00000097046.12 CDC7 0.00366498 0.42284932
ENSG00000184661.13 CDCA2 0.02840264 0.46390822
ENSG00000111665.11 CDCA3 7.74E-05 0.43468943
ENSG00000146670.9 CDCA5 1.23E-06 0.4058557

ENSG00000144354.13 CDCA7 5.38E-11 0.1617336

ENSG00000164649.19 CDCA7L 0.00126787 0.41068114
ENSG00000134690.10 CDCA8 0.00180697 0.43098349
ENSG00000154162.13 CDH12 0.03475483 3.62130282
ENSG00000089486.16 CDIP1 0.02614635 3.42560409
ENSG00000176749.8 CDK5R1 0.01276693 0.50171015
ENSG00000205111.8 CDKL4 0.00045157 5.03642398
ENSG00000124762.13 CDKN1A 4.82E-07 8.03526542
ENSG00000091527.15 CcDbv3 1.25E-09 0.29970445
ENSG00000105388.15 CEACAMS5 0.00027827 17.9760803
ENSG00000153044.9 CENPH 0.00974231 0.50497476
ENSG00000102384.13 CENPI 0.02772508 0.50346464
ENSG00000123219.12 CENPK 0.0080796 0.51799534
ENSG00000100162.14 CENPM 3.03E-13 0.39317946
ENSG00000166451.13 CENPN 6.83E-05 0.43287741
ENSG00000188312.13 CENPP 3.64E-07 0.42666575
ENSG00000151725.11 CENPU 1.32E-05 0.48608242
ENSG00000166582.9 CENPV 0.00163884 0.28516689
ENSG00000110318.13 CEP126 6.34E-09 2.43594653
ENSG00000100629.16 CEP128 1.65E-07 0.4231015

ENSG00000148019.12 CEP78 0.00187195 0.43246011
ENSG00000173588.14 CEP83 7.30E-13 0.59213729
ENSG00000172824.14 CES4A 0.04241388 2.04472835
ENSG00000243649.8 CFB 0.00453307 3.43304354
ENSG00000128849.10 CGNL1 3.26E-07 2.20095158
ENSG00000274615.1 CH17-258A22.4 0.03433573 13.1530795
ENSG00000280018.3 CH507-154B10.2 0.04616491 0.51739901
ENSG00000279094.3 CH507-24F1.1 0.00175137 0.28625897
ENSG00000280164.1 CH507-254M2.3 5.22E-05 0.39285672
ENSG00000159259.7 CHAF1B 0.00499469 0.5343907

ENSG00000149554.12 CHEK1 0.00346854 0.41563085
ENSG00000064886.13 CHI3L2 0.04197517 5.6726928
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ENSG00000086065.13 CHMPS 0.04550677 2.23619416
ENSG00000123989.13 CHPF 0.00276307 2.61566277
ENSG00000090539.15 CHRD 0.00058102 3.14771095
ENSG00000165215.6 CLDN3 2.32E-12 2.33046792
ENSG00000169583.12 CLIC3 0.00020236 2.47222484
ENSG00000139182.13 CLSTN3 1.31E-05 2.25123345
ENSG00000168405.14 CMAHP 0.01367139 6.94631889
ENSG00000184220.10 CMSS1 8.66E-15 0.41666624
ENSG00000174469.17 CNTNAP2 0.00577752 0.31073024
ENSG00000162377.5 COA7 0.02529142 0.53324042
ENSG00000065618.16 COL17A1 0.00128038 10.3782446
ENSG00000124749.16 COL21A1 6.13E-09 4.28550164
ENSG00000142173.14 COL6A2 1.10E-12 2.25524361
ENSG00000049089.13 COL9A2 0.00076499 0.56413328
ENSG00000158270.11 COLEC12 0.00013722 4.29174753
ENSG00000169019.10 COMMD8 7.57E-07 0.49370012
ENSG00000172301.10 COPRS 0.00011854 0.53424332
ENSG00000173085.13 c0Q2 0.00478296 0.4808352

ENSG00000109472.13 CPE 0.0158584 2.24924887
ENSG00000137449.15 CPEB2 2.00E-05 2.25608034
ENSG00000196353.11 CPNE4 0.00041077 3.38711972
ENSG00000157613.10 CREB3L1 1.74E-06 5.68065964
ENSG00000163703.17 CRELD1 0.00011607 2.99326104
ENSG00000096006.11 CRISP3 0.00659375 5.21880445
ENSG00000176390.11 CRLF3 0.02268145 0.58167736
ENSG00000114646.9 CSPG5 0.01561246 0.43059501
ENSG00000280206.1 CTB-193M12.5 0.0440122 0.56620395
ENSG00000280239.1 CTB-50L17.8 0.03442748 0.17147472
ENSG00000267179.1 CTD-2006C1.13 0.00536976 7.62202473
ENSG00000269825.1 CTD-3099C6.9 0.0362304 0.52143503
ENSG00000119326.14 CTNNAL1 0.0001877 0.31303149
ENSG00000107562.16 CXCL12 1.41E-07 0.4951455

ENSG00000169429.10 CXCL8 0.04947564 14.9141706
ENSG00000162144.9 CYB561A3 0.04191428 0.5993529

ENSG00000140465.13 CYP1A1 0.00356056 5.42300334
ENSG00000130649.9 CYP2E1 0.00710718 5.2531201

ENSG00000106258.13 CYP3A5 0.00216165 39.1059913
ENSG00000197191.4 CYSRT1 0.00012703 3.70829989
ENSG00000226950.6 DANCR 0 0.47063813
ENSG00000196730.12 DAPK1 0.00163411 5.34632015
ENSG00000070190.12 DAPP1 0.00264032 4.35945616
ENSG00000161692.17 DBF4B 0.01722335 0.51578575
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ENSG00000118655.4 DCLRE1B 0.00029092 0.58910103
ENSG00000165490.12 DDIAS 0.00048747 0.42358808
ENSG00000013573.16 DDX11 0.00366583 0.585232
ENSG00000214826.5 DDX12P 0.00039457 0.42192393
ENSG00000064703.11 DDX20 2.22E-16 0.54235662
ENSG00000123136.14 DDX39A 0.00082013 0.54953505
ENSG00000185163.9 DDX51 0.00016268 0.59559403
ENSG00000107201.9 DDX58 0.00250745 2.12653276
ENSG00000137628.16 DDX60 0.01185349 9.71963231
ENSG00000143753.12 DEGS1 2.13E-06 0.5739805
ENSG00000105339.10 DENND3 0.02249022 2.42639955
ENSG00000024526.16 DEPDC1 0.03333965 0.43143093
ENSG00000228716.6 DHFR 0.00058746 0.42870221
ENSG00000167536.13 DHRS13 0.02921977 0.58549547
ENSG00000162496.8 DHRS3 0.03764025 2.72575472
ENSG00000139734.17 DIAPH3 1.89E-05 0.51204508
ENSG00000211452.10 DIO1 0.00062053 6.82754541
ENSG00000130826.15 DKC1 9.09E-05 0.50959218
ENSG00000155011.8 DKK2 0.00276397 31.4662144
ENSG00000144355.14 DLX1 2.74E-07 0.27516708
ENSG00000108813.10 DLX4 0.00023937 2.65604219
ENSG00000138346.14 DNA2 2.25E-05 0.47563824
ENSG00000197653.14 DNAH10 0.01797854 6.09717653
ENSG00000108176.14 DNAJC12 1.93E-13 2.89084153
ENSG00000116675.15 DNAJC6 1.57E-07 0.56483578
ENSG00000213221.4 DNLZ 0.00080271 0.52305895
ENSG00000115325.13 DOK1 2.15E-06 0.28812811
ENSG00000011332.19 DPF1 4.56E-08 0.37605945
ENSG00000144045.13 DQX1 0.01169499 3.9957317
ENSG00000136982.5 DSCC1 0.00029309 0.41448905
ENSG00000149636.15 DSN1 9.46E-11 0.52937329
ENSG00000125821.11 DTD1 3.16E-12 0.47208957
ENSG00000143476.17 DTL 0.00918507 0.48170145
ENSG00000135144.7 DTX1 0.03308591 17.7825536
ENSG00000163840.9 DTX3L 0.01240603 2.23915776
ENSG00000141994.15 DUS3L 0.00010129 0.4403338
ENSG00000143507.17 DUSP10 0.03365249 2.16338237
ENSG00000158050.4 DUSP2 0.00055245 0.58027466
ENSG00000101412.12 E2F1 0.03573157 0.47464361
ENSG00000007968.6 E2F2 3.24E-05 0.36917117
ENSG00000088881.20 EBF4 0.04490505 0.51230743
ENSG00000143369.14 ECM1 0.00028901 3.99955644
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ENSG00000131080.14 EDA2R 1.91E-06 4.31016031
ENSG00000127129.9 EDN2 0.01598488 4.05749842
ENSG00000232472.1 EEF1B2P3 0.03517495 0.58034141
ENSG00000115380.19 EFEMP1 2.76E-05 0.47656136
ENSG00000172638.12 EFEMP2 0.04648004 3.08149853
ENSG00000138798.11 EGF 0.00766853 3.49981353
ENSG00000172071.11 EIF2AK3 0.00741382 2.00108057
ENSG00000163577.7 EIF5A2 6.52E-09 0.55802045
ENSG00000118985.15 ELL2 7.72E-06 2.59959342
ENSG00000125746.14 EML2 0.02817702 2.23072589
ENSG00000165675.16 ENOX2 0.0072157 0.52645045
ENSG00000112796.9 ENPP5 0.01649427 2.10521632
ENSG00000178568.13 ERBB4 9.09E-08 4.21719481
ENSG00000157554.18 ERG 0.03263779 0.37712066
ENSG00000226887.7 ERVMER34-1 0.00013751 0.36614936
ENSG00000175832.12 ETV4 0.01533292 0.10347607
ENSG00000174371.16 EXO1 0.00882199 0.42702508
ENSG00000130713.15 EXOSC2 0.00028429 0.50175796
ENSG00000077348.8 EXOSC5 2.71E-12 0.51870646
ENSG00000120699.12 EXOSC8 9.69E-06 0.53935754
ENSG00000106462.10 EZH2 4.09E-05 0.54738945
ENSG00000117525.13 F3 0.01519866 0.34600449
ENSG00000164687.10 FABP5 0.00109349 0.34274888
ENSG00000170231.15 FABP6 0.04930022 2.57249442
ENSG00000158234.12 FAIM 0.04559818 0.45070729
ENSG00000167106.11 FAM102A 0.02575447 2.19802309
ENSG00000169122.11 FAM110B 4.02E-06 0.31999758
ENSG00000184731.5 FAM110C 0.00349555 2.73021856
ENSG00000189057.10 FAM111B 0.04663065 0.38609668
ENSG00000197712.11 FAM114A1 0.00106212 2.23021159
ENSG00000170264.12 FAM161A 3.95E-07 0.41446533
ENSG00000047346.12 FAM214A 6.38E-05 2.03597519
ENSG00000005238.19 FAM214B 2.29E-07 3.95802882
ENSG00000204856.11 FAM216A 0.00016842 0.46626083
ENSG00000231528.2 FAM225A 0.03124401 0.39292691
ENSG00000197872.11 FAM49A 0.04055892 2.9988396

ENSG00000129195.15 FAMG4A 0.0093377 0.46475715
ENSG00000188610.12 FAM72B 0.00809412 0.53655001
ENSG00000105523.3 FAMS83E 0.00212098 8.66496434
ENSG00000187741.14 FANCA 0.03445098 0.56856551
ENSG00000178162.8 FAR2P2 0.02617579 8.78537567
ENSG00000026103.19 FAS 0.00326751 4.22975163
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ENSG00000105202.7 FBL 7.31E-05 0.52827336
ENSG00000132004.12 FBXW9 0.01590187 0.58517779
ENSG00000267673.6 FDX1L 1.57E-05 0.56514226
ENSG00000088340.15 FER1L4 0.00417898 6.2477983

ENSG00000073712.14 FERMT2 0.00021963 0.51472129
ENSG00000102302.7 FGD1 0.00192171 0.39495304
ENSG00000129682.13 FGF13 2.96E-08 2.93961791
ENSG00000077782.19 FGFR1 5.44E-05 0.56148311
ENSG00000066468.20 FGFR2 0 0.41754761
ENSG00000132436.11 FIGNL1 1.91E-05 0.48254626
ENSG00000168386.18 FILIP1L 3.45E-06 0.41241001
ENSG00000004478.7 FKBP4 0.0101771 0.58028093
ENSG00000181027.10 FKRP 0.00327561 0.45517092
ENSG00000161791.13 FMNL3 1.78E-09 0.44995328
ENSG00000131781.12 FMO5 8.01E-11 2.63124695
ENSG00000075426.11 FOSL2 1.28E-09 2.35670949
ENSG00000138759.17 FRAS1 0.00193651 2.09059563
ENSG00000151474.19 FRMD4A 0.00865388 0.44507937
ENSG00000105255.10 FSD1 3.24E-08 0.39893735
ENSG00000134363.11 FST 0.04672001 0.05554062
ENSG00000171124.12 FUT3 1.37E-06 5.72158014
ENSG00000104290.10 FZD3 0.00011774 0.58442093
ENSG00000128683.13 GAD1 6.17E-07 4.75965899
ENSG00000158089.14 GALNT14 0.0132611 0.5056479

ENSG00000136542.8 GALNTS 5.43E-06 11.4396951
ENSG00000117226.11 GBP3 0 5.11405139
ENSG00000130513.6 GDF15 0.02338857 10.4886698
ENSG00000092208.16 GEMIN2 9.18E-06 0.59626072
ENSG00000179409.10 GEMIN4 4.02E-05 0.53643548
ENSG00000137563.11 GGH 5.29E-08 0.44930624
ENSG00000101003.9 GINS1 3.98E-06 0.44851883
ENSG00000131153.8 GINS2 0.00069213 0.37199538
ENSG00000198814.12 GK 0.00120052 0.5026449

ENSG00000106415.12 GLCCI1 3.33E-16 2.20455302
ENSG00000186417.13 GLDN 6.73E-11 2.11938304
ENSG00000122694.15 GLIPR2 0.01496644 0.25349463
ENSG00000107249.21 GLIS3 0 6.74070513
ENSG00000174842.16 GLMN 9.94E-06 0.52089216
ENSG00000145451.12 GLRA3 0.00049687 10.9631017
ENSG00000173221.13 GLRX 1.52E-06 3.54558275
ENSG00000250903.8 GMDS-AS1 0 2.26456815
ENSG00000156049.6 GNA14 0.00774657 2.48529985
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ENSG00000203618.5 GP1BB 0.0031438 2.55737755
ENSG00000063660.8 GPC1 0.04993053 2.11431887
ENSG00000163328.13 GPR155 0.00379584 3.5886295

ENSG00000170075.8 GPR37L1 0.02553926 3.19417421
ENSG00000132522.15 GPS2 0.00166025 0.58669537
ENSG00000121957.12 GPSM2 0.00251563 0.56958552
ENSG00000164294.13 GPX8 0.0102896 4.84435119
ENSG00000164418.19 GRIK2 1.26E-12 5.54719342
ENSG00000163873.9 GRIK3 0.00344468 0.33615107
ENSG00000116032.5 GRIN3B 9.15E-05 2.55511478
ENSG00000105447.12 GRWD1 0.00291326 0.58406631
ENSG00000147697.8 GSDMC 0.00075857 6.80959262
ENSG00000148180.17 GSN 0.01225823 3.49119923
ENSG00000243955.5 GSTA1 4.98E-05 6.19070406
ENSG00000148834.12 GSTO1 7.68E-11 0.53406435
ENSG00000226259.10 GTF2H2B 0.01446575 0.55475874
ENSG00000178605.13 GTPBP6 0.00048379 0.57528212
ENSGR0000178605.13 GTPBP6 0.00048379 0.57528212
ENSG00000075218.18 GTSE1 0.02977863 0.45593018
ENSG00000152402.10 GUCY1A2 0.02168008 0.04375329
ENSG00000164116.16 GUCY1A3 7.17E-09 18.200537

ENSG00000061918.12 GUCY1B3 0.00027792 5.90040132
ENSG00000188486.3 H2AFX 0.00599522 0.49681371
ENSG00000164032.11 H2AFZ 0.01201998 0.56739881
ENSG00000188921.13 HACD4 0.00456517 2.1938791

ENSG00000140511.11 HAPLN3 0.01312047 3.84186154
ENSG00000152240.12 HAUS1 1.50E-07 0.55654031
ENSG00000249115.8 HAUS5 1.89E-15 0.58390321
ENSG00000213397.10 HAUS7 0.00022574 0.53723188
ENSG00000131351.14 HAUS8 0.00114161 0.51495664
ENSG00000163517.14 HDAC11 0.00685644 2.07837345
ENSG00000130589.16 HELZ2 1.09E-05 2.02780992
ENSG00000162639.15 HENMT1 0.00156392 0.4841066

ENSG00000138646.8 HERC5 0.00037936 0.48061915
ENSG00000069812.11 HES2 0.00081961 3.32496593
ENSG00000143512.12 HHIPL2 8.12E-05 2.84820877
ENSG00000181061.13 HIGD1A 5.07E-06 3.43885164
ENSG00000275221.1 HIST1IH2AK 0.01959728 0.52102743
ENSG00000218690.2 HIST1H2APS4 0.00761179 0.43106051
ENSG00000233822.4 HIST1IH2BN 0.01067681 0.57668392
ENSG00000274641.1 HIST1IH2BO 0.04618411 0.41702869
ENSG00000197409.7 HIST1IH3D 0.02616164 0.56651497
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ENSG00000278637.1 HIST1IH4A 3.13E-06 0.40620067
ENSG00000203812.2 HIST2H2AA3 0.00089747 0.50764168
ENSG00000272196.2 HIST2H2AA4 1.31E-06 0.40311594
ENSG00000184270.4 HIST2H2AB 3.30E-09 0.40310547
ENSG00000184260.5 HIST2H2AC 0.00015396 0.48828337
ENSG00000184678.9 HIST2H2BE 0.00032799 0.56612384
ENSG00000203814.6 HIST2H2BF 7.70E-05 0.37963704
ENSG00000203852.3 HIST2H3A 4.76E-06 0.29458539
ENSG00000203811.1 HIST2H3C 0.00382075 0.43751204
ENSG00000183598.3 HIST2H3D 9.45E-09 0.31069289
ENSG00000270882.2 HIST2H4A 1.31E-06 0.34957179
ENSG00000196890.4 HIST3H2BB 1.45E-13 0.33722693
ENSG00000206503.11 HLA-A 1.75E-10 2.28222375
ENSG00000234745.9 HLA-B 0 2.83128119
ENSG00000204525.15 HLA-C 7.31E-14 2.56327788
ENSG00000196126.10 HLA-DRB1 0.03811912 3.72119353
ENSG00000198502.5 HLA-DRB5 0.0172994 4.26353821
ENSG00000229391.7 HLA-DRB6 0.01444839 4.97082692
ENSG00000204642.13 HLA-F 0.02415486 2.42252003
ENSG00000243753.5 HLA-L 0.00066724 2.44289437
ENSG00000164104.11 HMGB2 9.43E-05 0.41715118
ENSG00000198830.10 HMGN2 0.00025314 0.55041435
ENSG00000234664.1 HMGN2P5 0.04097773 0.53446593
ENSG00000072571.19 HMMR 0.00545566 0.49635425
ENSG00000164749.11 HNF4G 0.00822306 2.83932125
ENSG00000214223.4 HNRNPA1P10 0.01050915 0.22302833
ENSG00000197451.10 HNRNPAB 5.34E-05 0.50413785
ENSG00000123364.4 HOXC13 3.65E-06 0.56687519
ENSG00000249641.2 HOXC13-AS 0.00030591 0.27455623
ENSG00000168453.14 HR 0.00279835 0.54678211
ENSG00000196639.6 HRH1 0.03042526 11.1196692
ENSG00000153976.2 HS3ST3A1 0.00083494 2.42347184
ENSG00000171004.17 HS6ST2 2.97E-05 0.59545529
ENSG00000072506.12 HSD17B10 4.56E-14 0.56097069
ENSG00000087076.8 HSD17B14 0.02367499 10.1747131
ENSG00000196684.12 HSH2D 0.00167788 14.6468484
ENSG00000133265.10 HSPBP1 2.70E-09 0.58662595
ENSG00000142798.17 HSPG2 0.00438121 2.04870582
ENSG00000114378.16 HYAL1 0.02491443 3.72613337
ENSG00000165949.12 IFI27 0.00255997 34.5089977
ENSG00000126709.14 IFI6 0.00192139 17.6220967
ENSG00000115267.5 IFIH1 0.01837939 2.04413284
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ENSG00000185745.9 IFIT1 0.00907567 26.4990457
ENSG00000215515.2 IFIT1P1 0.00255425 0.15150451
ENSG00000119922.8 IFIT2 0.00473014 8.21445423
ENSG00000211891.5 IGHE 0.00096959 26.283252

ENSG00000147255.18 IGSF1 0 4.40967001
ENSG00000188263.10 IL17REL 0.03779205 4.63240805
ENSG00000150782.11 IL18 0.04721387 2.10503151
ENSG00000162891.10 1L20 0.00272682 0.06903517
ENSG00000141401.11 IMPA2 3.31E-14 0.51783892
ENSG00000071243.15 ING3 0.00228499 0.58725303
ENSG00000168918.13 INPP5D 0.00475599 5.8113586

ENSG00000160051.11 1QCC 9.77E-07 0.5072266

ENSG00000184216.11 IRAK1 0.03522467 0.55015793
ENSG00000213928.8 IRF9 0.03480744 4.07578264
ENSG00000172183.14 1SG20 2.28E-05 2.60850205
ENSG00000164171.10 ITGA2 0.00036803 0.54342502
ENSG00000005961.17 ITGA2B 0.0289261 0.36341749
ENSG00000161638.10 ITGAS 0 3.73870226
ENSG00000151655.17 ITIH2 0.01730417 4.11506831
ENSG00000009765.14 IYD 2.22E-06 7.19412335
ENSG00000102221.13 JADE3 0.00013889 0.56558341
ENSG00000101384.11 JAG1 2.34E-11 3.3540757

ENSG00000152969.16 JAKMIP1 0.01724601 2.21809125
ENSG00000107104.18 KANK1 0.01453762 0.56491168
ENSG00000082482.13 KCNK2 1.40E-11 0.23502903
ENSG00000153885.14 KCTD15 0.00299122 0.54093547
ENSG00000102445.18 KIAAO226L 0.02124839 9.89636281
ENSG00000050030.13 KIAA2022 0.01979944 2.24050583
ENSG00000163808.16 KIF15 8.46E-05 0.42667613
ENSG00000142945.12 KIF2C 0.00075612 0.44062895
ENSG00000136826.14 KLF4 8.07E-05 3.59040136
ENSG00000119138.4 KLF9 4.83E-09 2.6749624

ENSG00000179023.8 KLHDC7A 3.74E-05 6.08831681
ENSG00000102271.13 KLHL4 0.00385085 3.88013138
ENSG00000167757.13 KLK11 0.00287412 7.82352252
ENSG00000186474.15 KLK12 0.00153855 8.86072627
ENSG00000167754.12 KLK5 0.03546677 18.9756664
ENSG00000169035.11 KLK7 0.0116281 26.1476504
ENSG00000129455.15 KLK8 0.01423444 4.78189855
ENSG00000171798.17 KNDC1 6.24E-05 3.03704988
ENSG00000182481.8 KPNA2 0.00912921 0.5584369

ENSG00000183762.12 KREMEN1 0.00041474 2.08344161
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ENSG00000186832.8 KRT16 0.0061207 2.77509116
ENSG00000128422.15 KRT17 0.00537214 11.9890022
ENSG00000205426.10 KRT81 0.00014758 5.39147235
ENSG00000115919.14 KYNU 8.70E-14 0.35994304
ENSG00000196878.12 LAMB3 0.00132708 3.31784913
ENSG00000058085.14 LAMC2 2.31E-07 5.4700075

ENSG00000148346.11 LCN2 0.01884063 7.53599934
ENSG00000131981.15 LGALS3 0.00019447 2.70412303
ENSG00000108679.12 LGALS3BP 4.07E-06 4.13568259
ENSG00000105486.13 LIG1 0.0004009 0.48436208
ENSG00000224511.1 LINCO0365 0.00194424 0.13817237
ENSG00000185168.5 LINC00482 0.01073187 7.63572745
ENSG00000251191.7 LINCO0589 0.04479293 7.8709946

ENSG00000233058.1 LINCO0884 0.0017228 5.63613661
ENSG00000235314.1 LINCO0957 0.00378709 2.13353465
ENSG00000250337.5 LINC01021 0.01346826 7.98018907
ENSG00000224559.2 LINC01087 4.68E-12 3.09194327
ENSG00000248771.5 LINC01207 0.00063175 16.7235177
ENSG00000132832.9 LINC01260 0.01674652 8.09929324
ENSG00000204792.2 LINC01291 0.00095512 11.8659812
ENSG00000227953.6 LINCO1341 0.02982812 3.65245622
ENSG00000163898.9 LIPH 3.86E-08 3.60550647
ENSG00000115318.11 LOXL3 3.44E-08 0.1525196

ENSG00000087253.11 LPCAT2 9.68E-07 0.37250669
ENSG00000123384.13 LRP1 0.00027134 3.09062881
ENSG00000165501.16 LRR1 0.00067897 0.4963456

ENSG00000271013.1 LRRC37A9P 0.00704571 0.26398021
ENSG00000131409.12 LRRC4B 0.01600433 5.16774655
ENSG00000181350.11 LRRC75A 0.00070173 0.42562667
ENSG00000162620.15 LRRIQ3 0.01474634 0.23746428
ENSG00000119681.11 LTBP2 5.19E-06 2.03585766
ENSG00000145220.13 LYAR 0.00162479 0.46418393
ENSG00000143669.13 LYST 0 2.18990971
ENSG00000164109.13 MAD2L1 0.02306809 0.52804088
ENSG00000116670.14 MAD2L2 1.49E-14 0.58350836
ENSG00000178573.6 MAF 2.35E-07 4.95903051
ENSG00000176746.6 MAGEB6 0.00573994 4.94681425
ENSG00000046774.9 MAGEC2 0.00018532 10.2844632
ENSG00000179222.17 MAGED1 0.0001117 2.11289637
ENSG00000251562.7 MALAT1 0.00013865 2.53548226
ENSG00000189221.9 MAOA 5.32E-07 3.78712334
ENSG00000131711.14 MAP1B 0.00085662 2.11784063

104




ENSG00000107968.9 MAP3K8 0.01211415 2.24186465
ENSG00000129680.15 MAP7D3 4.94E-05 0.55002151
ENSG00000185386.14 MAPK11 0.00137867 2.38832718
ENSG00000151224.12 MAT1A 0.03835044 5.34744715
ENSG00000071655.17 MBD3 4.33E-05 0.52793525
ENSG00000104738.16 MCM4 0.00016462 0.39889719
ENSG00000100297.15 MCM5 1.24E-06 0.41253552
ENSG00000166508.17 MCM7 8.53E-05 0.37710248
ENSG00000055732.12 MCOLN3 5.92E-05 0.35146531
ENSG00000111554.14 MDM1 1.71E-08 0.53599729
ENSG00000143995.19 MEIS1 3.78E-13 2.24764373
ENSG00000037897.16 METTL1 1.95E-08 0.38767647
ENSG00000214756.7 METTL12 1.28E-10 0.53560953
ENSG00000123600.18 METTL8 1.26E-06 0.57795865
ENSG00000135596.17 MICAL1 0.00040827 2.97611776
ENSG00000215417.10 MIR17HG 4.39E-07 0.36177458
ENSG00000247095.2 MIR210HG 0.0004954 2.47166364
ENSG00000115648.13 MLPH 0.00076401 2.12325059
ENSG00000132763.14 MMACHC 7.47E-09 0.46081907
ENSG00000108960.7 MMD 6.34E-09 0.31319029
ENSG00000142606.15 MMEL1 0.00055958 3.20640507
ENSG00000156103.15 MMP16 1.56E-05 0.07642307
ENSG00000121211.7 MND1 5.43E-08 0.36851071
ENSG00000138587.5 MNS1 0.01263375 0.37583546
ENSG00000135698.9 MPHOSPH6 0.00042253 0.55473639
ENSG00000108852.14 MPP2 0.0324725 0.57413313
ENSG00000066382.16 MPPED2 0.0009225 2.81789825
ENSG00000149573.8 MPZL2 1.44E-15 2.19540367
ENSG00000153029.14 MR1 0.0077762 2.86221727
ENSG00000137547.8 MRPL15 0 0.53218628
ENSG00000111639.7 MRPL51 0 0.5618677

ENSG00000053372.4 MRTO4 3.55E-07 0.45825366
ENSG00000125148.6 MT2A 0.00016736 0.37740716
ENSG00000099810.18 MTAP 0.04799337 2.31514533
ENSG00000172167.7 MTBP 2.09E-06 0.58244494
ENSG00000156469.8 MTERF3 1.85E-09 0.54830164
ENSG00000100714.15 MTHFD1 4.06E-14 0.42499189
ENSG00000180354.15 MTURN 0 2.0515966

ENSG00000185499.16 MUC1 3.71E-05 5.75253211
ENSG00000181143.15 MUC16 1.39E-05 3.18012864
ENSG00000176945.16 MUC20 0.00058312 5.08991755
ENSG00000224769.1 MUC20P1 0.00221274 3.89514658

105




ENSG00000215182.8 MUCS5AC 0 3993.42339
ENSG00000117983.17 MUC5B 0 8.69097242
ENSG00000110921.11 MVK 6.08E-08 0.49642716
ENSG00000013364.18 MVP 3.18E-05 6.89378651
ENSG00000059728.10 MXD1 0.01896043 2.1880828

ENSG00000213347.10 MXD3 0.00794494 0.55069188
ENSG00000101057.15 MYBL2 2.86E-06 0.34836284
ENSG00000136997.15 MYC 5.49E-12 0.40973013
ENSG00000132780.16 NASP 0.02063049 0.52351363
ENSG00000274180.1 NATD1 0.02158226 3.12409225
ENSG00000109805.9 NCAPG 0.00131586 0.38713356
ENSG00000146918.19 NCAPG2 0.00092378 0.50245281
ENSG00000025770.18 NCAPH2 7.17E-06 0.54347294
ENSG00000080986.12 NDC80 0.00016987 0.43755744
ENSG00000103034.14 NDRG4 0.01484494 5.74939996
ENSG00000213619.9 NDUFS3 3.01E-10 0.59293597
ENSG00000245532.5 NEAT1 4.53E-05 4.35791772
ENSG00000109674.3 NEIL3 0.00071218 0.43627877
ENSG00000117650.12 NEK2 0.00022433 0.48489417
ENSG00000171208.9 NETO2 1.21E-06 0.34901167
ENSG00000165030.3 NFIL3 0.00671651 2.41758172
ENSG00000145912.8 NHP2 3.30E-11 0.59788033
ENSG00000204131.8 NHSL2 0.01580171 6.10127373
ENSG00000084628.9 NKAIN1 8.66E-08 0.22596288
ENSG00000239672.7 NME1 2.36E-09 0.5047971

ENSG00000109255.11 NMU 0.01556681 0.26398217
ENSG00000173145.11 NOC3L 0.00133716 0.58550486
ENSG00000166197.16 NOLC1 1.45E-14 0.5567306

ENSG00000048162.19 NOP16 1.00E-11 0.51175945
ENSG00000111641.10 NOP2 9.52E-09 0.58867796
ENSG00000101361.14 NOP56 2.32E-05 0.50368091
ENSG00000198929.12 NOS1AP 0.00120693 2.34973503
ENSG00000163072.14 NOSTRIN 5.20E-09 9.80312924
ENSG00000170485.16 NPAS2 0 4.18752258
ENSG00000015520.14 NPC1L1 0.00571183 3.76132224
ENSG00000107833.10 NPM3 0.00031987 0.58623048
ENSG00000184162.14 NR2C2AP 1.09E-07 0.43344166
ENSG00000119508.17 NR4A3 0.00204827 5.15439175
ENSG00000116833.13 NR5A2 0.0011226 0.42127482
ENSG00000225950.7 NTF4 0.00066594 4.33220195
ENSG00000074527.11 NTN4 0.0241774 5.4165294

ENSG00000101188.4 NTSR1 0.03935973 2.58148477
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ENSG00000070081.15 NUCB2 5.25E-07 2.74963691
ENSG00000106268.15 NUDT1 1.90E-10 0.44633008
ENSG00000111581.9 NUP107 6.98E-08 0.56216797
ENSG00000113569.15 NUP155 4.67E-05 0.59933375
ENSG00000030066.13 NUP160 3.84E-05 0.51851323
ENSG00000234685.1 NUS1P2 0.04944297 0.39887203
ENSG00000205978.5 NYNRIN 0.00013096 2.95214553
ENSG00000089127.12 OAS1 1.51E-06 16.1208549
ENSG00000111335.12 OAS2 0.00539301 14.8738759
ENSG00000135114.12 OASL 0.00571671 2.37775506
ENSG00000125741.4 OPA3 1.75E-10 0.56141703
ENSG00000085840.12 ORC1 0.00016253 0.37392655
ENSG00000091651.8 ORC6 0.00029191 0.41723563
ENSG00000079156.16 OSBPL6 0.01108493 0.47258658
ENSG00000083720.12 OXCT1 0.00015678 0.4852872

ENSG00000187848.12 P2RX2 0.04489785 3.72727988
ENSG00000122884.12 P4HAL 0 2.05390827
ENSG00000072682.18 P4HA2 5.58E-09 2.27549371
ENSG00000187867.8 PALM3 0.00417641 3.80724733
ENSG00000169116.11 PARM1 1.41E-05 4.92182305
ENSG00000178685.13 PARP10 0.00723816 3.20217351
ENSG00000173193.13 PARP14 1.74E-09 2.56521007
ENSG00000185480.11 PARPBP 0.03862099 0.58666335
ENSG00000214106.7 PAXIP1-AS2 0.02573826 2.07852456
ENSG00000168078.9 PBK 0.01009947 0.41989145
ENSG00000173599.13 PC 2.85E-06 0.53856117
ENSG00000120328.6 PCDHB12 0.02198304 2.43977086
ENSG00000113248.5 PCDHB15 0.00124642 2.22585514
ENSG00000255622.3 PCDHB17P 0.01783153 3.31672762
ENSG00000132646.10 PCNA 0.04620934 0.49160245
ENSG00000163710.7 PCOLCE2 4.81E-08 0.11066605
ENSG00000102109.8 PCSK1IN 4.44E-16 2.06801936
ENSG00000105185.11 PDCD5 2.24E-07 0.53712926
ENSG00000105650.21 PDE4C 0.01805695 3.03748127
ENSG00000258429.1 PDF 0.01403572 0.48601641
ENSG00000004799.7 PDK4 0 4.4375494

ENSG00000148459.15 PDSS1 0.00297742 0.46057702
ENSG00000178921.13 PFAS 0.04046158 0.57951697
ENSG00000114268.11 PFKFB4 0.04590846 2.18639989
ENSG00000247077.6 PGAMS5 0.00062828 0.59534186
ENSG00000177614.9 PGBD5 0.04912535 0.50407964
ENSG00000167085.11 PHB 1.44E-08 0.59733475
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ENSG00000119403.13 PHF19 0.00014432 0.46488417
ENSG00000092621.11 PHGDH 0.00400347 0.2626754
ENSG00000174307.6 PHLDA3 0.02562383 2.27971513
ENSG00000277161.1 PIGW 1.78E-05 0.43612642
ENSG00000117461.14 PIK3R3 0.00289248 2.25905521
ENSG00000141506.13 PIK3R5 0.00033661 2.79951137
ENSG00000254093.8 PINX1 0.00602152 0.52841815
ENSG00000205038.11 PKHD1L1 6.68E-05 4.14191464
ENSG00000127564.16 PKMYT1 0.00338626 0.45838839
ENSG00000160447.6 PKN3 8.97E-12 0.3688104
ENSG00000081277.11 PKP1 0.00073347 0.41416372
ENSG00000168907.13 PLA2GA4F 2.87E-06 3.59457558
ENSG00000104368.17 PLAT 8.62E-08 123.738606
ENSG00000187091.13 PLCD1 0.03822519 2.54518854
ENSG00000075651.15 PLD1 4.24E-06 2.25154344
ENSG00000023902.13 PLEKHO1 0.000698 0.34521543
ENSG00000166819.11 PLIN1 0.00094824 9.29263618
ENSG00000102934.9 PLLP 0.01571824 2.06182759
ENSG00000276840.1 PMS2P10 0.02382471 0.20175075
ENSG00000130822.15 PNCK 0.02125117 7.4517011
ENSG00000130653.15 PNPLA7 9.97E-08 2.35595155
ENSG00000146278.10 PNRC1 1.89E-12 2.36899519
ENSG00000164087.7 POC1A 0.00084121 0.4554581
ENSG00000101868.10 POLA1 0.04007112 0.56297634
ENSG00000014138.8 POLA2 1.13E-05 0.48550933
ENSG00000062822.12 POLD1 4.68E-07 0.48924084
ENSG00000106628.10 POLD2 4.52E-07 0.56730325
ENSG00000177084.16 POLE 2.44E-05 0.44302039
ENSG00000100479.12 POLE2 6.03E-05 0.45518368
ENSG00000144647.5 POMGNT2 0.00058224 0.55705548
ENSG00000222038.3 POTEJ 0.01876055 11.7659594
ENSG00000204434.5 POTEKP 1.18E-10 3.27277402
ENSG00000218416.4 PP14571 0.00115953 12.1273697
ENSG00000130810.19 PPAN 2.61E-06 0.56198647
ENSG00000109819.8 PPARGC1A 2.53E-05 3.49849504
ENSG00000139220.16 PPFIA2 1.61E-08 14.2409771
ENSG00000150722.10 PPP1R1C 0.00278071 2.58471188
ENSG00000219607.3 PPP1R3G 0.00410971 7.68136925
ENSG00000141391.13 PRELID3A 0.00759199 0.417472
ENSG00000198056.13 PRIM1 2.08E-07 0.43897796
ENSG00000198890.7 PRMT6 2.28E-05 0.59468296
ENSG00000100033.16 PRODH 3.94E-08 3.50083119
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ENSG00000169618.6 PROKR1 0.00846979 0.17408017
ENSG00000155066.15 PROM2 0.00497471 2.68909908
ENSG00000136875.12 PRPF4 0.00042705 0.5920764

ENSG00000068489.12 PRR11 0.04670163 0.45360496
ENSG00000005001.9 PRSS22 1.72E-08 2.64079919
ENSG00000052344.15 PRSS8 2.40E-10 2.48032386
ENSG00000178597.5 PSAPL1 0.03695653 15.4233567
ENSG00000146005.3 PSD2 0.00882405 3.95100161
ENSG00000156011.16 PSD3 0.00304637 2.48507435
ENSG00000165916.8 PSMC3 2.51E-05 0.56407612
ENSG00000131470.14 PSMC3IP 0.00013161 0.51207982
ENSG00000183527.11 PSMG1 7.19E-12 0.42471498
ENSG00000146733.13 PSPH 0.00369015 0.50165616
ENSG00000134222.16 PSRC1 1.18E-08 0.48246868
ENSG00000050628.20 PTGER3 0.00830343 0.47359836
ENSG00000112245.9 PTP4A1 2.20E-11 2.21898382
ENSG00000080031.9 PTPRH 0.00690821 10.1085279
ENSG00000155093.17 PTPRN2 1.40E-06 12.8117116
ENSG00000164611.12 PTTG1 0.03573379 0.51850197
ENSG00000177192.13 PUS1 1.75E-05 0.49978669
ENSG00000091127.13 PUS7 2.26E-05 0.5267525

ENSG00000241945.7 PWP2 0.01275224 0.42225758
ENSG00000176894.9 PXMP2 3.47E-05 0.54187135
ENSG00000255857.5 PXN-AS1 0.02356221 0.56799178
ENSG00000171016.11 PYGO1 0.00524606 0.36576135
ENSG00000213339.8 QTRT1 4.45E-08 0.49863646
ENSG00000104679.10 R3HCC1 0.00027618 0.5939054

ENSG00000135631.15 RAB11FIP5 0.00029355 2.9643249

ENSG00000105649.9 RAB3A 0.00046769 2.74811023
ENSG00000172780.16 RAB43 3.87E-09 2.24592931
ENSG00000232400.1 RAD17P1 0.00028417 3.17069116
ENSG00000111247.14 RAD51AP1 0.00102327 0.51183839
ENSG00000108384.14 RAD51C 1.34E-05 0.51177835
ENSG00000197275.12 RAD54B 0.00091233 0.51710966
ENSG00000039560.13 RAI14 0.0171571 0.4537621

ENSG00000111344.11 RASAL1 9.70E-06 3.62402051
ENSG00000101773.16 RBBP8 1.71E-05 0.37983062
ENSG00000089050.14 RBBP9 4.22E-05 0.57764643
ENSG00000080839.11 RBL1 1.47E-05 0.39645326
ENSG00000106344.8 RBM28 0.00638176 0.57126562
ENSG00000177483.11 RBM44 0.0331665 5.39399466
ENSG00000180198.15 RCC1 4.76E-12 0.54486498
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ENSG00000100918.12 REC8 0.02602019 2.72281077
ENSG00000160957.12 RECQL4 0.00061945 0.39496643
ENSG00000049541.10 RFC2 3.88E-06 0.47704069
ENSG00000133119.12 RFC3 5.44E-05 0.4441003

ENSG00000091844.7 RGS17 0.00113617 2.30547675
ENSG00000132554.19 RGS22 0 12.8084386
ENSG00000138835.22 RGS3 0.01484429 0.59867858
ENSG00000171792.10 RHNO1 0.00211914 0.5933267

ENSG00000104140.6 RHOV 0 2.07068969
ENSG00000104889.4 RNASEH2A 0.00013869 0.44202674
ENSG00000026297.15 RNASET2 3.43E-06 2.27888325
ENSG00000145860.11 RNF145 9.25E-05 0.26642742
ENSG00000176641.10 RNF152 0.00398132 0.41282178
ENSG00000165188.13 RNF183 0.00304895 5.80983875
ENSG00000204618.8 RNF39 0.00646062 2.22433182
ENSG00000135119.14 RNFT2 0.00397694 0.56521693
ENSG00000207422.1 RNU6-813P 0.01691025 8.63568332
ENSG00000143365.16 RORC 1.77E-12 5.62061298
ENSG00000248751.6 RP1-130H16.18 0.00117769 4.5144424

ENSG00000251095.6 RP11-115D19.1 0 8.87044386
ENSG00000232445.1 RP11-132A1.4 0.00025516 0.37174705
ENSG00000273328.5 RP11-141M3.6 0.02297022 7.18529869
ENSG00000276672.1 RP11-142E9.1 1.67E-07 0.4740008

ENSG00000260566.2 RP11-20G6.3 0.00038825 0.43864922
ENSG00000111788.10 RP11-22B23.1 7.55E-09 0.39351783
ENSG00000255036.6 RP11-23)9.4 0.00067888 2.26582048
ENSG00000250899.3 RP11-253E3.3 6.38E-06 0.36823333
ENSG00000233836.7 RP11-255H23.2 0 2.45267304
ENSG00000272405.1 RP11-284F21.10 4.64E-13 3.76194682
ENSG00000229953.1 RP11-284F21.7 0.00201094 3.91949804
ENSG00000272068.1 RP11-284F21.9 1.05E-11 3.89734224
ENSG00000261061.1 RP11-303E16.2 2.70E-07 0.39204032
ENSG00000273301.1 RP11-314B1.2 0.00777209 4.4705457

ENSG00000270426.1 RP11-326111.5 0.02176837 3.69093121
ENSG00000253878.5 RP11-347C18.3 0.00203333 2.82954944
ENSG00000260912.1 RP11-363E7.4 2.57E-12 3.14986193
ENSG00000260337.3 RP11-386M24.6 0.00106093 4.9242768

ENSG00000181097.5 RP11-429)17.2 0.01829041 3.15476734
ENSG00000273588.1 RP11-433A19.2 0 3.8722128

ENSG00000254692.1 RP11-468E2.1 0.01386141 1529.31033
ENSG00000243155.1 RP11-46A10.5 0.00192097 2.28733943
ENSG00000225339.3 RP11-513115.6 0.00228518 2.67262133
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ENSG00000267702.1 RP11-53B2.2 0.03287405 0.31543281
ENSG00000223478.1 RP11-545E17.3 0.00991242 0.56128934
ENSG00000215244.2 RP11-563J2.2 0.00420462 2.63964543
ENSG00000212743.2 RP11-563J2.3 0.01259426 2.65863067
ENSG00000279348.1 RP11-566E18.1 0.00399059 0.51425584
ENSG00000272916.5 RP11-574K11.31 1.56E-07 0.39231086
ENSG00000257803.2 RP11-575G13.2 0.04752593 0.40545682
ENSG00000260244.1 RP11-588K22.2 0.00032628 16.0781389
ENSG00000260586.1 RP11-592N21.2 4.90E-06 4.08613431
ENSG00000248429.5 RP11-597D13.9 0.03526268 3.74515695
ENSG00000253882.6 RP11-61L23.2 0.00550455 3.38037881
ENSG00000259781.1 RP11-673C5.1 0.0038966 0.43483523
ENSG00000251081.1 RP11-713M6.2 0.00252321 16.0675646
ENSG00000254140.1 RP11-731F5.1 0.01820402 23.3724705
ENSG00000251129.1 RP11-734118.1 1.68E-05 2.21459211
ENSG00000255471.1 RP11-736K20.5 0.03402201 2.33940341
ENSG00000260276.2 RP11-77H9.2 3.10E-09 3.04595454
ENSG00000272189.1 RP3-325F22.5 6.18E-05 0.44620892
ENSG00000274173.1 RP4-568C11.4 8.87E-05 3.01466574
ENSG00000276223.1 RP4-781B1.5 0.01046234 0.20394503
ENSG00000266680.1 RP5-1148A21.3 7.32E-05 4.13879965
ENSG00000259768.5 RP5-991G20.1 1.51E-08 0.44712495
ENSG00000105193.8 RPS16 0.01146735 0.59965498
ENSG00000185088.13 RPS27L 0.03675296 2.52581761
ENSG00000071242.11 RPS6KA2 0.00012128 3.27082403
ENSG00000025039.14 RRAGD 0.00035903 2.98473059
ENSG00000167325.14 RRM1 0.00014473 0.57686143
ENSG00000160214.12 RRP1 1.24E-07 0.53375435
ENSG00000067533.5 RRP15 8.83E-07 0.52255368
ENSG00000182010.10 RTKN2 0.02351757 0.4174298

ENSG00000175792.11 RUVBL1 8.47E-06 0.53558426
ENSG00000188643.10 S100A16 0.0014736 3.27962165
ENSG00000163993.6 S100P 0.00379855 5.35102183
ENSG00000166788.9 SAAL1 0.02669689 0.53350092
ENSG00000229558.2 SACS-AS1 0.0148426 21.0587877
ENSG00000205413.7 SAMDS 2.11E-15 16.9211205
ENSG00000186193.8 SAPCD2 0.00369078 0.54285351
ENSG00000156876.9 SASS6 0.00201521 0.51059546
ENSG00000130066.16 SAT1 0 3.86842551
ENSG00000102098.17 SCML2 1.73E-06 0.47217338
ENSG00000111319.12 SCNN1A 7.78E-05 2.50338524
ENSG00000146197.8 SCUBE3 0.00185775 2.51101105
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ENSG00000115884.10 SDC1 0.00565635 2.24306226
ENSG00000125775.14 SDCBP2 0.0326358 2.61375521
ENSG00000170786.12 SDR16C5 5.55E-05 3.63797922
ENSG00000103184.11 SEC14L5 0.00285189 7.09797662
ENSG00000085415.15 SEH1L 9.75E-05 0.56799055
ENSG00000188404.8 SELL 0.04987511 3.27698391
ENSG00000205572.9 SERF1B 0.04989284 0.59618836
ENSG00000197249.12 SERPINA1 0.00087815 3.84351312
ENSG00000082497.11 SERTAD4 0.00054507 0.49403873
ENSG00000080546.13 SESN1 1.45E-14 2.08792975
ENSG00000149212.11 SESN3 9.69E-06 2.40148972
ENSG00000103037.11 SETD6 1.13E-09 0.45575559
ENSG00000174938.14 SEZ6L2 0.03061495 2.25829061
ENSG00000107819.13 SFXN3 0.02591813 2.03788282
ENSG00000107957.16 SH3PXD2A 0.00011411 4.31247394
ENSG00000156463.17 SH3RF2 0.00183182 2.51971897
ENSG00000125089.16 SH3TC1 4.00E-05 2.51629022
ENSG00000185634.11 SHC4 0.03289608 2.2251952

ENSG00000171241.8 SHCBP1 0.00393881 0.4193533

ENSG00000180730.4 SHISA2 0.01327478 0.12399812
ENSG00000154839.9 SKA1 3.38E-09 0.36252572
ENSG00000182628.12 SKA2 4.97E-07 0.50335514
ENSG00000180592.16 SKIDA1 3.30E-08 0.26569237
ENSG00000145604.15 SKP2 0.01701246 0.45051514
ENSG00000140199.11 SLC12A6 5.36E-10 2.32419864
ENSG00000113504.20 SLC12A7 4.52E-05 4.06586061
ENSG00000155380.11 SLC16A1 3.55E-10 0.19372074
ENSG00000119899.12 SLC17A5 3.09E-14 2.67002454
ENSG00000101194.17 SLC17A9 0.03259759 5.61575747
ENSG00000106688.11 SLC1A1 0.00035625 4.45059628
ENSG00000115902.10 SLC1A4 0.00370618 0.57010617
ENSG00000004864.13 SLC25A13 0.02592773 0.5395881

ENSG00000125454.11 SLC25A19 7.23E-07 0.4345311

ENSG00000171612.6 SLC25A33 0.01500298 0.53330745
ENSG00000130304.16 SLC27A1 0.00039043 2.08188065
ENSG00000197496.5 SLC2A10 0.00032329 3.03019949
ENSG00000146411.5 SLC2A12 0.04237444 3.35707167
ENSG00000180773.14 SLC36A4 0.01206093 0.47788943
ENSG00000204385.10 SLC44A4 0.00830311 7.52773294
ENSG00000139514.12 SLC7A1 0.00268846 0.58772622
ENSG00000180251.4 SLCOA4 3.98E-06 3.71784866
ENSG00000120693.13 SMADS 0 2.6318672
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ENSG00000136824.18 SMC2 0.00054347 0.46018635
ENSG00000178947.8 SMIM10L2A 0.00018921 4.0874535

ENSG00000267795.5 SMIM22 0.00017812 7.74151442
ENSG00000240204.2 SMKR1 0.03145118 0.42532048
ENSG00000143499.13 SMYD2 0.00981042 0.54481173
ENSG00000164975.15 SNAPC3 0.00200487 2.12756366
ENSG00000162804.13 SNED1 1.10E-08 2.33212205
ENSG00000221716.1 SNORA11 0.00705456 3.32308795
ENSG00000221475.1 SNORA11D 5.62E-05 5.89635693
ENSG00000222370.1 SNORA36B 0.00504844 2.69393524
ENSG00000208308.1 SNORA40 0.04620136 2.11369732
ENSG00000207523.1 SNORA66 0.02502041 2.5412894

ENSG00000273587.1 SNORA78 0.0156753 2.07687412
ENSG00000167088.10 SNRPD1 2.29E-09 0.58672966
ENSG00000139343.10 SNRPF 1.65E-09 0.59803859
ENSG00000184557.4 SOCS3 0.00593605 0.41186416
ENSG00000186212.3 SOWAHB 0.00120967 2.03939796
ENSG00000067066.16 SP100 0.00078204 2.89759371
ENSG00000135899.16 SP110 0.00073105 2.51650636
ENSG00000061656.9 SPAG4 0.03168991 3.84690931
ENSG00000163071.10 SPATA18 0.00243201 2.88571817
ENSG00000161888.11 SPC24 0.03513744 0.46415213
ENSG00000152253.8 SPC25 0.01473429 0.38732424
ENSG00000040275.16 SPDL1 0.00158867 0.53876954
ENSG00000186767.5 SPIN4 0.00626911 0.54133047
ENSG00000166145.14 SPINT1 7.05E-06 2.42734513
ENSG00000183018.8 SPNS2 0.00244958 6.93634281
ENSG00000152377.13 SPOCK1 5.81E-10 6.63374085
ENSG00000137877.9 SPTBN5 0.0107204 4.15775585
ENSG00000172296.12 SPTLC3 0.00157414 4.32330788
ENSG00000075142.13 SRI 0.00012982 0.56777237
ENSG00000116649.9 SRM 0.04866747 0.5860481

ENSG00000161547.14 SRSF2 0.00789395 0.57464009
ENSG00000149136.8 SSRP1 4.38E-06 0.53389028
ENSG00000117155.16 SSX21P 0.02360596 0.55594878
ENSG00000070526.14 ST6GALNAC1 0.00070986 14.590865

ENSG00000166888.10 STAT6 0.00038313 2.4311874

ENSG00000117632.20 STMN1 1.31E-06 0.44798327
ENSG00000173320.9 STOX2 0 2.4278691

ENSG00000255145.2 STX17-AS1 0.00217553 3.16369406
ENSG00000148291.9 SURF2 0.02192882 0.52339186
ENSG00000147642.16 SYBU 0.00177745 2.93706951
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ENSG00000153157.12 SYCP2L 0.0391315 2.21702388
ENSG00000182253.14 SYNM 0.01150858 0.5222052

ENSG00000110975.8 SYT10 2.00E-06 2.40379927
ENSG00000019505.7 SYT13 1.96E-07 5.20743605
ENSG00000184292.6 TACSTD2 0.01154319 2.46832231
ENSG00000141384.11 TAF4B 1.06E-08 0.52425167
ENSG00000149591.16 TAGLN 0.02192394 2.27633047
ENSG00000204219.9 TCEA3 0.00150973 3.10823679
ENSG00000197905.8 TEAD4 4.78E-08 0.48744657
ENSG00000164362.18 TERT 0.00106123 0.16886064
ENSG00000151287.16 TEX30 4.88E-11 0.45233926
ENSG00000112561.17 TFEB 4.85E-13 3.73845441
ENSG00000160182.2 TFF1 0.00145899 2.42286499
ENSG00000160181.8 TFF2 0.00576497 3.17455134
ENSG00000163235.15 TGFA 5.60E-12 2.17466297
ENSG00000137801.10 THBS1 0.01093736 0.56532042
ENSG00000185875.12 THNSL1 0.00094583 0.47344378
ENSG00000079134.11 THOC1 0.00069726 0.58049905
ENSG00000172009.14 THOP1 4.51E-10 0.53616823
ENSG00000187720.14 THSD4 2.60E-09 2.06159513
ENSG00000111602.11 TIMELESS 1.65E-06 0.41513823
ENSG00000134809.8 TIMM10 3.33E-16 0.54111493
ENSG00000177370.4 TIMM22 0.02231219 0.56956066
ENSG00000126953.5 TIMMB8A 0.00064755 0.52467294
ENSG00000102265.11 TIMP1 1.78E-10 2.92911586
ENSG00000135926.12 TMBIM1 0.00188485 3.96490932
ENSG00000167608.11 TMC4 2.17E-05 3.91837138
ENSG00000185332.6 TMEM105 0.00101098 2.4350942

ENSG00000011638.10 TMEM159 0.00154778 2.03694081
ENSG00000188807.12 TMEM201 0.00400917 0.52281846
ENSG00000281991.1 TMEM265 0.00164501 4.32130656
ENSG00000175606.10 TMEM70 0 0.56657714
ENSG00000137103.16 TMEMS8B 2.13E-10 4.45222243
ENSG00000109084.13 TMEM97 3.86E-05 0.50633469
ENSG00000120802.13 TMPO 0.00511157 0.49793709
ENSG00000187045.16 TMPRSS6 0.00499371 13.4983176
ENSG00000173535.13 TNFRSF10C 0.00020579 4.65529062
ENSG00000186891.13 TNFRSF18 0.02769193 3.79477971
ENSG00000121858.10 TNFSF10 0.01014162 4.34223171
ENSG00000154310.16 TNIK 7.27E-06 2.44425218
ENSG00000136205.16 TNS3 0 0.55132646
ENSG00000168477.17 TNXB 0.00395235 6.04565331
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ENSG00000175662.17 TOM1L2 0.00057316 2.147213
ENSG00000130204.12 TOMM40 0.00095771 0.54253024
ENSG00000160949.16 TONSL 2.16E-05 0.52950212
ENSG00000131747.14 TOP2A 0.00086391 0.47448294
ENSG00000164938.13 TP53INP1 0.00020035 3.32088713
ENSG00000183763.8 TRAIP 9.34E-08 0.45077567
ENSG00000182606.14 TRAK1 8.68E-05 2.07547174
ENSG00000168016.13 TRANK1 0.03730505 2.28440559
ENSG00000071575.11 TRIB2 3.13E-11 3.7995168
ENSG00000137699.16 TRIM29 1.04E-05 8.34739229
ENSG00000258659.6 TRIM34 4.69E-07 2.80863707
ENSG00000112343.10 TRIM38 1.86E-05 2.32186711
ENSG00000134253.9 TRIMA45 0.03025433 0.37393945
ENSG00000132256.18 TRIM5 0 3.16544993
ENSG00000147573.16 TRIMS55 0.01424003 9.94605946
ENSG00000206557.5 TRIM71 0.00142548 0.40990664
ENSG00000071539.13 TRIP13 0.00010742 0.35943263
ENSG00000089195.14 TRMT6 0.0003988 0.53141039
ENSG00000135451.12 TROAP 0.00019691 0.43994196
ENSG00000117472.9 TSPAN1 3.48E-06 7.7155404
ENSG00000155158.20 TTC39B 0.04376962 2.38020271
ENSG00000116830.11 TTF2 5.41E-11 0.47072897
ENSG00000100304.12 TTLL12 0.03232934 0.57420293
ENSG00000155657.24 TTN 0.00048046 45.5460776
ENSG00000124120.10 TTPAL 3.49E-12 0.59184656
ENSG00000167552.13 TUBA1A 0.00034018 0.50950188
ENSG00000123416.15 TUBA1B 1.55E-05 0.41501036
ENSG00000175063.16 UBE2C 0.00014582 0.45162063
ENSG00000156587.15 UBE2L6 0.02491267 2.32255608
ENSG00000077152.9 UBE2T 0.00302197 0.54456496
ENSG00000122042.9 UBL3 0.00197587 0.53867028
ENSG00000143179.12 UCK2 5.58E-07 0.5619123
ENSG00000244474.5 UGT1A4 0.03748034 9.07531384
ENSG00000196620.8 UGT2B15 0.02343726 4.87577547
ENSG00000197888.2 UGT2B17 0.02293905 3.03673841
ENSG00000131015.4 ULBP2 0.00104189 3.16739479
ENSG00000076248.10 UNG 0.01813506 0.55311748
ENSG00000243566.6 UPK3B 0.00121316 4.01174965
ENSG00000135763.9 URB2 0.00034442 0.49495485
ENSG00000126088.12 UROD 0 0.56494273
ENSG00000120800.4 UTP20 1.98E-09 0.46392363
ENSG00000168899.4 VAMP5 0.01052085 2.29438875
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ENSG00000162738.5 VANGL2 0.00578625 5.64536059
ENSG00000136059.14 VILL 0.00405145 3.73859389
ENSG00000114812.12 VIPR1 1.94E-05 2.52836742
ENSG00000147852.15 VLDLR 0 2.06472041
ENSG00000100749.7 VRK1 9.13E-06 0.55188859
ENSG00000019102.11 VSIG2 0.00085796 39.9773124
ENSG00000110002.15 VWASA 0.0064388 6.14583311
ENSG00000204396.10 VWA7 2.93E-08 10.5360782
ENSG00000198554.11 WDHD1 0.00768388 0.53309483
ENSG00000065183.15 WDR3 0.01629288 0.5607736

ENSG00000075702.16 WDR62 1.25E-06 0.42241221
ENSG00000116455.13 WDR77 0 0.52631057
ENSG00000070540.12 WIPI1 6.79E-05 2.6860795

ENSG00000196632.10 WNK3 0.04158363 0.26505013
ENSG00000141499.16 WRAP53 1.15E-05 0.53530685
ENSG00000124343.12 XG 6.09E-05 4.20139201
ENSG00000047597.5 XK 8.77E-05 0.4302785

ENSG00000196584.2 XRCC2 0.00026326 0.41119519
ENSG00000250264.1 XXbac-BPG246D15.9 0.0086192 0.15860785
ENSG00000175155.8 YPEL2 0.04017263 3.78653148
ENSG00000119801.12 YPELS 0.01409752 2.06434307
ENSG00000250802.6 ZBED3-AS1 0.01926199 0.28292189
ENSG00000206559.7 ZCWPW2 0.00170619 3.93272341
ENSG00000043355.10 Z1C2 0.00303479 0.50533399
ENSG00000139800.8 ZIC5 2.07E-05 0.46540473
ENSG00000178150.8 ZNF114 2.42E-06 0.48928389
ENSG00000165512.4 ZNF22 0 0.51954238
ENSG00000196793.13 ZNF239 0.00143698 0.53353342
ENSG00000083844.10 ZNF264 2.63E-07 2.61633185
ENSG00000170954.11 ZNF415 0.00027675 3.79241072
ENSG00000181444.12 ZNF467 6.66E-16 2.01564699
ENSG00000198298.12 ZNF485 0.002746 0.53000808
ENSG00000229676.2 ZNF492 0.00081718 0.46693834
ENSG00000167555.13 ZNF528 3.28E-06 2.44685452
ENSG00000171817.16 ZNF540 0.03513603 3.22364168
ENSG00000167981.5 ZNF597 0.00505647 2.29530021
ENSG00000167554.14 ZNF610 2.13E-07 2.16336537
ENSG00000182983.14 ZNF662 0.00437058 9.93843812
ENSG00000197472.14 ZNF695 0.00016348 0.41588168
ENSG00000182111.8 ZNF716 3.64E-11 7.0668525

ENSG00000214652.5 ZNF727 0.0198753 9.30085761
ENSG00000267500.1 ZNF887P 0.00135225 0.51366992
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ENSG00000213988.9 ZNF90 0.0064526 5.87385548

ENSG00000167232.13 ZNF91 1.63E-10 2.46758502
ENSG00000121413.12 ZSCAN18 0.04740987 2.55941281
ENSG00000122952.16 ZWINT 0.03000678 0.43079328

Tabla 2. Lista de genes relacionados con Ezrin. Se enlistan un total de 213 genes que se ha reportado en
literatura y bases de datos (STRING, KEGG y Reactome) tener relacién con Ezrin, ya sea union, activacion, co-
expresion o relacionados a no mas de dos nodos de distancia de moléculas con las que se una Ezrin.

LISTA DE GENES RELACIONADOS CON EZRIN

SYK AKT1 MYO5B EGF BIRC2 F2R GNAT1 AP2S1
SC12A7 CD44 PDK1 ATP4A ROCK1 SLCOA1 DCC FGB F2
CLIC3 GEM PIK3CB HRH2 EGFR ADRB2 THBD CALM2 VCL
EIF5A2 RHOG ABCC2 ADCY1 CASP10 STAT3 SRC ITGAL GNG2
TMEM8B PLEKHG6 NFKB1 CCKBR FASLG VCAM1 RAC1 CLTA GNAI1
FERMT2 RAPGEF3 ABCG2 CHRM3 CAPN1 ACTA1 MST4 TNFRSF10A GNB1
S100P STK10 PTPA GNAQ FAS ROCK2 ITGB1 GNAI3 CXCR4
FABP5 SLK SMPD1 PLCB1 PRKCQ NET1 ITSN2 ICAM1 PXN
SELL FN1 KCNQ10T1 CDC42 FADD CAB39 TRADD EDN1 SERPINC1
RCC1 CTTN MIR211 MAPK1 L1CAM TPM1 CFLAR CLTCL1 TLN1
AURKA CLDN2 PRRT2 MAP2K7 CASP8 ITGAS PTPN1 ACTB AP2A2
SLC12A7 PRKCZ RB1 ARPC5 CAPNS1 PKN2 ITGA1 PIPSK1C PRKACG
SEPT3 LPA CDK5 WASL CXCL12 MSN PAK1 PIK3CA FGA
SOS2 SSTR2 FAK AP1 PRKAR1A SLC9A3R1 SERPIND1 PARVA SPTAN1
GRB2 ABCB11 CTNNB1 SP1 SLCO9A3R2 SDC2 GNG12 EDNRB PRKACA
PLAU LPA2 WNT1 MAP2K2 PRKAR1B ADRBK1 GNG10 CLTB FGG
MMP9 LPAl HRAS MAP2K1 PRKACB EPN1 ARHGAP1 ACTG1 ITSN1
KDR GNA13 SOS1 E3KARP ARHGEF10L | RTKN PFN1 PRKAR2A AP2A1
MIR183 ASM RDX GNA12 SERPINAS GNAO1 CFL1 GNG13 PTK2B
NF2 PRKCE NTN1 CRK CHP1 EDNRA PKN1 GNAI2 PTK2
BIRC5 PAKS GNG3 RHOA GP1BA GNGT2 TNFRSF1A GNGT1 CLTC
XIAP ITGB2 CFTR BCAR1 ACTN2 GSN PPP1R12A MDR1 TNFSF10
PDCD10 ICAM2 ACTN1 AP1B1 PRKCA ARHGDIA GNG4 ABCB1
PRKAR2B AP2M1 GNG5 GNG11 ACTN4 PAK2 ITGB3 AP2B1

Tabla 3. Lista de genes relacionados con el mecanismo de accién de cisplatino. Se enlistan un total de
122 genes que se ha reportado en literatura y bases de datos (STRING, KEGG y Reactome) tener relacion con
el mecanismo de accion del cisplatino, o con relacion directa en un fenotipo resistente al farmaco.

LISTA DE GENES RELACIONADOS CON EL MECANISMO DE ACCION DE CISPLATINO
SLC31A1 MSH2 GIAl BBC3 MIR214 MAD2L2 BCL2L2 TRPM6 LRRC8D
ABCG2 MSH6 MIR214 BAD XPD MSH3 MCL1 CASP10 RDM1
ABCC2 MTIA PTEN APAF1 POLZ TOP2A BCL2A1 CXCL12 CLPTM1L
ATP7A MT2A FOXO3 BCL2 CTNNB1 BRCA1 BCL2L10 ERBB2 ADIRF
ATP78 NQO1 YWHAQ BCL2L1 WNT1 ATM BOK RABSA MAPK11
ERCC1 PMS2 FASLG MAPK1 ATP11B P53 BID TMEM205 | MAPK14
ERCC2 POLB TP73 PI3K SLC22A2 MDM2 BIK MUS81 VDAC1
ERCC3 POLH CASP1 PDK LRRC8A P14ARF BLK TNFAIPS HSPB1
ERCC4 POLM IRF1 AKT1 FADD BAX BMF CDKN2A HSPB2
ERCC6 REV3L TP63 CDKN1A FAS BAK HRK GSTT1 TNFSF10
GSTM1 SMARCA1L ADD1 MAP3KS ATOX1 MAPK8 TDGF1 HMGB1 MIR200B
GSTP1 soD1 CDK12 CASP8 BRCA2 MAPK9 XAF1 MLH1 ICAM1
XPA EGF BIRCS MAP2K7 CHEK2 XIAP DYRK1B MPO GSN
CALCR HBEGF CASPY NFKB1 MT-CO2 CASP3
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