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RESUMEN:

SALL2 es un factor de transcripcién implicado en el desarrollo embrionario, y
funcionalmente se relaciona con la regulacién de la proliferacién, migracion y supervivencia
celular. Analisis de datos masivos de cancer versus tejidos normales indican que el ARNm
de SALL2 se encuentra significativamente disminuido en el cancer colorrectal (CCR), un
tipo de cancer caracterizado por la hiperactivacion de la via Wnt/B-catenina. De manera
interesante, analisis previos de Inmunoprecipitacién de cromatina-secuenciacién (ChlP-
seq) del laboratorio sugirien que SALL2 regula genes asociados con la via Wnt. Sin
embargo, a la fecha no se ha caracterizado la expresion proteica de SALL2 en tejidos de
colon normal o CCR. Por otra parte, se desconoce el rol de SALL2 en CCR y su relacién

con la via Wnt.

Para caracterizar la expresién de SALL2 en tejidos de colon, se construy6 un tissue
microarray usando 130 biopsias de archivo del Hospital Guillermo Gantt Benavente
incluyendo colon normal, adenomay CCR, y se evalud la expresion y localizacion de SALL2
mediante inmunohistoquimica. Encontramos que SALL2 se expresa en el nicleo y el
citoplasma del epitelio, y en el estroma del colon normal se expresa en fibroblastos. Sin
embargo, su expresion esta disminuida en el adenoma y ausente en el CCR, coincidiendo
con los resultados bioinformaticos previos. En biopsias de CCR observamos una
correlacion negativa entre la expresion de SALL2 y la expresién de 3-catenina nuclear en
el frente migratorio, un marcador pronéstico. Esta correlacion se confirmd en células CCR
con ganancia y pérdida de funcibn de SALL2 a través de inmunofluorescncia y
fraccionamiento subcelular. Ademas, evaluamos la dependencia de SALL2 en la expresion
de blancos de la via Wnt por Western bloty gqRT-PCR, encontrando una correlacién positiva

entre SALL2 y AXIN2, un importante regulador negativo de la via Wnt.

El analisis del promotor de AXIN2 identificé varios sitios de union putativos de SALL2. A
nivel mecanistico demostramos que la induccién de SALL2 en modelos celulares doxiciclina
inducible, aumenta la actividad del promotor de AXIN2. A través de ChIP-PCR
demostramos que SALL2 se une a la porcién proximal del promotor de AXIN2, lo que
confirma una regulacion transcripcional dependiente de SALL2. Finalmente, mostramos
gue el eje SALL2-AXIN2 es necesario para la respuesta de supervivencia a XAV939, un

inhibidor de la via Wnt.
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En conclusion, nuestro estudio confirma que SALL2 regula positivamente la
transcripcién de AXIN2. Se propone que la pérdida de la expresiéon de SALL2 durante la
progresion del CCR contribuye a la disminucién de los niveles de AXIN2, lo que contribuye

a la hiperactivacion de la via Wnt.
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ABSTRACT

SALL2 is a developmental transcription factor involved in the regulation of cell
proliferation, migration, and survival. Massive data analyses of cancer versus normal tissues
indicated that SALL2 mRNA significantly decreases in colorectal cancer (CRC), a cancer
type characterized by Wnt pathway hyperactivation. Interestingly, our unpublished ChIP-seq
data analyses suggested that SALL2 regulates genes associated with the Wnt pathway,
involved in the development and progression of solid tumors, including CRC. However, the

role of SALL2 in CRC and its relationship with the Wnt pathway are yet unknown.

We constructed a tissue microarray of 130 samples from Guillermo Gantt
Benavente’s Hospital comprising normal colon, adenoma, and CRC to evaluate the
expression and cellular location of SALL2 in normal tissues and during CRC progression by
immunohistochemistry. We found that SALL2 expresses in the nucleus and cytoplasm of
the normal colon epithelium and the stroma. However, its expression decreases in adenoma
and is absent in CRC. We noted a negative correlation between SALL2 expression and the
expression of nuclear B-catenin, a marker of progression and activation of the Wnt pathway,
at the migratory front. Subcellular fractionation and immunofluorescence experiments in
CRC cells with gain and loss of SALL2 function support the negative correlation between
SALLZ2 expression and nuclear B-catenin. Additionally, we evaluated the expression of Wnt
targets by Western blot and gRT-PCR, finding a positive correlation between SALL2 and
AXIN2, a negative regulator of the Wnt pathway.

Analysis of AXIN2 promoter identified several putative SALL2 binding sites, and the
induction of SALL2 increases AXIN2 promoter activity in SALL2 knockout models. In
addition, using ChIP-PCR we found that SALL2 binds to the proximal region in AXIN2
promoter, confirming a SALL2- dependent transcriptional regulation. Finally, we show that
the SALL2-AXIN2 axis is required for the antiproliferative, and apoptotic response to
XAV939, an inhibitor of the Wnt pathway.

In conclusion our study confirms that SALL2 positively regulates the transcription of
AXIN2. We proposed that the loss of SALL2 expression during CRC progression contributes

to the decrease of AXIN2 levels, and the hyperactivation of the Wnt pathway.
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1.- INTRODUCCION:

1.1.- Cancer colorrectal:

El cancer es definido como una neoplasia maligna o un proceso de crecimiento
anormal y de expansion de células que producen un tumor, el cual suele invadir tejidos
adyacentes, llegando a provocar la metastasis a distancia. En el afio 2019, la patologia de
cancer se constituye como la primera causa de muerte en nuestro pais, quedando por sobre
los accidentes cardiovasculares. Es relevante mencionar que la sobrevida de los pacientes

sigue siendo baja con un 64,7% a los 5 afios (Fabregas et al., 2022).

Entre los distintos tipos de cancer sdlidos existentes, al afio 2020 el cancer
colorrectal (CCR) constituye el tercer cancer con mayor incidencia (10%) y el segundo en
mortalidad (9.4%) a nivel mundial. A nivel nacional, el CCR es el tercer cancer con mayor

incidencia, ocasionando aproximadamente 3.000 muertes por afio (GLOBOCAN, 2020).

El cancer colorrectal (CCR) se desarrolla en el intestino grueso, el cual
anatémicamente se subdivide en colon ascendente, colon transverso, colon descendente y

colon sigmoideo.

La funcion fisioldgica del colon es la de reabsorcién de agua y electrolitos, acorde
con esta funcién histolégicamente la mucosa colonica es plana, no posee vellosidades y
esta formada por glandulas tubulares profundas o también conocidas como criptas de
Lieberkuhn (Figura 1). La mucosa de colon se compone de un epitelio cilindrico simple,
luego un tejido conectivo laxo llamado lamina propia, y la muscular de la mucosa. Adyacente
a la mucosa del colon, se tiene la submucosa, las capas musculares y finalmente una

serosa.
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Figura 1: Composicion de la mucosa del intestino grueso (o colon). A) La mucosa de
colon contiene glandulas tubulares simples rectas no ramificadas denominadas criptas de
Lieberkiihn, que se extienden hasta la muscular de la mucosa (muscularis mucosae). La
mucosa se compone del epitelio, el cual corresponde a un epitelio cilindrico simple, de tejido
conectivo llamado “lamina propia” y una capa muscular lisa, conocida como la muscular de
la mucosa. B) Zoom digital de la zona encerrada en rojo en A, se observan tres criptas de
Lieberkihn. En la zona basal de la cripta se encuentran las células de Paneth y células
madre. Hacia la luz del colon o zona apical, se encuentran los enterocitos, células
caliciformes 'y células endocrinas aisladas. Fuente:  Modificado de

http://wzar.unizar.es/acad/histologia/ (Ross, 2008).
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La cripta de Lieberkiihn se encuentra tapizada de un epitelio columnar simple,
compuesta de enterocitos (o células absortivas) y células caliciformes. Los enterocitos se
encargan de la funcién absortiva del colon y las células caliciformes corresponden a
glandulas mucosas unicelulares, que se encargan de lubricar la luz del érgano y tapizan el
80-90% del epitelio de la mucosa del colon. Las células de Paneth localizadas en la base
de la cripta mantienen la flora intestinal en equilibrio a través de la secrecidén de proteinas
y péptidos antimicrobianos. En la cripta del colon, histolégicamente no existen células de
Paneth con granulos acidéfilos en su citoplasma como en la cripta del intestino delgado. Sin
embargo, tienen funciones analogas y reciben el nombre de “células de Paneth-like”
(Peduto et al.,, 2018). Adicionalmente, existen células endocrinas cuya funcién es la
motilidad y secrecién local de enzimas. A partir del epitelio que cubre la cripta colénica es
gue se origina el CCR, especificamente en los enterocitos (Pawlina, 2015). En la lamina
propia o estroma, es decir, el tejido conectivo que rodea a las glandulas del colon existe
células estromales como fibroblastos, macréfagos o linfocitos que se encargan de secretar

ligandos que impactan a la cripta respecto a proliferacion celular y respuesta inmune.

La regulacion de la homeostasis coldnica se desenvuelve en las criptas del colon,
que se divide en tres zonas: Zona proliferativa o “nicho de células madre”, zona de
amplificaciéon transitoria y zona de diferenciacion. La zona proliferativa mantiene la
regeneracion homeostatica del epitelio por accién de la via Wnt/B-catenina, promoviendo el
estado proliferativo indiferenciado de las células madres (CM), conocidas como “células
LGR5+”. Una vez que migran de la base de la cripta, las CM proliferan e ingresan a la zona
de amplificacién transitoria, region intermedia entre la zona proliferativa y la zona de
diferenciacion. En la zona de diferenciacion, ocurre la diferenciacion final de todas las
estirpes celulares que cumplen diversas funciones homeostaticas intestinales, incluyendo
enterocitos, células caliciformes y células endocrinas(Zhu et al., 2021). Este proceso, a su
vez, es regulado a través de la secrecion de ligandos provenientes de las células de Paneth-
like y de fibroblastos estromales, estirpes pertenecientes al nicho de células madre de la
cripta del colon (Barker et al., 2013).

Entre la cripta y el estroma existe una constante comunicacion entre sus
componentes celulares e interacciones de sefiales relacionados con los gradientes de
concentracion de los ligandos. En la base de la cripta junto con el estroma que lo rodea
existe una gran concentracién de ligandos Wnt (secretados por las células de Paneth-like y

fibroblastos) que son los mediadores de la homeostasis y reparacion tisular, promoviendo
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la expansion y crecimiento del nicho de células madre. Hacia la zona apical del eje de la
cripta, la concentracion de ligandos Wnt, va disminuyendo. Asi es como se genera un
gradiente de ligandos (Figura 2). Contrario al gradiente de ligandos Wnt, esta el gradiente
de BMP (Bone morphonetics proteins), ligandos que permiten la diferenciacion de las
células que componen las cripta, como por ejemplo los enterocitos y las células caliciformes
(Beumer et al., 2022; Suwinska & Ciemerych, 2011). Por este motivo es que el desbalance
en la concentracién de ligandos Wnt y BMP provenientes del nicho de células madre,
llevaria a la generacién de células madre cancerosas (CSC). Una hiperactivacién de la via
Whnt/B-catenina en la base de la cripta, afecta directamente a las CM (LGR5+) que
progresan a CSC, transformandose en un impulsor del CCR (Osawa et al., 2016).

CRIPTA DE COLON

Zona Apical

Zona de diferenciacién

Enterocitos

células
caliciformes

"""""""""""""""""" Amplificacién

Células de Paneth- |----------ansiteta______

like

Nicho de células
Madres

Células Madres

/\' ,
T d Células estromales

Zona Basal

Figura 2: Estructuracelular basicaentre lacriptadel intestino y el estroma. Las células
madre o “stem cells” de la base regulan la homeostasis intestinal. A medida que las células
progenitoras ascienden por la cripta la sefializacion de BMP derivada de la mesénquima
promueve la diferenciacion hacia enterocitos absorbentes o hacia células caliciformes. La

proliferacion de las “stem cells” y las células de Paneth-like se va a mantener mediante la
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sefalizacién de Wnt canonica (Clevers & Bevins, 2013; Osawa et al., 2016; Ross, 2008;
Sato et al., 2009).

A la fecha, se han identificado varios tipos histoldgicos de carcinomas colorrectales,
estos incluyen: tipo mucinoso, de células en anillo de sello, medular, micropapilar, aserrado,
tipo comeddn cribiforme, adenoescamoso, de células fusiformes y el indiferenciado. Sin
embargo, el 98% de estos tipos histoldégicos corresponde a adenocarcinoma, que se
caracteriza por la formaciéon glandular anormal en la mucosa y precedido generalmente por

poélipos adenomatosos (Cotran., Robbins., Kumar, 2010; Ross, 2008).

Para estadificar el CCR se utiliza actualmente la etapificacion TNM. Esta es una
clasificacién utilizada en donde la T, se refiere al tamafio tumoral en cm, pudiendo tomar
valores entre 1y 4. La N, se refiere al nimero de metastasis a ganglios linfaticos y la M,
hace referencia a metastasis a distancia, siendo posible tomar valores entre 0 y 2,
dependiendo el numero de 6rganos afectados (Li et al., 2014). La clasificacion TNM del
CCR es la base para clasificar los estadios de la enfermedad y se relaciona directamente
con la respuesta a la terapia y el pronéstico. El estadio 0 o carcinoma in situ es la fase inicial
del CCR en donde las células tumorales solamente se encuentran localizadas en la region
mas superficial de la mucosa (epitelio). En el estadio 1 el tumor afecta a la pared del colon
0 recto sin traspasar la capa muscular. En el estadio 2 el tumor ha infiltrado todas las capas
de la pared del colon o recto. Puede invadir los 6rganos de alrededor pero no se aprecia
afectacién ganglionar. En el estadio 3 el tumor ha invadido los 6rganos mas préximos y
afecta los ganglios linfaticos. Finalmente, en el estadio 4 el cancer se ha diseminado
afectando a 6rganos alejados del colon o recto como higado, pulmén o huesos, indicando

mal prondéstico (Cotran., Robbins., Kumar, 2010; Tapia et al., 2010).

El CCR tiene 3 formas de presentacion, puede ser esporadico, hereditario o familiar.
El 90% de los casos de CCR suelen ser esporadicos, sin ningun antecedente familiar ni
personal conocido y se producen por la inestabilidad cromos6émica. Existe una pequefia
poblacién del 10-15% de los casos con un componente hereditario donde encontramos
fundamentalmente poliposis colorrectales y el sindrome de Lynch. EI componente familiar
se ve limitado a tener dos o0 mas parientes de primer grado afectados por el CCR triplicando

el riesgo a desarrollar la neoplasia (Pastor & Schlom, 2021).

El origen del CCR en un 60-80% de los casos viene determinado por la progresion

de una lesion tipo polipo adenomatoso con crecimiento progresivo hasta constituir un
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cancer. Un pélipo nace por la desregulacion de la renovacion epitelial por mutacion en el
gen supresor de tumores APC (Adenomatous Polyposis Coali), involucrada en la regulacién
negativa de la via Wnt candnica. Estos adenomas van a terminar formando una
acumulaciéon de células de crecimiento exofitico de la mucosa con tendencia ordenada y
circular invadiendo las diferentes capas de la pared col6nica en el caso del CCR (1998-
2020 Mayo Foundation for Medical Education and Research, 2020).
Otra alteracién gendmica involucrada en el CCR es la hiperactivacién constitutiva de la
GTPasa KRAS, proteina involucrada en el control de proliferacion celular, diferenciacion,
apoptosis, organizacion del citoesqueleto y la motilidad. Actualmente en CCR se ha
reportado que la mutacion de mayor incidencia en KRAS es G12D, estando presente en el
28% de los casos y la G12C en el 7%. La determinacién de mutaciones en KRAS califica
a los pacientes como un caso de CCR “undruggable”, es decir, no aptos para la terapia con
inhibidores de EGFR como Panitumab o Cetuximab. Esto evidencia la necesidad de buscar
terapias alternativas que actden rio abajo de la proteina KRAS. Actualmente se encuentran
en desarrollo ensayos clinicos para identificar terapias Optimas en pacientes con
mutaciones en KRAS, siendo una de ellas el farmaco Adagrasib, que inhibe la actividad de
KRAS G12C. Este farmaco fue aprobado por la FDA en diciembre del afio 2022 para ser
utilizado como terapia en cancer de pulmén. Recientemente existe un ensayo clinico
NCT05722327 se encuentra en fase |, es decir, reclutando pacientes con cancer de colon
para utilizar Adagrasib y Cetuximab como terapia combinada, con el objetivo de disminuir

la progresion de la enfermedad metastasica (ESMO, 2022; Parslow et al., 2017)

Durante la tumorigénesis, en la transicion adenoma-carcinoma, mutaciones en el
gen TP53 también desempefian un papel fundamental. Dentro de los mecanismos
genéticos se incluyen el cambio en el marco de lectura causadas por indels (inserciones y
deleciones) y/o mutaciones sin sentido. En ambos casos, el resultado es la inactivacién de
la actividad supresora de tumores de P53 debido a pérdida o ganancia de funcion,
promoviendo el desarrollo y crecimiento tumoral (Michel et al., 2021). La pérdida de funcion
del gen P53 ocurre por una mutacion que se encuentra presente entre el 50 al 75% de los
CCR. Actualmente la determinacion inmunohistoquimica de P53 se usa en diagnostico

como factor prondstico en diferentes contextos tumorales (Olivares-Hernandez et al., 2022).

Otra causa genética del CCR es la inestabilidad de los microsatélites (MSI o short
tandem repeats) que se caracteriza por la existencia de multiples mutaciones somaticas

gue afectan de manera preferente a fragmentos repetitivos de ADN distribuidos a lo largo
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del genoma. Esto se traduce en la acumulacion de errores en la replicacion como
consecuencia de la mutacidon en los genes responsables de la reparacion del ADN,
especificamente a MLH1, MSH2, MSH6 Y PMS2 (proteinas de la reparacion, conocidas
como: “DNA mismatch repair” o MMR). La MSI es una caracteristica de los tumores
asociados al sindrome de Lynch, pero también se encuentra en el 15-20% de los CCR
esporadicos (Diao et al., 2021). Hoy en dia la determinacion de MSI en biopsias de CCR es
usado como marcador para descartar sindrome de Lynch (Dedeurwaerdere et al., 2021;
Kullmann et al., 2023; Ukkola et al., 2021).

El CCR es muy heterogéneo a nivel gendmico y transcriptémico. Con el objetivo de
relacionar el fenotipo de las células cancerosas con el comportamiento clinico, y guiar el
tratamiento con terapias dirigidas, el “CCR Subtyping Consortium” en el afio 2015 unificé la
clasificacién en cuatro grupos independientes, conocidos como los subtipos moleculares
consenso de cancer colorrectal (CMS) (Menter et al., 2019; Mouradov et al., 2014; Soneson
et al., 2015; Thanki et al., 2017).

El primer subtipo molecular (CMS1), llamado “Inmunogénico e inestabilidad de
microsatélites”, se caracteriza por la hipermutacion microsatelital en el cancer de colon y
representa el 14% de estos. El segundo subtipo (CMS2), es “Molecular candnico” que
representa el 37% de los casos de este cancer. En este subtipo se presentan mutaciones
cromosémicas que afectan a la via Wnt/B-Catenina y provocan un aumento del oncogén C-
MYC (Singh et al., 2021). El tercer subtipo (CMS3), es llamado “Metabdlico”, donde la
desregulacion epitelial y metabdlica es evidente, con un patrén genémico y epigenético
global de caracteristicas mixtas, presente en un 13% de la poblacién afectada (Singh et al.,
2021). Por ultimo, tenemos el cuarto subtipo (CMS4), llamado “Mesenquimal’, caracterizado
por una activacion de la via TGF-f3, lo que lleva a una mayor invasiéon del estroma colénico
junto con el proceso angiogénico, por lo tanto, es el subtipo molecular de peor prondstico.
(Thanki et al., 2017).

De esta clasificacion, el CMS2 es el de mayor incidencia (37%) en los CCR
esporéadicos y explica uno de los mecanismos bajo el cual el CCR puede ser desarrollado,
que corresponde a la “secuencia adenoma-carcinoma” fundamentado por alteraciones en
la via Wnt candnica al inicio de la carcinogénesis. En este modelo de formacion de CCR,
se describe que en primer lugar se desarrolla un pélipo, el que puede o no tener displasia.
Cuando el pdlipo posee displasia es conocido como adenoma, que corresponde a una

lesion exofitica de la mucosa e histolégicamente puede ser velloso o tubular. El adenoma
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es considerado una neoplasia benigna y puede progresar hacia malignidad a través de
estadios histopatoldgicos que incluyen el adenoma (con displasia de bajo a alto grado),

adenocarcinoma in situ y el adenocarcinoma invasivo (Figura 3) (Hong et al., 2021).

PROGRESION DEL CANCER DE COLON
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NORMAL ADENOMA CANCER INVASIVO

Figura 3: Progresion del adenocarcinoma de colon. Durante la generacion del
carcinoma de colon, suelen existir mutaciones clasicas como las que ocurren en el gen
APC, que llevarian a la aparicion de un adenoma tubular o velloso, que puede progresar,
por a otras mutaciones como las del gen KRAS o TP53, a un carcinoma in situ y finalmente

a invasor. Modificado de: (Cotran., Robbins., Kumar, 2010).

Los tratamientos para el CCR se suministran segln los estadios del cancer y se
agrupan en tratamientos de tipo esporadico y de tipo sistémicos. El tratamiento esporadico
se suministra en estadios tempranos (Estadio 0 y 1), e incluye las cirugias, radioterapias,
ablacién y embolizacion. El tratamiento sistémico suministra sustancias farmacoldgicas
para estadios avanzados (Estadios IlI, 1l y 1IV), dentro de los cuales encontramos las
guimioterapias, inmunoterapias y terapias dirigidas. En Chile la quimioterapia es el
tratamiento mas comunmente suministrado. Los farmacos suministrados para las terapias
guimioterapéuticas en Chile se encuentran oxaliplatino, irinotecan, 5-fluorouracilo (5 FU)

asociado con levamisol o leucovorina (DIPRECE et al., 2019).

La mayoria de las terapias se aplican de manera combinada, siendo la terapia con
FOLFOXIRI (5- FU, oxaliplatino, irinotecan y leucovorina) una terapia efectiva de primera
linea para el CCR metastasico el cual genera mejores resultados en la respuesta general,
libre de progresién y con una mayor supervivencia en relacion con terapias dobles. La
funcion principal de estos farmacos dentro de la célula es poder destruirla mediante la

activacion de la cascada de apoptosis (Alfaro et al., 2022).
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Sin embargo, a pesar de que las tasas de respuesta a las quimioterapias actuales
puedan alcanzar hasta el 50%, la mayoria de los pacientes con CCR desarrollan resistencia
al medicamento lo que finalmente conduce al fracaso de la quimioterapia. Hoy en dia
existen terapias alternativas que se encuentran en ensayos clinicos y utilizan inhibidores de
distintas vias de sefializaciones, dentro de ellas los inhibidores de la via Wnt. La via Wnt
suele estar hiperactiva en cancer de colon en al menos el 50% de los casos y se
corresponde con el CMS2 que posee la mayor incidencia dentro de la poblacién. Dentro de
los inhibidores de la via Wnt, estan los que afectan la secrecién del ligando, la unién ligando-
receptor, la estabilizacion de B-catenina o la actividad transcripcional de 3-catenina (DeVito
et al., 2021; Neiheisel et al., 2022; Y. Zhang & Wang, 2020).

1.2.- Via Wnt/B-catenina en contexto normal y su asociacién con el cancer

colorrectal

La notable conservacion de la via de sefalizacion Wnt en formas de vida
multicelulares refleja su papel indispensable en el desarrollo embrionario y la homeostasis
en tejidos adultos. La sefializacion de Wnt regula eventos del desarrollo como el
establecimiento del eje corporal, la generacion y migracion de diversos tipos de células. Su
pérdida conduce a la letalidad temprana de los embriones. En el organismo adulto, la
actividad de la via Wnt es importante para el mantenimiento de las células madre en varios
contextos fisioldgicos. Con la capacidad de autorrenovarse y generar progenie de caracter
diferenciado, las células madre deben mantener el tejido durante el recambio homeostatico
normal y repararlo después de una lesion (Ring et al., 2014). La funcion de Wnt es regular
la supervivencia y la propagacion de las células madre en una variedad de tejidos, incluidos
el intestino, el estdbmago, la piel y la glandula mamaria. La activacion aberrante de la via

Whnt, por el contrario, se ha implicado en multiples tipos de cancer (Rim et al., 2022).

La via Wnt contempla dos estados: activo e inactivo. En el estado inactivo, B-
catenina citoplasmatica es constitutivamente enviada a degradacion por un complejo de
destruccién. En este complejo participan AXIN y APC, las cuales son proteinas de
andamiaje que facilitan la fosforilacién de B-catenina por las kinasas GSK3-B y CKla. La

fosforilacion de B-catenina es reconocida por la ubiquitina ligasa B-TrcP (codificado por el
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gen FBXW), luego B-catenina es ubiquitinada para ser degradada por el proteasoma. Asi

se mantienen bajos niveles de B-catenina en el citoplasma y en el ndcleo (Hu et al., 2021).

Para que la via se encuentre inactiva (Figura 4, izquierda), ademas del complejo
de degradacion de 3-catenina, existen otros reguladores negativos importantes, como lo es
el gen RNF43, el que codifica para una E3 ubiquitin-proteina ligasa que se encarga de la
ubiquitinacion de los receptores frizzled, y conduce a una alteraciéon en su distribucion
subcelular, resultando en niveles reducidos de estos receptores en la superficie de la célula.
Este ultimo mecanismo es usado para disminuir la disponibilidad del receptor hacia los
ligandos Wnt una vez que la via ya fue activada, a modo de retroalimentacion negativa
(Giannakis et al., 2014).

Por otro lado, existen ligandos que cumplen una funcién antagénica como lo son
DKK1-2 que se unen al receptor Kremen-LRP5/6, generando una sefial inhibitoria de la via
Wnt. Respecto a otros inhibidores de la via, se tienen los ligandos “Secreted Frizzled-
Related Protein” (SFRP1-5), que se unen al receptor Frizzled y en altas concentraciones

logran modular extracelularmente de manera negativa la via (Liang et al., 2019).

Otra proteina limitante para que la via Wnt logre mantenerse en un estado inactivo
es AXIN. AXIN es una proteina de andamiaje que en la célula estaria presente como AXIN1
y AXIN2. Sus genes provienen de locus diferentes, pero ambas proteinas cumplen
funciones inhibitorias para B-catenina (Mazzoni & Eric, 2014) . La regulacion transcripcional
de AXIN1 y AXIN2 difiere significativamente: en contraste con AXIN1, que se expresa
constitutivamente en niveles muy bajos, la transcripcion de AXIN2 esta regulada por la

actividad de sefializacion de Wnt (Mazzoni & Eric, 2014).

Un mecanismo importante de regulacion de AXIN1-2 corresponde a las poli-ADP-
ribosiltransferasas tankyrasa-1 y -2 (codificadas por TNKS1/TNKS2). TNKS1-2 se asocian
con AXIN dando como resultado su PARsilacion y posterior ubiquitinacién y degradaciéon
proteosomal, limitando asi la actividad del complejo de destruccion de B-catenina. Por este
motivo es que la tankyrasa se ha convertido en un atractivo blanco inhibitorio de la via Wnt
en el contexto de cancer. Actualmente se encuentra en desarrollo el ensayo clinico
NCT05257993, que tiene por objetivo utilizar la terapia combinada FOLFIRINOX (5-
Fluoracilo, leucovorina, oxaliplatino e irinotecan) y el inhibidor de tankyrasa JPI-547 para
incrementar la sobrevida de pacientes con cancer de pancreas (W. Wang et al., 2021b; Yu
etal, 2019; R. Zhang et al., 2021).
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En el estado “activo” (Figura 4, derecha) la cascada de sefializacion de Wnt
comienza con la sintesis del ligando de Wnt en la célula secretora. En el genoma humano
se albergan 19 genes WNT que codifican glicoproteinas, las que se dividen en 12
subfamilias de ligandos Wnts que participan en la via candnica (dependiente de 3-catenina)
y la no canédnica (independientes de B-catenina) (Nie et al., 2020). Estos ligandos
interaccionan con un grupo proteinas integrales de membrana plasmatica, denominados
receptores Frizzled (Fz) codificados por 10 genes Frizzled. La estructura de estos
receptores Fz incluyen siete dominios hidr6fobos y un dominio de unién rico en cisteina
necesario para la interaccion con los ligandos Wnts. Esta interaccion es de tipo promiscua,
ya que varias proteinas Wnts se pueden unir a un mismo receptor Fz por la semejanza
estructural que poseen entre si. Para la correcta secrecién de los ligandos Wnt y posterior
unién con el receptor, se necesita la acyltransferasa PORCN o Porcupina, que modifica a
los ligandos Wnt con un acido palmitico en el reticulo endoplasmico. Esta modificacion es
necesaria para la interaccion del ligando Wnt en el bolsillo hidrofobico Frizzled con el co-
receptor LRP5/6. La llegada del ligando desencadena que el complejo de destruccion quede
inactivo. Esta inactivacion de APC, AXIN, CK1 y GSK3-B esté relacionada con la proteina
Dishivelled (DVL) que se une a AXIN, secuestrando al complejo hacia la membrana,

especificamente en la region intracelular el receptor Fz.

La presencia del ligando Wnt provoca que se detenga la constante degradacién de
B-catenina, la cual comienza a acumularse en el citoplasma. Luego, B-catenina trasloca al
nucleo donde se une a factores de transcripciéon TCF/LEF, generando el desplazamiento
de GROUCHO/HDACS vy la transcripcion de genes blancos de la via, los cuales estan
involucrados en mantener el estado proliferativo de la cripta. Respecto a los factores de
transcripcién de la via Wnt, se tiene que TCF3 y TCF4 tienen un rol de factores represores
de la via, mientras que LEF1 y TCF1 son factores activadores de esta. Dentro de los
clasicos blancos descrito para la via Wnt, se encuentran AXIN2, CCDN1, C-MYC, SALLA4,
etc.

Por otra parte, para activar la via, independiente de ligandos Wnt, existen otros
agonistas como la R-spondina, que se une al receptor LGR5, receptor clasicamente
expresado en células madre y que genera un efecto sinérgico en la activaciéon de la via al
evitar la degradacién de receptor FZD-LRP5/6 (Gautam et al., 2015; Osawa et al., 2016).
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Figura 4: Via Wnt/B-catenina o Via Wnt canodnica. A la izquierda via Wnt canonica en
ausencia de ligando, existe degradacién de B-catenina y no hay transcripcion de genes
blancos. A la derecha, en presencia de ligando Wnt, hay traslocaciéon al nucleo de (-

catenina y transcripcion de genes blancos. Fuente Propia.

La via Wnt candnica suele estar hiperactiva en cancer, dado por mutaciones
genéticas. Dentro de estas, la que ocupa la mayor incidencia es la del gen APC con mas
del 80%, luego CTNNB1 (B-catenina) con mas del 50%, TCFL2 y TCF4 con mas del 10%,
y AXIN2, RNF43 y DKK4 con una incidencia mayor al 1% (Hu et al.,, 2021). Como
consecuencia, se tienen proteinas con ganancia y pérdida de funcidon. Por ejemplo,
mutaciones en CTNNB1, que generan ganancia de funcion, se correlacionan con multiples
canceres, incluidos hepatocarcinoma, cancer de péancreas, cancer colorrectal (CCR),
carcinomas de la unién gastroesofagica y cancer gastrico (Mantilla et al., 2015). En el CCR,
las mutaciones soméaticas mas frecuentes se observan en D32, S33, G34, S37, T41y S45
en el exdén 3 del ARNm de CTNNBL1. Se ha demostrado que estas mutaciones estabilizan
a B-catenina al alterar el proceso de ubiquitinacién dependiente de la fosforilacion, lo que

lleva a la tumorigénesis(S. Kim & Jeong, 2019).
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RNF43 es un regulador negativo de la sefializacion Wnt y las mutaciones en el gen
conllevan a pérdida de funcion de la proteina. En el cancer de colon, mutaciones en RNF43
generan proteinas truncas, estas son mas frecuentes en los tumores inestables de
microsatélites y muestran una mutua exclusividad con las mutaciones inactivantes de APC.
Las mutaciones de RNF43 son frecuentes en CCR, canceres de endometrio y cancer

gastrico (Giannakis et al., 2014).

Por otro lado, se demostrd que el polimorfismo rs2240308 en AXIN2 encontrado en
pacientes con CCR era mas frecuente en estadios mas tempranos del tumor y los pacientes
gue portan este polimorfismo en AXIN2 tienen un peor pronéstico (X. Li et al., 2021; Otero
etal., 2019).

De manera interesante, se ha descrito que la via Wnt a pesar de las mutaciones en
los diferentes genes mencionados (APC, RNF43, AXIN2, etc) puede ser modulada por
diferentes proteinas o farmacos. Por ejemplo, cuando células de cancer de colon que
poseen mutaciones en APC como SW620 o SW480, son tratadas con 5-FU/cisplatino
(DDP), o en combinaciéon con XAV939 (inhibidor de Tankyrasa), se genera un efecto
sinérgico sobre la apoptosis inducida por 5-FU/DDP. Esto sugiere que XAV939 puede
mejorar significativamente la apoptosis inducida por 5-FU/DDP, y que proteinas que
involucren el mecanismo de XAV939 como AXIN/Tankyrasa pueden servir como un blanco
molecular para revertir la resistencia a multiples farmacos en el cancer de colon (D. Kim et
al., 2019; X. Wu et al., 2016).

A pesar de la importancia de las mutaciones descritas de la via en la patogénesis del
cancer y de la innumerable evidencia que demuestra su relevancia como blanco potencial,
actualmente no existen farmacos dirigidos a la via Wnt aprobados por la FDA en la practica
oncoldgica. Sin embargo, existen multiples activadores e inhibidores de la via que podrian
dar paso a mejorar la sobrevida de pacientes al ser usados como terapias combinadas junto
a la quimioterapia clasica (Z. Wang et al., 2021). En ese contexto es que es de suma
importancia encontrar nuevas aproximaciones farmacoldgicas o biomarcadores genéticos

gue puedan tener un rol modulador en esta via.

1.3.- Familia SALL y via Wnt:
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En los dltimos afos varias investigaciones se han centrado en el estudio de terapias
gue apunten a la via Wnt canoénica, y a posibles biomarcadores que aporten informacién
pronéstica en CCR. Recientemente se ha vinculado a la via Wnt/B-catenina con una familia
de factores de transcripcion conocidos como proteinas SALL, los cuales son conservados
desde Drosophila hasta vertebrados. En humanos, los genes SALL acttan en el desarrollo
embrionario y también se han vinculado con la biologia del cancer, incluyendo el cancer
colorectal (CCR) (Alvarez & Quiroz et al., 2021).

Los miembros de la familia SALL son factores de transcripcién que regulan procesos
del desarrollo en vertebrados. Poseen varios motivos de dedo zinc (ZF) distribuidos en la
proteina, que le permiten su unién al ADN. En humanos existen cuatro paralogos SALL1,
SALL2, SALL3 y SALL4, los cuales pueden tener un rol como supresor tumoral u oncogén
en diferentes contextos tumorales, siendo SALL1 y SALL4 las proteinas mas estudiadas
(Hermosilla et al., 2017).

Respecto a las diferencias funcionales, SALL1, SALL2 y SALL3 presentan un rol de
supresor tumoral, en donde su expresion en general esta disminuida en cancer. Por otro
lado, SALL4 se encontraria sobreexpresado en diferentes canceres, teniendo un rol
oncogénico como por ejemplo en cancer hepatocelular, pulmén, géstrico, entre otros
(Alvarez et al., 2021). En cuanto a diferencias estructurales, SALL2 es el miembro mas
disimil de la familia y esto estad dado por diferencias a nivel del dominio C-terminal de la
proteina. Recientemente se encontrd que los dos ultimos dedos de zinc en el C-terminal de
SALL1, SALL3 y SALL4 existe un dominio conservado de union al ADN, que une a una
secuencia rica en AT, el cual no esté presente en SALL2 (Ru et al., 2022). SALL2 se une a
secuencias ricas en CG a través de sus dominios de union al ADN ubicado en el tercer dedo
de zinc. Los ultimos dedos de zinc de SALL2 corresponderian a un dominio efector de

transactivacion (Ru et al., 2022, Hermosilla et al., 2017).

Existen estudios que vinculan a las proteinas SALL con la via Wnt. En primer lugar,
el rol de SALL1 es controversial ya que hay evidencias de que podria activar o reprimir la
via dependiendo del contexto celular. En contexto no canceroso, células HEK293 (células
embrionarias de rifién) y NIH-3T3 (fibroblastos normales de ratdn), la sobreexpresion de
SALL1 en presencia de B-catenina, activa el reportero de luciferasa que contiene el
elemento de respuesta de la via Wnt (TOPflash), es decir, activa la via Wnt/B-catenina. Esta
activacioén de la via Wnt podria estar mediada por motivos de dedos de zinc como Zn5 y

Zn3, los que interaccionan con B-catenina (Sato et al., 2004). Por el contrario, estudios en
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contexto de glioma (Células U87-MG y U251) donde SALL1 se expresa en bajos niveles
comparado con células de tejido cerebral normal, la expresion ectépica de SALLL afecta
negativamente la proliferacion celular y la migracion/invasién, disminuye los niveles de [3-
catenina y de genes diana de la via Wnt como c-MYC y CCNDL1. Por lo tanto, en contexto
de glioma cerebral se evidencia que SALL1 actia como un gen supresor de tumores e
inhibe la via Wnt/B-catenina (Chi et al., 2019).

El gen SALL4 se encarga de mantener el estado pluripotente de células madre. Su
principal funcién es el desarrollo fetal, luego va disminuyendo gradualmente durante el
desarrollo embrionario y es silenciado en varios de los tejidos adultos sanos. En cancer,
tiene una funcién oncogénica observandose un incremento en sus niveles en diferentes
contextos tumorales (Alvarez & Quiroz et al.,, 2021, Sun et al.,, 2022). De manera
interesante, en cancer hepatocelular y carcinoma escamoso de eséfago, se detecté una
correlacion positiva entre SALL4, WNT3A y B-catenina, que corresponden a reguladores
positivos de la via Wnt (He et al.,, 2016). (Ma Y et al.,, 2019). Mecanisticamente se ha
demostrado que SALL4 se une directamente con el promotor e induce la transcripcion de
B-catenina (CTNNB1), manteniendo constitutivamente activa a la via Wnt/3-catenina (Chen
et al.,, 2019). También, SALL4 incrementa los niveles de TRIB3, un gen que codifica un
regulador positivo de la via, interactor de B-catenina y TCF4, incrementando la
tumorigénesis y renovacion de células madre. (Fujii et al., 2012; Hua et al., 2019; Y. Yang
et al., 2021). Por otra parte, SALL4 es regulado de manera positiva por la via Wnt a través
de la interaccion directa de LEF1 (Factor potenciador linfoide, perteneciente al complejo

TCF/LEF) en el promotor de SALL4, activando su transcripcion (Bohm et al., 2006).

Respecto a la relacién entre SALL2 y la via Wnt, se encuentra publicado un estudio,
en donde se postula que el promotor P2 de SALL2 es regulado por la via Wnt, ya que P2
contiene sitios de union para el factor TCF/LEF (Kelberman et al., 2014). Este estudio
sugiere que SALL2, al igual que SALL4 es un blanco de la via Wnt, sin embargo, no existen

mayores evidencias que lo confirmen.

1.4.- SALL2:

1.4.1.- Factor de transcripcién SALL2 y su asociacién con cancer
El gen SALL2 en humanos se encuentra localizado en el cromosoma 14q11.1-g12.1.

El transcrito maduro se compone del empalme de dos exones, siendo el segundo exon el
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que codifica para todos los dedos de Zinc presentes en la proteina. En humanos el gen
contiene dos promotores, P1y P2, dando lugar a dos isoformas, E1 y E1A, respectivamente,
las que difieren solo en el primer exén (Figura 5). De esta forma, SALL2 codifica para
proteinas que difieren en el nimero y composicion de aminoacidos en el extremo amino
terminal. Mientras que SALL2-E1 se expresa de manera tejido-especifica (testiculo, colon
y timo), E1A se expresa de manera ubicua (Altmann et al., 2000). Recientemente nuestro
grupo de investigacién identificé que la isoforma E1A contribuiria de manera principal al

control transcripcional mediado por SALL2 en contexto de cancer (Farkas et al., 2021).

A la fecha se han identificado 10 blancos transcripcionales de SALL2. Actua como
represor transcripcional de oncogenes como ¢c-MYC, CCDN1 y CCNE1 (Hermosilla et al.,
2018; Sung et al., 2012), y como activador de la transcripcién de PTEN, CDKN1A, CDKN2A,
BAX, PMAIP1, ESR1 e ITG1 (Escobar et al., 2015; D. Li et al., 2004; Parroche et al., 2011,
Riffo et al., 2022; Wu et al., 2015; Ye et al., 2019). SALL2 actia como un freno en la fase
G1-S del ciclo celular, evidenciado por su regulacién positiva de inhibidores de complejos
Ciclina-CDK p21-p16 (CDKN1A, CDKN2A) y su regulacion negativa de ciclinas de fases
G1-S ciclina D1y ciclina E1 (CCDN1 y CCNE1) (Hermosilla et al., 2018;). SALL2 también
actia como un regulador positivo de la apoptosis al inducir la expresion de genes que
codifican para proteinas pro apoptoticos como PMAIP1 (NOXA) y BAX y al reprimir la
expresion del proto-oncogén c-MYC (Escobar et al., 2015; Sung et al., 2012; Z. Wu et al.,
2015). La funcién de SALL2 asociada a sus blancos transcripcionales, permite por lo tanto
sugerir que actuaria como supresor tumoral disminuyendo la proliferacion celular e
incrementando la apoptosis, procesos que comunmente se encuentran desregulados en

cancer.
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Figura 5: gen de SALL2y blancos transcripcionales. Arriba, gen e isoformas de
SALL2. Se han descrito dos promotores para SALL2, el P1 y P2. Originan transcritos que
difieren en el primer exén, generando las isoformas E1 y E1A. Estos exones se empalman
con el exdn 2, el cudl codifica el resto de la proteina incluyendo los dedos de zinc que
otorgan el dominio de unién al ADN. Las proteinas generadas de estos transcritos difieren
en el extremo amino terminal. La isoforma E1 contiene una secuencia de localizacion
nuclear (NLS) y dominio represor de uniéon al complejo NuRD. Abajo, blancos
transcripcionales de SALL2, que lo relacionan con la proliferacién, apoptosis, arresto del
ciclo celular, migracion y sensibilizacion a terapias (Farkas et al., 2021; Hermosilla et al.,
2017; Riffo et al., 2022; Ye et al., 2019).

Al igual que otros supresores tumorales, SALL2 es un blanco de oncoproteinas
virales, destacando su union al antigeno T largo del virus de polioma y a E6, un oncogén
del virus papiloma humano, oncoproteinas que alterarian la funcion de SALL2, como
sucede con la pérdida de su unién al promotor de P21 (CDKN1A) en el caso de la presencia
de E6 (Parroche et al., 2011; Sung et al., 2012). También consecuente con un rol supresor
tumoral, estudios en células de cancer ovarico, que presentan baja o nula expresion de

SALL2, y su xenoinjerto en ratones, indican que la expresion estable de SALL2 en estas
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células disminuiria la tumorigenicidad in vitro, asi como el volumen tumoral in vivo (D. Li et
al., 2004). En este contexto, se identific la hipermetilacién del promotor P2 de SALL2
como uno de los mecanismos responsables de la ausencia de su expresién en cancer
ovarico (Sung, Li, et al., 2012). De relevancia en cancer es el descubrimiento de que el
silenciamiento epigenético de SALL2 en cancer de mama confiere resistencia al tratamiento
con Tamoxifeno. De esta forma, el tratamiento con agentes demetilantes del ADN
provocaria que SALL2 incremente sus niveles, y los niveles de sus blancos
transcripcionales ESR1 (Receptor de estrogenos a) y PTEN, revirtiendo el fenotipo de
resistencia a la terapia in vivo (Ye et al., 2019). Asociado a la regulacion de PTEN por
SALL2, estudios previos, también indican que SALL2 tiene un rol negativo sobre la via PI3K-
AKT, ya que el silenciamiento de SALL2 (sh-SALLZ2), aumenta los niveles de la fosforilacién
de la Ser473 de AKT, marcador de activacion de la via. Esto explicaria la ventaja
proliferativa y migratoria de las células de cancer de ovario A2780 sh-SALL2 (Miao et al.,
2017). De manera interesante nuestro laboratorio recientemente publicé la asociacién de
SALL2 con el proceso de migracién, en un contexto no patoldgico de Fibroblastos
Embrionarios de Raton (MEF). En este estudio se validé a la ITG1 (Integrina 1) como
nuevo blanco transcripcional de SALL2, y se demostr6 que la regulacién positiva de
Integrina B1 por SALL2 favorece el proceso de migracion en el contexto del estudio (Riffo
et al,, 2022). Sin embargo, queda pendiente definir este rol de SALL2 en contexto
patologico, ya que estudios en células de cancer ovarico sugieren que SALL2 regula

negativamente la migracion (Miao et al., 2017).

1.4.2.- Asociacion de SALL2 y la via Wnt en cancer de colon

Se ha mencionado anteriormente que SALL2 se relaciona con diferentes canceres
como eso6fago, ovario o mama, sin embargo, la asociacién con CCR no ha sido estudiada.
Andlisis de datos publicos en cancer utilizando MiPanda

(https://mipanda.path.med.umich.edu/) sugieren que la expresion de SALL2 en CCR se

encuentra significativamente disminuida con respecto al tejido normal (Farkas et al., 2021).
Adicionalmente andlisis bioinforméticos publicados en GEO (Gene Omnibus:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), demuestran que los niveles de expresién de SALL2

estan disminuidos en cancer de colon respecto a colon normal (GSE37182, GSE41258,

GSE21815). Un estudio que podria explicar la disminucion de ARNm de SALL2, es que se
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observo pérdida de heterocigosidad (LOH) en el locus de SALL2 (14g12-13 cromosoma 14)
en un 30% de los pacientes con CCR del estudio. En este locus se pierden genes
supresores de tumores responsables del comportamiento metastasico de CCR, dentro de
ellos SALL2 (Al-Mulla et al.,, 2006). Ademas, datos obtenidos desde Cbioportal
(https://www.cbioportal.org/) indican que SALL2 se encuentra mutado en un 1,5% de 3853

muestras en 13 estudios de adenocarcinoma de colon, encontrando entre ellas deleciones,
mutaciones sin sentido y de sentido errébneo (Anexo 1). Estas mutaciones hacen que de
los canceres donde SALL2 se encuentra mutado, el CCR ocupe el tercer lugar después de
cancer de endometrio o melanoma, segun la base de datos TIMER 2.0

(http://timer.cistrome.org/) (Anexo 2). En su conjunto, estas evidencias sugieren que la

pérdida de funcién de SALL2 esta involucrada con la progresion del cancer de colon, sin
embargo, la posible funcién de SALL2 en contexto de colon normal y patolégico ain no ha

sido estudiado.

Recientemente SALL2 se relacion6 con el estroma de CCR, especificamente se
menciona que la expresion de SALL2 se encuentra disminuida en CCR en comparacion
con tejido normal. Sin embargo, existe una correlacion positiva entre SALL2 y estroma en
cancer de colon y de recto, no asi con otros tumores (Ma et al., 2021). Por lo que, en
resumen, la expresion de ARNm de SALL2 se encontraria disminuida en CCR, sin embargo,
en muestras de CCR en donde SALLZ2 si es expresado, aparentemente estaria expresado
en células estromales, quedando pendiente responder: ¢,En qué estirpe celular de colon

normal o tumoral se expresa SALL2?

Consistente con una posible relacion entre SALL2 y la via Wnt, analisis de un
experimento ChlP-seq en células HEK293 realizado en nuestro laboratorio sugiere que
genes de la via Wnt son regulados transcripcionalmente por SALL2. Sin embargo, estos
posibles blancos derivados del analisis de los datos del ChiP-seq no han sido validados y
la relevancia funcional entre SALL2 y el eje Wnt en CCR, no ha sido dilucidado. Por otra
parte, estudios en ortélogos de la familia SALL en Xenopus, demuestran que XsalF (una
proteina homoéloga a SALL2) regula negativamente la via Wnt/3-catenina, a través de la
activacion transcripcional de reguladores negativos de la via como es: tcf3 y gsk3-8,
reprimiendo la actividad global de la via (Onai et al., 2004). A partir de estos estudios,
surgen las siguientes interrogantes: ¢Es SALL2 un regulador transcripcional
directo/indirecto de blancos de la via Wnt? ¢ SALL2 cumplird un rol inhibitorio de la

via Wnt, al igual que el ortélogo en Xenopus, XSalF?

33


https://www.cbioportal.org/
http://timer.cistrome.org/

A través de este estudio se espera demostrar una relacion funcional entre SALL2 y
la via Wnt candnica en contexto de colon normal y patolégico identificando asi un nuevo
mecanismo para la accion de SALL2, que incluiria la regulacién directa de genes de la via
Whnt. Considerando que la expresion de SALL2 se encuentra disminuida o ausente en CCR
se espera determinar si la pérdida de su funcién contribuye a la hiperactivacion de la via
Wnt y/o a las propiedades tumorogénicas de células de CCR incluyendo su capacidad
proliferativa o apoptética. Por otra parte, estudios de la localizacién de SALL2 en la cripta
del colon y la evaluacion de su expresion en estadios de la progresion del CCR permitira
determinar su asociacion con la via Wnt y su rol como potencial marcador diagnéstico de
CCR.
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Los antecedentes presentados anteriormente, se pueden resumir en los siguientes
enunciados: 1. SALL2 regula negativamente la proliferacion celular y positivamente la
apoptosis. 2. Los niveles de ARNm de SALL2 en CCR estan disminuidos respecto a colon
normal 3. En CCR, el locus de SALL2 presenta pérdida de heterocigocidad, siendo factor
de mal prondstico. 4. Genes de la familia SALL estan asociados con la via Wnt en desarrollo
embrionario y en cancer. 5. XsalF, proteina de Xenopus homologa a SALL2 en humanos,
regula negativamente la via Wnt 6. ChiP-seq del laboratorio sugiere que genes de la via
Wnt pueden ser regulados por SALL2.

Se plantea la siguiente hipotesis: “SALL2 regula transcripcionalmente un blanco
de la via Wnt, modulando negativamente la viay la pérdida de su funcién en cancer

de colon favorece la activacion de esta”.

Progresion del cancer de colon

NORMAL ADENOMA CANCER

SALL2

v

Blanco via Wnt

Wnt/B-catenina

Figura 6: Modelo de estudio propuesto. Se postula que SALL2 regula un blanco
transcripcional de la via Wnt/B-catenina y seria el mecanismo por el cual SALL2 modula
negativamente la via. Sin embargo, en contexto de CCR con la pérdida de expresiéon de

SALL2, se perderia este mecanismo inhibitorio de la via Wnt.
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3.- HIPOTESIS:

“SALL2 regula transcripcionalmente un blanco de la via Wnt, modulando negativamente la

via y la pérdida de su funcién en cancer de colon favorece la activacion de esta”.

4.- OBJETIVO GENERAL:

Determinar la asociacién entre SALL2 y la via Wnt en contextos normal y tumoral del

colon.

5.- OBJETIVOS ESPECIFICOS:

OBJETIVO ESPECIFICO 1.

Determinar la expresion espacio-temporal de SALL2 en la progresion del cancer de colon.

OBJETIVO ESPECIFICO 2.

Definir la relacion funcional entre SALL2 y la via Whnt.

OBJETIVO ESPECIFICO 3.

Definir blancos transcripcionales de SALL2 con impacto en la via Wnt/B-catenina.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Reactivos:
o (CX-4549 (Silmitasertib): MedChem Express (No. Cat. # HY-50855).
e 5-Fluoracilo: Santa Cruz (sc-29060A).
e XAV939: Merck (No. Cat. #284028-89-3).
e CHIR99021 (CT99021): Tocris (No. Cat. #4423).
e DMSO: Tocris (No. #3176).

6.2.- Analisis Bioinformaticos:

En primer lugar, se utilizaron datos masivos de cancer, trabajando con plataformas publicas
de bases de datos, para analisis de expresion diferencial de SALL2 en cancer de colon vs
tejido normal. En este contexto se utiliz6: UALCAN, GEPIA, MiPanda y DeapMap. Luego
para conocer mutaciones genéticas en el gen SALL2 se trabajé en Cbioportal y TIMER 2.0.
Ademas, se realizaron analisis de correlacion entre SALL2 y AXIN2 en: R2, TIMER 2.0y

SurvExpress.

6.2.1.- MI PANDA (https://mipanda.path.med.umich.edu/): Es una herramienta que provee

acceso a resultados de larga escala desde muestras de ARN-seq. MiPanda ocupa set de
datos de TCGA para cancer (n=9496) y tejido normal (n=730). Los criterios de inclusion
para la busqueda fueron: “Gen: SALL2". Tipo de andlisis: Expresion diferencial de SALL2

en muestras de cancer.

6.2.2.- UALCAN (http://ualcan.path.uab.edu/): Es un portal interactivo para llevar a cabo

analisis en profundidad de datos de expresion de genes en 31 diferentes tipos de cancer.
Para esta busqueda se utilizaron 327 muestras humanas de colon, de las cuales 41 son de
tejido normal y 286 de tumor primario. Los criterios de inclusién para la basqueda fueron:
“Gen: SALL2", “TCGA dataset: Colon adenocarcinoma”. Tipo de analisis: Expresion
diferencial de SALL2 en muestras de CCR.

6.2.3.- GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/): Es una herramienta que provee una rapida

busqueda en las base de datos de TCGA y GTEX, en los cuales se pueden hacer analisis
de expresion diferencial, correlaciéon de distintos genes, analisis de sobrevivencia en
pacientes. Para los analisis en GEPIA se utilizaron un total de 9736 muestras de tumor y
8000 muestras de GTEX de tejido normal. Las condiciones de busqueda para este estudio
fueron. “Gen SALL2". Tipo de analisis: Expresién diferencial de SALL2 en muestras de
CCR.
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6.2.4.- DeapMap (https://depmap.org/portal/interactive/): Es una plataforma con

informacion generada en el proyecto “The cancer dependency Map Project’. Tiene por
objetivo realizar una enciclopedia online de lineas celulares de cancer. Presenta
informacion de “screening” genético y resistencia a drogas para generar modelos
predictivos de respuesta a terapias. Se uso la herramienta: “cell line selector” para escoger
las diferentes lineas celulares a trabajar y se buscé la expresion de “SALL2”. Tipo de

analisis: Expresion diferencial de SALL2 en modelos de lineas celulares en CCR.

6.2.5.- cBioPortal (https://www.cbioportal.org): La base de datos cBioPortal para gendémica

del cancer provee una herramienta para analizar la data genémica en forma de graficos de
multiples plataformas y ademas de analisis de correlacion. Para este analisis de
correlaciones se usaron 13 estudios distintos con un total de 3.853 muestras de cancer de
colon. Las condiciones de busqueda para este estudio fueron: “Gen: SALL2". Estudios:

“cancer de colon”, “cancer colorrectal” y “adenocarcinoma de colon”. Mddulo: “mutationes”.

Tipo de analisis: Mutaciones en el gen SALL2.

6.2.6.- TIMER 2.0 (http://cistrome.shinyapps.io/timer): La base de datos Timer presenta un

modulo de “cancer exploration” que permite realizar analisis de expresion diferencial entre
tejido normal y tumoral entre diferentes genes en contexto de mutaciones somaticas. El
nivel de significancia se basé en p<0,05. Timer 2.0 se utilizé para conocer la relacién entre
SALL2 y AXINZ2. Tipo de analisis: Expresion diferencial de AXIN2 en contexto de muestras
de CCR con SALL2 mutado.

6.2.7.- SURV EXPRESS (http://bioinformatica.mty.itesm.mx/SurvExpress): Es una base de

datos con mas de 20 000 muestras y 130 conjuntos de datos con informacién clinica en
mas de 20 tumores. Nos entrega datos de correlacién clinica entre biomarcadores y
parametros como sobrevida libre tumoral. Tipo de andlisis: Expresion diferencial de AXIN2

y SALL2 en contexto de pacientes con CCR con alto y bajo riesgo.

6.2.8.- R2 Genomics (https://hgserverl.amc.nl/cqi-bin/r2/main.cqgi): Los datos

seleccionados en la plataforma R2 corresponden a 17382 muestras de tejidos normales
secuenciadas por la octava version del proyecto de expresion genotipo-tejido (GTEX),
disponibles publicamente en el servidor, Release 3.3.4 (febrero 2023). Los datos se
muestran normalizados en forma de transcritos por millén (TPM). Se utilizé la funcion:
“correlacionar dos genes” en “tipo de andlisis”. Tipo de analisis: correlacion entre AXIN2 y
SALL2.
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6.3.- Analisis de expresion diferencial en R Studio:
Con el objetivo de explorar los niveles de expresion de SALL2 en cancer colorrectal, se
selecciond un conjunto de experimentos microarrays desde la base de datos Gene

Expression Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Se utilizaron las palabras

claves “colorectal cancer” y “gene expression profiling” para buscar en GEO y se
seleccionaron los experimentos en base a los siguientes criterios: (I) Organismo “Homo
sapiens”, (IlI) tipo de experimento “Expression profling by array”, (lll) datos con ambas
muestras control y tumoral, (IV) anotacién de genes completa (gene name) y (V) nimero
de muestras normales o control igual o superior a 5. Se obtuvieron un total de 7 microarrays
que comprenden 335 muestras normales y 625 tumorales.

Respecto al andlisis de expresion diferencial utilizamos la biblioteca "limma Voom" (Ritchie
etal., 2015) para identificar los genes expresados diferencialmente entre muestras de tejido
normal y cancer. Como criterios de corte (cut-off) fueron: 1) el valor P ajustado utilizado fue
de p < 0,05y 2) log fold change (FC)| > 0,5 |. Los graficos de volcano se realizaron con el

paquete "gplots" en R 3.5.3.

6.4.- Inmunohistoquimica en biopsias de pacientes: La técnica de Inmunohistoquimica
fue realizada en la Unidad de Anatomia Patoldgica, en las dependencias del edificio de
Anatomia Patoldgica, Universidad de Concepcion.

6.4.1.- Seleccion de pacientes: Como criterio de inclusion, las muestras de estudio
corresponden a biopsias desde el afio 2018 al 2021 con el diagndstico de adenocarcinoma
de colon, pacientes mayores a 18 afios. Como criterio de exclusion las muestras
correspondieron a biopsias con periodo de fijacién superior a 48 horas y aquellos pacientes
gue al momento de la toma de biopsia se encuentren con radioterapia. La busqueda de

pacientes se realiz6 utilizando el software PATHIENT (https://www.pathient.cl/).

La cohorte del estudio corresponde a 130 muestras con adenocarcinoma de colon invasivo
primario. Se trabajé con muestras de adenoma (n= 40), CCR (n= 48) y mucosa adyacente
sana (n=42). Las muestras de FFPE se obtuvieron siguiendo un protocolo aprobado por el
comité de bioética de la Universidad de Concepcion y el comité ético-cientifico del Hospital

Guillermo Grant Benavente (Anexo 3y 4).

6.4.2.- Inmunohistoquimica (IHQ): Los andlisis de IHQ se llevaron a cabo utilizando
secciones de 4 um de grosor en el EnVision™ FLEX, High pH, (Dako Autostainer) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se utilizé el sistema PTLink

(Dako-Agilent) para el pretratamiento, lo que permitié la desparafinacion, rehidratacion y
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recuperacion de antigenos simultaneamente. La peroxidasa endogena se bloque6 con el
Flex Peroxidase Block (Dako-Agilent) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los
portaobjetos se incubaron con el anticuerpo seleccionado SALL2, Ki-67 y B-Catenina
durante 30 minutos a temperatura ambiente (ver tabla 3). Después de 3 lavados en buffer
1X TBS, los portaobjetos se incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratén o anti-conejo
conjugado a un polimero marcado con peroxidasa de rdbano picante por 20 min. Luego, se
aplicé 3,30 -diaminobencidina en oscuridad durante 5 min. La contratincion se realizé con
Hematoxilina Flex (Dako-Agilent) y a continuacién se lavaron los portaobjetos con agua
corriente durante 5 min. Por Ultimo, las muestras se deshidrataron y se montaron con un

cubreobjetos tras su deshidratacion.

6.5.- Interpretacion de datos de Inmunohistoquimica:

Para la interpretacion de IHQ, es necesario analizar: puntaje proporcional e intensidad de
tincié. El puntaje porporcional que corresponde a cuéntas células son positivas a la IHQ del
total de células analizadas. Y la intensidad de tincion, se refiere al color de la tincion y si
esta es leve, moderada o intensa. Este analisis es una forma de cuantificar objetividamente
un marcador por IHQ y de esta manera determinar si es positivo o no (Ahmad Fauzi et al.,
2022; Ram et al., 2021).

6.5.1.- SALL2: Para el analisis del puntaje proporcional, el porcentaje (%) de células

positivas, respecto al total de células, se determiné contando 100 células por imagen de 3
campos diferentes para cada muestra utilizando el pluging “cell counter” en Image J. Este
analisis se realiz6 considerando sélo las células epiteliales frente a las estromales y la
localizacion nuclear frente a la citoplasmatica. Asi se obtuvo el % de ndcleos positivos para

SALL2 en el epitelio 0 en el estroma. Ademas, para el analisis de intensidad de la tincién

de SALL2 en el nacleo y el citoplasma se puntué de 0 a 3+ (0: Ausencia de tincién, 1+:

tincion débil, 2+: tincibn moderada y 3+: tincion fuerte).

6.5.2.- B-Catenina: La expresion de B-catenina fue evaluada en funcién del patron de
localizacion e intensidad, segun (Kundu et al., 2021; X. Ma et al., 2018). La tincién fue
considerada negativa si la localizacion era de membrana o nuclear-citoplasmatica débil o
nula. Por el contrario, la tincion fue considerada como positiva si existia expresion nuclear-

citoplasmatica moderada o fuerte. El algoritmo para generar el puntaje proporcional incluia

el nimero de células con un nudcleo tefido positivamente, utilizando el siguiente sistema de
clasificacién 0: ninguna célula positiva, 1: < 30% de células con tincién nuclear positiva, 2:

30-70% de células con tincidn nuclear positiva y 3: > 70% de células con tincién nuclear
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positiva. La inmunorreactividad de (B-catenina se analizé por separado para el centro del

tumor y el frente invasivo del mismo. Adicionalmente, se evalud la intensidad de tincién de

0 a 3+ (0: Ausencia de tincion, +1: tincion débil, +2: tincibn moderada y +3: tincion fuerte).

Finalmente se generé la clasificacion final en 4 grupos, considerando el puntaje
proporcional (de 0 a 3) y la intensidad de tincion respectivamente (de 0 a +3): Expresién
negativa (0, 0), expresion débil (1, 1+), expresiéon moderada (2, 2+) y expresién fuertemente

positiva (3, 3+).

6.5.3.- Ki-67: Para el estudio de la tincion de Ki67 se utilizé el andlisis realizado por
(Ratajczak-Wielgomas et al., 2017), se consideré: A) puntaje proporcional: 0: menos del 5%
de inmunorreactividad de las células, 1: del 6% al 25%, 2: del 26% al 50%, 3: del 51% al
75% y 4: del 75% al 100. B) puntuacion de intensidad de la tincion: fue de 0 a +3 (O:

Ausencia de tincion, +1: tincion débil, +2: tincion moderada y +3: tincion fuerte).

Para obtener la puntuacién final de tincion de Ki67, los resultados se calcularon
multiplicando A x B (puntaje proporcional x intensidad de tincién), por ejemplo, en presencia
de una tincidon fuerte de Ki67 correspondia A: 90% de células positivas= 4 y B: 3+, por lo
que AXB: 3 X 4: 12 puntos. De esta manera se clasificé los resultados de la tincién en 2
grupos: expresion negativa (puntaje: 0 puntos) y expresion positiva (puntaje: entre 1y 12

puntos).

6.6.- Inmunohistoquimica multiplex:

Se trabajé con seciones de 4um del “tissue microarray” normal y cancer. Para el pre-
tratamiento se utilizé el EnVision FLEX Target Retrieval Solution High pH (50X) (K8004,
DAKO), lo que permitié la desparafinacion, rehidratacion y recuperacion de antigenos
simultdneamente. Luego se utilizaron los anticuerpos primarios, todos en una sola dilucién.
Panel 1: Citoqueratina-conjugada a Alexa 488, Vimentina y SALL2. Panel 2: SALL2, CD68
y CD8. Ver detalles en la tabla 3, de anticuerpos primarios. Posteriormente se incub6 con
los anticuerpos secundarios, para los anticuerpos de conejo (ej: SALL2), se utilizé
EnVision+ System-HRP labelled Polymer Anti-Rabbit (K4003, DAKO) y para los anticuerpos
de ratdn (ej: CD8), se usaron anticuerpos fabricados en cabra isotipo especifico conjugados
a HRP (ver tabla 4, anticuerpos secundarios). Entre cada incubacién, se fue inactivando
la actividad de la HRP (enzima Peroxidasa de Rabano Picante) con 100mM hidrazida
benzoica y 50mM de peréxido de hidrégeno en solucion de PBS, que corresponde a un

inhibidor suicida de la peroxidasa. Para revelar se utiliz6 el sistema de amplificacion basado

41



en tiramida (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Se us6 TSA Plus Cyanine 5 (cy5) Reagent
(TS-000203, Akoya) o TSA Plus FITC Reagent (TS-000200, Akoya). Finalmente se realiz6
una co-tincion con DAPI y los portaobjetos fueron montados utilizando Prolong Gold
mounting medium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Cereceda et al., 2022; Villarroel-
Espindola et al., 2017).

6.6.1.- Analisis Inmunohistoquimica multiplex:

Para el andlisis de la inmunohistoquimica multiplex, se realiz6 un escaneo 20X en el
microscopio Aperio VERSA 200 (Leica Biosystems, Vista, CA, USA). Los tiempos de
exposicion fueron determinados acorde a cada target. El escaneo fue realizado en primer
lugar usando el aumento 1,25X para deteccion automatica del core del TMA, luego un
segundo escaneo a 5X para deteccion de sefal fluorescente utilizando DAPI y finalmente
un escaneo a 20X para los filtros FITC, CY3 Y CY5.

Para el analisis de imagenes, se utilizé el software QuPath v.0.3.2 (University of Edinburgh.
Edinburgh, Scotland, UK). De manera resumida, se utiliz6 el canal DAPI para la
segmentacién o deteccion de todas las células en el core tisular. El Threshold usado fue de
5.0. Luego se realizé la clasificacion de objetos y se definieron los siguientes clasificadores:
citoquetina, SALL2, Vimentina, CD8 y CD68 positivo. Finalmente, se realiz6 la corrida del
script automatico seleccionando manualmente cada ROI (Regién de interés). Los datos
fueron exportados como el total de células positivas para cada biomarcador en un Excel y
se analizaron dichos datos usando el porcentaje de positividad de un marcador por sobre

el total de células positivas a DAPI (Cereceda et al., 2022; Villarroel-Espindola et al., 2017).

6.7.- Cultivo Celular

Las lineas celulares HEK293, SW480, SW48, HT29 y SW620 disponibles en el laboratorio
de Transduccion de Sefiales y Cancer, fueron obtenidas desde ATCC. Las células CCD-
841-CoN fueron un obsequio del laboratorio del Dr. Julio Tapia (Universidad de Chile). Las
lineas celulares SW480, SW48, HT29, SW620 se cultivaron en medio RPMI-1640 y las
células HEK293 y CCD-841-CoN en medio DMEM (Roswell Park Memorial Institute,
HyClone), ambos suplementados con FBS al 10% v/v, L-glutamina 2 mM, Penicilina 50
U/mL y Estreptomicina 50 ug/mL (HyClone). Los cultivos celulares se incubaron en estufa

a 37° C y atmosfera con 5% de COa,.
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Las células fueron peridodicamente testeadas con el test de mycoplasma (EZ-PCR™
Mycoplasma Detection Kit). Se utiliz6 de manera profilactica una concentracion de 2,5

pg/mL de Plasmocin (InvivoGen, L: 3801%) o para limpiar las células micoplasma 25 pg/mL.

En este proyecto se trabaj6 con modelos de pérdida de funcion CRISPR-Cas9
(Metodologia 6.9) y modelos de ganancia de funcion SALL2 E1A doxicilina inducibles. Los
modelos inducibles fueron generados por Paulina Sepulveda en el laboratorio. Para la
inducciéon de SALLZ2 las células fueron tratadas con doxiciclina (1ug/mL) en suero TET-On
por 24 a 48 hrs antes de cada experimento. Los modelos inducibles utilizados en este
proyecto corresponden a: HEK293, SW48, SW480, SW620 y HT29.

6.8.- Generacion modelo CRISPR-Cas9

Células CCD-841-CoN fueron electroporadas con los vectores pD1321-AP-SALL2 y
pD1321-AP-Jun_SALL2 (ver tabla 1) plasmidos disefiados para generar una mutacién
gendmica en el gen SALL2 humano mediante la expresion de la proteina Cas9 silvestre
acoplado a la proteina RFP (en inglés “Red Fluorescent Protein”). Esta ultima proteina, fue
usada como marcador de seleccién para la citometria de flujo. Estos vectores fueron
utilizados para generar las células “CRISPR-SALL2". Se incluyd, ademas, como control de
la transfeccion el vector vacio pD1321. Este plasmido, no tiene guias para la proteina Cas9,
gue se utilizé para la generacion de células “CRISPR-Control” (Farkas et al., 2021). Las
células electroporadas fueron disgregadas 18 horas post-electroporacién mediante
tripsinizacion y sometidas a citometria de flujo y cell sorting (BDFACSAria Il cell sorting).
En cada condicion (CRISPR-control y CRISPR-SALL2) se seleccioné un pool de 96 células
correspondientes al 1% de las células con mayor fluorescencia roja, luego se verificé la
ausencia de expresion de SALL2 en el modelo CRISPR-Cas9 mediante western blot en los

diferentes clones.

6.9.- Medio condicionado (L-WRN):

El medio condicionado se genero a partir de células L-WRN (Obsequio de Dr. Jorge Toledo,
Universidad de Concepcion), células que corresponden a fibroblastos aislados de la areola
de un ratdn macho y son secretores de Wnt3a, R spondina y Noggin. Las células L-WRN
se cultivaron en DMEM en las condiciones estandar, una vez que alcanzaron a un 90% de
confluencia, se cambié el medio a DMEM/F-12 suplementado con suero bovino fetal al 20%
(Vandussen et al., 2019).
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El medio condicionado, se fue colectando cada 24 horas por 8 dias. Se mezcl6 en partes
iguales con DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10%, obteniendo finalmente una
solucion de trabajo al 50% v/v. Esta solucion, se dividié en alicuotas de 20 mL para su

posterior almacenamiento a -80°C.

6.10.- Generacidn de pellets citoldgicos desde lineas celulares:

Se sembraron 2.000.000 de células CCD-841-CoN, HT-29, SW620, SW480, HCT-116 y
DLD-1 en placas de 10 cm. Cuando cada linea celular llego al 90% de confluencia, se fijaron
en metanol. Luego las células se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm. El
sobrenadante se descartd y el pellet se resuspendié cuidadosamente en 1 mL de agarosa
liquida al 2% a 65°C (LE, grado analitico; Promega, Madison, WI). El agar solidificado se
colocé en un casete de inclusidn y se incluyé en parafina utilizando un procesador de tejidos
automatizado (Tissue-Tek VIP150; Sakura) en condiciones estandar para biopsias
quirargicas, en la Unidad de Anatomia Patol6gica del Hospital Guillermo Grant Benavente.

A continuacion, se realiz6 la IHQ en el cyto-agar.

6.11.- Inmunocitoquimica

Se sembraron 150.000 células SW480 o HT-29 en cubreobjetos de 15 mm en placas de 12
pocillos. Luego de 48 horas de incubacion las células se fijaron en 4% paraformaldehido en
1X PBS no estéril por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se permeabilizaron con
0,1% Triton X-100 en 1X PBS por 10 minutos. Posteriormente se incubaron con el
anticuerpo primario (Tabla 3) diluido en 3% BSA por 14-16 horas a 4°C (sala fria) en camara
hameda. Luego, se realizaron tres lavados con 1X PBS por 5 minutos y se incub6 por 2
horas con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 4), en BSA al 1% incluyendo la
tincién nuclear de DAPI (dilucién 1:400). Finalmente, se montaron los cubreobjetos en
portaobjetos, usando 15-20uL de “Fluoreoscence Mounting Medium” (Dako) para su
posterior andlisis bajo microscopia confocal. ElI microscopio confocal empleado fue un
microscopio espectral confocal LSM780 NLO Zeiss (objetivos 63X, CMA Bio-Bio). En cada
inmunofluorescencia ademas se incluy6 un control negativo, que involucra un cubreobjeto

sin la incubacion de anticuerpo primario.

6.11.1.- Andlisis de imagenes de inmunocitoquimica:

Para el analisis de Inmunofluorescencia se utiliz6 el software de acceso gratuito “Fidi”. Las
imagenes en formato csv fueron descargadas desde el servidor CMA, se separaron en el
canal verde (B-catenina) y azul (DAPI) para seleccionar la regiéon de interés (ROI) utilizando

un método de segmentacion manual con la herramienta “varita” en el canal azul. Luego se
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procedi6 a importar este ROI a la sefial del canal verde y tomar registro de la intensidad de
fluorescencia de p-catenina en cada nucleo. Estos datos fueron promediados por imagenes,
considerando un minimo de 100 células por replica de experimento. Se realizaron 3 réplicas

independientes por cada condicién.

6.12.- Inmunoblot:

Las células se lisaron en el buffer de lisis (Tris/HCI 25 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, NP-40 al
1 %, MgCil2, glicerol al 5%), suplementado con inhibidores de proteasa y fosfatasa al 1%.
Las lisados proteicos (50-70ug) fueron separados utilizando electroforesis denaturante
(SDS-PAGE), usando voltaje constante de 75V y en presencia del tampdn de corrida (Tris
25mM; Glicina 192mM; SDS al 0.1% p/v). Como marcador de peso molecular se utilizé el
estandar Accuruler (MAESTROGEN, No. Cat. # 02102-250). El gel separador contenia
acrilamina:bisacrilamina 29:1 (30%) desde el 6 hasta 12% p/v, Tris 375 mM pH 8.8; SDS al
0.1% plv; persulfato de amonio al 0.1% p/v; N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) al
0.09% v/v). Por otra parte, el gel concentrador utiliza acrilamina:bisacrilamina 29:1 (30%) al
5%p/v; Tris 125 mM pH 6.8; SDS al 0.1% p/v; persulfato de amonio al 0.1% p/v; TEMED al
0.1% v/v). Las proteinas se transfirieron durante 16-18 hrs a 30 mA a una membrana de
PVDF (Immobilon, Merck, Kenilworth, NJ, EE. UU.).

Las membranas de PVDF se bloquearon en leche descremada al 5% 1 h a temperatura
ambiente en TBS-T (TBS-Tween20: Tris 20mM; NaCl 500mM; pH 7.4; Tween20 0.05%
v/v)). Luego se incubaron con el anticuerpo primario a 4 °C durante toda la noche (ver tabla
3). Después del lavado, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano picante (Bio-Rad) diluido en 5% en leche en TBS-T
durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, las proteinas inmunomarcadas se
visualizaron mediante el kit de quimioluminiscencia Amersham™ ECL™ Western Blotting
Detection Reagents (GE Healthcare Life Sciences). Para realizar la cuantificacion de las
bandas se utilizd Image J, en donde se procedié a hacer una densitometria de las proteinas
de interés normalizando con un control de carga como GAPDH o B-actina. Finalmente se

graficaron los datos utilizando Graph Prism 8.0

6.13.- Fraccionamiento subcelular (ntcleo-citoplasma).

El fraccionamiento nuclear/citoplasmatico se realizé utilizando un protocolo in house con
extraccién de tampén nuclear (HEPES 10 mM (pH 7,9), MgCl,; 1,5 mM, KCI 10 mM) y
extraccién de tampon citoplasmatico (HEPES 20 mM (pH 7,9), glicerol 25 % (v/v), NaCl 0,42
M, MgCl, 2mM 1,5 mM, EDTA 0,2 mM). La membrana nuclear se disgregd con 20 golpes
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en un homogenizador “Dounce” y luego los extractos se separaron en un SDS/PAGE. Se
utilizé HDAC 1 como normalizador nuclear y GAPDH como normalizador de la fraccién

citoplasmatica (Tesis Doctorado, Mario Palma, 2019).

6.14.- Extraccion de ARN y generacion de ADNc.

Para la extraccion de ARN, se utilizaron placas de 60 mm en donde las células fueron
colectadas en 500uL del reactivo TRIZOL (ambion). Para la separacion de las fases se
agregaron 100ul de cloroformo, vortex y luego se centrifugd a 12.000g por 15 minutos a
4°C. La fase acuosa fue traspasada a otro tubo nuevo, donde posteriormente se le
agregaron 500ul de isopropanol a temperatura ambiente para la precipitacién del ARN.
Luego de 10 minutos a temperatura ambiente, se centrifug6é a 10.000 rpm (10 minutos a
4°C), y se removio el sobrenadante cuidadosamente. El pellet (ARN) se lavé con 500ul de
etanol 75% en agua DEPC y se centrifugd a 10.000 rpm (5 minutos a 4°C). Para
resuspender el ARN se removio el sobrenadante, se dejé secar el pellet al aire por 20-30
minutos y se adicioné 50ul de agua DEPC para hidratar en hielo por 30 minutos. Las
muestras fueron tratadas con el kit de turbo DNasa (Invitrogen) para eliminar cualquier
residuo de ADN. Se cuantificé la concentracién de ARN y su pureza a través de absorbancia
en el lector de placas INFINITE 200 PRO NanoQuant Microplate readers (TECAN),

considerando como éptimo una pureza entre 1,8 - 2, relacion Abs 260-280 nm.

Para realizar PCR transcriptasa reversa, se mezclé una concentraciéon de 1000ng de ARN
total con 1,6 uL de oligoDT (Promega) en 10uL de volumen final en agua grado biologia
molecular (Hyclone). El programa ocupado consta de una etapa de 5 minutos a 70°C y una
segunda etapa a 4°C por 15 minutos. Posteriormente, se utilizé la transcriptasa reversa M-
MLV (PROMEGA), usando el programa de una etapa a 60°C por 42 minutos y una segunda

etapa a 65°C por 15 minutos en un termociclador de PCR convencional (Veriti).

6.15.- PCR cuantitativa en tiempo real
6.15.1.- Disefio de partidores: Los partidores utilizados se confeccionaron descargando la

secuencia de ADNc desde ensembl (https://www.ensembl.org/index.html). Para ello se

debe buscar la secuencia de SALL2 humano y seleccionar “ADNc” exportandor el resultado
en HTML. Luego, utilizando la secuencia codificante, se crearon los partidores para RT-

gPCR en Primer 3 (http://primer3.ut.ee/). Para las condiciones de generacion de partidores

se seleccion6 un %CG inferior al 60%, largo inferior a 20pb y tamafio de amplicon entre 100
y 300pb. Luego con el objetivo de descartar la presencia de dimeros de partidores que

pueden disminuir la eficiencia de la reaccion, se usé la herramienta “oligoanalizer’
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(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer), en donde se buscaron estructuras

secundarias como por ejemplo horquillas, homodimeros o heterodimeros. Los partidores
gue tenian estos dimeros fueron descartados. Se confirmé el producto de amplificacién en
Umelt, un servidor que permite conocer la temperatura de melting teérica y ademas entrega

una curva de Melting de simulacion (Umelt: https:/dna-utah.org/umelt/umelt.html).

Finalmente se uso el servidor de PCR in silico: https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr), que

permite conocer el tamafio del amplicon y la especificidad de los partidores.

6.15.2.-PCR cuantitativo: Se realizaron las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR) por triplicado utilizando “KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (2X) Kit” (Kapa
Biosciences) con una concentracion de partidores de 0,4 uM (ver tabla 2). Cada reaccion
contenia: 0,4uL de cada partidor, 5uL del kit 2X, 1uL de ADNc y 3,2uL de agua grado
biologia molecular. Las condiciones usadas en el termociclador fueron: desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 3 min, luego 40 ciclos de 95 °C por 5 segundos (desnaturalizacion) y 60
°C por 20 segundos (extension). La curva de melting, fue usada para verificar la Tm de los
partidores. La expresion de cada gen fue relativa a la expresién del gen normalizador
GAPDH, ACTINA o PPIB. La representacion de los datos fue como veces de cambio en

comparacion con el control, para cada caso, esto utilizando la formula delta delta CT.

6.16.- Ensayo de reportero

Se sembraron 350.000 células HEK293 SALL2-E1A-FLAG doxiciclina inducibles en placas
de 6 pocillos. Luego de 24 h, las células se trataron con lug/ml doxiciclina para inducir la
expresion de SALL2 E1A. Transcurridas 24 h de tratamiento con doxiciclina, se realiz6 la
transfeccion transiente por el método de fosfato de calcio. A las 24 h post-transfeccion, las

células se colectaron para el ensayo.

Se transfect6 1 ug de pGL3 basic, 0,125ug RSV-BGal, 1 ug pCDNA3-AXIN2 1kb silvestre y
1 ug pCDNA3-AXIN2 1kb mutado (tabla 2), segun corresponda. El pldsmido RSV-BGal que
codifica la B-Galactosidasa, fue usado para normalizar la actividad de luciferasa respecto al

numero total de células transfectadas (actividad de p-galactosidasa).

Se preparé una mezcla de ADN plasmidial y 250mM de CalCl;, la que se agregé sobre un
volumen equivalente de 2X HBS (Ver metodologia 6.23.1, transfeccion con fosfato de

calcio).

Las células fueron colectadas en 1X PBS frio en tubos de microcentrifuga de 1.5mL. Y se

centrifugd a 1500rpm por 5 min a 4°C. El pellet de células fue lisado con una dilucién 1X de
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la solucion comercial 5X Luciferase Cell Lysis Buffer (New England Biolabs). Luego, 25uL
de lisado de utilizaron para la medicion de actividad de luciferasa o p-galactosidasa por
separado, usando el kit Luciferase-Glo® (Promega, Madison, WI, USA) o Beta-Glo®
(Promega, Madison, WI, USA), respectivamente. Finalmente, la actividad de los reporteros
fue cuantificada en el lumindmetro utilizando placas de 96 pocillos de fondo blanco en el
INFINITE 200 PRO NanoQuant Microplate readers (TECAN).

6.17.- Inmunoprecipitacién de cromatina:

Células HEK293 SALL2-E1A-FLAG doxiciclina inducibles fueron tratadas con lug/ml de
doxiciclina por 48 horas para la induccion de SALL2-E1A-FLAG, posterior a este tiempo se
realizé un tratamiento con 5uM CHIR99021 por 4 horas. Luego las células fueron incubadas
con formaldehido al 1% por 10 minutos a temperatura ambiente y en agitacion suave con
el objeto de entrecruzar el ADN con las histonas. La reaccion de entrecruzamiento se detuvo
con 500pL de 1,25 M glicina por 5 minutos. Posteriormente, las células fueron lavadas dos
veces con 1X PBS frio y colectadas en tubos falcon de 15 mL. El pellet celular se lisé en un
buffer de lisis (0.5 M HEPES pH 7.8, 1 M MgCI2, 1 M KCl y 10% de NP-40) en presencia
de 10uL de inhibidores de proteasas por mL por 10 minutos en hielo. Luego, los lisados
fueron homogenizados en un homogenizador “Dounce” mediante 20 golpes y después de
5 minutos de centrifugacién a 4500 rpm, los nucleos celulares contenidos en el pellet fueron
resuspendidos en 300 uL de buffer de sonicacion (50 mM Hepes pH 7.9, 140 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% Na deoxycholate y 0.1 % SDS) y finalmente sometidos
a sonicacion. Se utilizé el sonicador Bioruptor ® PLUS en el laboratorio de Ciencias
Biomédicas en la Universidad Catélica de la Santisima Concepcion. El programa de
sonicado utilizado fue: 2 rondas de 20 ciclos cada una de 15 segundos ON y 15 segundos
OFF manteniendo la temperatura a 4°C. Se verific6 mediante gel de agarosa al 1% que los
fragmentos obtenidos correspondan a fragmentos de cromatina entre 100 y 500pb. Para

ello se utiliz6 marcador de peso de 100pb (Thermofisher).

Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo durante la noche a 4 °C en una mezcla que
contenia 2 ug de anticuerpo anti-flag (mouse) o control IgG de ratén (Santa Cruz) mas 40
Lg de cromatina en rotacién constante toda la noche. Posterior a esto, a cada mezcla se le
agrego 40 pL de proteina A/G - agarosa (Santa Cruz Biotechnology) y se incub6 durante 2
horas a 4 °C en rotacién constante. Después de esto, la agarosa se centrifug6é durante 5
minutos a 1000 r.p.m. y se lavé una vez en 500 uL de buffer de sonicacién (50 mM Hepes
pH 7.9, 140 mM NacCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% Na deoxycholate y 0.1 % SDS),
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dos veces en 500 pL de buffer de lavado de inmunoprecipitacion (500 mM LiCl, 200 mM
Tris-Cl pH 8.0, 1% NP-40y 0.1% Deoxycolato de Sodio) y una vez en 500 L de buffer TE
pH=8.0 (Tris-EDTA). Los complejos ADN-proteina fueron eluidos desde la resina de
agarosa en 100 pyL de un buffer que contenia 1% de SDS y 0.1% NaHCOs, luego se
incubaron durante 65 °C por 15 minutos. Los entrecruzamientos entre el ADN y la proteina
se revirtieron por la adicion de 4.1 uL de NaCl 5 M y posterior incubacion a 65 °C toda la
noche. La proteinasa K se afiadié durante 4 horas a 42 °C y el ADN se purificé utilizando
un kit “DNA clean & concentraror™ 25 (ZYMO RESEARCH). El ADN proveniente de la
cromatina de los “input” se diluydé en 100 pyL y el ADN proveniente de las
inmunoprecipitaciones en 30 L de buffer TE pH=8.0. Se analiz6 la union de SALL2 a las
regiones promotoras del gen AXIN2 por PCR cuantitativa en tiempo real utilizando los
partidores detallados latabla 2 “partidores”. Para realizar el PCR, se utilizé 1uL de los inputs

y 3uL de las inmunoprecipitaciones.

6.18.- Ensayo de Proliferacion

Se sembraron 10.000 células CCD-841-CoN, HT-29 y SW480 por pocillo (placas 24
pocillos). Las células fueron contadas diariamente en microscopio de luz éptica utilizando
una camara de Neubauer, cada condicion fue realizada por triplicado. Luego se comparo el
namero de células por dia en términos de porcentaje para construir el grafico usando Graph

Prism 8.

6.19.- Estandarizacion esquema de tratamientos 5-FU y XAV939:

Con el objetivo de encontrar diferencias en proliferacion celular utilizando 5-FU y XAV939,
se estandarizo6 la concentracion de ambos farmacos usando calceina 'y XTT. Se sembraron
5.000 células por pocillo (placas de 96 pocillos). Luego se realizaron los tratamientos
usando 75uM de 5-FU y 12uM de XAV939 por tiempos de 24, 48, 72 y 96 horas en los
modelos inducibles HT29, SW480, SW48 y SW620.

6.19.1.- Calceina: Las células analizadas en placas de 96 pocillos fueron lavadas con 1X
PBS estéril a 37°C y se diluyé la calceina 2,5uL en 10mL de medio RPMI-10% FBS. Se
realizo la tincion usando 100uL de esta mezcla por pocillo y se incubd por 20 minutos en
oscuridad. Posteriormente se realizaron lavados por 5 minutos y se tomaron fotografias en

el microscopio Olympus (Arquimed), usando la camara digital Moticam Pro-2526 (Motic).

6.19.2.- XTT: Se realiz6 la mezcla de XTT utilizando 20uL de solucién activadora B en 1mL

de solucion XTT A y se incubaron las células con 50uL de esta mezcla por 4 horas.
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Posteriormente se realizdo medicion del XTT de absorbancia a 480nm. Los ensayos fueron
realizados en triplicado. Normalizando por el nimero de células usando con absorbancia a
660nm.

6.20.- Transformacion bacteriana

La transformacion fue realizada por la técnica de shock térmico. Para ello, se incubaron 50
pL de bacterias XL-Blue competentes en un tubo eppendorf de 1.5 mL con
aproximadamente 100 ng de plasmido, en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, las
bacterias junto con el ADN se incubaron a 42° C por 50 segundos en platina caliente y
nuevamente los tubos volvieron al hielo por 2 minutos. Se agreg6 250uL de medio LB a los
50-100 microlitros de bacterias y este volumen fue transferido a una placa estéril con medio
s6lido LB-agar con antibiético de seleccién (ej: ampicilina 100 ng/mL, United States
Biological), estos procedimientos fueron realizadas bajo mechero en todo momento. Las
bacterias se dejaron crecer por 14-16 horas en la placa a 37° C (overnight). Al dia siguiente,
se selecciond una o0 mas colonias aisladas con una punta de 10uL o en su defecto un asa
microbioldgica y se traspaso de forma individual cada colonia desde la placa a un tubo de
ensayo con 6 mL de caldo LB con antibiotico seleccion (6uL de ampicilina 100 ng/mL, United
States Biological) en orbital shaker incubator (MRC). Finalmente se incubo el cultivo durante
toda la noche a 37° C con agitacion a 210 rpm (14-16 horas). Se utilizaron 800 uL de este

cultivo bacteriano para almacenar stock con glicerol al 20% v/v a -80° C.

6.21.- Purificacion de plasmidos Midi-Prep.

Un mL del cultivo bacteriano fue incoulado en 500mL de caldo LB con el antibittico
correspondiente (6uL de ampicilina 100 ng/mL, United States Biological) por 16-18 hrs a
37°C en agitacion a 210 rpm. Luego, se centrifugd el cultivo a 5000 rpm en centrifuga Hitachi
CR22GlII (3920 xg) durante 15 minutos 4° C y se procedi6 a la purificacién de plasmidos a
gran escala con kit NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel), guiandose de las
instrucciones del fabricante. La concentracion del plasmido obtenido se determind midiendo
la absorbancia a 260 nm y 280nm, esto utilizando el equipo TECAN. De la relacion
A260/A280 se establece la pureza (considerando una razén sobre 1.8 como éptima para

poder utilizar el plasmido).

6.22.- Electroforesis de ADN

La separacion de fragmentos de ADN obtenidos fue realizada mediante geles de agarosa
al 1% o 2,5% p/v (SeaKem ® LE Agarose). El buffer utilizado para realizar la electroforesis
fue 1X TAE (Tris Acetate EDTA Buffer #TAE50X01). A los geles se les agreg6 el bromuro
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de etidio 0,5 ug/mL (sigma E1385-5mL). Se utiliz6 el marcador de peso molecular 100 pb
DNA ladder (GeneRuler, Thermo Scientific). Finalmente, con el objetivo de visualizar los
distintos fragmentos de ADN en el gel de agarosa, el gel fue ubicado en un equipo

ultravioleta transiluminador (Arquimed).

6.23.- Transfeccion transiente

6.23.1.- Fosfato de calcio:

Para transfectar células cultivadas en placas de 100 mm de didmetro se utilizé 250uL de
2X HBS (HEPES ((4cido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico) 50 mM; NaCl 280 mM;
NazHPO. x 7H,0 1.5 mM; pH 7.05) correspondiente al tubo “A”. En paralelo se diluy6 en
250uL de DMEM la cantidad de plasmidos requerida para cada experimento, para el caso
de placas de 100mm se consideran 10 pg de cada vector, correspondiente al tubo “B”. Para
placas de 60 mm o pocillos de placas de 6 pocillos, se utiliza 125 uL en el tubo Ay 125 uL
en el tubo B. Ademas, en estos formatos se espera que idealmente no supere los 3 ug de
cantidad total de ADN.

Luego, gota a gota se agrego la dilucion de ADN sobre la mezcla de 2X HBS, es decir
agregando el contenido del tubo B, sobre el tubo A. Para ello es necesario apoyar
suavemente el tubo eppendorf receptor sobre un agitador tipo vortex a baja intensidad. La
mezcla se deja reposar por 10 minutos y se procede a agregar la mezcla 2X HBS-ADN a la
placa. Para agregar los 250 uL finales a las placas de 60mm o de 6 pocillos, se utiliza una
micropipeta de 200uL. Es relevante visualizar el tamafio de los cristales al microscopio
Optico invertido. Luego de al menos 8 o 12 horas, se procedi6 a retirar el medio de cultivo
con los cristales de fosfato de calcio, para cambiarlo por medio de cultivo DMEM completo.

La recoleccién de células fue a las 24 o 48 horas, post transfeccion.

6.23.2.- Electroporacién:

Para generar el modelo SALL2 KO en células CCD-841-CoN se utiliz6 como técnica de
transfeccion transiente la electroporacion. Este proceso se llevé a cabo utilizando plasmido
CRISPR-Cas9 SALL2 (ver tabla 1) y el protocolo de Neon Transfection System (Thermo
Fischer Scientific). Un millon de células fueron resuspendidas en 90 uL de buffer de
resuspension. A esta suspension se le agregan 30 pug de ADN hasta llegar a un volumen
final de 115 pL en un tubo eppendorf. Se recolectaron 100 yL de la mezcla con las puntas
de electroporacion suministradas por el fabricante. La condicién estandarizada en la cual
se pudo obtener una alta eficiencia de transfeccion y baja muerte celular fue de un pulso de

30 mseg usando un voltaje de 1150 voltios. La recoleccion de células electroporadas fue a
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las 48 horas. La eficiencia del método se confirmé al visualizar RFP al microscopio de

epifluorescencia.

6.24.- Analisis estadisticos:

El analisis de los datos se llevé a cabo en el Programa GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Para analisis de variables cualitativas se utiliz6 prueba
Chi-cuadrado (ej: al comparar la expresion de SALL2 entre diferentes caracteristicas
demograficas de los pacientes). Para comparar mas de dos grupos, los datos se analizaron
mediante ANOVA (Analysis of Variance) de una via para muestras que difieren en solo
factor (una sola variable independiente, e.g., tratamiento), o de dos vias para muestras que
difieren en dos factores (e.g. tiempo de tratamiento 0, 4, 12, 24 hr). También se utilizé
prueba t-student (ejemplo: expresion de un target de la via Wnt y expresion de SALL2). Las
comparaciones se realizaron en unidades relativas a la condicion control. Se trabajé usando

el intervalo de confianza de un 95% y el valor p<0,05 fue considerado como significativo.
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Tabla 1: Plasmidos utilizados en el proyecto.

activador autocrino y paracrino de la via Wnt.

Bajo promotor CMV y 1065pb. Resistencia a

Plasmido Objetivo Referencia
pcDNA-Wnt3A Plasmido de expresion eucarionte, para Addgene (#35908).
transfeccion con ligando WNT3A como Najdi et al

Differentiation. 2012

para normalizar valores de luciferasa

respecto a total de células transfectadas.

ampicilina.
pGL3Basic- Plasmido de expresion eucarionte, reportero | Addgene (#25701).
AX2(1078WT)/Luc de luciferasa de 1000pb del promotor Leung et al J Biol
silvestre. Resistencia a ampicilina. Chem. 2002
AX2(1078MUT)/Luc | Plasmido de expresién eucarionte, reportero | Addgene (#25704).
de luciferasa de 1000pb del promotor mutado | Leung et al J Biol
en un total de 200pb (sitio de unibn a TCFa | Chem. 2002
bp -108 to -102 mutado CTTTGAT -->
CTTTGGC). Resistencia a ampicilina.
PGL3-Basic Plasmido de expresion eucarionte, usado Addgene (N° Cat=
para obtener datos de actividad de luciferasa | E1751)
basal de la célula.
RSV-B-gal Plasmido de expresion eucarionte, usado Addgene Plasmid

(#24058)

pD1321-AP-SALL2

Plasmido de expresién eucarionte, utilizado
para generar modelos CRISPR-Cas9.
Secuencia: GGCTCCTTAGGCCAGACGGT

pX330, Addgene
(Farkas et al., 2021)

pD1321-AP-
Jun_SALL2

Plasmido de expresion eucarionte, utilizado
para generar modelos CRISPR-Cas9.
Secuencia: CACCCCCAACTAGCGGTTAC

pX330, Addgene
(Farkas et al., 2021)

pD1321-AP-Vacio

Plasmido de expresion eucarionte, utilizado
como control negativo en la generacion de
modelos CRISPR-Cas9.

pX330, Addgene
(Farkas et al., 2021)
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Tabla 2: Partidores utilizados en el proyecto

Partidores Forward (5°-3’) Reverse (5’-3’)

ARID1B TCCTGTCGCCTCAGAGACTT CTTGGGCAAGGTTCGATAAA
ARID1A TTCCCCAACCACCAGTACAA GACGTGAGCAGTTGGTTGAG
FBXW7 AGGCTTTGACAGGGCATAGT AGAACCGGCAACAAAACTCC
FBXW11 GCACTGATCCCCTATGGAAA GTCCACACCGCCAGTTAGAT
LEF1 ACGACAAGGCCAGAGAACAC CCACGGGCACTTTATTTGAT
DAAM2 ATCTTCCAGAAGCTGCCAAA TTGTCCCTGGCCTCATTTAG
WNT7B TCAATTCCCCGGGCTCAC TGCGAAAGTTTCTGTGCATGA
AXIN2 CCCATGCCTGTCTCTTCCAA ATCCACGCATTTCTCCCTCT
ACTIN GATGAGATTGGCATGGCTTT CACCTTCACCGTTCCAGTTT
AXINZ2 setl CTGTTGCATTCCAGAGCCG CCTTAAAGGGACAGCGCC
AXIN2 set2 ATGTGAGTCGGCGTGTGA AGGGAGGGGAAAAGGGGA
AXIN2 set3 GCGCCTTTGAAGTGCACA TATGCAAAAGATCCGAGCGG
URR TGCAGTGTGGCTTGCACTAT TGGGTGGACAGTGAGCTATG
(Riffo et al., 2022)

ITG1 (Riffo et al., GCTTAGCCAGTTCCCTTCCA GAGACAGTCGCCGTGCCTCA
2022)

SALL2 E1A AATCCGAGAGGAGCTCTCGT AGGGTCAGTAGAACATGCGT
SALL2? total TATGTGCTAGAGCCCTTGGG GCACTCGGAGACAGATGACA
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Tabla 3: Anticuerpos primarios usados en el proyecto.

Anticuerpo | (clon) Cédigo Fabricante Técnica Dilucién Especie
SALL2 HPA004162 SIGMA WB 1:500 Conejo
IF 1:25
IHQ 1:100
IFm 1:100
SALL4 (EE-30): sc-101147 | Santa Cruz WB 1:500 Raton
(6E3): 385M-14 Cell Marque | IHQ 1:300
ARID1B (KMN1): sc- Santa Cruz WB 1:350 Raton
32762
ARID1A (C-7):sc- Santa Cruz WB 1:350 Raton
373784
FBXW7 (A-4): sc- Santa Cruz wB 1:350 Ratén
518093
FBXW11 (C-6): sc- Santa Cruz wB 1:350 Ratén
390629
LEF1 (B-6): sc-374522. Santa Cruz WB 1:500 Raton
DAAM2 (E-1): sc-515129 Santa Cruz WB 1:500 Raton
WNT7B (H-8): sc-365459 Santa Cruz wWB 1:350 Ratén
AXIN2 (C-6): sc-25302. Santa Cruz WB 1:500 Raton
Santa Cruz IF 1:25
B-catenina (e-5): sc-7963 Santa Cruz wB 1:500 Ratén
IF 1:100 Ratén
(Bcatenin1):IR702 | DAKO IHQ 1:100 Ratén
Ki-67 (MIB-1): GA626 DAKO IHQ 1:100 Ratoén
B-Actina (C4): sc-47778 Santa Cruz wWB 1:20000 Ratén
GAPDH (e-5): sc-7963 Santa Cruz wWB 1:20000 Raton
HDAC 1 (10E2): sc-81598 Santa Cruz WB 1:500 Cabra
pGSK3-B Cs:9336 Cell WB 1:2000 Conejo
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(ser9) signaling
GSK3-8 Cs: D5C5Z2 Cell WB 1:2000 Conejo
signaling
Flag Anti-Flag M2, SIGMA wWB 1:5000 Raton
clone M2
CD8 (C8:144B) M7103 | Dako IFm 1:100 Ratén
CD68 (PG-M1) Ab783 Abcam IFm 1:200 Raton
Pan-CK (AE1/AE3) Invitrogen IFm 1:500 Ratén
53-9003-82
Vimentina Ab-2 (V9) MS- ThermoSci IFm 1:200 Ratén
9003-82
*WB: western blot, IF: inmunofluorescencia, IHQ: Inmunohistoquimica. IFm:
Inmunofluorescencia multiplex.
Tabla 4: Anticuerpos secundarios.
Proteina Anticuerpo | Fabricante | Técnica Dilucién Conjugado | Especie
(fabricante)
Anti-Mouse | #1705047 BioRad WB 1:20000 HRP Cabra
I9G
Anti-Rabbit | #1706515 BioRad WB 1:20000 HRP Cabra
IgG
Anti-Goat #1721011 BioRad WB 1:5000 HRP Raton
IgG
Anti-Mouse | Ab97240 Abcam IFm 1:200 HRP Cabra
IgG1
Anti-Mouse | Ab98708 Abcam IFm 1:200 HRP Cabra
IgG3
Anti- lgG(A- ThermoSci IF 1:400 FITC Cabra
Mouse, 11001)
Alexa 488
Anti-Rabbit, | 19G (A- ThermoSci IF 1:400 Cy5 Cabra
Alexa 546 | 11035)

*HRP: Peroxidasa de rabano picante.
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7.-RESULTADOS:

7.1 OBJETIVO I: Determinar la expresion espacio-temporal de SALL2 en la

progresion del cancer de colon.

7.1.1.- Andlisis masivos de datos de expresidn génica muestran que SALL2

presenta baja expresién en cancer de colon.

Estudios previos del laboratorio utilizando la base de datos MiPanda (Farkas et al., 2021)
indican que los niveles de SALL2 se encuentran significativamente disminuidos en cancer
de colon en comparacion con el tejido normal. Con el objetivo de ampliar datos de la
expresion de SALL2 en cancer colorrectal (CCR) en diferentes contextos genéticos, se
realiz6 el andlisis de expresion diferencial de genes. Para ello se utilizaron grupos de datos

masivos descargados desde la base de datos GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/),

usando las palabras claves “cancer de colon” o “cancer colorrectal”. Los criterios de
inclusion para la busqueda fueron: muestras humanas y experimentos de “Expression
profiling by array” con un n superior a 6 muestras normal y tumoral. Basados en estos
criterios se seleccionaron los estudios: GSE146587, GSE21815, GSE35279, GSE3629,
GSE37182, GSE44861, GSE87211 y GSE9348. Luego, se usé el algoritmo entregado por
la biblioteca “Limma-Voom” en R Studio. Con el objetivo de conocer el logaritmo del fold
change (logFC) para SALL2. El LogFC y su valor de significancia estadistica (Adj. P. value)
fueron determinados en los siete estudios seleccionados. Los resultados se resumen en la
tabla de la Tabla 5.

En resumen, en los ocho estudios analizados se obtuvo que SALL2 se encuentra en
el grupo de genes “downregulated”, obteniendo en cada uno de ellos un LogFC con valores
negativos al comparar su expresion en colon normal vs. cancer de colon, representado en
los boxplot de la Figura 7A. Estos resultados fueron también complementados con datos

obtenidos desde las bases de datos publicos UALCAN http://ualcan.path.uab.edu/ (Figura

7B) y GEPIA http://gepia.cancer-pku.cn/ (Figura 7C), en donde se puede observar que los

niveles de expresion de SALL2 se encuentran significativamente disminuidos en cancer de

colon, comparado con colon normal.
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Tabla 5: Resultados de andlisis de expresion diferencial de SALL2 en diferentes

estudios de colon, recto y colorrectal.

geo_id Tipo de plataforma | normal | tumor [LogFC [Ad]. P.
cancer value

GSE146587 | Recto GPL17077 |6 6 -1.78 [0.07
GSE21815 | Colorrectal GPL6480 |9 132 -0.58 [0.29
GSE35279 [ Colorrectal GPL6480 5 140 -0.33 [0.68
GSE3629 Colorrectal GPL570 53 68 -4.19 [9.60e-28
GSE37182 | Colon GPL6947 88 84 -0.60 [1.14e-13
GSE44861 | Colon GPL3921 |55 56 -0.09 |0.56
GSE87211 | Recto GPL13497 | 160 203 -0.74  [1.39e-18
GSE9348 Colorrectal GPL570 12 70 0.41 0.22
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Figura 7: La expresion de ARNm de SALL2 se encuentra disminuida en cancer de
colon, comparando con tejido normal. A) Boxplot de la expresién de SALL2 en tejido de
cancer de colon, recto y cancer colorrectal respecto al tejido de colon normal humano (****
=p<0,001). El eje y representa el logaritmo en base 2 de la expresion de SALL2. B) Andlisis
de expresion diferencial de SALL2 desde base de datos UALCAN
http://ualcan.path.uab.edu/ (***= p=7,5E-05). 41 muestras normales y 289 muestras de CCR
desde TCGA C) Analisis expresion diferencial de SALL2 desde base de datos GEPIA
http://gepia.cancer-pku.cn/ (*=p<0,05). 349 muestras normales y 275 muestras de CCR
desde GTEXy TCGA.
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7.1.2- Expresion de SALL2 en tejidos de colon normal, adenomay cancer.

Con el objetivo de evaluar cambios en la expresion proteica de SALL2 en muestras
humanas de colon desde Pacientes Chilenos se obtuvo la aprobacion del Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Biologicas y el Comité Etico-Cientifico del Hospital
Guillermo Grant-Benavente para estudios de inmunohistoquimica (IHQ). Ver Anexo 3y 4,
respectivamente. Para ello se seleccionaron un total de 130 tejidos fijados en formalina,
embebidos en parafina provenientes de la Unidad de Anatomia Patoldgica. Se us6 como
criterio de inclusién biopsias con el diagnéstico de adenocarcinoma de colon y como
exclusién, a pacientes que hayan recibido tratamiento con radioterapia a la fecha de toma

de muestra.

Respecto a tinciones y andlisis de localizacion mediante IHQ para SALL2 en tejido
humano, solo existen cuatro estudios publicados en diferentes contextos tumorales y con
distintas condiciones. Estos trabajos fueron utilizados para adaptar el protocolo y posterior
analisis de la IHQ de SALL2 (Tabla 6).

Tabla 6: Inmunohistoquimica de SALLZ2 en tejidos humanos.

Contexto Patrén de tincion Anticuerpo Dilucion Referencia
tumoral
Sarcoma Tincién nuclear y citoplasmatica | (N-terminal) 1:100 (Nielsen et al.,
Sinovial en células tumorales. #HPA004162; Sigma- 2003).
Aldrich
Cancer de | Tincién fuertemente nuclear en | C-terminal (antisuero de | 1:3000 (Sung et al.,
Ovario el epitelio sano de ovario. conejo) 2013).
Piel Humana | Nucleo de fibroblastos | (N-terminal) 1:2000. (Sung, 2011)
estromales en la dermis reticular. | #HPA004162; Sigma-
Aldrich
Cancer  de | Nucleo y citoplasma de células | (N-terminal) 1:100. (Ye et al,
mama tumorales. #HPA004162; Sigma- 2019)
Aldrich

Para el correcto analisis de la tincién de IHQ de SALL2, fue necesario realizar la
estandarizacién del recuperador antigénico, la generacién de controles de IHQ y la
optimizacion de la dilucidon del anticuerpo primario. La recuperacion antigénica es un

proceso que consiste en exponer los epitopes por accion enzimatica (PIER: Proteolitic-
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Induced Epitope Retrieval) o por calor (HIER: Heat-Induced Epitope Retrieval),
dependiendo los requerimientos del tejido y dicho anticuerpo (Shi et al.,, 1997). Este
proceso, se debe estandarizar al momento de realizar IHQ, ya que en rutina clinica la
fijacion en formaldehido es el método de preservacién de estructuras tisulares mas usado.
Sin embargo, el mecanismo de fijacion de la formalina tamponada al 10% genera la
aparicion de puentes metilenos. Dichos puentes o también conocidos como “crosslinking”
generan el enmascaramiento de los epitopes del tejido, lo que implica la baja penetracion
de los anticuerpos al tejido y por ende no se realiza correctamente el reconocimiento

epitope-paratopo.

Entonces para la recuperacion de los determinantes antigénicos del tejido, producto
del efecto de la fijacién con formalina, se evalu6 el uso de buffer citrato a pH 6, soluciéon de
EDTA a pH 8 y buffer TP LINK proveniente desde el kit DAKO. De esta primera
estandarizacién se concluy6 que con el buffer TP LINK del kit DAKO se obtiene la éptima
recuperacion antigénica, por lo que se continud utilizando dicho buffer parala IHQ de SALL2
(Figura 8A).

Para generar los controles positivos de la IHQ se utilizo la linea celular de epitelio
de colon no tumoral CCD-841-CoN, ya que desde analisis de Western blot se determiné
previamente que expresan SALL2 (A. Quiroz, unidad de investigacion 2019). Se generd un
citoagar y posteriormente se realiz6 la IHQ anti-SALL2 observando, un patrén positivo de
tinciéon, principalmente en el nacleo (Ver figura 8A). Como control negativo de expresion
se utilizé6 un modelo isogénico deficiente en SALL2, CCD-841-CoN SALL2 ', generado
previamente con CRISPR-Cas9 (Farkas et al.,, 2021), y como control negativo del
anticuerpo se realizé la IHQ en la linea celular CCD-841-CoN (SALL2**) en ausencia del
anticuerpo primario. De estos dos controles negativos no se observd tincion de SALL2.
Finalmente, para comprobar la especificidad de la tincion de SALL2 en tejidos, se incubd el
tejido humano de colon normal, sin anticuerpo primario y tampoco se vio tincién de fondo o
inespecifica con la técnica realizada (Figura 8B). Estos controles nos permiten confirmar
gue las condiciones utilizadas eran éptimas para realizar la IHQ de SALL2 usando el kit
DAKO.

Para la estandarizacion de la dilucion del anticuerpo a utilizar a modo de estudio
preliminar se seleccionaron tejidos de 12 pacientes, considerando 4 tejidos normales, 4
tejidos de adenoma y 4 tejidos de adenocarcinoma. Con estas muestras se construy6 un

“tissue microarray”y se evaluo dilucion 1:100, 1:75, 1:50 y 1:25, observando tincion positiva
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de SALL2 con las dos diluciones mas concentradas, y seleccionando finalmente la dilucién
1:25 para estudios posteriores (Figura 8C).

100X

BUFFER CITRATO BUFFER EDTA BUFFER DAKO

Control negativo
B
Control positivo Sin anticuerpo Con anticuerpo Sin anticuerpo

% i;’f":“-‘-. 4

/ D

o, 7 A
por TRAW d;’: :
CCD-CoN-841 silvestre CCD-841-CoN null Tejido normal
C

SALL2

Figura 8: Estandarizacion de condiciones para IHQ de SALL2. A) Estandarizacién de la

recuperacion antigénica de SALL2 usando buffer citrato, EDTA y DAKO. Se trabaj6é con un
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Citoagar de células CCD-841-CoN, aumento 100X y aumento 400X. B) Controles de la IHQ
de SALL2 (control positivo y negativo). C) Estandarizacién de las diluciones del anticuerpo
SALL2, 1:25 hasta 1:100 (Sigma HPA004162). Tejido normal de colon 400X.

Una vez lograda la estandarizacion de la IHQ de SALL2 y controles respectivos, se
procedié a generar un tissue microarray desde tejidos de 130 muestras. Este incluyé 42
muestras de tejido normal, 40 de adenoma y 48 adenocarcinoma de colon. La informacion
demogréfica de la cohorte de estudio se encuentra resumida en la tabla 7, considerando

66 mujeres y 64 hombres con una edad promedio de 67 afios.

Tabla 7: Caracteristicas demograficas de la cohorte de estudio.

Diagndstico NUmero Mujeres Hombres Edad
Histolégico promedio

(afios)
Normal 42 20/42 (47,6%) | 22/42 (52,4%) | 70
Adenoma 40 19/40 (47,5%) | 21/40 (52,5%) | 63,5
Adenocarcinoma | 48 27148 (56%) 21/48 (43,7%) 69,6
Total 130 66 64 67,7

De los resultados de la IHQ de SALL2 se pudo observar que consecuente a los
resultados bioinforméaticos, la expresioén proteica de SALL2 fue significativamente menor en
los tejidos de cancer de colon en comparacién con los tejidos de colon normal (Figura 9A).
La expresion de SALL2 en las IHQs fue cuantificada con Image J, utilizando la herramienta
“cell counter”, generando el grafico de la Figura 9B. Se detectd expresion positiva de SALL2
en el 90,6 % de los tejidos normales, el 74,3 % de los adenomas y el 25,4 % de los tejidos
CCR.

Entendiendo que la funcion de SALL2 depende de su localizacion nuclear
(Hermosilla et al., 2018), analizamos la localizacién subcelular de SALL2 en las muestras
de IHQ. En los tejidos normales, se detectdé SALL2 en el nlcleo y el citoplasma de células
epiteliales y del estroma (Figura 9C), encontrando una mayor proporcion de SALL2 nuclear
(23,3 %) en el estroma que en el epitelio (15,4%) (flechas negras en la figura 9A). La
expresion nuclear de SALL2 en el epitelio disminuy6 significativamente durante la

progresion a adenoma y adenocarcinoma.
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Ademas, evaluamos la intensidad de la tincion de SALL2 en el estroma y el epitelio
desde la IHQ. La intensidad de la tincién se clasific6 como 0 = sin expresidn/negativa; + =
expresion débil; ++ = expresion moderada; +++ = expresion fuerte. La tinciéon promedio
detectada en los tejidos normales, en estroma 6 epitelio, fue fuerte (+++), en adenoma la
tincion fue débil (+) en el epitelio y fuerte (+++) en el estroma, y en CCR fue negativa (0) en
epitelio y moderada a fuerte (++ o +++) en el estroma (Figura 9D). En resumen, la tincién
de mayor intensidad observada en las glandulas fue en tejidos normales y esta fue

disminuyendo hacia la progresion del adenocarcinoma.
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Figura 9: Expresion proteicade SALL2 en tejidos humanos de una cohorte chilena de
estudio. Resultados representativos de tejidos normal, adenoma y adenocarcinoma de
colon. A) Arriba, tincién con Hematoxilina-Eosina (H/E) en aumento 20X. Medio, IHQ de
SALL2 en aumento 40X. Abajo, zoom digital del aumento 40X. La cabeza de flecha indica

tincion citoplasmatica de SALL2 tanto en estroma como en las glandulas y la flecha negra

65

4+

++



indica tincién nuclear tanto en estroma como en las glandulas. B) Porcentaje de células
totales positivas para SALL2 (****= p<0,001). C) Porcentaje de células, de epitelio y
estroma, con tincién nuclear de SALL2 (*=p<0,05, ****=p<0,001). D) Grafico de distribucién
de intensidad de tincién. Indica el porcentaje de muestras para epitelio o estroma en los
diferentes contextos analizados. Naranjo: +++ (tinciéon fuerte), Amarillo: ++ (Moderado),

Verde: + (débil) y celeste: 0 (negativa).

7.1.3- Asociacion de expresiéon de SALL2 entre factores prondsticos y

caracteristicas clinicas de la cohorte de estudio.

Adicionalmente a la evaluacion de SALL2 en los tejidos, se evalué B-catenina,
SALL4, Ki67 y vimentina. B-catenina es un componente de la via de sefializacion Wnt y
desempefia un papel importante en la progresion de ciertos tipos de cancer, como el de
mama, melanoma y CCR. Especificamente, la acumulacién anormal de $-catenina nuclear
se considera un marcador positivo de progresién en CCR, ya que promueve la proliferacion
celular, la migracion y la invasion (Clevers et al., 2013). Cuando B-catenina es expresada
en la membrana, se asocia con uniones adherente célula-célulay se considera un marcador
negativo de progresion, ya que la via Wnt no se encontraria activa. Finalmente, cuando -
catenina se encuentra con un patrén mixto de tincién, tanto nuclear como citoplasmatico,
es considerado positivo. Esto tiene directa relacion con la activacion de la via Wnt

canodnica(Gao et al., 2014).

SALL4, miembro de la familia SALL que se considera un marcador de mal pronéstico
encontrandose aumentados sus niveles en varios contextos de cancer como leucemia
mieloide, cdncer gastrico, de mama o carcinoma hepatocelular (Sun et al., 2022; X. Zhang
et al., 2015). Ki67, es un biomarcador de indice mit6tico por lo que relaciona con el estado
proliferativo de las células. En este contexto, alta expresion de Ki-67 se correlaciona
significativamente con una baja sobrevida general y sobrevida libre de enfermedad (Luo et
al., 2019). Por dltimo, vimentina, es un marcador mesenquimal, se utilizé para evaluar la
calidad tisular de las muestras en el “tissue microarray”. Muestras vimentina negativas se

consideran no éptimas para el estudio.

Nuestros resultados indicaron que los 130 tejidos comprendidos en el “tissue microarray”
fueron vimentina positiva, por lo que no fue necesario excluir muestras. En la figura 10, se

muestran imagenes representativas de los tejidos vimentina positivos y los marcadores de
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malignidad y progresion SALL4, B-catenina, y Ki67. Para poder utilizar dichos marcadores
en el tissue microarray de colon normal y CCR, se realizaron controles positivos externos,
utilizando, tejidos que se sabe expresen Vimentina, SALL4, Ki67 y [B-catenina. Para
Vimentina y B-catenina se utilizé cancer de colon, para SALL4 Disgerminoma, un tipo de
tumor de ovario y para Ki67 amigdala. Estos tejidos fueron seleccionados, ya que
previamente se publicé que SALL4 se encuentra sobre expresado principalmente en
tumores de célula germinales y se utiliza como biomarcador diagnéstico en Disgerminoma
(Mei et al., 2009). Como era esperado, SALL4 mostré tincién nuclear en las células de
disgerminoma, comprobando que la técnica y anticuerpo primario funcionaron (Figura 10)
(Cao etal., 2009). Por otra parte, la amigdala es uno de los tejidos con alta tasa proliferativa
(Luo et al., 2019), se utiliz6 como control positivo de Ki67, encontrando células con
marcacion nuclear para Ki67. Respecto a B-catenina, se observo tincion de membrana en
las glandulas de tejido normal. Finalmente, para vimentina, se observd fuerte tincion
citoplasmatica en el estroma tisular, como vimentina es un filamento intermedio, se
esperaba una alta expresion en tejidos humanos. En resumen, como todos los marcadores

dieron el patron esperado, se procedio6 al analisis de cada uno de ellos.

Vimentina SALL4

Ki67 B-catenina

Figura 10: Controles positivos para la tincion de Inmunohistoquimica de B-catenina,
Ki67, SALL4 y Vimentina. Se muestra vimentina en una muestra de cancer de colon,

SALL4 en Disgerminoma, Ki67 en amigdala y B-catenina en tejido de colon normal.
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Del analisis de la IHQ de B-catenina, nuestros resultados indican una asociacion
negativa entre SALL2 y los niveles de expresion de B-catenina nuclear (tabla 8). La Figura
11A muestra que en tres muestras independientes de CCR (pacientes #89, #118 y #120),
la inmunotincién de SALL2 es positiva, y la localizacion de (B-catenina es en la membrana
plasmatica, lo que se considera una tincibn negativa. Ademas, en estas muestras el
parametro de permeacion linfovascular es negativo. Por el contrario, en otras tres muestras
de CCR representativas (pacientes #115, #91, #95) se observa una inmunotincién SALL2
negativay la localizacion de B-catenina es fuertemente nuclear, estando presente en grupos
celulares del frente migratorio (flecha roja). Ademas, en estas muestras el pardmetro de
permeacion linfovascular es positivo (Figura 11B). En resumen, cuando SALL2 presenta
una tincién negativa, el marcador de [(B-catenina nuclear fue positivo en el 70,5% de los
pacientes, mientras que el resto de los pacientes correspondiente al 29,4% presenta [3-
catenina negativo. Estas diferencias fueron significativas y se resumen en la tabla 8.
También se relacioné con el pardmetro de invasion, con la ausencia de SALL2 en CCR, el
69,2% de los pacientes tienen invasién de serosa en comparacion con el 31% en tejidos
SALL2 positivos.
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Figura 11: Relacidn negativa entre la expresion de SALL2, permeacién linfovascular,
y B-catenina nuclear. A) Muestras representativas de CCR, IHQ de SALLZ2 positiva tanto
en estroma como en el epitelio. IHQ de B-catenina negativa (tincibn en membrana) y
permeacion linfovascular negativa. B) Muestras representativas de CCR, IHQ de SALL2

negativa o leve correlaciona con patrén positivo de B-catenina nuclear, en células del frente

migratorio (flechas rojas), y presentan permeacion linfovascular positiva.
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Luego, el andlisis de la expresion de SALL4 en la misma cohorte de 130 muestras
dio negativo para SALL4, siendo todas las muestras vimentina positivas y observando que
el control positivo de SALL4 marcaba correctamente, sin embargo, no fue posible detectar

SALL4 en tejido de colon normal o tumoral (Figura 12A).

Figura 12: Expresion de SALL4 en tejido de colon. IHQ de SALL4 en tejido de colon
normal (A), adenoma (B) y cancer (C). En D, se muestra el control positivo de SALL4

usando un tejido de Disgerminoma.

Por otra parte, se evalu6 una posible asociacion entre la expresion de SALL2 y el
marcador de proliferacién Ki67. El resultado de muestras positivas para SALL2 y positivas
para Ki67 fue de 36,8% mientras que para muestras SALL2 negativas y Ki67 positivas fue
del 63,1%%, por lo que no se observo una diferencia significativa respecto a SALL2
(p=0,26554). Resultados esperados, de relacionan inversa entre SALL2 y Ki67, son

presentados en la figura 13A-B.
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Figura 13: Expresion de Ki67 en muestras positivas y negativas para SALL2. A)
Expresion proteica de SALL2 positiva y Ki67 negativa en muestras de cancer. B) Ausencia
de expresion de SALL2 en muestras de cancer y Ki67 positivo.
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SALL2 ha sido postulado como un biomarcador de buen prondstico en pacientes con
cancer de mama. Esto debido a que favorece el proceso de apoptosis y disminuye la
proliferacion (Ye et al., 2019). Por este motivo, para ver si esta relacion se mantiene en
cancer de colon, se estudi6 la relaciéon entre la sobrevida de los pacientes del estudio y los

niveles de SALL2, a través de una curva de sobrevida o andlisis de Kaplan Meier.

Desde el certificado de defuncién (obtenido del registro civil) de los pacientes se obtuvo
la fecha de fallecimiento y la causa de muerte. Para el analisis se consideraron soélo
pacientes cuya causa principal de muerte fue cancer, encontrdndose dentro de ellas: falla
multiorganica/ shock séptico/tumor recto sigmoideo, falla multiorganica/ cancer colon con
metastasis hepatica, y cancer de colon etapa IV/ metastasis hepaticas. Del total de 13
pacientes fallecidos a la fecha, se excluyo 1 paciente, fallecido por SARS-CoV-2. Quedando
para el andlisis dos grupos de 6 pacientes fallecidos por cancer de colon, SALL2 negativo
y SALL2 positivo, respectivamente. Desde la tabla de contingencia (tabla 8), se observa
gue no existe una relacion significativa entre el grupo fallecido versus vivo dependiente de
la expresion de SALL2. Sin embargo, la tendencia observada, graficada en la figura 14
indica que la sobrevida a los 500 dias desde el diagnéstico para el grupo de SALL2 positivo
es del 66,6% y de un 16,6% para los pacientes SALL2 negativo. Esta misma tendencia se
evidencio realizando un andlisis de sobrevida utilizando la base de datos R2. Similar a los
resultados obtenidos en nuestra cohorte de estudio, existe una tendencia a que pacientes

con expresion disminuida de SALL2 muestran menor sobrevida general (Figura 15).

Por otro lado, la expresion de SALL2 no mostré una correlacion significativa con el
género, el estado de los ganglios, el tamafio tumoral, la inestabilidad microsatelital, o la
sobrevida entre otros parametros evaluados (Tabla 8). Sin embargo, la expresion de SALL2
correlacion6 significativamente con la edad, existiendo una relacion positiva entre pacientes

mayores de 60 afios, con la ausencia de la expresion de SALL2.
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Figura 14: Pacientes con expresion disminuida de SALL2 muestran menor
sobrevida general en CCR. Grafico de Kaplan-Meier que muestra el porcentaje de
sobrevida general y en el eje x se representa el paso de los dias. De los pacientes
fallecidos por cancer (N=6) SALL2 negativos y (N=6) SALLZ2 positivos (p=0,5289).
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Figura 15: Pacientes con expresion disminuida de SALL2 muestran menor
sobrevida general en CCR. Utilizando la base de datos R2 Genomics:

(https://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cqgi) la plataforma “Kaplan Meier”, es posible

observar que en pacientes con alta expresion de SALL2 en CCR (azul, n= 141) presentan
una mejor sobrevida general, mientras que pacientes con pérdida de expresion de SALL2
(rojo n=14) presentan una peor sobrevida, sobreviviendo sélo en un 20% a los 48 meses
(1460 dias) desde el diagndstico de la enfermedad (P=0,159).
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Tabla 8: Caracteristicas clinicas de la cohorte de estudio.

Caracteristicas Clinicas SALL2 negativo SALL2 Positivo p-value
N % N %
Género Femenino 18 66,6666667 | 9 33,3333333 | 0,3469
Masculino 16 76,1904762 |5 23,8095238
Edad Mayor 60 26 47,0588235 |5 23,8095238 | 0,0100
Menor 60 8 47,0588235 ? 52,9411765
Tamarfo tumoral | Menor 5 cm 8 57,1428571 |6 42,8571429 | 0,1610
Mayor 5 cm 20 76,4705882 8 23,5294118
T T1-T2 4 50 4 50 0,1596
T3-T4 30 75 10 25
N NO 18 69,2307692 | 8 30,7692308 | 0,9503
N1 6 75 2 25
N2 10 71,4285714 |4 28,5714286
Invasion Mucosa 2 50 2 50 0,5649
Submucosa 1 33,3333333 2 66,6666667
Serosa 31 75,6097561 | 10 24,3902439
Inestabilidad Positivo 33 73,3333333 | 12 26,6666667 | 0,1999
microsatelital Negativo 1 33,3333333 | 2 66,6666667
B-catenina en el | Positivo 24 80 6 20 0,0471
frente migratorio | Negativo 10 8
55,5555556 44,4444444
Permeacion Positivo 19 76 6 24 0,3074
linfovascular Negativo 15 65,2173913 | 8 34,7826087
Sobrevida Fallecidos 7 53,8461538 | 6 46,1538462 | 0,1568
Vivos 26 74,2857143 | 9 25,7142857
Ki67 Negativo 22 75,862069 7 24,137931 0,2654
Positivo 12 63,157894 7 36,842105
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7.1.3- Expresion de SALL2 en el nicho de células madre en la cripta del colon.

En el proceso de proliferacion de las células de la cripta es muy importante el balance
entre la proliferacién y la diferenciacién. La homeostasis es realizada por células madre
intestinales multipotentes o también conocidas como células LGR5+ (presentes en el nicho
de células madre del fondo de la cripta). Para favorecer la proliferacion, la expresion de los
ligandos Wnt muestra una pendiente decreciente del gradiente a lo largo del eje cripta,
siendo mayormente expresada en la base de la cripta Lieberkihn, en el nicho de células
madre. Este nicho de células madre se compone por células LGR5+, células de Paneth y
fibroblastos estromales (Ver esquemafigura 2) (Osawa et al., 2016). Entonces una primera
interrogante en la positividad de SALL2 en el estroma-epitelio de tejidos normales es si se
encuentra expresado principalmente en la region de diferenciacion de la cripta o en el nicho

de células madre (Figura 16A).

Para dar respuesta a esta interrogante, de los 42 tejidos normales analizados se
seleccionaron 11 muestras positivas para SALL2 donde el corte histoloégico permitia una
vision longitudinal de la cripta y, por ende, el andlisis de las regiones de la cripta. De las
glandulas analizadas, sélo se consideré como positivo la tincion de SALL2 nuclear, ya que
esto permite inferir que el programa transcripcional dependiente de SALL2 estaria activo.
Se encontré que la expresion de SALL2 nuclear es positivo, en un 71,6% en células basales
y en un 22,8% en células apicales de la cripta del colon. Esto indica que SALL2 esta
localizado en la regién del nicho de células madre correspondiendo principalmente a células
estromales (ver figura 16B). En la figura 16C, se muestra una imagen representativa del
analisis histolégico, dividiendo la cripta de Lieberkihn en las dos grandes regiones
mencionadas. Considerando con tincién nuclear positivo en la base (flechas azules) y en la

region de diferenciacion (flechas rojas).
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Figura 16: SALL2 nuclear selocaliza en el nicho de células madre en tejido normal
de colon. A) Esquema grafico de la cripta del colon, en donde se observa el nicho de
células madre, en la zona basal, amplificacion transitoria y diferenciacion o apical.
Fuente: creacion propia, modificado de (Barker et al., 2013) B) Cuantificacién (%) de la
localizacion de SALL2 en la region basal versus apical, s6lo considerando como positivo
el patrén nuclear. Cada punto representa el % de SALL2 positivo en una muestra del
total de células positivas C) Imagen representativa de la cuantificacion de SALL2 en la

cripta del colon con corte longitudinal, utilizando “cell counter” en Image J.
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7.1.4- Expresion de SALL2 en el estroma de tejido de colon humano.

Como es observado en lafigura 17A, en colon normal y adenoma SALL2 se expresa
en el estroma tisular. En este contexto, es necesario recordar la existencia del
microambiente tumoral, en donde existen diferentes células como macréfagos, fibroblastos
y/o linfocitos que rodean la cripta. En donde el secretoma del microambiente tumoral es de
vital importancia para la correcta diferenciacion y mantenimiento controlado de la
proliferacion de la cripta de Lieberkiihn (Barker et al., 2013; H. C. Clevers & Bevins, 2013;
Gjorevski & Ordo6fiez-Moran, 2017)

Con el objetivo de determinar qué tipo (s) de célula(s) del estroma expresa(n) SALL2
se realiz6 inmunofluorescencia multiplex. Se generaron dos paneles de tinciéon de 4
marcas. En el primero se utilizaron anticuerpos para marcar a SALL2, vimentina (marcador
de fibroblastos) y citoqueratina (marcador de células epiteliales o enterocitos). En el
segundo panel se utilizaron anticuerpos para marcar SALL2, CD8 (marcador de linfocitos
citotoxicos) y CD68 (marcador de macréfagos), ademas de tincién nuclear con DAPI en
ambos paneles. De esta forma se cuantificé la localizacion de SALL2 en el estroma del
tejido normal y canceroso, observando el porcentaje de células que presentan tincion dual,

para SALL2 y algunos de los marcadores mencionados.

Andlisis de la IHQ multiplex utilizando el software Qupath indica que en tejido normal
existe un porcentaje de 40,3% de células citoqueratina-SALL2 positivo en comparacién con
el 7,5% con el tejido de cancer, por lo tanto, confirmamos que SALL2 estaria localizado en
células epiteliales. Esta misma tendencia se mantuvo en los fibroblastos, que corresponden
a células vimentina-SALL2 positivo, encontrando que en el tejido normal existe un 21,8%
de células SALL2-vimentina positivo y en cancer sdélo un 1% (Figura 17A-B). Por lo tanto,

en tejido normal las células positivas a SALL2 corresponden a enterocitos y fibroblastos.

Respecto a los marcadores de infiltrado inflamatorios, la localizacion de SALL2 en
células CD8 positivas (linfocitos citotdxicos) fue baja (menor al 10%) en ambos tejidos. Para
el tejido normal fue de un 2,9% y para el tejido de cancer fue de 9,5% de positividad, lo que

indica que SALL2 practicamente no es expresado por células tipo linfocitos citotdxicos.

Por otro lado, respecto a las células CD68 que nos indican marcador de macréfagos,
se muestra que en cancer fue significativamente mayor, en comparacion con el tejido
normal. En el tejido normal se obtuvo una positividad SALL2-CD68 de 7,5% versus en

cancer con 65,7%. En resumen, se tiene que en el estroma del tejido normal la célula que
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mayormente expresa SALL2 corresponderian a fibroblastos y la célula estromal en la que

mayormente se expresa en el cancer corresponderia a macréfagos (Figura 17C-D).
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Figura 17: Localizacion de SALL2 en el estroma del tejido de colon normal y el
microambiente tumoral de tejidos de CCR. Analisis de inmunofluorescencia multiplex A)
corresponde a panel 1 en tejido normal B) corresponde a panel 1 en adenocarcinoma C)
corresponde a panel 2, en tejido normal y D) corresponde a panel 2 en adenocarcinoma
Panel 1. SALL2 (verde), fibroblastos (vimentina en rojo) y epitelio (citoqueratina en
magenta). Panel 2: SALL2 (verde), linfocitos CD8+ citotdéxicos (amarillo) y macrofagos
CD68+ (naranjo). Al lado de cada imagen, se muestra la cuantificacion utilizando
segmentacion automatica por color “threshold” en software de acceso gratuito QuPath. Los

ROI (Regién de Interés) se seleccionaron de forma manual, diferenciando entre zonas
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normal y de cancer. Se grafica el porcentaje (%) de células positivas para SALL2 y para los

marcadores analizados. Cada punto graficado corresponde a un ROI.

7.1.5- Expresion de SALL2 en lineas celulares de colon normal y cancer.

Con el objetivo de realizar estudios funcionales asociados a la modulacion de SALL2
en CCR se evalud la expresion de SALL2 en varias lineas celulares de CCR incluyendo
una linea no cancerosa de epitelio de colon, CCD-841-CoN, como contexto no patolégico.
Ademas, se realiz6 western blot e inmunohistoquimica (IHQ) de SALL2 en lineas celulares
de cancer de colon (HCT116, DLD-1, HT-29, SW620 y SW48) y de epitelio normal (CCD
841CoN). En la tabla 9 se indican las mutaciones mas frecuentes para cada linea celular

trabajada.

Tabla 9: Genética de lineas celulares usadas.

Linea celular | APC B-catenina | Alteracion | RAS Referencias
gendmica

HCT116 Silvestre Mutado MSI Mutado (Ahmed et al.,

DLD-1 Mutado Silvestre MSI Mutado 2013; Berg et

HT-29 Mutado Silvestre MSS Silvestre al., 2017)

SW620 Mutado Silvestre MSS Mutado

SW480 Mutado Silvestre MSS Mutado

Sw48 Silvestre Mutado MSI Silvestre

El analisis de western blot indica que SALL2 se expresa en la linea celular no
cancerosa de epitelio de colon, CCD-841-CoN y no es detectado en la mayoria de las lineas
de cancer analizadas, con excepcion de las células SW480 donde se detecta una banda
del tamafio esperado (aprox. 130kDa), de menor intensidad respecto a la de CCD-841-CoN
(Figura 18A).

Para realizar la IHQ, se cultivaron todas las lineas celulares anteriormente
mencionadas incluyendo modelos de pérdida de funcién de SALL2 (ver seccion Mat &
Metodos), CCD-841-CoN SALL2-/- y SW480 SALL2-/-. Luego se obtuvieron pellets
celulares, los cuales fueron procesados histolégicamente para generar un “cell microarray”
como herramienta para la IHQ. Andlisis de IHQ muestran resultados similares a lo
observado en western blot, sin embargo, la sensibilidad de la IHQ no permite detectar
SALL2 en las células SW480 SALL2+/+ (Figura 18B). Finalmente, se realizé andlisis in

silico de expresion de ARNm de SALL2 mediante Depmap (https://depmap.org/portal/), que

utiliza datos de ARN-seq desde lineas celulares en la base de datos disponibles. En este
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contexto, se observo que la linea SW480 es la que mayores niveles de expresion de SALL2
presenta en contexto de cancer y le sigue la linea celular SW48 (Figura 18C), siendo
niveles no detectables a nivel de proteina, lo que concuerda con los resultados de la figura
18A.
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Figura 18: Pérdidade laexpresién de SALL2 en lineas celulares de CCR. A) Inmunoblot
de la expresion de SALL2 en la linea celular normal CCD-841-CoN vy lineas celulares de
cancer de colon HCT116, DLD-1, HT29, SW620, SW48 y SW480. B) Inmunohistoquimica
de SALL2 en las lineas celulares de colon utilizando pellets de citoagar. C) Andlisis de
expresion de SALL2 en lineas celulares utilizando base de datos depmap (fuente:

https://depmap.org/portal/).
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7.2.- OBJETIVO II: Definir larelacion funcional entre SALL2 y la via Wnt.

7.2.1.- Definir larelacion entre SALL2 y Via Wnt/B-catenina.

Con el objetivo de determinar la relacion entre SALL2 y la via Wnt, se genero en el
laboratorio un modelo SALL2 knockout desde células epiteliales de colon CCD-841-CoN
(ver Secciébn Materiales y Métodos (Farkas et al., 2021). Con este fin, se uso6
electroporacion del plasmido que expresa la nucleasa Cas9 y el ARN guia para SALL2
dirigido contra una region del exdn 2 de SALL2, ademas de RFP que se usa como marcador
de seleccion. Clones individuales aislados por “cell sorting” (RFP+), fueron crecidos en
placas de 96 pocillos, y expandidos hasta su posterior analisis por Western blot. Los niveles
proteicos de SALL2 se evaluaron en relacion con las células CCD-841-CoN silvestres y se
usé B-actina como control de carga. Se obtuvieron 7 posibles clones para estudios
posteriores; 4 clones CRISPR SALL2 nulos o SALL2-/- (clon 1, 2, 3y 4) y 3 clones CRISPR
Control 0 SALL2 +/+ (clon 1, 2 y 3) (Figura 19A).

Estudios previos de nuestro laboratorio utilizando fibroblastos primarios de ratén
aislados desde embriones Sall2 silvestre (Sall2 +/+) and Sall2 nulos (Sall2 -/-) han
demostrado que SALL2 regula negativamente la proliferacién celular (Hermosilla et al.,
2018). Con el fin de corroborar que la pérdida de funcion de SALL2 afecta la proliferacion
de células CCD-841-CoN humanas se sembré igual numero de células CRISPR control
(SALL2+/+) y CRISPR SALL2 (SALL2 -/-), y se realiz6 conteo celular en paralelo por
diferentes dias. Se observo que las células SALL2 -/- proliferan mas rapido que las
controles, SALL2+/+. De esta manera, se confirma que en células de colon normal se
mantiene la ventaja proliferativa respecto a las células deficientes de SALL2 (Figura 19B).
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Figura 19. Modelo generado de pérdida de funcién de SALL2 A) Western blot desde
clones CRISPR SALL2 y CRISPR Control en células CCD-841-CoN (N=3). B) Ensayo de
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proliferacion en el modelo generado, las células con pérdida de SALL2, poseen una ventaja

proliferativa, respecto a las SALL2+/+ (N=3; P<0,05).

Acorde a los resultados obtenidos en el objetivo 1 en los estudios en tejidos
humanos, existiria una relacién negativa entre SALL2 y 3-catenina nuclear. Observando
gue en los tejidos de cancer negativos para SALL2, B-catenina se encontraba con
localizacion nuclear en el frente migratorio. Con el fin de entender la dependencia de SALL2
en la expresion de B-catenina nuclear utilizamos modelos celulares con pérdida y ganancia
de funcion de SALL2. Para ello, se realizd6 un fraccionamiento subcelular, obteniendo
proteinas citoplasmaticas y nucleares desde células CCD-841-CoN, como contexto normal
de colon y SW480 6 HT29, como modelos de cancer de colon. Los resultados del
inmunoblot indicaron que las células con pérdida de funcién (SALL2-/-) mostraron niveles
mas altos de B-catenina nuclear en comparacion con los modelos CRISPR-Cas9 control
(SALL2+/+) tanto en células CCD-841-CoN como SW480, ver figura 20A-B. Mientras que
la ganancia de funcién en modelos SALL2 E1A doxiciclina inducibles, se encontré reversion
en el fenotipo, en donde la induccién de SALL2 E1A disminuyd los niveles nucleares de [3-
catenina en células HT-29 SALL2 E1A (Ver figura 20C).
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Figura 20: La pérdida de funcion de SALL2, incrementa los niveles de B-catenina
nuclear. Fraccionamiento subcelular de células CCD-841-CoN (A), SW480 (B) y HT-29 (C).

Como control de carga nuclear se utiliz6 HDAC1 y citoplasméatico GAPDH. Resultado
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representativo de 3 réplicas independientes, el andlisis densitométrico se representa en los

gréficos inferiores a cada inmunoblot (*=p<0,05).

Por otra parte, datos de inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo que reconoce
a B-catenina endbégena mostré que la pérdida de expresion de SALL2 aumentaba la
acumulacion nuclear de B-catenina en las células SW480. Es decir, en el modelo de pérdida
funcién (SALL2-/-) se confirma la relaciébn negativa entre SALL2 y B-catenina nuclear
(Figura 21A). Como era esperado, en el modelo isogénico de ganancia de funcién usando
células SW480 (KO) SALL2 E1A inducibles, muestra la reversion del fenotipo, observando
menores niveles de B-catenina nuclear en células tratadas con doxiciclina (Figura 21C)
Estos datos fueron replicados en el otro modelo de ganancia de funcion, HT-29 SALL2 E1A
inducibles (Figura 21E). Finalmente, para confirmar los datos observados en estos
ensayos, se realizdé un andlisis de z-stack observando que, de la sumatoria de todos los
planos obtenidos, las células SALL2-/- presentaban mayores niveles de B-catenina nuclear,
en comparacion con las células SALL2+/+ (Figura 21G, anexo 5). Estos datos sugieren
que la expresion de SALL2 atenua la acumulacién nuclear de B-catenina, lo que ayudaria

entonces a disminuir la actividad transcripcional de la via Wnt/B-catenina.
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Figura 21: La pérdida de funcion de SALL2, incrementa los niveles de B-catenina
nuclear y la ganancia de funcion, revierte el fenotipo. Inmunofluorescencia de -
catenina endogena (verde) en células de colon normal y CCR. SALL2 en rojo, se utilizé el
anticuerpo FLAG para ser reconocido en los modelos de células inducibles SALL2-E1A-

FLAG Doxiciclina (DOX). Inmunofluorescencia representativa a 63X y grafico de la
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cuantificacion nuclear de B-catenina en Fiji, indicando la intensidad de tincién de B-catenina
en células SW480 SALL2+/+ y SALL2-/- evaluando un minimo de 100 células por
experimento (N=3) (A-B), en células SW480 SALL2 E1A inducibles (N=3) (C-D) y células
HT-29 SALL2 E1A inducibles (N=2) (E-F). En G se muestra una imagen digital que
representa la sumatoria de todos los planos analizados con z-stack en el microscopio
confocal LMS780 (N=1), en H su cuantificacion evaluando un total de 73 células. Ver Anexo
5, enlace para visualizar video representativo de la sumatoria de todos los planos en la

microscopia confocal en G.

Entendiendo que SALL2 regula los niveles nucleares de B-catenina de manera
negativa, se esperaria que exista un cambio en la expresion de los blancos de esta via
dependiente de SALL2. Para evaluar esta posibilidad, se realiz6 una busqueda
bioinformética de sitios de unidn para SALL2 en los promotores de genes candidatos que
fueron previamente sugeridos desde el ChlP-seq en células HEK (Figura 22A, Farkas et
al., 2021). Se utilizé la matriz de sitios de union previamente publicada GGG(T/C)GGG (Gu
etal., 2011), encontrando genes que significativamente clasificaban como posibles blancos
de SALL2 tales como ARID1A, ARID1B, DAAM2, FBXW11, FBXW?7, LEF1, AXIN2, WNT7B
y WNT3A (Figura 22B).
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Figura 22: SALL2 regula genes asociados a la via Wnt candnica. A) Analisis
ontolégico usando KEGG Pathway analisis (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
desde ChlIP-Seq (Farkas et al., 2021), se muestra en rojo la significancia del analisis y el
tamafio del circulo indica cuantos genes estan involucrados en dicho grupo. Se destacoé en
rojo un grupo de genes que son incluidos en la categoria “Wnt signaling pathway”. B)
Esquema representativo que muestra la region -2000 bp de promotores de posibles blancos
transcripcionales (basados en A) y la posicidn relativa de los sitios de unién a SALL2 tipo
GGG(T/C)GGG (rectangulos). La flecha corresponde al sitio +1 o inicio de la transcripcion.
Se incluye a ARID1A, ARID1B, DAAM2, FBXW11, FBXW7, LEF1, AXIN2, WNT7By
WNT3A.
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En primera instancia se evalud, utilizando western blot, si existian cambios en los
niveles de expresion de reguladores negativos (AXIN2, FBXW7, FBXW11 y ARID1A-B) y
de reguladores positivos (SALL4, LEF1 y WNT3A) en células CCD-841-CoN. Se encontrd
una relacién positiva entre células que expresan SALL2 y reguladores negativos como
AXIN2 y FBXWL1L1. Por otra parte, se encontré una relacién negativa entre la expresion de
SALL2 y reguladores positivos como SALL4 y WNT3A (Figura 23).
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Figura 23: La pérdida de SALL2 disminuye la expresion de reguladores
negativos y aumenta la expresién de reguladores positivos de la via en células de
epitelio de colon no tumorogénico. A) inmunoblot representativo de blancos de la via
Wnt en células CCD-841-CoN SALL2+/+ y SALL2-/-. B) densitometria en A, AXIN2,
FBXW11, LEF1y WNT3A (N=3).

Concordando con los datos en células CCD-841-CoN, datos previos del laboratorio
muestran que SALL2 se relaciona positivamente con los niveles de expresion de AXIN2,
FBXW11-7 y ARID1B en células de CCR SW480 (Tesis de pregrado Bioingenieria, José
Navarrete., 2022). De esta forma, se decidid evaluar la localizacion de estos tres
reguladores negativos. Con el objetivo de determinar si existe un cambio en la localizacion
subcelular deestos tres reguladores negativos dependiente de SALL2, se realizé

inmuofluorescencia. AXIN2, esta cumple una funcidon muy relevante en la fisiologia de la
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via Wnt. En el citoplasma es la proteina limitante del degradosoma, permitiendo la union de
B-catenina con el complejo de destruccién (Thorvaldsen et al., 2017) (Figura 4). Por otra
parte, a nivel nuclear ha sido caracterizada como proteina de anclaje para la represién de
genes blancos de la via, por lo que, respecto a su localizacion, esta proteina puede tener
un patrén de inmunotincién nuclear y citoplasmatico (Bernkopf et al., 2019, Rennoll, et al.,
2014). AXIN2 presentd ambas localizaciones y que en ausencia de SALLZ2, existian

menores niveles de AXIN2 tanto a nivel nuclear como citoplasmatica (Figura 24A).

Adicionalmente, en los modelos de células CCD-841-CoN y SW480 se evalué
FBXW11, gen que codifica a la ubiquitina ligasa B-TrcP2 con la funcién de degradar a B-
catenina. Por este motivo la localizacién de B-TrcP2 debe ser citoplasmatica (Rim et al.,
2022). El resultado de la inmunofluorescencia para B-TrcP2, mostr6 un patron de
inmunotincién citoplasmético, en donde se observé la misma tendencia de correlacion

positiva con SALL2 que en el resultado previo (Figura 24B).

Finalmente, ARID1B que posee una funcidon de remodelador de la cromatina,
permite alterar la estructura de los nucleosomas facilitando la represion génica de los
blancos de la via. Por este motivo, la localizacion de ARID1B al momento de ser evaluado
debe ser de tipo nuclear (Vasileiou et al., 2015). Luego del analisis de intensidad de
fluorescencia y segmentacién nuclear, se encontré que efectivamente ARID1B mantenia
una localizacion principalmente nuclear y que células deficientes de SALL2 presentaban

menor intensidad de fluorescencia nuclear (Figura 24C).

De este experimento se pudo confirmar la relacion positiva entre SALL2 y los
reguladores negativos como AXIN2, ARID1B y B-TrcP2 (FBXW11).
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Figura 24: SALL2 correlaciona positivamente con reguladores negativos de la
via Wnt en células SW480. Inmunofluorescencia utilizando microscopia confocal LMS780,
aumento 63X. (A) AXIN2 enddgena en verde y la cuantificacién del ROI citoplasmatico en
(B) y nuclear (C) (N=3). (D) ARID1B enddgeno y la cuantificacidon nuclear en (E). (F) B-
TrcP2 (FBXW11) enddgeno y la cuantificacion en G.
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Estos resultados también fueron confirmados mediante gPCR en el modelo inducible
de cancer de colon HT-29, en donde es posible visualizar que en presencia de SALL2,
inducida mediante doxiciclina, existe un incremento en los niveles de AXIN2, FBXW11 y
ARID1B, todos reguladores negativos de la via Wnt candénica. Por otra parte, se mantuvo
una relacion negativa entre la expresion de WNT3A y la induccion de SALL2 E1A (Figura
25).

2.5 }i‘
2.0 I
S IR
mE DOX(+)

1.0
=3 DOX(-)

gl [0 110

0.0- | | | |

AXIN2 ARID1B FBXW11 WNT3A

Expresion de ARNm
relativo a PPIB

Figura 25: La induccion de SALL2 con doxiciclina correlaciona positivamente
con reguladores negativos de la via Wnt en células HT-29. PCR cuantitativa de células
HT29 mostrando la expresion de AXIN2, ARID1B, FBXW11 y WNT3 en células con y sin
tratamiento con doxiciclina (N=3) (*=p<0,05, **=P<0,01). Se usé como gen normalizador
PPIB.

En resumen, los resultados indican que SALL2 correlaciona de manera positiva con
reguladores negativos de la via Wnt, AXIN2, ARID1B y FBXW11 (B-TrcP2), tanto en
contexto de células de colon normal (CCD-841-CoN) como en contexto cancer (HT-
29/SW480) (Figura 26).
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Figura 26: El déficit de SALL2, disminuye la expresion de reguladores negativos de

la via. SALL2 se relacionaria positivamente con la expresiéon de reguladores negativos de

la via, lo que explicaria los niveles aumentados de B-catenina nuclear en ausencia de

SALL2. En el esquema se muestra la ubicacion y rol de las proteinas que SALL2 podria

regular de manera transcripcional. Estas proteinas cumplen roles en procesos activos e

inactivos de la via. Rojo: Reguladores positivos de la via, por ejemplo, WNT3-7B Verde:
Reguladores negativos de la via, por ejemplo, ARID1A-B, (B-TrcP) FBXW7-11 y AXIN2.

Fuente: Propia.

96



7.2.2.- Modulacion de la expresion de SALL2 por la via Wnt/B-catenina.

Desde los resultados anteriores se sugiere que SALL2 regula los niveles nucleares
de B-catenina, lo que explicaria los cambios en los niveles de los diferentes blancos de la
via Wnt candnica y que serian dependientes de SALL2. Considerando que SALL4, al igual
gue SALL2 regula los niveles de B-catenina nuclear en estado patolégico (Chen et al.,
2019), y a que se ha descrito una retroalimentacion positiva entre SALL4 y la via Wnt/ 3-
catenina gque potenciaria su rol oncogénico, nos preguntamos si SALL2 puede también ser

regulado por la via Wnt a modo de feedback regulatorio.

Con el fin de caracterizar a SALL2 como un posible blanco de la via Wnt se usaron
inicialmente CHIR99021 o LiCl, farmacos ampliamente utilizados como activadores de la
via (H. J. Kim et al., 2018). CHIR99021 es una pequefia molécula que compite en el sitio
de unién a ATP con GSK3-B inhibiendo su funcién y, por lo tanto, activa la via Wnt -
catenina. Por otra parte, Cloruro de Litio (LiCl) inhibe a GSK3- compitiendo por el sitio de

unién del cofactor magnesio (Galli et al., 2013b).

Entonces, en primera instancia se estandariz6 el tiempo y la concentracion de los
activadores en células CCD-841-CoN. Para ello, se utilizé por 4 y 6 horas utilizando
concentraciones de Cloruro de Litio (LiCl) de 0, 2, 5, 10, 30 y 50mM utilizando como vehiculo
PBS a pH 7,4. Se observo que a las 4 horas de tratamiento existe un aumento de los niveles
proteicos de B-catenina y AXIN2, evidenciado a partir de concentracion 2mM LiCl, el cual
aumenta a las 6 horas de tratamiento, confirmando asi la activacion de la via Wnt. Por otro
lado, se utilizé por 4y 6 horas CHIR99021 a 0, 2 ,5y 8 uM de, encontrando un aumento de

los niveles de B-catenina y AXIN2 desde concentracion 2 uM. (Ver figura 27).
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Figura 27: Estandarizacion de activadores de la via Wnt candnica. Se utilizaron los
inhibidores de GSK3B, LiCl y CHIR99021 como agonistas de la via Wnt. Como control de
activacion de la via se us6 AXIN2 y B-catenina. A) Tratamiento con LiCl desde stock 1 M
en vehiculo PBS 1X, densitometria a la derecha. B) Tratamiento con CHIR99021 en DMSO

a partir de stock 10mM, densitometria a la derecha.

Posteriormente y a modo de confirmar los tiempos de activacion de la via, se utilizo
la concentracion de 5 UM y se evalud respuesta a diferentes tiempos (0, 30 minutos, 1, 2,
4,8,12, 24,48 horas). En esta oportunidad ademas de (-catenina y AXIN2 como controles
positivos se evaluo la fosforilacion en la serina 9 de GSK3-B, ya que representa una marca
de GSK3-f inactiva. Esta inactivacion de GSK3-f3, se consigue con la inhibicion de LiCl o
CHIR99021 (Huang et al., 2017; Tapia-Rojas et al., 2015).

Se observé que los niveles de SALL2 también son modificados a lo largo del tiempo
de tratamiento con CHIR99021. Especificamente se pudo observar un aumento de sus
niveles luego de 1 hora de tratamiento con un pick de expresién a las 4 horas. A las 6 horas
de tratamiento los niveles de SALL2 volvieron a su condicion basal para luego volver a
aumentar entre 24 y 48 horas de tratamiento (Figura 28). El aumento en los niveles de

SALL2 a tiempos tempranos de tratamiento (4 horas) fue confirmado en células CCD-841-
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CoN utilizando una concentracion de 5 u 8uM de CHIR99021 (Figura 29 A-B) y en células
SW480 utilizando 30mM de LiCl (Figura 29 C).
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Figura 28: Los niveles proteicos de SALL2 son regulados por la activacion de la via

Wnt en células CCD-841-CoN. A) Curva de tiempo utilizando 5uM CHIR99021. Se uso6

como control de la activacion a AXIN2, B-catenina y (Ser9) GSK3-B (N=1). B) Andlisis
densitométrico.
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Figura 29: Los niveles proteicos de SALL2 son regulados por la activaciéon de la via

Wnt en células de epitelio de colon normal, y en células SW480. A) Tratamiento de 5uM
CHIR99021 por 0, 4, 6 y 12 horas CCD-841-CoN. Densitometria a la derecha (N=3). B)
Tratamiento de 8uM CHIR99021 por 0, 4 ,6 y 12 horas en células CCD-841-CoN.
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Densitometria a la derecha (N=3). C) 30mM LiCl en PBS tratando por 0, 4, 6 y 12 horas
células SW480. Densitometria a la derecha (N=3). (*=P<0,05).

Aludiendo a que SALL2 es un factor de transcripcion, es muy relevante conocer su
localizacion frente a algin cambio de expresion proteico. Entonces utilizando CHIR99021 y
LiCl por 4 horas en células CCD-841-CoN se realizo fraccionamiento subcelular para
determinar la localizacion subcelular de SALL2 en respuesta a activadores de la via Wnt.
Se encontré que el aumento en los niveles de SALL2 es principalmente a nivel nuclear

(figura 30).
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Figura 30: SALL2 incrementa sus niveles nucleares a las 4 horas de activacion de la
via Wnt candnica. Fraccionamiento subcelular en células CCD-841-CoN utilizado como
control de carga nuclear a HDACL1 y citoplasmético a GAPDH. A) Tratamiento con 5uM de
CHIR99021 por 4 h (N=3). B) Histograma de la densitometria de SALL2 nuclear en A
(****=p<0,001). C) Tratamiento con 30mM de LiCl por 4 h (N=3). D) Histograma de la
densitometria de SALL2 nuclear en C(*=p<0,05).
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Como se menciono anteriormente, CHIR99021 y LiCl inhiben la via Wnt al inhibir
GSK3-B. Considerando estudios previos del laboratorio que identificaron sitios putativos de
fosforilacion por GSK3-B en la secuencia proteica de SALL2 (tesis doctorado Viviana
Hermosilla, 2017), existe la posibilidad de que la inhibicion GSK3-f, independiente de la via
Whnt, regule a SALL2. Por lo que queda la interrogante, si es que SALLZ2 es regulado por
GSK3-B o por la via Wnt en si.

En este contexto evaluamos cambios en los niveles de SALL2 en respuesta a
agonistas de la via. Una aproximacion experimental fue transfectar células CCD-841-CoN
con un plasmido que codifica para WNT3A, un ligando de la via Wnt. Este, al ser expresado,
es secretado al medio y genera estimulacion de la via Wnt de manera autocrina. Como
resultado de este experimento, se observo que los niveles de SALL2 son incrementados de
igual forma por el ligando WNT3A (Figura 31A). Bajo el mismo contexto se utilizé6 medio
condicionado proveniente de células L-WRN, que son fibroblastos de ratén que se
caracterizan por secretar Wnt3, R-spondina y Noggin, 3 agonistas de la via Wnt (Vandussen
et al., 2019). Células CCD-841-CoN fueron tratadas con medio condicionado L-WRN por
0, 2, 4 y 24 horas para luego evaluar por western blot los niveles de SALL2 y marcadores
de activacion de la via. Se encontr6 que, a las 2 y 4 horas de tratamiento, existe un
incremento en los niveles de SALL2 confirmando que SALL2 estaria respondiendo a la

activacion de la via (Figura 31B).
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Figura 31: La activacion por ligandos de la via Wnt candnica aumenta los niveles
proteicos de SALL2. A) Células CCD-841-CoN fueron transfectadas con el ligando
WNT3A por 24 horas o en con el vector PCDNA3-vacio (N=3). B) Histograma de la
densitometria de SALL2 en A, usando GAPDH como proteina normalizadora. C)
Tratamiento con medio condicionado L-WRN (N=1). D) Densitometria de C usando GAPDH

como proteina normalizadora.

Por otra parte, se confirmé la dependencia de la regulacion de SALL2 por la via Wnt
en células SW480 utilizando 30mM de LiCl por 0, 4, 6 y 12 hrs. Por lo que la induccién de

SALL2 dependiente de Wnt ocurriria tanto en contexto normal como canceroso (Figura 32
A).

Como las células de CCR suelen tener mutaciones en APC o B-catenina, los niveles

basales de activacion de la via suelen ser elevados en comparacion con células normales.
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Por lo que una forma de estudiar la dependencia de la via Wnt sobre blancos
transcripcionales en este contexto, es utilizar inhibidores, como es el caso del XAV939.
Células SW480 fueron incubadas con XAV939 8uM por 0, 4, 12 y 24 horas para luego
evaluar por Western Blot cambios en los niveles de SALL2, y de proteinas controles
incluyendo B-catenina, c-MYC, (Ser9)-GKS3p y AXIN2. Como era esperado la via se inhibio
a las 24 horas de tratamiento, evidenciado por la disminucién en los niveles de B-catenina,
c-MYC y ser9-GSK3-B y el aumento de AXIN2. Respecto a SALL2, sus niveles se
mantienen bajos entre las 4 y 12 horas de tratamiento para luego aumentar a las 24 horas
(Figura 32B).
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Figura 32: La expresion proteica de SALL2 es modulada por la via Wnt en células
SW480. A) Tratamiento con CHIR99021 por 0,12 y 24 h en células SW480 utilizando el
clon silvestre G10, como control positivo de la activacion se utilizé AXIN2, (ser9)GSK3-B y
c-MYC. B) Tratamiento con XAV939 con 0, 4, 12 y 24 h. Como control positivo de la
inhibicion se us6 AXIN2, (ser9) GSK3-By c-MYC.
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En resumen, estos resultados indican que SALL2 aumenta sus niveles en respuesta
a la activacion de la via Wnt a tiempos tempranos (4 horas) y en respuesta a inhibicion de

la via a tiempos tardios (24 horas) (Figura 33).
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Figura 33: La expresién proteica de SALL2 es modulada por la via Wnt.
Izquierda: Cuando se activa la via Wnt a tiempos tempranos (4h), los niveles de expresion
proteica de SALL2 aumentan, lo que podria inducir genes que van disminuyendo los niveles

de B-catenina nuclear. Derecha: Con la inhibicion de la via (24 hr), los niveles de SALL2

incrementan, induciendo la expresion de genes que puedan inhibir la via Wnt.
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7.3.- OBJETIVO lllI: Definir blancos transcripcionales de SALL2 con impacto en la via

Wnt/B-catenina.

7.3.1.- AXIN2, un nuevo blanco transcripcional de SALL2.

En base a los resultados del objetivo anterior, fue posible observar una relacion
positiva entre SALL2 y reguladores negativos de la via, como por ejemplo FBXW11,
ARID1B o AXIN2. Estos tres genes en sus promotores presentan sitios de union para SALL2
(GGG(CIT)GGG), sin embargo, focalizamos el estudio especificamente en AXIN2, ya que
analisis de expresion diferencial utilizando la base de datos Timer 2.0 indica que en
muestras donde SALL2 se encuentra mutado (ver anexo 1y 2) el nivel de ARNm de AXIN2
disminuye significativamente en contexto de CCR, no asi en el caso de genes FBXW11 o
ARID1B (Figura 34). Por este motivo el estudio se centr6 en el eje SALL2-AXIN2, ademas
de considerar la importancia biolégica de AXIN2 respecto a la via Wnt. AXIN2, es
clasicamente conocido como un regulador negativo de la via Wnt canénica. Ademas, se ha
publicado que AXIN2 y no AXIN1 es la proteina limitante que permite la degradacion de B-
catenina en el degradosoma (Wang et al., 2021a). Es decir, la concentracion de AXIN2 es
conocida como uno de los factores limitantes para el ensamblaje del complejo de
destruccién. Incluso, la sobreexpresiéon de AXIN en células de CCR puede rescatar la
acumulacion aberrante de B-catenina producto de mutaciones en APC. Por este motivo es
gue investigar las regulaciones rio arriba de AXIN2, se vuelve un importante blanco de
estudio (Stamos & Weis, 2013; Wang et al., 2016).

Respecto a la regulacion de AXIN2 por SALL2, datos previos de nuestro laboratorio
indican que el tratamiento con CHIR99021 en células SW480 puede incrementar los niveles
proteicos de AXIN2, de manera dependiente de SALL2 (Tesis de pregrado Bioingenieria,

José Navarrete., 2022).
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Figura 34: SALL2 mutado genera cambios en la expresion diferencial de AXIN2 en
CCR (COAD). Andlisis de expresion diferencial en TIMER 2.0 (http://timer.cistrome.org/)
indica cambios en la expresion de genes de interés como AXIN2, FBXW11 y ARID1B con
la condicion “SALL2 mutado” en CCR (COAD) X .:No significativo. MW

Significativo (p<0,05). En azul, genes que el ARNm se encuentra disminuido y en rojo

aumentado.
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Luego a modo de encontrar mas asociaciones bioldgicas entre el eje SALL2-AXIN2-
Whnt/B-catenina se procedio a realizar andlisis bioinformaticos. En primer lugar, se utilizo el
software R2 de correlacién génica (Genomics Analysis and Visualization Platform,

https://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi) donde se analizaron los datos publicos de 121

muestras de CCR (GSE3629). Se observé una correlacion positiva entre SALL2 y AXIN2
con un R=0.702 y p=2.74E-19 (Figura 35A). Para complementar estos andlisis de
correlacion, se utilizé la base de datos SurvExpress

(http://bioinformatica.mty.itesm.mx/SurvExpress), que es una base de datos que relaciona

datos de expresion génica con informacion clinica. Resultados indican que SALL2 y AXIN2
tienen expresion significativamente disminuida en el grupo de pacientes de CCR de alto

riesgo (rojo), comparado con el grupo de pacientes de bajo riesgo (verde) (Figura 35B).

5 SALL2-AXIN2 B

P=3.67e-13
P=1.96e-09

+| GSE3629
n=121 samples
R=0.702

2.74e-19

- Bajo riesgo - alto riesgo

AXIN2

2log

Expresion nivel génico
9

2log  SALL2

SALL2
AXIN2

Figura 35: Correlaciones bioinformaticas positivas entre la expresion de SALL2 y
AXIN2. A) Correlacién de SALL2 y AXIN2 del estudio GSE3629 utilizando la base de datos
R2 (https://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi). R= 0,702 p=2,74E-19. B) Correlacién de

SALL2 y AXIN2 utilizando base de datos SurvExpress https:/hgserverl.amc.nl/cgi-

bin/r2/main.cgi). En verde se muestra el nivel de expresién de SALL2-AXIN2 en grupo de

pacientes con bajo riesgo y en rojo pacientes con alto riesgo. SALL2 (p=1,67E-11) y AXIN2
(p=1,96E-09).

En resumen, se postula a AXIN2 como un posible blanco transcripcional de SALL2
por los siguientes motivos: 1) El promotor de AXIN2 posee sitios de union para SALL2. 2)

Andlisis bioinformaticos indican una relacion positiva entre la expresion de SALL2 y AXIN2
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en CCR 3) Esta relacién positiva puede impactar ademas en la clasificacion de pacientes

de bajo y alto riesgo de CCR.

Para poder determinar si la expresion de AXIN2 es dependiente de SALL2 en
contexto de la via Wnt, se usaron LiCl o CHIR99021 como activadorrs de la via en modelos

con pérdida y ganancia de funcién de SALL2.

Datos del objetivo 2 de esta tesis muestran un incremento en los niveles proteicos
de SALLZ2 luego de 4 h de activacién de la via. Por este motivo, se eligié este tiempo de
tratamiento con diferentes concentraciones de CHIR99021 o LiCl, para evaluar los niveles
de AXIN2 mediante western blot. Se observd un incremento de AXIN2, concentracion
dependiente, en células SALL2+/+ y SALL2-/-, sin embargo, este incremento fue
significativamente menor en células deficientes de SALL2 (SALL2-/-). Una observacion
interesante, fue que los cambios en la expresibn de AXIN2 se corresponden con el
incremento de SALL2 en respuesta a los activadores de la via Wnt (Figura 36 A-D). Estos
resultados también fueron analizados por fraccionamiento subcelular. Andlisis de
fraccionamiento subcelular indica que en presencia de CHIR99021 o LiCl, AXIN2 aumenta
su expresion en el nacleo, efecto que es disminuido en las células SALL2-/- (Figura 36 E-
F). Estos resultados indican que existe una dependencia de SALL2 en la expresion de
AXIN2 mediada por agonistas de la via Wnt. Ademas, se observa que el aumento de AXIN2

dependiente de SALL2 es principalmente nuclear.
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Figura 36: El aumento de AXIN2 por activacion de la via (CHIR99021 o LiCl) depende
de la expresion de SALL2. Tratamiento a diferentes concentraciones del activador
CHIR99021 (A) y LiCI (C) de la via Wnt en células CCD-841-CoN muestran relacion positiva
con AXIN2 en células que expresan SALL2. B) Histograma de la densitometria en A (N=3)
(****=p<0,001). D) Histograma de la densitometria en C (****=p<0,001). E-F)
Fraccionamiento subcelular muestra incremento de AXIN2 nuclear en células que expresan
SALL2 en el tratamiento con CHIR99021 (E) o LiCl (F) en células CCD-841-CoN.
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Para confirmar si los cambios de AXIN2 dependientes de SALL2 son
transcripcionales, se realizaron ensayos de PCR cuantitativa. Resultados indican que existe
un incremento de los niveles del ARNm de AXIN2 en presencia de CHIR99021 por 4 h, que
coincide con la induccién de SALL2 (Figura 37A). Este incremento en los niveles del ARNm
de AXIN2 fue dependiente de SALL2. Estos resultados también fueron replicados en células
SW480 de cancer de colon utilizando LiCl (Figura 37B) y previamente CHIR99021 (Tesis

de pregrado Bioingenieria, José Navarrete., 2022).
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Figura 37: Células SALL2+/+ expresan mayores niveles de AXIN2 en presencia de
CHIR99021 o LiCl. A) Expresion relativa del ARNm de AXIN2 en células CCD-841-CoN
SALL2+/+y SALL2-/- con tratamiento con 5uM CHIR99021 (n=3) (**=p<0,01). B) Expresién
relativa del ARNm de AXIN2 en células SW480 SALL2+/+y SALL2-/- con el tratamiento con
10mM de LiCl por 4 h (n=3) (**=p<0,01).

Con el objetivo de evaluar si SALL2 regula la actividad del promotor de AXIN2, se
realizé el ensayo reportero de luciferasa. Evaluamos la capacidad de respuesta del
promotor de AXIN2 humano de 1 Kb a laisoforma SALL2 E1A. Para ello se utiliz6 el modelo
HEK SALL2 E1A inducible (DOX) y se realiz6 tratamiento con 5uM CHIR99021 por 4 horas.
Resultados indican que SALL2 E1A aumenta significativamente la actividad del promotor
AXIN2, tanto en condiciones basales como frente a activacion de la via Wnt por CHIR99021
(Figura 38B), lo que indica que la isoforma SALL2 E1A aumenta la actividad del promotor
AXIN2. Como control negativo se utilizé el promotor AXIN2 1kb mutado en 200pb. En la
figura 38A se muestra la secuencia silvestre (25701) y la mutada del promotor (25704),
noétese que en la region mutada se pierden los sitios de unién para SALL2 (rojo) y TCF/LEF

(azul). Por lo que este control no permite dilucidar si el aumento de la actividad del promotor

111



es dependiente de SALL2 o TCF/LEF, ya que, en ambos casos en el vector mutado, con y

sin SALL2 hay disminucién de la actividad de luciferasa.

.....

b e i - 4+ - + (CHIR99021)
DOX (-) DOX(+) DOX(-) DOX(+)

Silvestre Mutado

Figura 38: La actividad transcripcional del promotor de AXIN2 aumenta al inducir
SALL2. A) Alineamiento del promotor de AXIN2 humano silvestre versus mutado, se
observa el sitio de unién para TCF/LEF en celeste, y el sitio de unién para SALL2 (tipo
GGG(CI/T)GGG) en rojo. Ambos sitios se pierden en el promotor mutado. B) Células
HEK293 SALL2 EAL1 inducibles fueron sometidas a 1pg/mL de doxiciclina (DOX) por 24h y
posteriormente fueron transfectadas con el fragmento del promotor de AXIN2 silvestre y
mutado. El tratamiento con 5uM CHIR99021 fue por 4 h. RSV-B-Gal fue utilizado como
normalizador (detectado con el kit BetaGlo®, Promega). U.R.L= Unidad Relativa de
Luciferasa (N=3). (****=p<0,001, ***=p<0,003, *=p<0,05).

Consistente con una regulacién transcripcional directa por SALL2 E1A, el promotor
de AXIN2 contiene 3 regiones que presentan sitios de unién para SALL2. Con el fin de
demostrar in vivo la interaccion de SALL2 con el promotor AXIN2 se realizé un ensayo de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) en células HEK293 SALL2E1A inducibles.
Primero, se disefiaron tres sets de cebadores (Figura 39A). Estos corresponden segun la
distancia al sitio +1 a: setl (-1420/-1410/-1405/-1400), set 2 (-784) y set3 (-108/-112).
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Se estandarizaron las condiciones del PCR para la ChIP usando PCR convencional
a modo de verificar los tamafios esperados de los amplicones. En Anexo 6 muestra que la
mejor condicion para la amplificacion de las regiones de interés del promotor de AXIN2
corresponden a 0% DMSO para el set 1, 5% DMSO para el set 2 y 10% DMSO para el set
3 . Se muestran controles negativos y positivos respectivos. Por otro lado, la temperatura
de melting que mejor resultados di6 fue de 60°C. Se muestran las curvas de amplificacién
con sus respectivos ct (ciclo threshold) en donde se observa s6lo una curva sigmoidea de
amplificacién y sélo un peack de temperatura de melting, estos datos demuestran que no

existen productos de amplificacion inespecificos (Anexo 6).

La figura 39B-D muestra que SALL2 E1A se une a la regién proximal de AXINZ2.
Especificamente existe mayor union de SALL2 en el set3, correspondiente a la region mas
proximal al sitio de inicio de la transcripcion (-108/-112) (Figura 39 D). Se confirmo
mediante un gel de agarosa, que los amplicones provenientes del ChIP-qPCR

correspondian al tamafio esperado (Figura 39 E).

Ademas, a modo de confirmar que la cromatina sufre cambios significativos en la
apertura de esta, es que se evaluo la unién de histona H3 y su forma acetilada (H3K27ac)
(Karantzali et al., 2008; Pasini et al., 2010). Resultados indican que, en la region proximal
(set 3), en donde se uniria SALL2, existe un cambio significativo en la apertura de la
cromatina (Figura 39 F). Sin embargo, al utilizar partidores generados previamente en el
laboratorio para una region que no tiene sitios de unién a SALL2, llamada “regi6on no
relacionada”, no se observan cambios (Riffo et al., 2022) (Figura 39 G). Juntos, estos

resultados demuestran que SALL2 se une al promotor de AXIN2.
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Figura 39: SALL2 E1A se une al promotor de AXIN2 humano. Células HEK293 SALL2

EA1 inducibles fueron sometidas a 1pg/mL de doxiciclina (DOX) por 48 h y posteriormente

fueron sometidas a 4 h de tratamiento con 5 uM de CHIR99021. Esquema del promotor de

AXIN2 mostrando los set de partidores disefiados para los sitios de union para SALL2 (A).

Inmunoprecipitacion de cromatina de la regién proximal del promotor de AXIN2. Los

resultados fueron normalizados respecto al input utilizando los partidores correspondientes

alset1 (B),set2 (C)y set3 (N=3) (D). Valores corresponden al promedio de 3 experimentos

independientes (***=p<0,03). E) Gel de agarosa (2%) para confirmar el tamafio del amplicon
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del set 1, 2y 3. F) PCR cuantitativa de H3K27ac respecto al total de H3, en set 3. G) PCR

cuantitativa de region no relacionada (N.R), ver tabla 2.

Para dilucidar si la relacion positiva entre SALL2 y AXIN2 se mantiene en otros
modelos celulares, se evalu6 ARNm y proteina de ambos en células normales de epitelio
de colon CCD-841-CoN, y en modelos de cancer de colon SALL2 E1A inducibles, que
incluye células SW480, HT29, SW48 y SW620. Como se evidencia en la Figura 40 la
relacion positiva en la expresion de SALL2 y AXIN2 se mantiene en todos los modelos
analizados. En los modelos de pérdida de funcion de SALL2, AXIN2 disminuye los niveles
proteicos. Mientras que en los modelos de ganancia de funcién se revierte el fenotipo, en
donde AXIN2 aumenta los niveles de proteina (Figura 40, arriba) y ARNm (Figura 40,
abajo). Estos resultados fueron confirmados por inmunofluorescencia. Encontrandose una
significativa correlacion positiva SALL2-AXIN2 en células SW480 (Figura 41A), SW480
(Figura 41B) y HT29 (Figura 41C).

En conjunto estos resultados indican que SALL2 regula de manera positiva al
modulador inhibitorio de la via Wnt: AXIN2. Este mecanismo es conservado en células de
epitelio de colon normal CCD-841-CoN y células de cancer (SW480, SW620, HT-29 y
SW48).
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Figura 40: La expresion de SALLZ2, incrementa los niveles proteicos y de ARNm de

AXIN2 en células normales de colon y de cancer de colon. Se utiliz6 el modelo CRISPR-

Cas9 CCD-841-CoN y SW480. También se realizé el analisis en modelos inducibles SALL2
E1A, las células SW480, SW620, SW48 y HT-29 fueron tratadas por 48 h con lug/ml de
Doxiciclina. Se realizé inmunoblot y gPCR, utilizando GAPDH y PPIB como normalizadores,
respectivamente. A-B) Células CCD-841-CoN C-D) SW480, modelo CRISPR-Cas9 E-F)
SW480 SALL2 E1A inducible G-H) HT-29 SALL2 E1A inducible. I-J) SW620 SALL2 E1A

inducible. K-L) SW48 SALL2 E1A inducible.

(N=3).
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Figura 41: La induccién de SALL2 incrementa los niveles de AXIN2.
Inmunofluorescencia utilizando microscopia confocal LMS780, aumento 63X. Se muestra
en verde la tincion de AXIN2 y en azul los nucleos (DAPI). El analisis de intensidad de
fluorescencia (mean) fue realizado utilizando segmentacién manual (wand tool) o
segmentacion usando Threshold en Fiji, cada experimento cuenta con 100 células
analizadas (N=1). A) SW620 B) SW480 C) HT-29.
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7.3.2.- Relacién funcional entre SALL2-AXIN2.

Datos del objetivo nimero dos muestran que el tratamiento con XAV939 incrementa
los niveles proteicos de SALL2 y AXIN2 (Ver figura 32). Por otro lado, XAV939 se ha vuelto
un blanco importante de estudio, ya que logra disminuir los niveles de B-catenina nuclear
en células de CCR que portan mutaciones en APC, como por ejemplo en las células SW480.
Adicionalmente, dentro de las respuestas celulares, XAV939 se ha relacionado con la
inhibicion de la proliferacién y la apoptosis (Huang et al., 2009; Stakheev et al., 2019; Zhang
et al.,, 2021). El mecanismo de acciéon del XAV939 es principalmente estabilizar post-
traduccionalmente a AXIN2, inhibiendo a Tankyrasa 1y 2. Se demostré que las tankyrasa
interactdan con un dominio altamente conservado de AXIN2 y promueven la ubiquitinacion
y degradacion de AXIN2 de una mantera dependiente de la PARsilacion (Bao et al., 2012).
Por este motivo, intentando disminuir la activacion de la via Wnt en células de CCR con
mutaciones en APC, se hace relevante utilizar farmacos como el XAV939, que estabilicen
reguladores negativos como AXIN2 o incrementen los niveles de supresores tumorales
como SALL2. Ademas, considerando que SALL2 activa la transcripcion de AXIN2, se hace
necesario conocer si en los cambios de AXIN2 frente al estabilizador existe una
dependencia de SALL2. Por ello células SW480 SALL2+/+y SALL2-/- fueron tratadas con
el inhibidor de la via XAV939 por 24 horas. Se observd que efectivamente B-catenina
disminuy0 sus niveles proteicos en las condiciones con el tratamiento. Células SALL2+/+y
SALL2-/-, aumentaron los niveles de AXIN2 frente a XAV939, sin embargo, en células
deficientes de SALLZ2 los niveles de AXIN2 fueron menores en comparacion con células
SALL2+/+ (Figura 42 A-B).

Andlisis de gPCR indican que no existen cambios en los niveles de ARNm de AXIN2
frente al tratamiento con XAV939. Sin embargo, existen mayores niveles basales de AXIN2
en células SALL2+/+ respecto a células SALL2-/- (Figura 42 C).

En los dltimos afios se ha demostrado que AXIN2 no sélo tiene funciones en el
degradosoma como inhibidor de la via Wnt, si no que puede actuar a nivel nuclear como
proteina de andamiaje participando en la regulacién de la transcripcion de genes Wnt
(Renolletal., 2014). Por este motivo evaluamos si en presencia de XAV939 existen cambios
en los niveles nucleares de AXIN2 dependiente de SALL2. Ensayos de inmunofluorescencia
de la proteina AXIN2 enddgena indican que los niveles totales y nucleares de AXIN2 en
presencia de XAV939 fueron menores en células SALL2-/- en comparacion con células
SALL2+/+ (Figura 42D-F).
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Figura 42: El aumento de AXIN2 por inhibiciéon de tankyrasa (XAV939) depende de la
expresion de SALL2. A-B) Western blot de células SW480 tratadas con 8uM XAV939 por
24 h. Se us6 como control de inhibicion de la via Wnt a B-catenina y (Ser9)-GSK3B. En B
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se muestra el histograma de la densitometria de A. Se grafico la representacion de 3
experimentos independientes mostrando las veces de cambio respecto al control silvestre
(p<0,05). C) PCR cuantitativa de AXIN2, usando como gen normalizador a ACTINA. D)
Inmunofluorescencia de AXIN2 en células SW480. Se evaluaron 100 células por
experimento en 3 réplicas independientes. E) Cuantificacion de AXIN2 total usando Fiji y
segmentacion por threshold. F) Cuantificacion de AXIN2 nuclear usando Fiji y segmentacion

manual (wand tool).

Como se ha mencionado anteriormente, XAV939 inhibe la proliferacion y/o aumenta
la apoptosis en células de cancer (Stakheev et al., 2019; Kim et al., 2019; Wu et al., 2016b)).
Por este motivo, evaluaremos cambios en la tasa de proliferacion celular dependiente de
SALL2.

Se realiz6 un ensayo de proliferacién en células SW480 y HT29 con pérdida y
ganancia de funcion de SALL2 respectivamente. Resultados indican que en células SW480
XAV939 disminuye la proliferacion celular de manera dependiente de SALL2. Sin embargo,

este efecto no fue evidenciado en células HT-29 (Figura 43).
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Figura 43: La proliferacién disminuye por el inhibidor XAV939, dependiente de
SALL2. Ensayo de proliferacion utilizando células CCR y tratamiento con XAV939 (N=2).
A) SW480 SALL2+/+y SALL2-/- (p<0,05) B) HT29 SALL2 E1A inducibles.

Considerando que la via Wnt candnica se ha relacionado con la quimiresistencia en
CCR, también evaluamos el efecto de XAV939 y SALL2 en la respuesta de muerte. Células
SW480 SALL2-/- y SALL2+/+ fueron ratadas con XAV939 por 24 h, para luego evaluar por
western blot la expresion de proteinas involucradas en apoptosis (Caspasa 3 y PARP-
clivado). P21 se utilizé como marcador de arresto de proliferacion y AXIN2 como control
positivo de efectividad de la droga.

La figura 44 indica que la inhibicion de la via Wnt por XAV939 genera un aumento
de SALL2 e induce apoptosis evidenciada por el aumento en PARP-Clivado y caspasa 3-
clivada. La ausencia de SALL2 diminuye la respuesta apoptética. Como era esperado la
inhibicion de la tankyrasa por XAV939 aumenta los niveles de AXIN2 y P21, los cuales
también se vieron disminuidos en células SALL2-/-.

123



A SW480 ‘
e
SALL2+/+ SALL2-/- : -1 - _
! T a
kDa - . ) . XAV939 § 3 9 g
< [ ]
SALL2 E02 25
135 — . Z3 28
- £3 8%
S S
100 — — AXIN2 o .
- + .+ (XAvE39) - + - +  (XAV93Q)
w " SALL2 SALL2-/- SALL2+/+ SALL2--
100 —| we o gu— o C PARP-Clivado o ’
17 — v D 2.0
— Caspasa 3
T 1.5+
g
S p21 & 1.0
21 — g‘
~
S 2 0.5
3BT | — GAPDH
0.0-
* - * (XAV939)

SALL2+/+ SALL2-/-

Figura 44: El tratamiento con XAV939 incrementa la expresion de proteinas
apoptéticas en células SALL2+/+. A) Inmunoblot de proteinas apoptéticas como caspasa
clivada 3, caspasa clivada 9, PARP clivado y la proteina de arresto celular p21. Se utilizd
como control de carga GAPDH (N=3). B) Histograma de la densitometria en A para PARP
Clivado (P<0,001). C) Histograma de la densitometria en A para caspasa 3 clivada
(P<0,05). D) Histograma de la densitometria en A para P21.

Estos resultados sugieren que SALL2 es requerido para el efecto antiproliferativo y
de muerte celular inducido por XAV939. Considerando nuestros resultados, SALL2 actuaria

como un supresor tumoral en contexto CCR y su expresion favoreceria la respuesta a la
inhibicién de la via Wnt.
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8.DISCUSION:

8.1.- OBJETIVO 1: Determinar la expresiéon espacio-temporal de SALL2 en la
progresion del cancer de colon.

SALL2 es un factor de transcripciébn que ha sido relacionado con el desarrollo
embrionario, proliferacién, apoptosis y cancer (Hermosilla et al., 2017). Las funciones
caracterizadas indican que SALL2 regula negativamente la proliferacion celular, y en
contexto de dafio genotdxico induce apoptosis, lo que sugiere una funcion de supresor
tumoral. Estas funciones estarian relacionadas con sus blancos transcripcionales, ya que
induce la expresion de CDKN1A, CDKN2A, PTEN, BAX, PMAIP1 y ESR1 (Escobar et al.,
2015; Lietal., 2004; Wu et al., 2015; Ye et al., 2019a), y reprime la expresion de oncogenes
como CCND1, CCNE1y c-MYC (Hermosilla et al., 2018; Sung et al., 2012). Estos blancos
de SALL2 han sido caracterizados y validados en varios contextos genéticos, incluyendo
fibroblastos embrionarios, células de cancer de mama, eso6fago y ovario (Hermosilla et al.,
2017).

Usando la plataforma MiPanda (http://mipanda.org), que corresponde a una base de

datos masivos de expresion de ARNm en cancer, se determiné que los niveles de expresion
de SALL2 se encuentran disminuidos en diferentes contextos de cancer, encontrando la
mayor significancia en el cancer de colon comparado con el tejido normal (Farkas et al.,
2021). No obstante, no existen estudios previos de la expresion proteica de SALL2, o de su
localizacion subcelular en contexto de colon normal o tumoral. Acorde con el resultado
esperado en base a los andlisis bioinformaticos, nuestro estudio indica que la expresion de
SALL2 disminuye significativamente hacia la progresion del adenocarcinoma de colon
constituyéndose en el primer analisis de los niveles proteicos de SALL2 en un contexto de

cancer de colon en pacientes chilenos.

Nuestros estudios indican que SALL2 se expresa en la mucosa de colon normal,
con una localizacién nucleary citoplasméatica. Se encontré una mayor proporcion de SALL2
nuclear en el estroma (23,3%) que en las glandulas (15,4%), siendo la tincion citoplasmatica
la més predominante. Estudios previos de localizacion subcelular de SALL2 en otros
contextos tumorales indican que puede variar dependiendo del tejido y contexto celular. En
tejido de ovario normal SALL2 se localiza principalmente en el nlcleo, y pierde su expresion
en los distintos subtipos histolégicos de cancer de ovario (Sung et al., 2013). Por otro lado,
en contexto de cancer de mama, SALL2 presenta un patron nuclear y citoplasméatico en el

tumor primario, el cual se pierde en estados mas avanzados como metéastasis linfaticas, de
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pulmén y 6seas (Ye et al., 2019). Aparentemente estas diferencias no se relacionan con el
anticuerpo usado, ya que tanto lo estudios mencionados como el nuestro, se usé el mismo
anticuerpo (#HPAO004162; Sigma-Aldrich). Sin embargo, sugieren que ademas de
encontrase activo en el nucleo, SALL2 podria también estar latente en el citoplasma, como
ha sido reportado previamente en células nueronales, donde la localizacion de SALL2

cambia de citoplasma a nucleo, en presencia de neurotrofinas (Pincheira et al., 2009).

El resultado de nuestro estudio de IHQ cromogénica indica que SALL2 se expresa
en el estroma. Acorde a la morfologia fusada de las células positivas al anticuerpo se
sugiere que se expresa en fibroblastos. Esto concuerda con estudios previos, que confirman
la expresion de SALL2 en fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) y fibroblastos de
dermis humana (HSFs) (Hermosilla et al., 2018; Riffo et al., 2022; Sung et al., 2011).

Los fibroblastos de la cripta de colon normal son un componente importante porque
cumplen un rol regulatorio en el nicho de células madre. Este nicho corresponde a la regién
basal en las criptas de Lieberkiihn, y contiene a las células madre, células de Paneth-like y
fibroblastos estromales adyacentes. Nuestro estudio usando IHQ multiplex confirma que
SALL2 se expresa en los fibroblastos estromales adyacentes de la cripta de colon normal
con localizacién principalmente nuclear. Esto sugiere que SALL2 regula blancos
transcripcionales asociados a la proliferacion/renovacion del nicho de células madre.
Consecuente con esto, nuestros resultados del objetivo 2 indican una correlacion positiva
de SALL2 con los ligandos WNT3A o WNT7B. Considerando que ambos genes tienen sitios
de unién a SALL2 en sus promotores, esto los convierte en un atractivo blanco de estudio.
Como proyeccion gueda pendiente analizar si la transcripcion y posterior secrecion de estos
ligandos es dependiente de SALL2. La regulacion de WNT3A o WNT7B por SALL2 podria
relacionarse con el control de la proliferaciébn en el nicho de células madre, ya que el
mantenimiento de estas células depende de la activacién de la via Wnt (Colozza et al.,
2022).

De manera interesante otros estudios han relacionado a SALL2 con el
funcionamiento de células madre en contexto tumoral de glioblastoma (GBM). Se demostré
que SALL2, junto a los factores POU3F2, SOX2 y OLIG2 son esenciales para la
reprogramacion de células de GBM diferenciadas a células madre propagadoras de tumor
(Suva et al., 2014). Estos datos nos llevan a hipotetizar que SALL2 tiene un rol regulatorio
de las células madre tanto en contexto normal como en cancer. Sin embargo, queda

pendiente determinar si SALL2 ademas de los fibroblastos estromales se expresa en las
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células madre del colon normal y/o de cancer. Con este fin, se podria realizar doble
marcacion, utilizando el anticuerpo de SALL2 y de LGR5, receptor de R-Spondina, agonista
de la via Wnt que se se utiliza como marcador de células madre (Gjorevski & Ordéfiez-
Moran, 2017; Norum et al., 2018; Sato et al., 2011; Zhu et al., 2021).

El microambiente tumoral corresponde a la vecindad que rodea a las células
tumorales e involucra fibroblastos estromales, células endoteliales y células inmunitarias
como macréfagos y linfocitos. Ademas, se incluye en esta definicién a los componentes no
celulares de la matriz extracelular, como colageno, fibronectina, acido hialurénico y laminina
(Baghban et al., 2020). Recientemente se publicé una serie de analisis bioinformaticos que
asocian a la familia SALL con el microambiente tumoral. Acorde con nuestros estudios se
encontré que la expresiéon de SALL2 correlaciona con la expresion diferencial de genes
estromales en adenocarcinoma de colon y recto. Sin embargo, el estudio no detalla las

estirpes celulares en los cuales SALL2 estaria presente (Ma et al., 2021).

Utilizando IHQ multiplex, encontramos que SALL2 se expresa en macréfagos, pero
no en linfocitos. Es importante destacar que los macréfagos presentan dos tipos de
polarizacién, M1y M2. Los macrofagos M1, son positivos a marcadores como CD40y CD68
y secretan interleuquinas proinflamatorias como IL-1, IL-12 y factor de necrosis tumoral
(TNF), ademas se han caracterizado por su rol antitumoral. Por otro lado, los macréfagos
M2, juegan un rol opuesto a los macrofagos M1, promoviendo el crecimiento tumoral y
metastasis. Los marcadores de macréfagos M2 incluye a las proteinas CD163 y CD206. En
nuestro estudio encontramos que SALL2 se localiza en células CD68+, lo que nos indicaria
que SALL2 se expresa en macrifagos de polarizacién M1, lo que concuerda con un rol
supresor tumoral de SALL2 en CCR (Loh & Ma, 2021; Luo et al., 2022). La expresion de
SALL2 en macréfagos anti-tumorales (M1), sugiere que cumple un rol en la regulacién
transcripcional de citoquinas proinflamatorias, lo cual quedaria pendiente por determinar en
estudios posteriores. Por otra parte, queda también pendiente determinar si SALL2 se

expresa en macréfagos M2, o si su expresion es exclusiva a macréfagos M1.

Estudios previos indican que la pérdida de expresion de SALL2 favoreceria la
progresion de diferentes contextos tumorales (Alvarez & Quiroz et al., 2021; Hermosilla et
al., 2017). Por ejemplo, un estudio publicado el afio 2019, correlaciona la alta expresion de
SALL2 con una mejora en la sobrevida general de los pacientes con cancer de mama
positivos a receptor de estrogeno (RE). Los pacientes SALL2+ respondian de mejor manera

al tratamiento con Tamoxifeno, porque SALL2 induce transcripcionalmente la expresion del
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RE (Ye et al., 2019). En contexto de colon, nuestro estudio también indica una asociacion
entre la alta expresién de SALL2 y una mejora en la sobrevida general de los pacientes, sin
embargo, la asociacion encontrada no fue estadisticamente significativa. Sin embargo, hay
que considerar que el nimero de pacientes de nuestro estudio era limitado, por lo que
gueda pendiente aumentar el nUmero de pacientes para confirmar esta asociacion. Otro
resultado relevante de la tesis relacionado como factor pronéstico y que podria explicar la
relacion de los niveles de SALL2 con la sobrevida de los pacientes es que se encontré una
relacion inversa entre la expresion de SALL2 y la expresién de B-catenina nuclear en el
frente migratorio. Esto Ultimo es importante porque B-catenina nuclear en el frente migratorio
se ha correlacionado con peor prondstico de pacientes con CCR (Gao et al., 2014). La
pérdida de SALL2 entonces se asociaria con la presencia de B-catenina nuclear en el frente

migratorio y peor sobrevida.

Existen algunos estudios que relacionan a otros miembros de la familia SALL,
especificamente SALL1 y SALL4, con el CCR. El promotor de SALL1 se encuentra
altamente metilado en CCR comparado con el tejido de colon normal lo que sugiere pérdida
de su funcién en cancer (Hill et al., 2010). Respecto a SALL4 su rol en CCR es auln
controversial. Andlisis de Kaplan-Meier de 135 pacientes con CCR muestran una sobrevida
menor en el grupo de pacientes con SALL4(+), en comparacion con pacientes SALL4(-)
(Wu et al., 2017). Ademas, se describio que el ARNm de SALL4 esta altamente expresado
en suero de pacientes con CCR y fue propuesto como marcador pronéstico (Khales et al.,
2014; Wu et al., 2017). Sin embargo, un analisis de 149 pacientes reveld que la expresion
de SALL4 disminuye en CCR (46,3 %), comparado con hiperplasia atipica (68,0 %) y tejido
normal (78,9%) (SALL4-Santa Cruz) (Hao et al., 2016). En nuestro estudio, SALL4 no fue
detectado en el tejido normal, ni en el adenoma o carcinoma. Considerando que el
anticuerpo de SALL4 (SALL4 -Cell-marque (6E3)) utilizado en nuestro estudio detect6 a
SALL4 en un tejido control (disgerminoma), se descarta un problema de sensibilidad o
especificidad del anticuerpo. La diferencia entre nuestros resultados y estudios previos
podria deberse al background genético de la poblacién estudiada o el anticuerpo utilizado
entre otras. Nuestro estudio sugiere que a diferencia de SALL2, SALL4 no cumple un rol en

CCR de pacientes chilenos.
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8.2.- OBJETIVO II: Definir la relacion funcional entre SALL2 y la via Wnt y OBJETIVO
lll: Definir blancos transcripcionales de SALL2 con impacto en la via Wnt/B-
catenina.

Analisis de ChlP-seq realizados previamente en el laboratorio indicaban que el factor
de trascripcion SALL2 podria estar involucrado en la regulacién de la via Wnt/B-catenina.
En especifico, los datos sugerian que SALL2 regula la expresion de reguladores negativos
de la via como AXIN2, y también la de genes que regulan positivamente a la via como
WNT7B (Tesis de pregrado Bioingenieria, José Navarrete., 2022). Sin embargo, quedaba
por determinar si SALL2 se relaciona con la expresion de otros blancos de la via Wnt,
confirmar el mecanismo de regulacion transcripcional y la relevancia de esta posible

regulacion en el contexto patolégico.

Al momento de estudiar la via Wnt/B-catenina, es muy importante determinar cuales
son los niveles nucleares de B-catenina, ya que esto se relaciona directamente con la
actividad transcripcional de la via, ademas de ser considerado como un factor prondstico
en la progresion del cancer (Gao et al., 2014). Nuestros resultados en modelos celulares
de CCR SW480 indicaron que los niveles de B-catenina nuclear observados en células
SW480 SALL2 -/- son mayores respecto a la condicion silvestre (SALL2+/+). Por otra parte,
en comparacion con células HT29 con ganancia de SALL2 (doxiciclina inducible) los niveles
de B-catenina nuclear fueron menores respecto a la condicién control sin doxiciclina
(SALL2-/-). Ademas, la asociacion negativa entre SALL2 y B-catenina in vitro, es acorde con
datos obtenidos desde tejidos humanos en donde se observo que SALL2 y B-catenina en
el frente migratorio correlacionan de manera negativa. De manera interesante, esta
asociacion negativa entre SALL2 y la via Wnt seria un mecanismo conservado entre células
de mamiferos y xenopus. Estudios del ortélogo SALL2 en Xenopus, XsalF demuestran que
regula negativamente la via Wnt/B-catenina a través de la activacion transcripcional de

reguladores negativos de la via como es: tcf3 y gsk3- (Onai et al., 2004).

Con el objetivo de conocer blancos transcripcionales de SALL2 en contexto de
activacion de la via Wnt, que puedan estar interviniendo en la modulacién de B-catenina
nuclear, se estimulé la via con los activadores CHIR99021 o LiCl, que actuan inhibiendo a
GSK3-B (Galli et al.,, 2013a; Tapia-rojas et al., 2015). Esto permite que los factores de
transcripcibn TCF-LEF se unan al elemento de respuesta, activando o inhibiendo la
transcripcién de genes blanco (Ring et al., 2014). Nuestros datos indican que, tanto en

células normales como de cancer, el aumento en los niveles de AXIN2 en respuesta a estos
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activadores es dependiente de SALL2. De igual forma, observamos dependencia de SALL2
en la expresiébn de otros genes incluyendo ARID1B y FBXW11, todos, reguladores
negativos de la via. Ademas, en nuestro estudio encontramos una correlaciéon negativa
entre SALL2 y el ligando WNT3A. En conjunto, resultados indican que SALL2 estaria
regulando positivamente a reguladores negativos y negativamente a reguladores positivos

de la via Wnt.

AXIN2 es una proteina de andamiaje que permite la fosforilacion de B-catenina por
CK1y GSK-3B, siendo parte del complejo de destruccion o degradosoma. En este complejo
se pueden encontrar los paralogos AXIN1 y AXIN2/Conductin (Thorvaldsen et al., 2017).
Aunque estructuralmente son proteinas con dominios muy conservados que cumplen la
misma funcidn, no tienen roles redundantes. Embriones murinos AXIN1-/- son letales, no
asi los modelos AXIN2-/- (Moshkovsky & Kirschner, 2022). AXIN2 ademas juega un papel
predominante en la degradacion de 3-catenina, ya que frente al silenciamiento de AXIN2,
B-catenina no se logra degradar. No asi frente al silenciamiento de AXIN1. Entonces AXIN2
es la proteina limitante para el correcto funcionamiento del degradasomay no AXIN1 (Wang
etal., 2021). Por esta razon, en el contexto de los reguladores negativos asociados a SALL2

profundizamos el estudio en la regulacion de AXIN2,

La relevancia de AXIN2 en cancer también se sustenta con la identificacion de los
polimorfismos rs11079571, rs1133683 y rs35285779, que tienen correlaciones
significativas con el riesgo de cancer de mamay colon (Li et al., 2021; Otero et al., 2019).
Esto ultimo puede explicarse porque AXIN2 ademas de tener funciones de andamiaje en el
citoplasma, tiene funciones nucleares relevantes en la via Wnt. Participa en la regulacion
negativa de C-MYC a nivel nuclear actuando como proteina de andamiaje en el complejo
represor TCF4/B-catenina (Rennoll, 2014). Relacionado con las funciones de C-Myc, se
publicé que el sh-AXIN2 reduce la respuesta apoptotica en células madre embrionarias (Fu
et al., 2020). Asi también, el silenciamiento de AXINZ2, lleva a la formacion incrementada de

colonias, favoreciendo el crecimiento independiente de anclaje (Huang et al., 2009).

Nuestros estudios indican que SALL2 se une al promotor proximal de AXIN2. Sin
embargo, queda por determinar si SALL2 se une directamente a la secuencia de unién
consenso (GGG(C/T)GGG), o si su unién al promotor de AXIN2 es indirecta similar a lo que
ocurre con SALL1 quien regula la via Wnt candnica pero no se une directamente a la
cromatina. SALL1 se une a B-catenina y en presencia de activadores de la via provenientes

del medio condicionado de células L (WNT3a), sinérgicamente activa la via Wnt actuando
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como un co-regulador (Sato et al, 2004). Esto quedaria pendiente de resolver con un
ensayo de movilidad electroforética, ya que estudios de ChIP-PCR no permiten descartar

que SALL2 se una al promotor de AXIN2 de manera indirecta.

El programa transcripcional inducido por activacion de la via Wnt se caracteriza por
dos fases: una fase temprana (0-3 horas) y una tardia (3-24 horas) (Gujral & Macbeath,
2010). En la fase temprana, los antagonistas de la via son regulados de manera negativa.
Esto va acompafiado de un aumento en la expresion de genes reguladores positivos, como
c-MYC. En la fase tardia, los antagonistas de la via, incrementan sus niveles a partir de las
3 horas para establecer el feedback negativo, como AXIN2 (Gujral & Macbeath, 2010).
Nuestros datos sugieren que SALL2 es a su vez regulado por la via Wnt, observando en su
expresion una cinética clasica de genes de respuesta de la via. Tanto en células normales
CCD-841-CoN como en células de cancer SW480 tratadas con agonistas de la via, fue
posible observar el incremento de los niveles de SALL2 en la segunda fase (4 horas), lo
gue sugiere que SALL2 es inducido por la via para establecer el posterior feedback
negativo, mediante la regulacién transcripcional de AXIN2. Observamos que el aumento en
los niveles nucleares de SALL2 coincide con la induccion del ARNm de AXIN2 a las 4 h de
tratamiento con CHIR99021 o LIiCl. La hipétesis de que SALL2 sea un blanco
transcripcional de la via Wnt podria explicarse por la presencia de sitios de unién a factores

de transcripcion TCF-LEF en su promotor (Kelbermann et al., 2014).

En cuanto a los mecanismos que pueden regular los niveles de SALL2, se han
descrito varios como, por ejemplo: Epigenéticos (Ye et al., 2019), transcripcionales (Farkas
et al., 2013), traduccionales (Huang et al., 2023) y post-traduccionales (tesis doctorado
Viviana Hermosilla, 2017), sin embargo, la Unica evidencia experimental que existe de una

posible regulacion SALL2 por la via Wnt es la identificada en esa tesis.

Como se menciono anteriormente la presencia de sitios de unién a TCF/LEF en el
promotor de SALL2 sugiere una regulacién transcripcional (Kelbermann et al., 2014). Sin
embargo, como los activadores utilizados; CHIR99021 y LiCl, actuan inhibiendo a GSK3-B
otro posible mecanismo es regulacion post-traduccional. Datos no publicados del
laboratorio demuestran que caseina quinasa 2 (CK2) fosforila a SALL2 y afecta su
estabilidad por degradacion proteosomal (tesis doctorado Viviana Hermosilla, 2017).
Adicionalmente, ha sido reportado que CK2 y GSK3-f tienen sustratos en comun y que
pueden modificar la estabilidad de sus sustratos en conjunto (Gowda et al., 2017). En este

contexto, una busqueda bioinformética previa establecié que SALL2 tiene multiples sitios
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putativos de fosforilacion para CK2 y GSK3-B. Especificamente, los sitios putativos para
GSK3-B corresponderian a los residuos S299 y T303 ( tesis doctorado Viviana Hermosilla,
2017). Por este motivo queda pendiente estudiar la relacion entre SALL2 y GSK3-8,

determinar si estas proteinas interaccionan y si GSK3-8 logra fosforilar a SALL2 in vitro.

Utilizar el sobrenadante de L-WRN, medio condicionado enriquecido en ligandos
WNT3A, R-Spondina y Noggin, agonistas de la via a nivel de los receptores Frizzled y LGR5
(Vandussen et al., 2019), nos permitié estudiar si la via Wnt independiente de GSKS3-,
induce la expresion de SALL2. Observamos una cinética de expresion de SALL2 similar a
la del tratamiento con los inhibidores de GSK-3B, con un incremento de sus niveles a las 4
horas. Estos datos permiten hipotetizar que SALL2 es regulado por la via Wnt,
independiente de GSK3-B, pero no permiten descartar que el mecanismo involucrado en

esta regulacion sea transcripcional y/o post-traduccional.

En conclusidn, consistentemente con una proteina supresora tumoral, los resultados
expuestos en esta tesis permiten confirmar la disminucion significativa de los niveles de
SALL2 hacia la progresion del cancer de colon en muestras humanas provenientes de
pacientes chilenos. De gran importancia, este estudio, ha caracterizado la localizacién de
la proteina SALL2 en el tejido de colon por primera vez, encontrandose presente en células
epiteliales y mayormente en células del estroma. Esto, permitird enfocar estudios
funcionales de SALL2 a este tipo de células, y a como la pérdida de su funcion contribuye
a la progresion de la patologia. Ademas, se validd6 a AXIN2 como un nuevo blanco
transcripcional de SALL2, lo que lo situa como un regulador negativo de la via Wnt. Nuestros
estudios con muestras de pacientes e in vitro sugieren que la pérdida de SALL2 en CCR,
se correlaciona con un aumento de B-catenina nuclear, lo que podria ser mediado por la

pérdida de regulacion negativa de la via por AXINZ2.

En los ultimos afios AXIN2 se ha vuelto un blanco terapéutico atractivo en un
contexto genético en donde APC se encuentra mutado. (Stakheev et al., 2019; Thorvaldsen
etal., 2017; Waaler et al., 2012; Wu et al., 2016a). Mecanisticamente las proteinas AXIN1/2
son constitutivamente degradadas por Tankyrasa, una ADP-ribosilasa. Por este motivo, se
ha propuesto inhibir las Tankyrasas para estabilizar a AXIN2, generando una fuerte
inhibicion de la via Wnt. En nuestro estudio observamos que la presencia de SALL2 en
células SW480 correlaciona con una mayor respuesta antiproliferativa y de muerte frente a

XAV939 comparado a células que no expresan SALL2. Esto sugiere que SALL2 favorece
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o potencia el efecto del inhibidor de la via Wnt. Considerando un estudio que demuestra
gue XAV939 induce apoptosis en células SW480, generando sensibilidad de las células
frente al tratamiento con 5-Fluoracilo o Cisplatino (Wu et al., 2016a) queda pendiente
evaluar la dependencia de SALL2 en el proceso de apoptosis usando terapias combinadas
de XAV939 con agentes quimioterapéuticos como 5-FU u Oxaliplatino/Cisplatino (Anexo 7
y 8). Entonces, se espera que futuros estudios puedan determinar si el eje SALL2-AXIN2
identificado en este proyecto, incrementa la quimiosensibilidad a 5-FU en células de CCR,

mejorando la sobrevida de los pacientes con la patologia.

XAV939 —i TNK1/2

|
Oxasli-glg;(ino . 7
Vi1, G N
Quimioterapia @

A;l;gls;o pro- anti-apoptosis
apoptoticos
celular

|

APOPTOSIS

Figura 45: Proyeccion del estudio: Sensibilizacion al proceso de apoptosis por agentes
guimioterapéuticos (5-FU o Oxaliplatino) en células SALL2+/+ frente a la induccién de
expresion de ARN mensajero de AXIN2 y posterior estabilizacion post-traduccional de
AXIN2 usando inhibidores de la tankyrasa (XAV939). Fuente: Propia.
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9. CONCLUSIONES:

OBJETIVO 1:

e SALL2 se expresa en el tejido humano normal de colon, con una localizacién nuclear
y citoplasmatica. Especificamente, se encuentra expresado en las glandulas y en el
estroma. Durante la progresién del cancer de colon, desde adenoma hacia
carcinoma invasor la expresion de SALL2 se va perdiendo. Se ve disminuida la
intensidad y numero de células con localizacion nuclear o citoplasmatica.

e La expresion de SALL2 en la cripta de Lieberkiuhn se concentra principalmente en el
estroma que bordea la base, correspondiendo al nicho de células madre.
Especificamente, corresponderian a células de estirpe fibroblastos.

e Existe una relacion negativa entre la expresion de SALL2 - permeacion linfovascular,
y B-catenina nuclear en el frente migratorio en tejidos de cancer de colon humanos.

e En el grupo de CCR SALL2+, esta proteina se encuentra mayoritariamente en el
estroma, especificamente en macréfagos M1.

¢ Existe una tendencia de mayor sobrevida en pacientes SALL2+ respecto a aquellos
SALL2-.

OBJETIVO 2:

¢ Existe una relacién negativa entre los niveles nucleares de B-catenina y SALL2.
Ademas, existe una relacion positiva entre SALL2 y reguladores negativos de la via
como FBXW7-11, AXIN2 y ARID1A-B. Por lo que SALL2 estaria actuando como un
regulador negativo de la via Wnt.

e SALL2 incrementa sus niveles proteicos a nivel nuclear en presencia de agonistas
como L-WRN, CHIR99021 o LiCl, indicando que es regulado positivamente a
tiempos tempranos de activacién de la via. Lo que corresponde a la clasica

respuesta de genes reguladores negativos de la via.

OBJETIVO 3:

e SALL2 se une al promotor de AXIN2, activa la actividad transcripcional,
incrementando los niveles de ARNm y proteina, tanto en condiciones basales, como
en presencia de CHIR99021 o LiCl.

e La estabilizacién de AXIN2, usando el inhibidor de tankyrasas XAV939, disminuye la
proliferacion y aumenta la respuesta de muerte celular en modelos CCR de manera
dependiente de SALL2.
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Figura 46: Modelo Final: SALL2 induce la expresién del regulador negativo de la via
AXIN2, disminuyendo los niveles nucleares del activador de la via Wnt, B-catenina.
Izquierda: Células que expresan SALL2, tendrian menores niveles de B-catenina nuclear.

SALL2 se uniria al promotor de AXINZ2, induciendo su transcripcion y aumentando los

niveles proteicos del regulador negativo de la via. Derecha: En cambio, en células SALL2-

/-, la regulacion de AXIN2 por SALL2 se pierde, lo que se traduce en un incremento de los

niveles de B-catenina nuclear.
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12.ANEXOS

LALLZ

Genetic Alteration

Study of origin

1.5%* Illllllllll SEEEENREEENENEEEERENEREEAn

! Missense mutation Splice mutation ¥ Nosense mutation I Deletion No alteration

I Colon Adenocarcinoma (CaseCCC, PNAS 2015) I Colon Cancer (CPTAC-2 Prospective, Cell 2019) I Colorectal Adenocarcinoma (DFCI, Cell Reports 2016)

I Colorectal Adenocarcinoma (Genentech, Nature 2012) Colorectal Adenocarcinoma (MSK, Nat Commun 2022) I Colorectal Adenocarcinoma (TCGA, Firehose Legacy)
I Colorectal Adenocarcinoma Triplets (MSK, Genome Biol 2014) I Colorectal Cancer (MSK, Cancer Discovery 2022) I Colorectal Cancer (MSK, Gastroenterology 2020)
l Colorectal Cancer (MSK, JCO Precis Oncol 2022) I Disparities in metastatic colorectal cancer between Africans and Americans (MSK, 2020)

I Metastatic Colorectal Cancer (MSK, Cancer Cell 2018) I Rectal Cancer (MSK,Nature Medicine 2019)

Anexo 1: SALL2 se encuentra mutado en un 1,5% de muestras de CCR (Cbioportal). Analisis de Oncoprint en Cbioportal

(https://www.cbioportal.org/). Entre las alteraciones geneticas se encuentran delecciones (azul), mutaciones de sentido erréneo

(verde) y mutaciones sin sentido (plomo).
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Anexo 2: Andlisis de frecuencias de mutaciones de SALL2 en diferentes canceres
(TIMER 2.0). Histograma mostrando frecuencias de mutaciones de SALL2 en diferentes

cancer usando TIMER 2.0 (http://timer.cistrome.org/). En primer lugar, el cancer con mayor

frecuencia (33 de 531 muestras) es Carcinoma Endometrial del Cuerpo Uterino (UCEC),
luego le sigue (24 de 468 muestras) el Melanoma maligno (SKCM) y en tercer lugar se

encontraria el cancer de colon (COAD) (19/ 406 muestras).
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Anexo 5: Células SALL2 -/- presentan mayores niveles de B-catenina nuclear en
comparacion con SALL2+/+ (video). Video de z-stack en el microscopio confocal
LMS780 de B-catenina nuclear enddgena en células SW480 modelos CRISPR-Cas9. A)
Células SALL2+/+, enlace:
(https://drive.google.com/file/d/1D4Eb041KglJ1uiGNgdUTRazIVUs6x7mv/view?usp=share
_link). B) Células SALL2 -/-, enlace:

(https://drive.google.com/file/d/19L HtuCwFDnazYKrNQKNmIpZm6YRWS8ry/view?usp=sha

re_link).
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Anexo 6: Disefio y estandarizacion de los partidores para ChIP-gPCR de AXIN2. A)

Esquema representativo del promotor de AXIN2 en donde se observan los sitios de union

de SALL2. Las flechas de color naranjo indican las regiones amplificadas por los diferentes

sets de partidores. B-D) Barrido de temperaturas de “melting” usando 55, 60 y 65°C.
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Ademas, para mejorar la eficiencia de los partidores se evalud el efecto de distintas
concentraciones de DMSO, observando el tamafio de los amplicones en gel de agarosa al
2,5%. E) Confirmacion de las condiciones de PCR para trabajar con los partidores del set
1 -3. F) Tabla que involucra el partidor y el CT y Tm de los diferentes sets incluyendo un
control negativo por cada uno. G-1) Curva de amplificacion y temperatura de “melting” de

los partidores usados, involucrando control negativo.

Proyecciéon del estudio:

El inhibidor de la via Wnt, XAV939, inhibe la proliferacion y aumenta la apoptosis (D.
Kim et al., 2019). Por otro lado, SALL2 como factor de transcripcién cumple un rol similar
en estas respuestas, incrementando los niveles de genes como NOXA y BAX (Hermosilla
et al., 2018). Ademas, como se evidenci6 en los resultados de la figura 44, XAV939 en
presencia de SALL2 puede disminuir la proliferacion celular e incrementar los niveles de

marcadores de respuesta de apoptosis celular como caspasa 3 y PARP Clivado.

Otras investigaciones indican que XAV939 en presencia de 5-FU o cisplatino logra
incrementar la quimiosensibilidad de células de CCR. Entonces una proyeccién importante
seria determinar la dependencia de SALL2 en la apoptosis o proliferacion celular en terapias
combinadas (5-FU y XAV939) en células de CCR.

Con este fin, se estandariz6 las condiciones Optimas (tiempo y concentracion) de
XAV939 y 5-FU en los modelos de CCR disponibles (SW620, SW48, SW480y HT-29), y se
evaluo la respuesta celular con XTT y tincion con calceina en placas de 96 pocillos, por
triplicado. Resultados indican que las células HT29 y SW480 son mas resistentes a terapia
de XAV939 y 5FU. Se escogieron las condiciones 12 uM de XAV939 y 75uM de 5-FU por

96 horas, para estudios posteriores (Anexo 7).

Como estudio preliminar se utilizaron las condiciones arriba mencionadas y el
metodo de calceina para evaluar la respuesta de células con pérdida y ganancia de funcién
de SALL2 en terapia combinada (inhibicion de via Wnt y quimioterapia). El resultado indica
una tendencia de disminucion de la proliferacion en presencia de ambos farmacos en todos
los modelos. La dependencia de SALL2 en esta respuesta celular es evidenciada en células
SW48 y SW480 principalmente. Las células mas resistentes fueron HT29 0 SW620 (Anexo
8).
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Anexo 7: Estandarizacion del tiempo y concentracion de 5-FU y XAV939 en células
de CCR. Se trabajé con 8, 12 y 16 uM de XAV939 por 48 y 72 horas. También se utilizé 50,
75y 100 uM de 5-FU. Como control positivo de muerte se usé 30uM de CX-4945. Este
experimento fue realizado en células SW480 (A) y células SW620 (B). C) Finalmente se
confirmé que en los modelos inducibles las condiciones seleccionadas también generaban
diferencias en la proliferacién, 40X. D) XTT mostrando los mismos resultados que en C,
cada experimento fue realizado por triplicado.
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Anexo 8: La expresion de SALL2 E1A disminuye la proliferacién frente al tratamiento con XAV939 y 5-FU. Arriba) Células HT-
29, SW620, SW48, SW480 SALL2 E1A inducibles, fueron tratadas con 12uM de XAV939 y 75uM de 5-FU por 96 horas. Abajo)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (N=1) 100X.
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