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CANCER COLORRECTAL

* El cdncer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cdncer mas comun en
el mundo y la cuarta causa de muerte relacionada con cancer.

* Aumento progresivo de la supervivencia de los pacientes en las ultimas décadas:

v Prevencion
v Programas de cribado

v' Mejora en los tratamientos por mejor comprension de los aspectos biolégicos de la
enfermedad: Investigacion

Supervivencia de paciente con CCR metastasico: 5 meses (antes del 2000) a >30 meses (actualidad)
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Cuestiones por resolver: Resistencia a tratamientos y Metadstasis



CLASIFICACION TNM POR ESTADIOS DEL CCR (UICC; AJCC)

Trata de ordenar el CCR en funcidn de su grado de malignidad: en base a tres parametros,
T, Ny M, los tumores se clasifican en cuatro estadios (I,11,111,1V)

g ot e o T: Grado de infiltracion local del tumor
N: Numero de nddulos linfaticos afectados
M: Metastasis

Estadio I: el tumor ha atravesado la mucosa
invadiendo la capa muscular del colon o recto

Estadio Il: el tumor atraviesa la pared del colon o
recto.

Estadio lll: afectacidn tumoral de los ganglios
linfaticos.

Estadio IV: el tumor se ha diseminado a otros
drganos.

» Capacidad prondstica limitada, en particular en la etapa metastasica
» Respuesta al tratamiento dificil de predecir



CLASIFICACION MOLECULAR DEL CCR
(Consensus Molecular Subtypes of Colorectal Cancer (CRCSC); Nat Med. 2015)

Objetivo: Identificar firmas moleculares que se puedan aplicar en la
clinica para el tratamiento personalizado del paciente con cancer.
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v Clasifica en 4 subtipos moleculares identificados segln sus patrones de expresidn génica.
v Integra datos de mutaciones, nimero de copias, metilacién, microRNA y proteémica.

v Se correlaciona con la supervivencia de los pacientes.

» Un numero importante de tumores no encaja en ninguno de estos
subtipos por lo que el consenso debe ser revisado



EL CANCER COLORRECTAL ES UN ENFERMEDAD HETEROGENEA

Prognostic or predictive molecular markers
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IDENTIFICACION DE NUEVOS BIOMARCADORES MOLECULARES

» Mejorar la clasificacién de los tumores para seleccionar
el tratamiento mas adecuado

» Predecir la capacidad invasiva de un tumor

> Dianas accionables en cancer colorrectal

et

MEDICINA PERSONALIZADA/DE PRECISION



ANTECEDENTES

ONCOLOGY REPORTS 36: 3627-3634, 2016

In silico RNA-seq and experimental analyses reveal the

differential expression and splicing of EPDRI and ZNF518B » EPDR1 SE EXPRESA DIFERENCIALMENTE EN LINEAS
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PATOLOGIAS ASOCIADAS A DISFUNCION EN ADHESION
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HIPOTESIS

EPDR1 PODRIA TENER UN PAPEL EN LA PROGRESION DEL CANCER COLORRECTAL
PROPORCIONANDO A LAS CELULAS QUE LO SOBREEXPRESAN UN FENOTIPO MAS INVASIVO

OBIJETIVOS Y PLAN DE TRABAIJO

'EPDR1 |
‘ ¢NUEVO BIOMARCADOR en CCR?

] 12 ANALISIS DE EXPRESION EN PACIENTES |

4

22 CORRELACION CON PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS |

‘ ¢ NUEVA DIANA TERAPEUTICA?

’ 32 ESTUDIOS FUNCIONALES EN LINEAS CELULARES |




METODOLOGIA

1.- ANALISIS DE EXPRESION DE EDPR1 EN MUESTRAS DE PACIENTES

DIFERENTES COHORTES DE PACIENTES (RT-qPCR)
Cohorte de 43 pacientes: cDNA Tissue array” de Origene

Cohorte de 101 pacientes del Hospital Clinico de Valencia

IN SILICO EN DIFERENTES BASES DE DATOS. Muestras pareadas T/NT
Base de datos publica del TCGA (cohorte de 50 pacientes)
Base de datos publica de Kim et al., 2014 (cohorte de 36 pacientes)

2.- ANALISIS ESTADISTICO: MODELO DE REGRESION MULTIPLE
3.- ESTUDIOS DE METILACION DEL DNA DEL GEN EPDR1 EN LINEAS CELULARES CCR
4.- ENSAYOS FUNCIONALES EN DOS LINEAS DE CCR: HCT116 y DLD1

SILENCIAMIENTO GENICO MEDIANTE siRNAs

ENSAYOS DE PROLIFERACION, MIGRACION, INVASION Y ADHESION



EPDR1 (Ependymin-related gene)
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Gen EPDR1 situado en el cromosoma 7

Iniracellular region

Putative MERP

Por ayuste alternativo se producen 4 isoformas.

La isoforma 1, candnica, es mayoritaria. Codifica una proteina
transmembrana tipo Il similar a proteinas de adhesion: Ependiminas y
Protocadherinas.

La isoforma 2 difiere en su extremo N-terminal y por tanto no expresa el

dominio transmembrana. Su expresion es muy baja pero se detecta en CCR.

EPDR1 es una proteina de funcion desconocida



Expresion de EPDR1: “cDNA Tissue array” de Origene

Total de 43 muestras: 5 normales, 38 tumorales de diferentes estadios
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v' EPDR1 se sobreexpresa en tumores de pacientes con cdncer colorrectal

v' La expresion de la isoforma 2 de EPDR1 en pacientes es muy baja y diferencia
dos subgrupos de pacientes: de expresion indetectable o detectable



Expresion de EPDR1 en una cohorte de 101 pacientes del Hospital Clinico

Patients’ characteristics n (%)
73
Median Age
(range 37-96)
Male 61 (60.3%)
Sex

Female 40 (39.6%)
T1 9 (8.9 %)
T2 17 (16.8%)

T stage T3 30 (29.7%)
T4 26 (25.7%)
nd 19 (18.8%)
NO 47 (46.5%)
N1 22 (21.8%)

N stage
N2 13 (12.9%)
nd 19 (18.8%)
MO 82 (81.2%)

M stage
M1 19 (18.8%)
i 12 (11.9%)
11 35 (34.7%)

AJCC Stage
II1 35 (34.7%)
v 19 (18.8%)
Yes 35 (34.7%)
Vascular invasion No 56 (55.4%)
nd 10 (9.9%)
Yes 30 (29.7%)
Peritoneal invasion No 61 (60.4%)

nd 10 (9.9%)
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v' EPDR1 se sobreexpresa en tumores de pacientes con cdncer colorrectal

v Mayor expresién en Tumor respecto a No Tumor en muestras pareadas



DEPENDENCIA DE LA DIFERENCIA DE EXPRESION DE EPDR1 CON PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS

MODELO DE REGRESION MULTIPLE

Expression Model Global
Parameters

difference p-value p-value

T 36,457
T2 171,332 0,9292
T 8,0x10°°

T3 45,833 0,0014

T4 26,697 0,0005

NO 44,437
N
N1 95,265 0,0148  0.0356
N2 80,234 0,0113
Mo 33,084
M 0.0066

M1 206,376 0,0066

I 40,776
] 28,839 0,0003
AJCC 0.0007
i 31,172 0,5734

v 206,376 NA*

Aumento de la expresion de
EPDR1 en Tumor vs No
tumor dependiente del
parametro T, N y M, asi
como del estadio.



Analisis “in silico” de la expresién de EPDR1

Base de datos publica del TCGA (The Cancer Genome Atlas)

Cohort No. of patients FC” P-value
All the patients 50 1.705 3631104
Stage 1 8 1.421 0.328
Stage I1 24 1.614 0.0068
Stage 1II g9 2.645 0.0038
Stage IV ) 1.743 0.0176

Base de datos publica de Kim et al., 2014
¢ (hitps:/fwww.ncbinlm.nih.gov/bioproject/2 1 8851).

No. of
_ patients
Paired samples FC* P-value
Primary tumour yx normal mucosa 18 2.150  7.99-104

Metastasis vs normal colonic mucosa 18 2518 4.04-10¢

v La expresion de EPDR1 es
significativamente mayor en
muestras pareadas T/NT del
TCGA en estadios i, lll y IV.

v’ La expresion de EPDR1 es
significativamente mayor en T/NT
tanto en tumor localizado como
en metastasis.



LA EXPRESION DE EPDR1 ESTA DESREGULADA EN CANCER COLORRECTAL Y SU
SOBREEXPRESION SE CORRELACIONA CON PARAMETROS DE INTERES
CLINICO

Pacientes
Lineas celulares

QUE MECANISMOS PODRIAN ESTAR IMPLICADOS EN LA
SOBREXPRESION DE EPDR1 EN CCR

QUE PAPEL JUEGA EPDR1 EN LA MALIGNIDAD TUMORAL



Estudio de la Regulacion Epigenética de EPDR1 en lineas CCR
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v’ La expresion de EPDR1 se regula por Metilacién del DNA en lineas de CCR



ESTUDIOS FUNCIONALES EN LINEAS CELULARES IN VITRO

Silenciamiento de EPDR1 con siRNAs en las lineas de CCR: DLD1 Y HCT116
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Comprobamos que la reduccidon de expresion de EPDR1 es > 70%



DLD1

Ensayos de silenciamiento con siRNAs en HCT116 y DLD1

MTT assay of cell proliferation
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v' EPDR1 aumenta la proliferacion celular en lineas de CCR



Ensayos de silenciamiento con siRNAs en HCT116 y DLD1

Transwell migration assay
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v' EPDR1 promueve la migracién, la invasion y la adhesion a colageno | en lineas de CCR



CONCLUSIONES

EPDR1 se sobreexpresa en cancer colorrectal

La sobreexpresion de EPDR1 se correlaciona con el grado de infiltracion
local del tumor, con metastasis y con el numero de nddulos linfaticos

afectados.

Los resultados in vitro corroboran el papel de EDPR1 en crecimiento tumoral
y en la diseminacion de las células de cancer que lo sobreexpresan.

EPDR1 PODRIA TENER UN PAPEL RELEVANTE EN CANCER COLORRECTAL,
COMO UN NUEVO BIOMARCADOR PARA LA CLASIFICACION MOLECULAR
Y UNA NUEVA DIANA TERAPEUTICA ACCIONABLE
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