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RESUMEN: El cancer colorrectal (CCR) constituye el segundo tipo de cancer mas frecuente en la poblacion europea. Actual-
mente no existe biomarcadores moleculares que se pueden utilizar para la deteccion temprana del cancer de CCR. KLF6 es un supresor
tumoral relacionado con varios tipos de canceres. Nuestra hipotesis plantea que KLF6 puede ser un excelente marcador en el diagndstico
precoz de CCR. Para estudiar la implicancia de KLF6 en el CCR, se seleccionaron 15 biopsias de cada estadio (T1,T2 y T3) de los
archivos del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Central de la Defensa Gomez-Ulla, las cuales presentaban areas de tejido
afectado (tumor) y areas sin afectacion (no tumorales). Para ello se realizd un estudio histologico, inmunohistoquimico y RT-PCR,
basada en la expresion de 3 genes, Ki67 y pS3 como marcadores positivos y KLF6 como marcador en estudio. Los resultados mostraron
que la expresion de KLF6 esta directamente relacionada con el aumento de la malignidad celular en los adenocarcinomas, corroboradas
por las RT-PCR, observandose la aparicion progresiva de formas de procesado alternativo, no correspondiente a KLF6. Esta proteina, se
expreso tanto a nivel citoplasmatico como nuclear en los primeros estadios T1 y T2, para desaparecer a nivel nuclear en el estadio mas
avanzado (T3). Concluimos que KLF6 es un buen marcador tumoral de CCR, debido a que muestra patrones crecientes de expresion a
nivel citoplasmatico y decrecientes a nivel nuclear.

PALABRAS CLAVE: KLF6; Adenocarcinoma; Cancer de colon.

INTRODUCCION

El incremento anual en la incidencia de cancarancer gastrointestinal (Ghaleb & Yang, 2008). La
colorrectal (CCR) en Esparia, se redujo en los Ultimos afinactivacion de los genes supresores de tumores tiene un
de 4,3% a 2,5% en los hombres, de igual forma en las mypapel central en la patogénesis del cancer. Una definicién
res. La tendencia de la incidencia contrasta con la mortattas funcional de los supresores tumorales dada por Haber
dad, donde las tasas de mortalidad en ambos sexos congehRarlow (1997) también se aplica a KLF6: “son genes que
z6 a declinar (Lopez-Abeng al, 2010). sufren mutaciones, inactivando su funcién en cancer”. En

este sentido, se han identificado mutantes de KLF6 en can-

KLF6 pertenece a la familia de los factores de transer de prostata, a diferencia de KLF6 normal carecen de la
cripcion Krippel se caracterizan por poseer dominios dapacidad de activar p21, responsable de los efectos supre-
union al ADN llamados “dedos de Zinc”. Es conocido qusores de p53 y de KLF6 (Nar# al, 2001; Reevest al,
muchos KLFs juegan un papel significativo en 12004). Ademas, las mutaciones en los sitios de procesamiento
tumorogenesis en diferentes 6rganos y tejidos. Como sbel ARN en cancer pueden conducir a un incremento de un
KLF4, KLF5 y KLF6 presentando alteraciones en los tuproducto de procesado no habitual como se ha descrito para
mores del tracto gastrointestinal (Ghaleb & Yang, 2008)53 (Varleyet al, 2001). Por tanto, la identificacién de for-
Actualmente, se sabe que existe un nexo entre la alta frgas de procesado alternativo de KLF6 en tumores humanos
cuencia de pérdida de heterocigosidad y/o mutaciones amcuerda con otros casos descritos. En el sistema de KLF6
KLF6, en cancer de prostata (Xian-feeigal, 2008) y en se ha descrito la existencia de formas alternativas de proce-
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sado del ARN mensajero del gen, que dan lugar a proteimagntaron en definitivo con resina sintética DePex.
defectuosas en las regiones de unién al ADN (Ngréd,
2005a, 2008). Se han aislado hasta 3 variantes distintas, gstudio evaluativa La evaluacién de la expresion de p53 'y
difieren de la forma normal de KLF6 por poseer solo 2, 1Ki67, se determiné por el porcentaje de nicleos en las célu-
ningun dedo de Zinc, estas son las variantes 1, 2, y 3. Aas tumorales como en las no tumorales. Se estudiaron 10
tualmente, se ha demostrado que KLF6-SV1, variante dertes al azar de cada caso, seleccionandose 10 campos de
splicing oncogénica del gen supresor tumoral KLF6, se stada seccion, estimandose un total de 800-1500 nucleos,
bre expresa especificamente en canceres humanos. Eltamto en células tumorales (lesién) como las no tumorales
cremento de la expresién de KLF6-SV1 se asocia con(&tjido adyacente). Se consideraron positivos todos los nu-
mal prondstico en cancer de préstata, pulmoén y ovario. Ribeos que presentaron reaccién positiva, independientemente
otra parte, KLF6-SV1 ha demostrado ser biolégicamentie la intensidad de la misma. Para KLF-6, se consider6 la
activo, antagoénico a la funcién supresora de KLF6 y prexpresion positiva de las células tumorales y no tumorales,
mueve el crecimiento tumoral en ovario y en modelos deediante una valoracion cualitativa, segun los siguientes
cancer de préstata (Difest al.,2008). parametros: Nula: cuando no habia expresion, Baja: cuando
la expresién era menos del 33% de las células, Moderada:
cuando la expresion positiva era entre el 33 al 66% y Alta:
MATERIAL Y METODO cuando la expresién mostraba mas del 66% de las células.

RT- PCR. Extraccion de ARN a partir de tejido incluido
Muestras. Se utilizé material de los archivos del Servici@n parafina. La extraccion de ARN a partir de muestras
de Anatomia Patol6gica del Hospital Central de la Defens®luidas en parafina se realizé utilizando el “Optimum FFPE
Goémez-Ulla. Se seleccionaron adenocarcinomas de integtRN Isolation kit” (Ambion Diagnostics). Proceso inicia-
no grueso, que presentaban areas de tejido afectado (turdorfon la desparafinizacion con xilol. Obteniéndose un se-
y areas sin afectacion (areas no tumorales o adyacentdsjiento seco que se sometid a digestiones sucesivas con
tanto para las piezas incluidas en parafina como al frescoRteteinasa K (Sigma), y purificacién selectiva a través de
las autopsias. Se seleccionaron un total de 45 muestrasufi& columna donde quedo retenido el ARN. Tras varios la-
por cada estadio (T1; T2 y T3), segun clasificaciéon de TNMados el ARN se eluy6 de la columna y se disolvié en agua
(American Joint Comite for Cancer Staining). (Milli-QTM). Todos los pasos de purificacion se realizaron

segun recomendaciones del fabricante (AMBION). La ex-
Obtencion de las muestras tisulared.as piezas tumorales traccion de ARN de los fragmentos de tumores fijados en
se fijaron en formaldehido tamponado al 10% durante 2drmalina tamponada se realiz6 con el “RNAeasy kit”
horas. Seguidamente se deshidrataron en bateria de alcg@iagen). EI ARN se amplificé usando la transcriptasa
les y posteriormente se incluyeron en parafina de acuerdmesersa para RT-PCR (Roche). La amplificacion por PCR
protocolos convencionales. Se realizaron cortespae, 4 del ADN complementario (ADNc) se realizé usando la
tefiidos con hematoxilina-eosina, para seleccionar argagimerasa “Taq Hotmaster” (Eppendorf).
tumorales y no tumorales.

Extraccién de ARN a partir de tejido fijado en

Inmunohistoquimica. Para determinar el patron de expreformalina. La extraccién de ARN a partir de tumores fija-
sion y localizacion subcelular de KLF6 en las células ddbs en formalina se realizé con 60 mg de tejido. Se macerd
tejido tumoral y controles, primeramente se realizé el estcen tampén de lisis RLT del “RNAeasy kit”, segun reco-
dio de los factores de proliferacién tumoral con anticuerposendaciones de la casa comercial, en presencia de b-
primarios de raton para Ki67 y p53, (Dako Corporation), pnercaptoetanol 1% (Sigma). Seguidamente se procedi6 a la
de conejo (Santa Cruz Biotecnology) para KLF6. Losxtraccion del ARN, segun el protocolo, de purificando, la-
anticuerpos secundarios usados anti-lgG de ratén acopladodo y eluyendo el ARN de las columnas del “kit". Recu-
a Alexa®-488y anti-IlgG de conejo acoplado a Alexa®-48®erandose en un volumen de 30 microlitros de agua, libre
Todos los anticuerpos se prepararon en solucion comerdalRNAsas y DNAsas. La concentracion de ARN total, pro-
del anticuerpo secundario biotinilado (Multi Link Univer-cedente de las muestras en parafina y al fresco, se valoré en
sal, BioGenex®). La inmunohistoquimica se realiz6 sobre espectrofotometro a 260 nm.
secciones de tejido incluido en parafina y al fresco. El mé-
todo utilizado, fue el de estreptavidina-biotina-peroxidagaxpresion del ARN de KLF6.Los niveles de expresién de
(SBP), basado en la técnica de ldsal (1981). Posterior- los genes de KLF6 se determiné mediante transcripcion
mente se realizd la tincién de contraste nuclear caaversa (RT) del ARN total, seguido de la amplificacion del
hematoxilina de Harris, las muestras se deshidrataron yAeN complementario (ADNCc) asi obtenido por PCR. Para

1116



LAIME, D.; LLANQUI, O.; SANZ.RODRIGUEZ, F.; JUARRANZ, A.; BOTELLA, M. L. & RAMIREZ-GARCIA, J. R. Papel de KLF6, como factor de prediccion precoz en cancer colorrectal
humanolnt. J. Morphol., 30(3)1115-1131, 2012.

la RT se utiliz6 fug de ARN total, usando la transcriptasgrotocolo indicado por Roche. La amplificacion por PCR
reversa de AMV, para RT-PCR de Roche. Como cebadomrs ADNCc se realizé usando la polimerasa “Tag, Hotmaster”
se utilizé una mezcla al azar de hexanucledétidos que anili@&ppendorf), en 200 ml de una mezcla de desoxinucle6tidos
en diversas partes a lo largo de los transcritos, siguienddréifosfato (dNTPs) y las siguientes parejas de
|\ 2 S fol S oligonucleotidos: a.- Para las diferentes variantes de proce-

: - sado de KLF6: KLF6 salvaje “Forward™ 5-CGG ACG
CAC ACA GGA GAAAA-3’; KLF6 salvaje “Reverse”: 5'-
CGG TGT GCT TTC GGA AGT G-3'y KLF6 total
“Forward”: 5-CTG CCG TCT CTG GAG GAG T-3’; KLF6
total “Reverse”: 5-TCC ACA GAT CTT CCT GGC TGT
C-3'. El tamafio esperado para la amplificacion de KLF6
salvaje fue de 112 pb, mientras que para la amplificacion
total de KLF6, es de 99 pb. b.- Como control endégeno se
utilizé la Guanin Adenosil Fosfato deshidrogenada
(GAPDH): GAPDH “Forward™: 5-CAA TGA CCC CTT
CAT TGA CC-3'y GAPDH “Reverse”: 5'-GAT CTC GCT
CCT GGAAGA TG-3'. El tamafio del producto de la PCR
de GAPDH fue de 400 pb.

La PCR se inici6 con la desnaturalizacion del ADN a
95°C durante 2 min. Seguidamente, se realizaron 35 ciclos:
Desnaturalizacion a 95 °C durante 30 seg, anillamiento a 52
°C durante 30 seg y elongacion a 68 °C durante 45 seg. La
PCR finalizo con la elongacion a 68°C durante 7 min, se-
guido de un enfriamiento a 4°C. Los fragmentos de ADN
amplificado se separaron en geles de Agarosa, al 5%, y se
tileron con bromuro de etidio (10 mg/ml), se fotografiaron
en un transiluminador de ultravioleta (UV) con camara.

RESULTADOS

Histopatologia El caso control presentd un epitelio cilin-
drico simple con enterocitos de citoplasma amplio y claro
con numerosas células caliciformes. Una lamina propia cons-
tituida por un tejido conjuntivo y musculatura lisa (Fig. 1A-
B). En los adenocarcinomas (Fig. 2). En el estadio T1 se
observé una neoformacion de estirpe epitelial y diferencia-
cion glandular que estaba constituida, en la mayoria de los
casos, por luces glandulares de diferente talla y morfologia.
Las glandulas se encuentran revestidas por un epitelio cilin-
drico pseudoestratificado de células con citoplasma amplio

y eosinofilo y nicleo pleomarfico con nucléolo prominente y
Fig. 1. Colon humano. A: Caso control de colon que incluye leon escasa o ninguna vacuola de mucosecrecion (Fig. 2A-
mucosa y la submucosa. Se observa el epitelio de revestimientBy. Dichas luces glandulares se asientan sobre un estroma
gJéqduIas int_estinales con predominio gle células paliciforme,s Y e tejido conjuntivo fibroso que, de manera general, mues-
lamina propia que contiene una variable cantidad de célulgs, jnfijtrado inflamatorio de tipo crénico inespecifico y fo-
inmunocompetentes (X40). B: Detalle de la mucosa intestinal del

caso control anterior (flecha en A) en el que se aprecia el epite 0> de sufusion hemorréagica estadio T2 (Fig. 2C-D). En

de revestimiento constituido por abundantes enterocitos y Célulggtermlnadas areas, el carcinoma se muestra m&}s |nd|ferep-
caliciformes. Los enterocitos presentan un marcado ribete estrd2do con luces glandulares irregulares, observandose nu-
do y nicleos elongados, isomdrficos, de cromatina laxa y nucleol@¥0S con gran atipia, pleomorfismo y nucléolo prominente
de pequefias dimensiones (X1000). H-E. en el estadio T3 (Fig. 2E-F).
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Inmunohistoquimica. Factor de proliferacion Ki67: En los las células basales, fundamentalmente en el fondo de las
controles se observo una leve inmunotincion para Ki67 enptas de Lieberkhin (Fig. 3A-B). Por el contrario se de-

4 LT

Fig. 3. Controles de colon humano. Expresion de Ki67 y de p53 en epitelio de colon de un caso control. A:
Epitelio intestinal con escasas células positivas a Ki67 (expresion nuclear), las cuales se disponen en el
fondo de las criptas de Lieberkhiin (X100). B: Detalle de las criptas glandulares con células Ki67 positivas
(X1000). C: Imagen panoramica de la mucosa de intestino grueso normal con escasa expresion de p53,
sélo en algunos de los nudcleos de los enterocitos (X100).D: Detalle del epitelio que muestra las células de
colon carentes de expresion de p53 (X1000).

Fig. 2. Pagina 1118. Adenocarcinoma de colon. A: Adenocarcinoma diferenciado estadio T1. Se observan abundantes glandulas dist
das irregularmente, con areas sélidas focales. Las células tumorales presentan moderada diferenciacién mucosecretbhaeGt#0). B:
detalles de las células epiteliales malignas pobremente diferenciadas con intenso pleomorfismo nuclear (X1000). C: Teg@dtepobre
diferenciado, estadio T2 en el que se observan escasas formaciones glandulares. El intersticio es escaso y contiengaabsndantes
sanguineos y focos hemorragicos (X40). D: Detalle de células epiteliales desdiferenciadas con citoplasma escaso y aamodiferenci
mucosecretora. Los nucleos son pleomérficos y los nucleolos son de grandes dimensiones (X1000). E: Adenocarcinomaneiifixdio T3, i
renciado que penetra ampliamente en la submucosa, muscular intestinal, alcanzando la serosa. Las glandulas tumoraiéslpossentan
pseudoestratificados, hipercromaticos y escasa diferenciacion del citoplasma con minima formacién de vacuolas mucoseleretoras. E
lamina propia se observan abundantes acumulos de tejido linfoide (X40). F: Se eviencian células tumorales indiferen@askas, dond
aprecian células epiteliales con nucleos pleomérficos (X1000).H/E.
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tectd inmunorreactividad para Ki67 en los carcinomas, olirroteina p53 Se observo escasa expresion de la proteina
servandose mayor expresion del marcador en los nlcleo$88 de manera ocasional en algin ndcleo de los enterocitos
las células. No se observd una relacion directa entde los casos controles (Fig. 3C-D). En los adenocarcinoma,
pleomorfismo nuclear y la mayor expresion de Ki67, en len los estadios T1 y T2, la expresion de p53 fue alta (Fig.
diferentes estadios (Fig. 4A-F). 5A-D), observandose una disminucion de la expresion en

Fig. 4. Expresion de Ki67 en
adenocarcinoma de colon hu-
mano.

A: Adenocarcinoma bien di-
ferenciado de patrén papilar
que infiltra focalmente la
submucosa intestinal en esta-
dio T1. El epitelio muestra nu-
merosos nucleos Ki67 positi-
vos (X40).

B: Detalle de la imagen ante-
rior mostrando el epitelio

psudoestratificado, nucleos
pleomorficos, la mayoria de
los cuales son positiva para
Ki67 (X1000).

C: Imagen panoramica de un
adenocarcinoma moderada-
mente diferenciado e infil-
trante en la pared muscular,
que muestra glandulas muy
irregulares. Se observa que la
- tincion nuclear de Ki67 es
muy variable (X40).

D: Detalles de la imagen an-
terior mostrando que no exis-
te una relacion directa entre el
pleomorfismo nuclear y la

mayor expresion de Ki67 en
estadio T2 (X1000).

' E: Imagen panoramica de un
adenocarcinoma bien diferen-
ciado, constituido por glandu-

las proliferantes con escasa
lamina propia circundante que
llega hasta la profundidad de
la muscular propia (X40).

F: Detalle de la figura ante-
rior en el que alternan células
| epiteliales malignas Ki67 po-
. sitivas y negativas. Destacan
células muy pleomorficas con
nucleos irregulares, de aspec-
to moruliforme negativos para
Ki67en estadio T3 (X1000).
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estadios mas avanzados (T3), en los que se expresa tanisatdeo como en el citoplasma (Fig. 6 A-B). En los
en el ndcleo de algunas células tumorales (Fig. 5E-F). adenocarcinomas hay mayor expresion citoplasmatica a
medida que aumenta la agresividad e invasion tumoral, en
Supresor Tumoral KLF-6. Se observo una leve expresiérespecial en la superficie del epitelio glandular, no observan-
de KLF-6 en las células glandulares normales, tanto endelse expresion a nivel nuclear en el estadio T3 (Fig. 7 A-F).

Fig. 5. Expresion de p53 en
adenocarcinoma de colon hu-
mano.

A: Se observa una prolifera-
cion glandular maligna bien
diferenciada que penetra en la
submucosa col6énica (X40).

B: Detalle de glandulas
tumorales formada por un epi-
telio pseudoestratificado con
células de tipo enteroide y una
elevada positividad de p53 en
las células proliferantes. En el
estroma adyacente se observan
algunos fibrobastos positivos
ap53, en estadio T1. (X1000).

C: Imagen de colon modera-
damente diferenciado que pre-
senta una proliferacion de
glandulas muy irregulares con
evidente marcaje de p53
(X40).

D: Detalle de células con nu-
cleos pleomorficos, de gran ta-
mafio y tenue marcaje de p53,
estadio T2 (X1000).

E: Imagen de adenocarcinoma
bien diferenciado que, sin em-
bargo, llega a infiltrar la capa
muscular externa del colon y
penetra puntualmente en la
serosa peritoneal. Presencia de
glandulas muy irregulares con
positividad para p53 (X40).

F: Detalle del epitelio glandu-

lar constituido por células

desdiferenciadas con nucleos
muy irregulares y de gran ta-
mafio. p53 se expresa en la
mayoria de las células

tumorales y las células nega-
tivas muestran vestigios de
inmunomarcaje. Los nicleos
son pleomorficos, estadio T3.

(X1000).
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Fig. 6. Expresion de KLF6 en colon humano control. A: Imagen panoramica de la mucosa de colon. La inmunoexpresién de KLF6
aparentemente es mayor en el fondo de las criptas de Lieberkhiin con respecto al epitelio superficial y el de los codductos glan
lares (X40). B: Se observa la expresion de KLF6, tanto en la zona nuclear como en el citoplasma de las células etalales inte
les. No se observa expresion de KLF6 en las células mucosecretoras (X1000).

PCR. Supresor Tumoral KLF-6. En la figura 8 se observa presenta valores de expresion muy elevados. Ademas,
la predominancia de formas normales (salvajes) en el epiggt los estadios T1 y T2, la mayor parte de los valores
lio normal de colon humano control (A). Esta situacién can@stan muy proximos a la mediana. Sin embargo, tal y
bia en los adenocarcinomas (Fig. 9). Se observo la apa®mo se observa en los gréficos de Box Wiskers, los ni-
cion progresiva de las formas de procesado alternativo, pugles de expresion, son muy altos (Fig. 11A-B). El resul-
vocando un aumentando la cantidad del amplificado totaldo T de student y de Wilcoxon, demostraron que las
(salvaje+variantes) con respecto al salvaje, como se obsdiferencias de expresion de p53 entre tejido control (sano)
v6 en T1 (Fig. 9A). En T2 se visualizdé un aumento en hael tejido tumoral fueron significativos &0,05 para
expresion de KLF6, al tiempo que aparecieron bandas n&sbos test) en todos los estadios, de los adenocarcinomas
pequefias al tamarfio esperado para el amplicdn total (FigTabla I).
B). En T3, se observo una predominancia total de las for-
mas alternativas, y no se obtuvo amplificacién de la fornfzaracterizacion de KLF6. En los graficos de Box Whisker,
salvaje de KLF6 (Fig. 9C). se puede apreciar que la expresion de KLF6 es mayor en el
tejido tumoral (lesion) (Fig. 12A-B). El test de Mann-
Caracterizacion de Ki67 Las diferencias observadas enVhitney-Wilcoxon, demostré que la expresiéon de KLF6 es
las lesiones no son tan evidentes en los tejidos adyacemess elevado en el tejido tumoral (lesién) que en el tejido
controles, donde los valores de este marcador son practieantrol (sano).
mente iguales. Basado en un analisis, paramétrico, se pudo
concluir que las diferencias de expresion de Ki67 sélo sémalisis de la RT-PCR
significativas en el tejido tumoral (lesion) (Fig. 10A-B). La
expresion de Ki67 en la lesion y en el tejido adyacente (safoypresion de KLF-6. En los controles, se observé una ex-
segun los test estadisticos, T de student y Wilcoxon, dempgesion moderada (Fig. 8A). Observandose la predominancia
traron que las diferencias de expresion de Ki67 entre tejide las formas normales (salvajes) (A). No obstante, esta si-
sano y tejido tumoral fueron significativas en todos los esta+acion cambia al analizar las muestras afectadas de
dios (p= 0,05, para ambos test). adenocarcinoma (Fig. 9A-B). Se observé la aparicién pro-
gresiva de las formas de procesado alternativo, lo que pro-
Caracterizacion de p53 En el tejido tumoral (lesion), p53 dujo un aumento en la cantidad del amplificado total
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Fig. 7. Expresion de KLF6
en adenocarcinomas de co-

' Jon humano.

| A: adenocarcinoma bien di-

ferenciado de colon carac-
terizado por la presencia de
glandulas irregulares

infiltrantes (X40).

B: Detalle del epitelio
tumoral con abundante
pseudoestratificacion celular
e intenso marcaje de KLF6
en la superficie del epitelio
glandular, con vestigios de
inmunotincién en el nicleo,
estadio T1 (X1000).

C: Las glandulas infiltrantes
son irregulares y presentan
un evidente inmunomarcaje
citoplasmatico de KLF6
(X40).

D: Detalle de las células

epiteliales malignas distri-

buidas difusamente, con

glandulas irregulares de va-
riable expresion de KLF6 en

el citoplasma perinuclear.

Los nicleos son hipercro-

maticos y aparentemente ca-
recen de inmunotincion para
KLF6, estadio T2 (X1000).

E: Se observan formaciones

. glandulares muy irregulares

que alternan con areas

| tumorales sélidas. Las célu-

las presentan variable expre-
si6n de KLF6 (X40).

F: Detalle de las células
desdiferenciadas con escaso
citoplasma y minima expre-
sion de KLF6. Los nucleos
son KLF6 negativos, estadio
T3. (X1000).

(salvaje+variantes) con respecto al salvaje, como se obsamplicon total. En el estadio T3, se observé una
vo en el estadio T1 (Fig. 9-B). En el estadio T2 se determipéedominancia total de las formas de procesado alternativo
un aumento en la expresion de KLF6, al tiempo que apaf&LF6-SV1), ya que no se obtuvo la amplificacion de la
cieron bandas mas pequefas al tamafio esperado parfareta salvaje de KLF6 (Fig 9-C).
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A Controles

Fig. 8. PCR de KLF6: Colon humano control. Expre-
sion de los ARNs normales (salvajes) y totales (salva-
. 99pb je+ formas alternativas de procesado) en epitelio sano
de colon (A). Los ARN transcritos tienen un tamafio de
112 pb en el caso de la forma salvaje de KLF6, y de 99

112pb »

C1 C2 C1 C2 pb en el caso del amplicon total.
Salvaje Total
A Estadio T1

112pb
99pb > P

™ T1, ™, T,
Total Salvaje

B Estadio T2

Pb T2, T2, T2, T2, T2, T2, T2, T2, T2, T2
Total Salvaje

C Estadio T3

Pb T3, T3, T3, T3, T3, T3, T3, T3, T3,
Total Salvaje

T3,

Fig. 9. PCR de KLF6 en adenocarcinomas. La expresion de ARNs mensajeros de KLF6 en muestras
de adenocarcinoma de colon humano. En A se observan bandas de 112 pb (forma salvaje) y de 99 pb
(Total) estadio T1 . En B a medida que el proceso de carcinogénesis avanza, se detecta un predominio
de formas alternativas de los transcritos de KLF6 (encuadrados en rojo). Estas formas no solo apare-
cen como bandas de 99 pb, sino como bandas de tamafios Inferiores debido a la aparicion de formas
andémalas, estadio T2 . En C no se detectan bandas correspondientes al transcrito normal de KLF6
(Salvaje), sin embargo si detectamos bandas de amplificacion de las formas de procesado alternativo,
estadio T3. Pb patron de tamafio del ADN. T1, T2 o T3 hace referencia a muestras de diferentes
estadios de adenocarcinoma.
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A

KLF6 Total
(99 pb)

KLF6 Salvaje
(112 pb)

Pb T2, T2, T2, T2, T2, T2, T2

I-I
T2

T2, T2, T2, T2,

-—
-

Unidades relativas
Salvaje/Total

o O O O

N B O © = N

H l
T2, T2

5 6 7

Fig. 10. PCR del ARNm de KLF6 y la relacion entre la forma salvaje y las formas de procesado alternativo en muestras de
adenocarcinoma de colon en estadio T2. En (A) los transcritos correspondientes al ARNm salvaje de KLF6 tienen un
tamafio de 112 pb mientras que el amplicon total tiene un tamafo de 99 pb. En (B) se muestra una cuantificacion del grado
de procesamiento alternativo de KLF6 en este estadio T2. Se representa el cociente de los valores obtenidos por densitometri
de las formas salvaje y las totales. Un cociente igual a 1 indica procesado normal del transcrito de KLF6. Sin embargo
cuanto menor sea el cociente mayor sera el grado de aparicion de formas de procesado alternativo. El recuadro rojo indica
las bandas de amplificacion consideradas para la densitometria. T21-T27 muestras de distintos tumores. Pb patron de
tamafio de ADN usado.
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Fig. 1. Gréficos de Box Whiskers: Muestra la variacion de la expresion de Ki67 en los casos de adenocarcinoma. (A)
Tejido sano y (B) Tejido tumoral. T: adenocarcinoma (estadios, 1, 2y 3).
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Fig. 12. Graficos de Box Whiskers: Muestra la variacién en la expresion de p53 en los casos de adenocarcinoma
estudiados. Tejido sano (A) y en tejido tumoral (B). T: adenocarcinoma (estadios, 1, 2y 3).
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Fig. 13. Graficos de Box Whiskers: Muestra la variacion en la expresion de KLF6 en los casos de adenocarcinoma
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estudiados. (A) Tejido sano y tejido tumoral (B). T: adenocarcinoma (estadios, 1, 2y 3).

DISCUSION

La utilizaciéon de marcadores celulares y moleculares
implicados en la progresion del cancer de colon, permitiria
comprender los procesos celulares responsables de la pro-
gresion del cancer. Es importante predecir un diagndstico
precoz no solo para el diagndstico y pronostico de los resul-
tados del tratamiento, sino también en el posible desarrollo
de nuevas estrategias o terapias dirigidas especificamente
sobre los factores responsables de la invasividad del cancer.
Uno de los papeles fundamentales que llevan a cabo la fa-
milia de factores de transcripcion de los KLFs, son los pro-
cesos fisioldgicos y patologicos, como el crecimiento celu-
lar, tumorigenicidad, el metabolismo, la inflamacion y
remodelacion tisular en respuesta a estrés externo (Nagai et
al., 2009). Un miembro de esta familia, KLF6 ha sido iden-
tificado como un gen supresor de tumores en diferentes ti-
pos de cancer. En particular, se hadescrito que inhibe la pro-
liferacion, promueve la apoptosis y esta implicado en me-
tastasis, por lo que participa activamente en cancer (Buendia
etal.,2007).

La pérdida de heterocigosidad (LOH) de este gen se
encuentra en multiples canceres, incluidos los de colon, pul-
mon, hepatocelular, carcinomas de ovario (Cho et al., 2006;

Narla et al. 2007; Watanabe et al., 2008). Asimismo, KLF6
es transcripcionalmente silenciado en células de cancer
esofagico mediante la hipermetilacion de su promotor
(Yamashita et al., 2002) y es inhibido significativamente en
muestras de cancer de pulmoén en estadios muy tempranos
(Kettunen et al., 2004; Ito et al., 2004), y de cancer hepatico
(Kremer-Tal et al., 2007). Debido a los estudios llevados a
cabo sobre el posible papel de KLF6 en cancer, se ha suge-
rido que las vias complementarias por las que este supresor
tumoral es capaz de regular el desarrollo y la progresion del
cancer de prostata son dos: La primera, una disminucion en
la expresion de la proteina salvaje de KLF6 que daria lugar
aun aumento en la proliferacion y tumorogenicidad in vivo.
Este hecho permite correlacionar una disminucion en la ex-
presion de esta proteina con un mal pronodstico, descrito
para canceres de pulmoén y de prostata (Glinsky ez al., 2004;
Kettunen et al., 2004). La segunda, consiste en un aumento
de las formas de procesamiento alternativo. Este es un me-
canismo crucial para la obtencion de una diversidad proteica,
a partir de un solo gen y un solo ARN mensajero. Las dife-
rentes isoformas de procesamiento alternativo de una pro-
teina, pueden mostrar efectos bioldgicos diferentes, como
los efectos antagonicos. En los resultados obtenidos mediante

1127

Papel de KLF6, como factor de prediccién precoz en cancer colorrectal



LAIME, D.; LLANQUI, O.; SANZ.RODRIGUEZ, F.; JUARRANZ, A; BOTELLA, M. L. & RAMIREZ-GARCIA, J. R.

humanolnt. J. Morphol., 30(3)1115-1131, 2012.

inmunohistoquimica sobre expresion de la proteina de KLF6
en los diferentes estadios del CCR, se observd un incre-
mento progresivo en la expresion de esta proteina, a medida
que aumentaba la malignidad de la lesiéon en
adenocarcinomas.

El analisis estadistico de los datos obtenidos por
inmunohistoquimica en los tumores, revelaron que este au-
mento de expresion de KLF6, en los adenocarcinomas son
significativos. Sin embargo, estos resultados nos indican una
mayor expresion de todas las formas existentes de KLF6, la
forma salvaje y las formas de procesamiento alternativo des-
critas para su ARN mensajero (V1, V2 'y V3) (Narla et al,,
2005 a; Yea et al., 2008). KLF6-SV1y SV2 se localizan en el
citoplasma y antagonizan la actividad transcripcional de
KLF6. Se ha demostrado que KLF6-SV1 induce la apoptosis
espontanea en las células de cancer de prostata. Por otra par-
te, los altos niveles de expresion KLF6-SV1 en el tumor de
prostata se asocia con una baja tasa de supervivencia (Narla
et al., 2008). También, se han publicado antecedentes que
demuestran que KLF6-SV1 es un importante regulador del
crecimiento, migracion, invasion y supervivencia de las cé-
lulas de cancer gastrico, y la desregulacion de KLF6-SV1
por ARN de silenciamiento (o small interfering RNA) puede
ofrecer un nuevo enfoque frente a una terapia génica para
este tipo de cancer gastrico (Chen ez al., 2011). Fue necesario
realizar estudios de RT-PCR a partir del ARN mensajero de
los diferentes tumores, para poder analizar si el aumento en
la expresion de KLF6 se debe exclusivamente a su forma sal-
vaje o las isoformas de procesamiento alternativo. Las RT-
PCR revelaron la predominancia de forma salvaje de KLF6
en epitelio normal de colon. No obstante, esta situacion cam-
bid al analizar los adenocarcinomas ya que se observo la apa-
ricion progresiva de las formas de procesado alternativo, lo
que ocasion6 un aumento en la cantidad del amplificado total
(salvaje+variantes) con respecto al salvaje, como ocurria en
el estadio T1.

En el estadio T2 se observé un aumento en la expre-
sion de KLF6, al tiempo que aparecieron bandas de menor
tamafio del esperado para el amplicon total. Probablemente,
estos resultados de la aparicion de nuevas formas aberrantes,
se deba a la presencia de delecciones, que no se ajustan a las
formas de procesamiento alternativo descritas por Narla ez
al., (2005 a,b). Lo mas destacado de este estudio, fue que en
el estadio de mayor malignidad (T3), se observo una
predominancia total de las formas de procesado alternativo
ya que no se obtuvo la amplificacion de la forma salvaje de
KLF6. Estos resultados coinciden con lo observado en can-
cer de prostata (Narla ez al., 2005 a,b) y en el 2008 se publi-

(2008) describe que el aumento de la expresion de KLF&-
SV1 esta asociado a una baja supervivencia en pacientes
con adenocarcinomas de pulmon.

Sin embargo, los datos obtenidos, tanto a nivel de
ARN mensajero como de proteina, sugieren que las varian-
tes de KLF6 poseen una funcion antagonista a la capacidad
que posee la forma salvaje de KLF6 de actuar como supre-
sor tumoral in vivo. En este sentido, el incremento en la
generacion de formas de procesamiento alternativo de KLF6,
podria contribuir a que las células adquieran un fenotipo
tumorogénico, independientemente de si se produce pérdi-
da alélica, mutaciones somaticas inactivantes o metilacion
de promotor, probablemente mediante una actividad domi-
nante-negativa sobre la funcion de la proteina salvaje.

El posible papel que puedan tener las alteraciones
del mecanismo de procesamiento alternativo, se esta obser-
vando en un amplio rango de enfermedades humanas
(Orengo & Cooper 2007), especialmente en cancer (Venables
et al.,20006) y canceres de mama (Venables ef al., 2008). En
general, la desregulacion del procesamiento alternativo de
numerosos genes y la subsiguiente generacion de diferentes
transcritos, refleja algun fallo en el mecanismo deregulacion
de este proceso (incluidos genes que lo regulan), por lo tan-
to podria tener un papel, en la progresion del cancer de co-
lon. Asi mismo, estd demostrado que el incremento de la
expresion de KLF6-SV 1, en tumores de prostata predice una
baja supervivencia y los perfiles de recurrencia tumoral
(Chen et al., 2011). Ademas estos estudios permitirian pre-
decir el comportamiento metastasico del tumor, por lo que
KLF-SV1 puede representar una nueva diana terapéutica
(Nagai et al., 2009). Otros estudios, revelan que la reduc-
cion de la expresion de KLF6-SV2 en las muestras de can-
cer hepatocelular, describen una funcién anti-proliferativo
y pro-apoptdticos (Hanoun et al., 2010). Basandonos en es-
tos hallazgos postulamos que estas formas de procesamiento
que se inducen y sobre expresan durante el proceso de
tumorogénesis colorrectal, mas que ser un simple producto
resultado del cancer, estan implicados en promover la
tumorogénesis. Ademas, la localizacion subcelular de KLF6
en las células epiteliales fue solo citoplasmica en los esta-
dios mas avanzados de los adenocarcinomas. Los resulta-
dos de la PCR revelaron que durante la progresion tumoral
se produce un incremento en la aparicion de otras formas de
procesado alternativo de KLF6, llegando a desaparecer su
forma salvaje en el estadio T3 de los adenocarcinomas. Es
por ello que se plantea a KLF6 como un marcador para el
diagnéstico precoz de CCR.

Papel de KLF6, como factor de prediccién precoz en cancer colorrectal

La Figuras 10 Ay B representan la cuantificacion en
detalle de las diversas formas de procesado total y de la for-
ma salvaje de KLF6 a partir de 7 muestras de tumores en

c6 que habian observado la sobre expresion de KLF6-SV1,
formas de procesado alternativo a medida que aumenta el
proceso de malignizacion (Narla ez al. 2008). Ademas, Difeo
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estadio T2. Como se puede observar, en la mayoria de estas Con todo estos antecedentes, podemos concluir que

muestras la expresion de las formas alternativas es mayet analisis de KLF6, tanto el de su forma salvaje como el de

la forma normal, tal y como se deduce del cociente entes isoformas, y en base a su implicacion directa en la pro-

formas salvajes/formas totales, que posee un valor megoesion del CCR, podria ser un excelente marcador para el

de 0.5 en 5 de los 7 tumores analizados. diagndstico precoz de CCR, sobre todo a la hora de pesqui-

sar el estado o etapa de la enfermedad. De esta forma poder

En general, estos resultados corroboran los obteniddsterminar estado precoz del cancer de colon.

en los ensayos de inmunohistoquimica, en los que se observé

un aumento progresivo de la expresion de KLF6 a medida

gue avanza el proceso de malignizacion tumoral (Figs. 7 AGRADECIMIENTOS

F). En este caso, si bien las PCRs no son cuantitativas, si

podemos ver un aumento en la intensidad de la sefial de los

amplicones de KLF6. Sin embargo, lo que es mas significati- Este trabajo fue financiado por: Universidad de

vo, es el cambio en la aparicién de KLF6-SV1. Desde la eXarapaca, Departamento de Biologia “Proyecto Mayor C6-

presién del mensajero normal de KLF6 en epitelio sano, hatigo 1042, Arica, Chile; Universidad Autbnoma de Madrid,

ta la aparicion predominante de formas de procesamientol&cultad de Ciencias, Depto. de Citologia y Facultad de

ternativo en el caso de muestras de CCR. Segun, Sangoddadicina; y Hospital Central de la Defensa Gémez-Ulla,

(2009) corresponden a un aumento de expresion KLF6-S\8ervicio de Anatomia Patoldgica de Madrid, Espafia.

asociada a mal prondstico en cancer gastrico.

LAIME, D.; LLANQUI, O.; SANZ.RODRIGUEZ, F.; JUARRANZ, A.; BOTELLA, M. L. & RAMIREZ-GARCIA, J. R. Role of
KLF6 as early predictor in human colorectal canicgr.J. Morphol., 30(3)1115-1131, 2012.

SUMMARY: Colorectal cancer (CRC) is the second most common type of cancer in the European population. Currently there
molecular biomarkers that can be used for early detection of cancer of CRC. Is a tumor suppressor KLF6 associated typleseberal
cancers. Our hypothesis is that KLF6 can be an excellent marker for the early diagnosis of CRC. To study the implicatfom of KLF
CRC, we selected 15 biopsies of each stage (T1, T2 and T3) from the archives of the Pathology Department of Defensep@aehtral Hos
Gomez-Ulla, which had areas of affected tissue (tumor) and unaffected areas (non-tumor). This study was performed histological,
immunohistochemical and RT-PCR, based on the expression of three genes, markers Ki67 and p53 as positive and as a narker in KLF
study. The results showed that the expression of KLF6 is directly related to increased malignancy cell adenocarcinomateabsrobo
RT-PCR, showing the gradual emergence of alternative forms processing, corresponding to no KLF6. This protein was expressed bot
cytoplasmic and nuclear in the early stages T1 and T2, disappearing at the nuclear level in the most advanced stagehg)udF6
that a good CRC tumor marker because it shows patterns of expression level increased cytoplasmic and nuclear level decreasing.

KEYWORDS: KLF6; Adenocarcinoma; Colon cancer.
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