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Resumen

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cancer con mayor incidencia, y
el segundo con mayor tasa de mortalidad a nivel mundial. A pesar de que en las
ultimas décadas se han producido grandes avances en cuanto a la prevencion,
diagnostico y mejoras de los tratamientos, éstos no han resultado en mejoras
clinicas sustanciales. Esto revela la necesidad de la busqueda de nuevos
biomarcadores con los que mejorar la deteccion y pronostico del CCR, asi como
la potencial respuesta a los tratamientos disponibles o nuevas dianas de
tratamiento con el objetivo de desarrollar una medicina personalizada con mayor

probabilidad de éxito para el paciente.

La poli-(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1) es una enzima que se caracteriza
por la sintesis y transferencia de cadenas ADP-ribosa a distintos sustratos. En un
principio PARP-1 se relacioné con la reparacion del ADN debido a su funcién en
el reclutamiento y activacidn de las proteinas involucradas en éste. Sin embargo,
en los ultimos anos se ha observado que PARP-1 también est4 involucrada en la
regulacion de diferentes procesos bioldgicos estrechamente relacionados con el
cancer. Ademas, el hecho de que PARP-1 esté sobreexpresada en distintos tipos
tumorales, sugiere un potencial papel en el desarrollo y progresion tumoral. En
este sentido se estan utilizando inhibidores de PARP-1 (iPARP-1) como
tratamiento del cancer de ovario y mama con deficiencias en los sistemas de
reparacion del ADN. Sin embargo, algunos de estos pacientes, o en otros tipos
tumorales como el CCR no se obtienen los resultados esperados, sugiriendo que
la funcion de PARP-1, y por tanto la respuesta a los iPARP-1 podria depender de

otros contextos.

El objetivo principal de este trabajo ha sido describir el potencial papel de
PARP-1 en el desarrollo y progresién del CCR a través de la regulacion de las
células madre cancerigenas (CMC), consideradas por muchos autores como las
responsables del proceso de tumorogénesis, en el contexto del estado del
supresor tumoral p53, asi como su posible mecanismo. Ademds, se ha

determinado si el uso de iPARP-1 es positivo segtin el contexto de p53 en el CCR.

Para ello hemos analizado el nivel de expresion de PARP-1 en una cohorte de
pacientes con CCR, en la que previamente se habia evaluado el estado de p53,
salvaje (wtp53) o mutante (mtp53). Segun nuestros resultados, PARP-1 se
encontro sobreexpresada en el tejido tumoral de los pacientes con CCR

independientemente del estado de p53.



Resumen

A nivel de la supervivencia, se observd una mayor supervivencia global y
libre de la enfermedad en aquellos tumores mtp53 con una expresion alta de
PARP-1, frente a la expresion baja. Ademas, en mtp53, la expresion elevada de
PARP-1 era un factor pronostico independiente para una mayor tasa
supervivencia. La expresion de PARP-1 se relaciond con tumores pobre y
moderadamente diferenciados al analizarla en toda la cohorte, o en aquellos
tumores con wtp53. Dado que dicho grado de diferenciacion se asocia con la
presencia de CMCs, se analiz6 la expresion de los marcadores de CMCs CD44 y
CD133, encontrandose éstos sobreexpresados. Aunque la expresion de PARP-1
se correlacion6 positivamente con la expresion de CD44 y CD133,
independientemente de p53, al agrupar la expresion de los dos marcadores y
estratificar a los pacientes en CD44CD133 alto y bajo, se observé que la expresion
alta de PARP-1 se correlacionaba con la expresion de CD44CD133atto al
considerar todos los casos o aquellos con wtp53. Ademas, los niveles de PARP-1
son mayores en el grupo CD44CD133atto al tener en cuenta todos los tumores o
aquellos wtp53. Esto sugiere una posible regulacion diferencial de PARP-1 sobre
las CMCs segtn el estado de p53.

Para corroborar estos resultados, se realizaron estudios in vitro utilizando dos
lineas celulares isogénicas de CCR, con diferente estado de p53, HCT-116 (wtp53)
y HCT-116 p537 sobreexpresando PARP-1 de forma transitoria. El analisis
fenotipico de los marcadores ALDH1 y CD44CD326CD133, y funcional,
mediante el ensayo de formacion de esferas, de las CMCs mostré diferencias
segun p53 tras la sobreexpresion de PARP-1. Mientras que en la linea con p53
funcional la sobreexpresion produjo un enriquecimiento en los marcadores de
CMCs y una mayor capacidad de formacion de esferas, en la linea p53.-
disminuyeron las propiedades de las CMCs tras la sobreexpresién de PARP-1.

De esta forma se confirmaron los resultados obtenidos en la cohorte de estudio.

Teniendo en cuenta que PARP-1 regula los ritmos circadianos en condiciones
fisiologicas, y la relacién entre los ritmos circadianos — p53 — CMCs, nuestra
hipodtesis era que PARP-1 ejerce su regulacion diferencial sobre las CMCs a través
de una regulacién diferencial de los ritmos circadianos segin p53. En la cohorte
de estudio se observé una menor expresion de los genes del reloj BMAL1, PER1-
3 y REV-ERBB, independiente del estado de p53, a excepcion de REV-ERBf en
mtp53. En aquellos pacientes con wtp53, una alta expresiéon de PERI se
correlaciond con una baja expresion de CD44CD133, mientras que una baja

expresion de PER3 se correlacionaba con una elevada expresion de CD44CD133,
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Resumen

y la baja expresion de CLOCK y REV-ERBS lo hacia con una baja expresion de
CD44CD133. Al observar la relacion de PARP-1 con los genes del reloj y los
marcadores de CMCs, observamos la relacion positiva con CLOCK en los tumores
mtp53 con baja expresion de marcadores de CMCs. Sin embargo, en los tumores
witp53, PARP-1 se correlacionaba positivamente con REV-ERBp, y negativamente
con PER1-2 en tumores con elevada expresion de CD44CD33. Estos resultados
sugerian una relacion diferencial de PARP-1 con los genes del reloj y los
marcadores de CMCs segtin p53, que podria explicar el efecto observado sobre
las CMCs.

Para evaluarlo, se realizo un nuevo modelo in vitro utilizando la linea HCT-
116 (wtp53) y HT-29 (mtp53) sobreexpresando PARP-1 de manera estable, y
sincronizando los ritmos circadianos antes de cada experimento. Las células
wtp53 con sobreexpresion de PARP-1 presentaban una mayor tasa de
proliferacion, observandose el efecto contrario en la linea mtp53. Estos resultados
a nivel de crecimiento tumoral se corroboraron en un modelo murino in vivo de
tumores subcutaneos de CCR derivados de las distintas lineas celulares. El
andlisis del fenotipo de CMCs en el contexto de la sincronizacién circadiana
volvid a mostrar que en la linea wtp53, la sobreexpresion de PARP-1 producia un
aumento de los marcadores estudiados anteriormente, de los marcadores LGRS5,
SOX2, NANOG y OCT3/4, y de la capacidad de formacion de esferas;
propiedades que se vieron reducidas o no modificadas tras la sobreexpresion en
la linea mtp53, confirmando nuevamente los resultados anteriores. La
sobreexpresion de PARP-1 en la linea wtp53 provocd una potenciacién general
del ritmo circadiano de PER1 y REV-ERB{, mientras que lo debilité en PER1-3 y
REV-ERB@ en la linea mtp53, lo que explicaria el efecto observado sobre las

CMCs, al depender éstas de un ritmo circadiano robusto.

El tratamiento con olaparib, un iPARP-1, disminuyd la viabilidad celular a
través del aumento de la apoptosis y la parada en la fase G2/M del ciclo celular.
Al analizar su efecto sobre los marcadores de CMCs, se observd una reversion
del efecto observado tras la sobreexpresion de PARP-1 en la linea wtp53. Sin
embargo, al analizarlo a nivel funcional se observd una disminucién general de
la capacidad de formacion de esferas, mas marcada en las lineas wtp53, pero que
en las lineas mtp53 venia acompanado de un cambio fenotipico a uno mas
agresivo. El olaparib también revirtio la potenciacion del ritmo observada tras la
sobreexpresion de PARP-1 en la linea wtp53, mientras que en las lineas mtp53

los altera de forma distinta segtin la expresion de PARP-1.
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Finalmente se analiz6 la expresion de PARP-1 en lineas celulares derivadas
de paciente con distinto origen: primario, metdstasis y células tumorales
circulantes (CTCs). La expresion de PARP-1 fue menor en las CTCs analizadas,
lo que concuerda con datos de expresion de otras cohortes de CCR, sugiriendo
que esta disminucion podria ser uno de los mecanismos para su supervivencia

en el torrente sanguineo.

El tratamiento de lineas metastasicas y CTCs con olaparib u oxaliplatino tuvo
un efecto citotdxico dosis-dependiente, presentando las CTCs una mayor
resistencia al tratamiento. Ademads, la combinacion de ambos farmacos presentd
un efecto sinérgico, observandose a dosis bajas en las lineas metastasicas,
mientras que en las CTCs lo hacia a las dosis mas altas. Al analizar el efecto sobre
la poblacion de CMCs se observo que el tratamiento en lineas con wtp53 redujo
esta poblacion, sin embargo, en el contexto de mtp53 generd un enriquecimiento

de dicha poblacion.

En base a todos estos resultados, podemos concluir que esta tesis doctoral
avanza en el estudio del papel de PARP-1 en el desarrollo y progresion del CCR.
PARP-1 se encuentra sobreexpresado en los tumores de CCR, con un efecto
distinto segun el contexto de p53. Mientras que en los tumores con p53 funcional,
PARP-1 favorece el fenotipo de CMCs mediante la potenciacion de los ritmos
circadianos; en los tumores con p53 mutado, la expresion elevada de PARP-1 es
un factor prondstico independiente para la supervivencia, deteriorando el
fenotipo de las CMCs mediante una debilitacion de los ritmos circadianos. El
tratamiento con olaparib revierte y disminuye a nivel funcional las propiedades
de las CMCs en células wtp53, y, aunque en las mtp53 tiene un efecto similar a
nivel funcional, se promueve un fenotipo mas agresivo, perjudicial para el
paciente a pesar de su efecto antitumoral en términos de viabilidad. La expresion
de PARP-1 varia segun el origen de la célula tumoral, siendo menor en las CTCs,
lo que podria ser uno de los mecanismos que presentan para sobrevivir en el
torrente sanguineo. Ademads, el tratamiento con olaparib o combinado con
oxaliplatino de las células metastasicas y CTCs, a pesar de su efecto citotoxico,
reduce la poblacion de CMCs en el contexto de wtp53, pero lo favorece en el de
mtp53.

Esto explicaria la falta de resultados positivos en los tratamientos con iPARP-
1 en CCR, al no tenerse normalmente p53 en consideracion, y abriria la puerta a
estrategias terapéuticas con éste tipo de farmacos teniendo en cuenta el contexto
de p53.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the third most common type of cancer and the
second one with the highest mortality rate worldwide. Despite great advances
done in in terms of prevention, diagnosis and treatment improvements in recent
decades, these have not resulted in substantial clinical improvements. This
reveals the need to the search for new biomarkers to improve the detection and
prognosis of CRC, as well as the potential response to available treatments or
new treatment targets in order to develop personalized medicine with a greater

probability of success for patients.

Poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1) is an enzyme characterized by the
synthesis and transfer of ADP-ribose chains to several substrates. Initially PARP-
1 was associated with DNA repair due to its role in the recruitment and activation
of proteins involved in this process. However, in the recent years it has been
described that PARP-1 is also involved in the regulation of different biological
processes closely related to cancer. Moreover, the fact that PARP-1 is
overexpressed in a number of tumour types suggests a potential role in tumour
development and progression. In this regard, PARP-1 inhibitors (iPARP-1) are
being used as treatment for ovarian and breast cancer with deficient DNA repair
systems. However, some of these patients, or in other tumour types such as CRC,
iPARP-1 do not obtain the expected results, suggesting that PARP-1 function, and

therefore, the response to iPARP-1 may depend on other contexts.

The main objective of this thesis work was to describe the potential role of
PARP-1 in the development and progression of CRC by regulating cancer stem
cells (CSCs), considered by many authors to be responsible for the process of
tumourigenesis, taking into account the status of the tumour suppressor p53, as
well as its possible mechanism. In addition, it was intended to determine whether

the use of iPARP-1 was positive in the context of p53 in CRC.

To this end, PARP-1 expression was analysed from a cohort of CRC patients,
in which p53 status, wild-type (wtp53) or mutant (mtp53), was assessed. PARP-
1 was found to be overexpressed in the tumour tissue of CRC patients regardless

of p53 status.

In terms of survival, higher overall and disease-free survival was observed in
mtp53 tumours with high PARP-1 expression, compared to low expression. In
addition, in mtp53, high PARP-1 expression was an independent prognostic
factor for survival. PARP-1 expression was associated with poorly and

moderately differentiated tumours when analysed in the entire cohort, or in
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those tumours with wtp53. Since this degree of differentiation is associated with
the presence of CSCs, the expression of the CMC markers CD44 and CD133 was
analysed and found to be overexpressed. Although PARP-1 expression
correlated positively with CD44 and CD133 expression, independently of p53,
when pooling the expression of the two markers together, and stratifying patients
into CD44CD133 high and low, it was observed that high PARP-1 expression
correlated with CD44CD133mcx when considering all cases or those with wtp53.
Furthermore, PARP-1 levels are higher in the CD44CD133uicu group when all, or
wtp53 tumours are taken into account. This suggests a possible differential

regulation of PARP-1 on CSCs, according to p53 status.

To corroborate these results, in vitro studies were performed using two
isogenic CRC cell lines with different p53 status, HCT-116 (wtp53) and HCT-116
p537 overexpressing PARP-1 transiently. Phenotypic analysis of ALDH1 and
CD44CD326CD133 markers, and functional analysis, through the sphere
formation assay, of the CSCs showed differences depending on p53 after PARP-
1 overexpression. While in the functional p53 cell line, overexpression resulted in
an enrichment of CSCs markers and an increased sphere-forming capacity, in the
p53-- cell line the properties of CSCs were decreased after PARP-1

overexpression. This confirmed the results obtained in the study cohort.

Because PARP-1 regulated circadian rhythm under physiological conditions,
and the relationship between circadian rhythms — p53 — CSCs, we hypothesised
that PARP-1 exerts its differential regulation on CSCs through differential
regulation of circadian rhythms depending on p53. In the study cohort, we
observed lower expression of the clock genes BMALI1, PER1-3 and REV-ERBS,
independent of p53 status, except for REV-ERBS on mtp53. In those patients with
wtp53, high PER1 expression correlated with low CD44CD133 expression, while
low PER3 expression correlated with high CD44CD133 expression, and low
CLOCK and REV-ERB expression correlated with low CD44CD133 expression.
Looking at the relationship of PARP-1 with clock genes and CSCs markers, we
observed a positive relationship with CLOCK in mtp53 tumours with low
expression of CSCs markers. However, in wtp53 tumours, PARP-1 correlated
positively with REV-ERBp, and negatively with PERI-2 in tumours with high
CD44CD133 expression. These results suggested a differential relationship of
PARP-1 with clock genes and CSCs markers depending on p53, which could
explain the observed effect on CMCs.
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To evaluate this, a new in vitro model was performed using the HCT-116
(wtp53) and HT-29 (mtp53) cell lines overexpressing PARP-1 stably, and
synchronising circadian rhythms before each experiment. PARP-1
overexpressing wtp53 cell lines showed a higher proliferation rate, with the
opposite effect observed in the mtp53 cell line. These tumour growth results were
corroborated in an in vivo murine model of subcutaneous CRC tumours derived
from the different cell lines. Analysis of the phenotype of CSCs in the context of
circadian synchronisation showed again that in the wtp53 cell line, PARP-1
overexpression led to an increase in the previously studied markers, in LGRS,
SOX2, NANOG and OCT3/4 markers, and in sphere-forming capacity; properties
that were reduced or unchanged after PARP-1 overexpression in the mtp53 cell
line. This confirmed again, the previous results. PARP-1 overexpression in the
wtp53 cell line led to an overall enhancement of the circadian rhythm of PER1
and REV-ERBf, whereas it weakened it in PER1-3 and REV-ERB, in the mtp53
cell line, which would explain the observed effect on CMC, as they depend on a

robust circadian rhythm.

Treatment with olaparib, an iPARP-1, decreased cell viability through
increased apoptosis and arrest in the G2/M phase of the cell cycle. When
analysing its effect on CSCs markers, the effect observed after PARP-1
overexpression in the wtp53 cell line was reversed. However, when analysed at
the functional level, an overall decrease in sphere-forming capacity was
observed, most marked in wtp53 cell lines, but accompanied by a phenotypic
shift to a more aggressive one in mtp53 cells. Olaparib also reversed the
enhancement of the rhythm observed following PARP-1 overexpression in wtp53
cells, whereas in the mtp53 it alters them differently depending on PARP-1

expression.

Finally, PARP-1 expression was analysed in cell lines derived from patients
with different origins, primary, metastatic and circulating tumour cells (CTCs).
PARP-1 expression was lower in CTCs analysed, which is consistent with
expression data from other CRC cohorts, suggesting that this may be one of the

mechanisms for its survival in the bloodstream.

Treatment of metastatic cell lines and CTCs with olaparib or oxaliplatin had
a dose-dependent cytotoxic effect, with CTCs showing increased resistance to
treatment. In addition, the combination of both drugs has a synergistic effect,
observed at low doses in metastatic cell lines, while in CTCs it is observed at

higher doses. When analysing the effect on the CSCs population, it is observed
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that the treatment in the cell lines with wtp53 reduces this population, while

treatment in the context of mtp53 generates an enrichment of this population.

Based on all these results, we can conclude that this doctoral thesis advances
the study of the role of PARP-1 in the development and progression of CRC.
PARP-1 is overexpressed in CRC tumours with different effect depending on p53
context. While in tumours with functional p53, PARP-1 favours the phenotype of
CSCs by enhancing circadian rhythms; in tumours with mutated p53, elevated
PARP-1 expression is an independent prognostic factor for survival, impairing
the phenotype of CSCs by weakening circadian rhythms. Olaparib treatment
reverses and functionally diminishes the CSCs properties of wtp53 cells, and,
although it has a similar effect on mtp53 cells at functional level, it promotes a
more aggressive phenotype, detrimental to the patient despite its antitumoural
effect in terms of viability. PARP-1 expression varies according to the origin of
the tumour cell, being lower in CTCs, which could be one of the mechanisms they
present to survive in the bloodstream. Moreover, despite their cytotoxic effect,
the treatment of metastatic cells and CTCs with olaparib, alone or in combination
with oxaliplatin, reduces the population of CSCs in the context of wtp53, but
favours it in the context of mtp53.

This would explain the lack of positive results with iPARP-1 treatments in
CRC, as p53 is not normally taken into consideration, and would open the door
to therapeutic strategies with this type of drug taking into account the p53

context.
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Introduccion

1. CANCER

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es un
término genérico utilizado para describir a un grupo heterogéneo y amplio de
enfermedades, que pueden afectar a cualquier tejido u érgano del organismo,
caracterizadas por un proceso de crecimiento descontrolado de células
anormales, y que, ademas, tienen la capacidad de diseminarse e invadir otras

partes del cuerpo.

Aunque en los ultimos afos se han conseguido grandes avances en el
diagnostico y manejo del cancer, este sigue siendo una de las grandes causas de
morbi-mortalidad a nivel mundial. En 2022, el Centro Internacional de
Investigaciones sobre el Cancer (IARC) estim6 20 millones de casos nuevos de
cancer y 9.7 millones de muertes en todo el mundo, y que para 2050 éstos

aumentaran hasta 35 y 16.1 millones, respectivamente (Bray et al. 2024).

Actualmente estd aceptado que el cancer surge de la transformacion de
células sanas en malignas como consecuencia de la acumulacion progresiva y
secuencial de mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores. Estas
alteraciones provocan que células normales presenten una mayor capacidad de
proliferacion, evasion de senales de muerte celular, de crecimiento celular,
inmunoevasion, inestabilidad gendmica, reprogramacion metabolica, induccion
de angiogénesis y finalmente, la activacion de la capacidad invasiva y desarrollo
de metastasis (Hanahan 2022). Tras la transformacion maligna, el cancer no
permanece estatico, sino que éste es dindmico y contintia evolucionando a
medida que la enfermedad progresa, contribuyendo asi a la formaciéon de un
tumor heterogéneo compuesto por distintos subtipos de células tumorales con
diferentes caracteristicas moleculares. Esta heterogeneidad tumoral surge como
consecuencia de cambios a nivel genético, transcriptomico, epigenético y
fenotipico, y de la compleja relacion de las células tumorales con el también
dindmico microambiente tumoral. La heterogeneidad tumoral tiene una
importante implicacion a nivel clinico ya que influye tanto en la respuesta al
posible tratamiento como en el avance y prognosis de la enfermedad (Burrell et
al. 2013).

En lineas generales, la heterogeneidad tumoral puede Cclasificarse en
heterogeneidad intertumoral e intratumoral. La heterogeneidad intertumoral
hace referencia a las diferencias observadas entre pacientes con tumores del

mismo tipo histoldgico; mientras que la heterogeneidad intratumoral hace
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referencia a la heterogeneidad observada en las células tumorales que
constituyen el cancer de un mismo paciente. De igual modo, la heterogeneidad
intratumoral puede dividirse en heterogeneidad espacial y temporal. La
heterogeneidad espacial alude a las diferencias existentes entre el tumor primario
y las posibles metastasis; pero también hace mencion a la distribucion desigual
de las distintas subpoblaciones tumorales dentro del tumor. Por otro lado, la
heterogeneidad temporal es el resultado de la evolucion de las células tumorales
debido a los cambios dindmicos que ocurren a nivel molecular durante el
transcurso de la enfermedad en respuesta a las presiones selectivas a que se ven
sometidas (Figura 1) (Dagogo-Jack & Shaw 2017).

Heterogeneidad intertumoral Heterogeneidad intratumoral

Heterogeneidad espacial Heterogeneidad temporal

Figura 1. Esquema de los distintos tipos de heterogeneidad tumoral. La heterogeneidad
intertumoral describe las diferencias en las caracteristicas del tumor de individuos con tumores
del mismo tipo histologico. La heterogeneidad intratumoral se divide en heterogeneidad espacial
y temporal. La heterogeneidad espacial describe las diferencias en las caracteristicas de las
distintas células que componen el tumor, o entre el tumor primario y las metastasis. La
heterogeneidad temporal describe la variacion en las subpoblaciones que componen el tumor
durante el transcurso de la enfermedad. Los distintos colores hacen referencia a subpoblaciones

tumorales con distintas caracteristicas moleculares.

La heterogeneidad intra- e intertumoral son importantes, ya que pueden ser
utilizadas para la busqueda de biomarcadores que puedan ser empleados para la
toma de decisiones clinicas, siendo especialmente interesante la heterogeneidad
temporal en el contexto de las recaidas tumorales o aparicion de metastasis tras

el tratamiento del tumor primario (Bedard et al. 2013).
2. CANCER COLORRECTAL

a. Perspectivas generales

El cancer colorrectal (CCR), también denominado adenocarcinoma

colorrectal, engloba a un conjunto heterogéneo de enfermedades caracterizadas
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por la aparicion de un tumor maligno en el intestino grueso, bien en el colon o
bien en el recto. Realmente, el CCR engloba a dos tipos de cancer: cancer de colon
y cancer de recto. Seguin la IARC, en 2022, el cancer de colon y de recto fueron el
quinto y noveno tipo de cancer mas diagnosticados, respectivamente, a nivel
mundial, siendo la suma de ambos, el CCR, el tercero en términos de incidencia
tan solo por detras del cancer de mama y de pulmon. Sin embargo, en términos
de mortalidad, el CCR ocupa el segundo puesto tan solo por detras del cancer de
pulmon (Bray et al. 2024). En Espana, tan solo en el afio 2022 se diagnosticaron
mas de 41.646 nuevos casos, siendo el tipo de tumor mas diagnosticado (Lopez
Salas et al. 2023). Esta cifra se ha incrementado un 22% en los ultimos 10 afios y
se estima que para 2040 la incidencia seguira incrementandose un 27% adicional

con respecto a la actual (Portero de la Cruz & Cebrino 2023).

En los ultimos afios, aunque la tasa de supervivencia a 5 afos ha aumentado
como consecuencia de las mejoras en los tratamientos y de los programas de
deteccion precoces, situandose en torno al 65%, siguen existiendo grandes
diferencias dependiendo del estadio en el que se detecte la enfermedad, variando
entre el 91% en estadios localizados y el 13% en estadios avanzados de la misma
(Rawla, Sunkara, & Barsouk 2019). A esta falta de respuesta en las fases mas
avanzadas, cuando es mas probable que se detecte la enfermedad, se le suma la
creciente preocupacion debido al aumento de incidencia en poblacion joven

menor de 50 afos (Loomans-Kropp & Umar 2019).

La causa de este cambio en términos de incidencia sigue siendo desconocida,
pero parecen estar relacionados con cambios en la dieta, la vida sedentaria y el
envejecimiento de la poblacién que contribuyen como factores de riesgo para el
desarrollo de CCR. Entre los factores de riesgo se encuentran: la edad, siendo
mas frecuente a partir de los 50 afios; la etnia, aunque este factor podria estar
influido por diferencias socioeconomicas; sexo, siendo mas comun en hombres;
antecedentes familiares; estilo de vida sedentario; otras enfermedades, tales
como diabetes o enfermedades inflamatorias intestinales; y la dieta, puesto que
un alto consumo de carnes rojas y procesados, y un bajo consumo de calcio,
vitamina D y fibra se asocia con un mayor riesgo de CCR (Bray et al. 2024)(Rawla
et al. 2019). Sin embargo, es importante destacar que, aunque estos factores
aumentan el riesgo de sufrir CCR, sigue sin estar completamente claro como

contribuyen cada uno de ellos a su desarrollo (Keum & Giovannucci 2019).
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b. Carcinogénesis

El proceso de desarrollo del CCR puede dividirse en cuatro etapas bien
diferenciadas: iniciacion, desarrollo, progresion y metdstasis. La iniciacion
comprende la alteracion genética que predispone a las células epiteliales del
colon a la transformacion neoplasica. Durante la etapa de desarrollo dichas
células comienzan a crecer de manera anormal dando lugar a la formacion de un
tumor o adenoma, que posteriormente como consecuencia de nuevas
alteraciones genéticas y epigéneticas adquieren caracteristicas agresivas dando
lugar al adenocarcinoma, constituyendo la etapa de progresion, y, por ultimo, se
desarrolla la capacidad para invadir otros tejidos en la etapa de metastasis
(Kuipers et al. 2015). La duracién de cada etapa es variada, pero se estima que se
necesitan al menos 10 afios para que un adenoma se convierta en un
adenocarcinoma (Brenner et al. 2013). Sin embargo, esta estimacidn puede variar

segun el origen de la mutacién, pudiéndose encontrar 3 tipos de CCR:

+» Hereditarios: Estan asociados con sindromes hereditarios conocidos,
como el Sindrome de Lynch o la Poliposis Adenomatosa Coli, producidos
por la presencia de mutaciones germinales en genes de reparacion al ADN
o en el gen APC, respectivamente, lo cual facilita la aparicion de lesiones
en forma de polipos. Representan el 5% de los casos de CCR (Stoffel &
Kastrinos 2014).

% Familiares: Estan relacionados con casos en los que existe un historial
familiar con CCR, sin embargo, no poseen mutaciones germinales en los
genes asociados con el desarrollo del cancer. Representan
aproximadamente un 25% de los casos de CCR (Stoffel & Kastrinos
2014)(Keum & Giovannucci 2019).

% Esporadicos: Este tipo de cdncer surge por mutaciones puntuales que
pueden ocurrir en cualquier momento de la vida. Este tipo de CCR es el
mas comun, siendo el responsable de aproximadamente el 70% de los
casos. Engloba a un conjunto muy heterogéneo de CCR cuya progresion
esta estrechamente relacionada con el contexto genomico y las alteraciones

que presenten (Keum & Giovannucci 2019).

La mayoria de los CCR esporadicos comienzan como una lesién precancerosa
benigna denominada polipo adenomatoso. Estos pdlipos son muy heterogéneos,
y se estima que tan solo un 10% de ellos progresa a CCR (Keum & Giovannucci

2019). Esta progresion puede darse a través de dos modelos (Figura 2):
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Secuencia Adenoma-Carcinoma: Este modelo explica la mayoria de los
casos esporadicos de CCR. Seguin este modelo, como consecuencia de
mutaciones espontaneas en el gen APC se produce una sobreactivacion de
la ruta Wnt/pB-Catenina dando lugar a una proliferacion desregulada de
las células epiteliales, lo que resulta en la formacion del adenoma. Como
consecuencia de aberraciones genéticas y epigéneticas posteriores se
produce la alteracion de genes, como KRAS, TP53, SMAD4 o PTEN, que
contribuyen al desarrollo y la progresion del cancer (Keum & Giovannucci
2019). Sin embargo, la alteracion de estos genes resulta en el desarrollo del
tumor solamente en el contexto de la inactivacion de APC, lo que sugiere
que la pérdida de APC es el primer evento que ocurre en el proceso de

carcinogénesis (Onuma et al. 2013).

Via Serrada: Los pdlipos serrados engloban a un grupo heterogéneo de
pOlipos precancerosos caracterizados por su aspecto en forma de sierra al
ser observados en el microscopio. Al igual que en el modelo adenoma-
carcinoma, la via Wnt/B-Catenina también esta sobreaactivada, pero en
este caso no ocurre por la inactivacion de APC, sino por mecanismos
alternativos variados. En este modelo las mutaciones en BRAF, son las
mutaciones iniciales mas frecuentes que conducen al desarrollo del cancer,
aunque el mecanismo a través del cual se acaba desarrollando el tumor es
diverso segun la lesion precancerosa (De Palma et al. 2019). Tan solo un

10% de los CCR esporadicos siguen este modelo (Keum & Giovannucci

@ Qj
Epitelio Sano Epitelio Hiperproliferativo Adenoma Carcinoma
Secuencia Adenoma- : g Mutaciones en oncogenes
Mutaciones en APC Mutaciones en KRAS (PT53, SMAD4, etc)
Alteraciones en via WNT Mutaciones en oncogenes
distinta a APC LB B S (PT53, SMAD4, etc)

Figura 2. Secuencia de desarrollo del carcinoma colorrectal. En la secuencia adenoma-
carcinoma, el epitelio sano sufre la alteracion del gen APC afectando a la via Wnt dando lugar a
un epitelio hiperproliferativo, resultando en la formacién de adenomas que con el tiempo
acumulan mutaciones en KRAS, y otros oncogenes y genes supresores de tumores. La via serrada
presenta las mismas etapas, sin embargo, la alteraciéon de la via Wnt ocurre a través de
mecanismos distintos a APC, y las mutaciones ocurren fundamentalmente en BRAF en lugar de
KRAS.

distintas a los de la secuencia adenoma-carcinoma.

Ademas, en esta ultima via se desarrollan poélipos con caracteristicas morfoldgicas
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La inestabilidad gendmica se observa en todos los casos de CCR y es en parte
la responsable de la heterogeneidad de la enfermedad. Los mecanismos a través
de los cuales surge la inestabilidad genomica son variados, pudiendo

distinguirse tres diferentes:

% Inestabilidad cromosoémica (CIN): producida por la pérdida o
ganancia de parte o la totalidad de cromosomas. Es la mas comun,
observandose en aproximadamente el 80% de los CCR. Los tumores
con CIN presentan acumulacion de mutaciones en oncogenes
concretos como KRAS, APC, BRAF y TP53 (Sawicki et al. 2021).

% Inestabilidad de microsatélites (MSI): caracterizada por Ila
insercién/delecion de nucleotidos en microsatélites. Esta asociada con
defectos en los sistemas de reparacién por apareamiento erréneo
(MMR). Se observa en 10-15% de los casos de CCR (Sawicki et al.
2021)(Kuipers et al. 2015).

X/

% Metilacidn de islas CpG: Las islas CpG son regiones ricas en citosinas
y guaninas que se encuentran en los promotores de gran cantidad de
genes. La hipermetilaciéon de dichas zonas resulta en el silenciamiento
de la expresion génica, de forma que puede afectar a genes supresores
de tumores. Por el contrario, la hipometilaciéon puede dar lugar a
inestabilidad gendmica a través de la activacién de oncogenes que
favorecen el desarrollo tumoral. Se observa en un 20% de los casos de
CCR (Keum & Giovannucci 2019)(Kuipers et al. 2015).

Aunque estos mecanismos moleculares de inestabilidad gendmica estan
asociados con diferentes caracteristicas, éstas no son exclusivas, y en un mismo
tumor pueden ocurrir varias al mismo tiempo, lo que revela la complejidad de
estratificar al CCR en subtipos (Keum & Giovannucci 2019). En este sentido, en
2015, un consorcio internacional intento establecer un sistema de estratificacion
basado en perfiles de expresidn y caracteristicas moleculares del CCR
describiendo cuatro posibles subtipos consensuados: inmunoldgico (CMS1),
canonico (CMS2), metabodlico (CMS3) y mesenquimal (CMS4) (Guinney et al.
2015). Sin embargo, entre los distintos subtipos habia caracteristicas compartidas,
un alto porcentaje de casos no podian incluirse en ningtin subtipo y segn una
reciente revision sistematica, la clasificacion propuesta no es optima para ser

utilizada en la practica clinica (Alwers et al. 2019).
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c. Prevencion, diagnostico y tratamiento

El diagndstico de CCR puede resultar de la evaluacién de personas que
presenten o no sintomas. Los principales sintomas asociados con el CCR son
dolor abdominal, presencia de sangre en heces, cambios en los habitos
intestinales, fatiga, pérdida de peso y anemia. No obstante, el desarrollo lento de
este tipo de tumor hace que, en muchos casos, especialmente en los estadios
iniciales, sea asintomatico hasta las etapas mas avanzadas. De hecho, se estima
que un cuarto de los casos diagnosticados ocurre en el estadio mas avanzado de
la enfermedad, y de los restantes se estima que al menos un 20% de ellos
desarrollaran metastasis metacronica, lo que disminuye drasticamente la

supervivencia (Hossain et al. 2022).

El desarrollo lento del CCR abre una ventana de oportunidades para la
prevencion o, al menos, el diagnostico temprano de la enfermedad a través de un
sistema de cribado. Los métodos de cribado mas comunes son los test de sangre
oculta en heces y colonoscopias, siendo esta ultima utilizada también para el
diagndstico de personas con sintomas. El objetivo de ambas es detectar la
presencia de polipos para que puedan ser eliminados antes de que se desarrolle
el adenocarcinoma, o bien, detectar la enfermedad, preferentemente en sus
estadios iniciales (Tarraga Lopez, Solera Albero, & Rodriguez-Montes 2014)
(Brenner & Chen 2018). En caso de que se detecte un adenocarcinoma durante la
exploracion, mediante el andlisis de biopsias y de estudios de imagenes se hace
una primera clasificacion clinica basada en caracteristicas del tumor primario,
nodulos y metdstasis (TNM), asi como una posterior clasificacion quirtrgica del
CCR basada en cuatro estadios, combindndose normalmente ambas para
establecer un sistema de estadificacion mas completo, con el fin de determinar
las opciones de tratamiento mas adecuadas para cada caso, la posible progresion

de la enfermedad, asi como su pronostico (Tabla 1).

Esta primera etapa clinica es importante para decidir la mejor opcion de
tratamiento inicial. El tratamiento ideal para el CCR es lograr la eliminacién
completa del tumor y de las posibles metastasis, lo que implica, normalmente, la

intervencion quirurgica para su extirpacion (Kuipers et al. 2015).
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Tabla 1. Sistema de estadificacion del AJCCY TNM.

Estadio TNM Descripcion etapa
0 ng Etapa mas temprana. Carcinoma intramucoso (Tis) que no ha
crecido mas alla de la mucosa.
MO
TloT2 El cancer ha crecido hasta la capa submucosa (T1) o hasta la
I NO muscular propia (T2). No se ha propagado ni a ganglios (NO) ni a
MO sitios distantes (MO).
T3 El cancer ha crecido hasta las capas mas externas del colon o recto,
IIA NO pero no las ha atravesado (T3). No se ha propagado ni a ganglios
MO (NO) ni sitios distantes (MO).
T4a El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del recto, pero
1B NO no ha crecido a otros tejidos adyacentes (T4a). No se ha propagado
MO ni a ganglios (NO) ni a sitios distantes (M0).
T4b El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del recto y crece
Iic NO hacia otros tejidos adyacentes (T4b). No se ha propagado ni a
MO ganglios (NO) ni a sitios distantes (MO0).
TloT2 El cancer ha crecido hasta la submucosa (T1) o hasta la muscular
N1/Nlc propia (T2). Se propago a 1-3 ganglios adyacentes (N1), o a grasa
A MO cercana a los ganglios (N1c), pero no a sitios distantes (M0)
NT 21a El cancer ha crecido hasta la submucosa (T1). Se ha extendido a 4-6
MO ganglios cercanos (N2a), pero no a sitios distantes (MO0)
El cancer ha crecido a las capas mas externas (T3) o a través de ellas
T3 0 T4a . .
N1/Nic sin afectar a organos adyacentes (T4). Se ha propagado a 1-3
ganglios adyacentes (N1) o grasa cercana a ellos (N1c), pero no a
MO e
sitios distantes (MO0)
1B T20T3 El cancer ha crecido hasta la muscular propia (T2) o a las capas mas
N2a externas (T3). Hay de 4-6 ganglios afectados (N2a), pero no se ha
MO propagado a sitios distantes (M0)
Tl1oT2 El cancer ha crecido hasta la submucosa (T1) o hasta la muscular
N2B propia (T2). Hay mas de 7 ganglios afectados (N2b), pero no se ha
MO propagado a sitios distantes (M0)
T4a El cancer ha crecido a través de la pared del colon o recto (T4a) sin
N2a afectar a organos adyacentes. Se ha propagado a 4-6 ganglios
MO adyacentes (N2a) pero no a sitios distantes (M0)
T3 0 T4a El cancer ha crecido ala capa mas externa (T3) o a través del perineo
1Ic N2b (T4a) sin afectar a 6rganos adyacentes. Se ha propagado a mas de 7
MO ganglios adyacentes (N2b) pero no a sitios distantes (MO0)
T4b El cancer ha crecido a través de la pared del colon o recto y lo hace
N1 oN2 hasta los tejidos adyacentes (T4b). Se ha propagado a mas de un
MO ganglio (N1 o N2) pero no a sitios distantes (MO0)
VB Cualquier T/N  El cancer se ha extendido a un érgano distante o a un grupo de
Mla ganglios distantes pero no a partes distantes del peritoneo (M1a)
Cualquier T/N  El cancer se ha extendido a mas de un 6rgano distante o a un grupo
IVB . . .
Milb de ganglios distantes pero no a partes distantes del peritoneo (M1b)
e Cualquier T/N  El cancer se ha propagado a partes distantes del peritoneo y puede
Mic o no extenderse a 6rganos y ganglios distantes (M1c)
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En aquellos pacientes con tumores no metastasicos, la cirugia es el principal
tratamiento curativo, sola, en estadios 0 y I, junto a un tratamiento adyuvante
posterior, en estadio II, o tras un tratamiento neoadyuvante previo seguido de un
tratamiento adyuvante tras la operacion, en estadio III (Matsuda et al. 2018). En
el caso de que se hayan desarrollado metastasis, si las metastasis son operables
junto con el tumor primario se realiza la cirugia seguida de tratamiento
adyuvante, sin embargo, si no son operables, la quimioterapia/radioterapia es el
tratamiento primario, y la cirugia seria una opcion en caso de que el tumor se
reduzca (Kumar et al. 2023). Tras la cirugia, los tejidos extraidos pueden ser
analizados para determinar la etapa patologica del cancer, hacer una clasificacion
mas precisa, analisis genéticos o una valoracion del grado de diferenciacion de
las células que conforman el tumor, que pueden usarse como biomarcadores o
herramientas de pronostico, supervivencia o eleccion del tratamiento adyuvante
(Derwinger et al. 2010)(Aroca-Siendones et al. 2021).

El tratamiento neoadyuvante para el CCR varia ligeramente segtin si es de
colon o de recto. El cancer de recto, a diferencia del de colon, suele ser tratado
con radioterapia en combinacién o no con quimioterapia. Sin embargo, aunque
la radioterapia es la mejor opcidn para el tratamiento de cancer de recto en
estadio II y III, esta terapia tiene efectos secundarios a largo plazo en érganos
vitales (Roeder et al. 2020). Para el cancer de colon, se utiliza fundamentalmente

quimioterapia como agente neoadyuvante (Zheng & Tao 2020).

El tratamiento adyuvante estandar para pacientes con CCR consiste en la
administracion de quimioterapia tras la cirugia. La terapia elegida dependera de
las caracteristicas de cada tumor. El agente quimioterapéutico mas utilizado es el

5-Fluorouracilo (5-FU) en combinacion con leucovorina (LV) (Kumar et al. 2023).

El 5-FU es un antimetabolito del grupo de las fluoropirimidinas, que acttia a
través de la inhibicién de la enzima timidilato sintasa responsable de la sintesis
de timidilato que es el precursor de la timina, afectando asi a la replicacion del
ADN. Ademas, el 5-FU podria incorporarse al ADN y al ARN afectando a la
funcion de los acidos nucleicos. Por tanto, la administracion de 5-FU acaba
provocando la inhibicién de la division y del crecimiento tumoral, y la inducciéon
de la apoptosis (Vodenkova et al. 2020). Por su parte, la LV se utiliza en
combinacién con 5-FU ya que potencia su efecto y reduce sus efectos secundarios.
Pese a ser uno de los agentes quimioterdpicos mas usados y mas seguros,

presenta efectos secundarios importantes, y gran parte de los pacientes acaban
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desarrollando resistencias al tratamiento (Vodenkova et al. 2020)(Latchman,
Guastella, & Tofthagen 2014).

Otra opcion de tratamiento es el uso de capecitabina, un profarmaco de 5-FU,

como monoterapia de CCR metastasico (Kumar et al. 2023).

Debido al desarrollo de resistencias y a los efectos secundarios, el 5-FU se
utiliza en combinacion de otros agentes como el irinotecan, (FOLFIRI),
oxaliplatino (FOLFOX) o con ambos (FOLFOXIRI), especialmente en los estadios
mas avanzados y metastasicos. La combinacion de estos farmacos tiene un efecto
sinérgico, debido al bloqueo de la topoisomerasa I que impide la division celular,
en el caso del irinotecan, y el dafo al ADN en forma de aductos en el caso del
oxaliplatino. Aunque la combinacion de estos farmacos ha aumentado la
supervivencia de los pacientes de CCR, también lo hacen los efectos secundarios
lo que limita su uso y provoca que en ciertos casos se usen como monoterapia
(Gustavsson et al. 2015). En los ultimos afios, se han desarrollado terapias
personalizadas basadas en inmunoterapia, que se usan en combinacién con la
quimioterapia o en casos de CCR metastdsico que no responden a ella (Kumar et
al. 2023).

Como resultado de estas limitaciones, se esta invirtiendo una gran cantidad
de dinero en el desarrollo de estrategias con las que perfeccionar o incluso

reemplazar la quimioterapia.

d. Recurrencia y metdstasis

Alrededor de un 40% de los pacientes que han sido sometidos a cirugia
resectiva acaban desarrollando recaidas del CCR durante los siguientes afos,
ocurriendo la mayoria durante los 2-3 afios posteriores al tratamiento inicial. La
recaida de la enfermedad puede darse a varios niveles: local, cuando ocurre en el
mismo lugar que el cancer original; regional, si ocurre en nédulos linfaticos o
tejidos cercanos al tumor original; y metastasico cuando ocurre en un 6rgano
diferente (Purandare et al. 2010). El tratamiento seguido para la nueva terapia es
similar a la original, siendo la cirugia el tratamiento ideal, acompafiado de
quimioterapia y/o radioterapia. Sin embargo, la posible respuesta al tratamiento
y la prognosis va a depender del tipo de recidiva, siendo la metastasica la que

peor prondstico tiene, ademas de ser la mas comun (Pu et al. 2023).

La metastasis es la principal causa de muerte en pacientes con CCR.

Alrededor de un 25% de los casos ya presentan metastasis en el momento del
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diagnostico, y un 25% de los casos localizados acaba desarrollandola durante el
transcurso de la enfermedad (Biller & Schrag 2021). A nivel anatémico, el sitio
mas comun de metastasis es el higado, seguido de pulmoén, y menos frecuente a
nivel 0seo y del sistema nervioso. Gracias a los avances en el estudio de las vias
moleculares y celulares involucradas en el proceso metastdsico se han
desarrollado nuevos farmacos antitumorales como anticuerpos frente a factores
de crecimiento como el VEFG o la inmunoterapia, que se utilizan en combinacion
con la quimioterapia frente a la cual suelen ser mas resistentes, con los que se ha

mejorado la supervivencia unos meses (Ohishi et al. 2023)(Fares et al. 2020).

Para que ocurra el proceso de metdastasis es necesario que se produzcan una
serie de cascadas de reacciones que van a provocar cambios fenotipicos en las
células cancerosas, pero también en el microambiente tumoral. Dichos cambios
incluyen la separacion de células tumorales de la masa tumoral, su extravasacion
a vasos sanguineos y/o linfaticos, su supervivencia en el torrente sanguineo, la
extravasacion a otros tejidos, la capacidad de entrar en estado de latencia, y la
colonizacién de los nuevos tejidos para formar nuevas masas tumorales en sitios
distantes (Shin, Giancotti, & Rustgi 2023). Cuando las células tumorales circulan

por el torrente sanguineo se les denomina células tumorales circulantes (CTCs).

El andlisis de las CTCs en sangre puede usarse como biomarcador de
prognosis, riesgo de recaida y desarrollo de metastasis, valor predictivo de
respuesta a tratamientos y caracterizacion molecular, genotipica y fenotipica del
tumor (Petrik et al. 2022). Sin embargo, el uso de las CTCs presenta dos

obstaculos fundamentales: su bajo nimero en sangre y su heterogeneidad.

En cuanto al niimero de CTCs en sangre se estima que hay entre 1-10 células
entre millones de células hematopoyéticas por cada 10 ml de sangre, y que su
vida media es de 1 a 2.4 horas en circulacion, lo que dificulta tanto su deteccion
como su aislamiento para sus estudios posteriores (Yadav, Kumar, & Siddiqui
2021). Concretamente en el CCR su nuimero parece ser menor que en otros

tumores solidos, especialmente en estadios tempranos (Bidard et al. 2012).

La heterogeneidad de las CTCs se ha observado a través de andlisis de célula
unica, secuenciaciéon de ARN y de ADN. En este sentido, este tipo de estudios
han identificado distintas subpoblaciones de CTCs incluso en una misma
muestra de sangre de un paciente (Powell et al. 2012). Esta heterogeneidad
fenotipica representa un problema también a la hora de aislar este tipo de células,
ya que pueden no aislarse todas las subpoblaciones clinicamente relevantes. A

pesar de que los estudios de secuenciaciéon masiva han ayudado a caracterizar
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estas CTCs, éstos abordan solo los aspectos funcionales de la biologia de las
CTCs. Para solventar esto, varios grupos han intentado generar lineas de CTCs
derivadas de pacientes, aunque solo unos pocos grupos lo han conseguido
(Grillet et al. 2017). A través de estudios funcionales en estos modelos in vitro se
ha demostrado que las CTCs son heterogéneas a nivel genotipico y fenotipico,
expresan niveles altos de genes de metabolismo de farmacos, muestran elevada
resistencia a terapias convencionales, son capaces de generar metastasis in vivo,
y contienen caracteristicas de células madre cancerigenas funcionales (Grillet et
al. 2017).

3. CELULAS MADRE CANCERIGENAS

Las células madre son un tipo de células que se caracterizan por su capacidad
de autorrenovacion y por su pluripotencia celular, es decir, su capacidad de
diferenciarse en distintos tipos celulares en respuesta a determinadas
condiciones ambientales (Zeki, Graham, & Wright 2011). La mayoria de tejidos
adultos humanos tienen una poblacion de células madre adultas que son capaces
de dar lugar a distintos subtipos celulares diferenciados del tejido en el que
residen con el objetivo de mantener la homeostasis, el crecimiento y la
regeneracion tisular. Tradicionalmente se ha postulado que estas células tienden
a permanecer quiescentes, sin embargo, existen tejidos, como el intestino o la
médula Osea, en los que las células madre adultas presentan una alta tasa de
proliferacion (de Morree & Rando 2023).

Debido a la existencia de estas células madre adultas, diferentes autores han
sugerido que podrian estar, en cierta medida, implicadas en el cancer. Esto se
debe a que estas células, por sus caracteristicas, serian capaces de acumular
mutaciones y propagarlas a su progenie, lo que las convierte en uno de los
posibles responsables del inicio del proceso tumoral. De esta manera surge la

teoria de las células madre cancerigenas (CMCs).

Las CMCs son una subpoblacién de células dentro del tumor que se
caracterizan por su capacidad de iniciar el proceso tumoral, sostener el
crecimiento tumoral, la resistencia al tratamiento, inducir la metastasis tumoral
y del proceso de recaida post-tratamiento (Batlle & Clevers 2017). La existencia
de CMCs se ha descrito en varios tumores sdlidos incluyendo mama, ovario,
sistema nervioso, colorectal o pancreas entre otros (Hermann et al. 2010).
Ademas, la presencia de las CMCs esta asociada con un peor prondstico y
supervivencia (Lathia, Liu, & Matei 2020).
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El origen de este tipo de células sigue cuestionado. Por un lado, las CMCs
podrian surgir a partir de células madre adultas sanas que a través de la
adquisicion  secuencial de ciertas mutaciones obtienen capacidades
tumorigénicas. Esta teoria se ve apoyada por el hecho de que las CMCs presentan
caracteristicas en comun con las células madre adultas (Munro et al. 2018). Por
otro lado, las células somaticas diferenciadas podrian sufrir un proceso de
desdiferenciacion a través de mutaciones o cambios epigéneticos que les
proporcionarian caracteristicas similares a las células madre, ademas de un
comportamiento maligno. Ambas teorias son igualmente plausibles e incluso
podrian ocurrir simultdneamente (Munro et al. 2018) (Batlle & Clevers 2017).
Ademas, el concepto de CMCs ha evolucionado a lo largo del tiempo, de manera
que ahora no es tan rigido. Esto es debido a que tanto las CMCs como las células
tumorales diferenciadas son altamente plasticas y pueden sufrir, bajo las sefales

adecuadas, transiciones entre un estado y el otro (Batlle & Clevers 2017).

Al igual que las células madre, estas células se dividen asimétricamente
dando lugar a células tumorales diferenciadas, que ademds presentan la
capacidad de dividirse simétricamente, y a células hijas idénticas, pero a
diferencia de las células madre, las CMCs han perdido el control del proceso de
replicacion y de diferenciacion lo cual resulta en el desarrollo tumoral (Munro et
al. 2018).

Las CMCs también podrian estar implicadas en el proceso de metastasis a
distintos niveles. Por un lado, estas células van a secretar factores angiogénicos y
linfagiogénicos, que van a facilitar que se inicie el proceso de metastasis, ademas
de otros factores que son cruciales para la formacion de un nicho pre-metastasico
(Liao et al. 2014). Por otro lado, las células que sufren la transicion epitelio-
mesénquima, necesario para que se produzca el proceso de invasion, presentan
caracteristicas de CMCs, al igual que las CTCs (Liao et al. 2014)(Grillet et al. 2017).

Su relacion con la resistencia a los tratamientos y el proceso de recaida viene
dada debido a que las CMCs presentan elevados niveles de transportadores ABC,
relacionados con la expulsion de sustancias xenobidticas fuera de la célula,
proteinas antiapoptoticas y enzimas detoxificadoras, asi como de sistemas de
reparacion del ADN altamente funcionales y la capacidad de entrar en
quiescencia (Gaggianesi et al. 2021). Esto hace que las terapias actuales no actten
o tengan un efecto menor sobre ellas, de hecho, los tumores residuales tras el

tratamiento, normalmente, estan enriquecidos en CMCs, de manera que junto al
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resto de sus caracteristicas hacen que sean las responsables de la recaida posterior
al tratamiento (Najafi, Farhood, & Mortezaee 2019)(Gaggianesi et al. 2021).

Debido a todas estas caracteristicas y la implicacion de las CMCs en procesos
claves del desarrollo tumoral se estan desarrollando nuevas terapias o
estrategias, utilizando los fdrmacos actuales, que sean capaces de acabar con este
tipo celular (Najafi et al. 2019). Sin embargo, la instauracion de estas terapias es
complicada debido a la heterogeneidad y la plasticidad de las CMCs (Batlle &
Clevers 2017). Dentro de un mismo tumor se han encontrado diferentes subtipos
de CMCs que presentan diferentes caracteristicas funcionales y fenotipicas, lo
que dificulta tanto su identificacion como su eliminacion selectiva (Batlle and
Clevers 2017)(Liao et al. 2014). Ademas, a esto se le suma la gran plasticidad de
las CMCs y la posibilidad de procesos de desdiferenciacion de células tumorales
diferenciadas hacia estados similares de los de las CMCs como respuesta
adaptativa ante ciertos estimulos del microambiente dificultando atn mas el
éxito de las terapias anti-CMCs (Batlle & Clevers 2017).

a. Epitelio colonico y células madre

La superficie luminal del colon esta formada por una unica capa de células
epiteliales columnares que sufren invaginaciones dando lugar a las criptas
intestinales de Lierberkiin, que son las unidades funcionales del intestino. El
epitelio intestinal estd compuesto por varios tipos de células epiteliales entre las
que se encuentran enterocitos, células de Tuft, células caliciformes, células

enteroendocrinas y células de Paneth (Munro et al. 2018).

Todas estas células diferenciadas tienen una vida media corta por lo que
tienen que ser constantemente renovadas. La regeneracion de estas células
depende de una pequena poblacién de células llamadas células columnares de la
base de la cripta (CBC) (Gehart & Clevers 2018). Este grupo de células son
consideradas las células madre intestinales debido a que son capaces de dividirse
asimétricamente dando lugar a células hijas exactamente iguales y en células
amplificadoras en transito, o células progenitoras, que continuaran proliferando
y diferenciandose en las distintas células epiteliales a medida que ascienden en
la cripta hacia el lumen (Munro et al. 2018)(Gehart & Clevers 2018).
Tradicionalmente se ha postulado que las CBCs permanecen quiescentes y que
se dividen lentamente, sin embargo, en los tltimos afios se ha demostrado que
presentan tasas de division rapidas (Zeki et al. 2011). Ademas de las CBCs,

algunos autores han descrito la existencia de otra posible poblacién de células
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madre intestinales caracterizadas por ser quiescentes y capaces de reponer a las
CBCs (Beumer & Clevers 2016)(Gehart & Clevers 2018). Sin embargo, las CBCs
también podrian ser repuestas a través de un proceso de desdiferenciacion de las
células epiteliales diferenciadas, revelando una alta plasticidad celular (Yan et al.
2017). Para mantener la homeostasis intestinal es necesario, por tanto, la
existencia de un correcto microambiente o nicho, en el cual se asegure el
mantenimiento de estas células madre, su proliferacion y los procesos de

migracion y diferenciacion a lo largo de las criptas.

El nicho de las células madre intestinales se encuentra en el fondo de las
criptas de Lierbkiin, donde residen las CBCs. A nivel celular estd compuesto por
las células que componen las criptas y por las células mesenquimales adyacentes.
Todas estas células no solo proporcionan soporte, sino que también influyen en
los procesos de autorrenovacion y diferenciacion a través de distintas vias de
sefializacion como Notch, BMPs, EGF y Wnt, siendo esta ultima la mas
importante (Gehart & Clevers 2018).

La via Wnt-B-Catenina es una via de sefalizacion muy conservada en el
desarrollo de los organos, que juega un papel clave para el mantenimiento,
proliferacion y diferenciacion de las células madre, y cuya desregulacion se ha
relacionado con el desarrollo de distintos tipos de cancer (Gehart & Clevers 2018).
Las proteinas Wnt son liberadas por las células epiteliales y mesenquimales
capaces de actuar de manera autocrina y paracrina. Esas proteinas se unen a los
receptores de membrana Frizzled y LRP5/6, lo cual provoca el reclutamiento y
activacion de la proteina Dishevelled que va a inhibir la actividad de un complejo
proteico formado por Axina, GSK3, CKla y APC. En condiciones normales, este
complejo se une a B-Catenina e inicia una cascada de reacciones que va a
provocar su degradacidon. Por este motivo, la activacion de Wnt resulta en la
inhibicién del complejo degradador, y por tanto en la acumulacion de -
Catenina, que es translocada al nucleo donde facilita la expresion de genes
relacionados con la proliferacion, supervivencia, migracion y diferenciacién (J.
Liu et al. 2022).

b. Células madre cancerigenas y cancer colorrectal

Al igual que en otros tumores sdlidos se han identificado CMCs en el CCR,
jugando un papel clave en los procesos de iniciacion, invasion y progresion, asi
como en la resistencia al tratamiento y la recaida tumoral (Hermann et al. 2010).

El origen de las CMCs en CCR puede ser diverso, ya que pueden surgir a partir
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de la adquisicion de cambios celulares y moleculares en las células madre
colonicas, o bien a partir de la desdiferenciacion de células diferenciadas debido
a cambios genéticos o del microambiente (Hervieu et al. 2021). En ambos casos,
una sobreactivacion de la via Wnt parece ser el regulador principal para que
ocurra el proceso de tumorogénesis debido a su papel en el control del caracter
“stem” y la proliferacion en las criptas (Ebrahimi et al. 2023). Esto se ve apoyado
por el hecho de que alteraciones en el gen APC, que afecta al complejo
degradador de la 3-Catenina y que conducen, por tanto, a una sobreactividad de
ésta y de sus genes diana, son necesarias para que se inicie el proceso tumoral
(Onuma et al. 2013).

A nivel practico, la identificacion de las CMCs es compleja debido a que se
definen por su capacidad de tumorogénesis, y de regenerar y propagar el tumor.
Sin embargo, en los tltimos afios se han desarrollado diferentes aproximaciones
para identificarlas a través de ensayos in vitro o la identificacion de ciertos
marcadores celulares (Najafi et al. 2019). En relaciéon con esto ultimo se han

identificado varios marcadores de las CMCs en el CCR entre los que destacan:

% Aldehido Deshidrogenasa 1 (ALDHI1): la ALDH1 es una enzima
dependiente de NAD(P) responsable de la oxidaciéon de los aldehidos
intracelulares en 4cidos carboxilicos protegiendo asi a la célula del dano
oxidativo (Najafi et al. 2019). Aunque se considera un marcador tanto de
células madre como de CMCs, en el caso del colon, ésta se expresa
relativamente poco en células sanas en comparacion con células
tumorales. Se ha correlacionado con peor prognosis y un mayor riesgo de

metdstasis y quimioresistencia (Najafi et al. 2019)(Munro et al. 2018).

X/

% LGR5: es un receptor acoplado a proteina G que se encuentra
estrechamente relacionado con la via de sefializacion Wnt. Se encuentra
expresado en las CBCs en el fondo de las criptas intestinales. Esta proteina
se encuentra sobreexpresada en las células tumorales. Aunque existen
conclusiones dispares en cuanto al rol de LGR5, probablemente porque
esté influido por el contexto tumoral, estd generalmente aceptado su rol
en la progresion tumoral y el desarrollo de metéstasis (Najafi et al.
2019)(Munro et al. 2018)(Morgan, Mortensson, & Williams 2018).

% SOX2: es un factor de transcripcion relacionado con la regulacion de la
pluripotencia. Se encuentra expresado tanto en células madre como en

CMCs. Enrelacion con las CMCs se ha demostrado que SOX2 favorece el
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proceso de metastasis, quimoresistencia y el estado de las CMCs (Zhu et
al. 2021).

X/

% OCT3/4: se trata de otro factor de transcripcion relacionado con la
regulacion de las células madre. En CRC se ha relacionado con el
crecimiento tumoral, la metdstasis y el mantenimiento de las propiedades
de las CMCs (Munro et al. 2018).

% NANOG: es un factor de transcripcion necesario para inducir
pluripotencia y comportamiento de célula madre junto con OCT3/4 y
SOX2. Su expresion se relaciona con un peor pronostico y se ha vinculado
con el proceso de tumorogénesis y metdstasis (Vasefifar et al. 2022)
(Munro et al. 2018).

% CD133: se trata de una glicoproteina transmembrana y es uno de los
marcadores de CMCs mads extendidos. La mayoria de las células son
CD133- sin embargo, aquellas CD133* son capaces de iniciar el proceso
tumoral, manteniéndose indiferenciadas y siendo cada vez mads agresivas.
Ademads, su expresion se asocia con recurrencia, metastasis, y resistencia
al tratamiento (Munro et al. 2018)(Ren, Sheng, & Du 2013).

% CD326: También conocida como EpCAM, se trata de una glicoproteina
que se encuentra sobreexpresada en células tumorales. Su expresién se
correlaciona con menores tasas de supervivencia, estadios avanzados de

la enfermedad, metdstasis y caracteristicas de CMCs (Munro et al. 2018).

X/

% CD44: Es considerado como uno de los marcadores de CMCs mads
importantes en el CCR. Esta glicoproteina participa en los procesos de
interaccion célula-célula, adhesion y migracidon. Su transcripcion esta en
parte controlada por la sefializaciéon Wnt, por lo que se ha hipotetizado
que su sobreexpresion podria ser una de las primeras etapas del proceso
de tumorogénesis en el CCR (Munro et al. 2018). Esta proteina presenta
diferentes variantes de splicing, siendo una de las mas relevantes CD44v6.
CD44v6, en lugar de CD44 total, parece ser la responsable del proceso de
migracion y metdstasis (Munro et al. 2018)(Grillet et al. 2017)(Hervieu et
al. 2021).

Pese a la existencia de diferentes marcadores para la identificacion de las
CMCs, ésta sigue siendo dificil debido a la plasticidad que presentan estas células
y sobre todo a su heterogeneidad. Dentro de un mismo tumor pueden existir

diferentes poblaciones de CMCs con distinto grado de expresion de estos
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marcadores, presentando diferentes caracteristicas moleculares y fenotipicas
(Munro et al. 2018) (Hervieu et al. 2021) (Najafi et al. 2019). Por este motivo la
combinacion de distintos marcadores es una de las aproximaciones utilizadas

para el estudio de este tipo celular.

4. TP53

El gen TP53 es uno de los principales genes supresores de tumores en los seres
humanos. Se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13.1),
y consiste en 11 exones y 10 intrones que codifican para una proteina, p53, de 393
aminodcidos. Esta proteina esta dividida en tres dominios funcionales: un
dominio de transactivacion, un dominio de unién al ADN y un dominio de
tretamerizacion, desde el extremo amino terminal al carboxilo terminal (Chen et
al. 2022).

La proteina p53 actia fundamentalmente como factor de transcripcion
controlando la expresion de distintos genes, regulando asi procesos biologicos
como la reparacion del ADN, apoptosis, senescencia celular, metabolismo,
reprogramacion de células madre, autofagia o el ciclo celular entre otros (Liebl &
Hofmann 2021). Debido a la importancia de dichos procesos en el mantenimiento
de la homeostasis y la integridad celular, la actividad de p53 esta fuertemente

regulada para evitar el desarrollo de situaciones patoldgicas.

En condiciones fisiologicas normales, los niveles de p53 se mantienen bajos
debido a su degradacion por parte del proteosoma. Para ello, la proteina MDM2,
una ubiquitina ligasa E3 cuya expresion esta controlada por p53, poliubiquitina
a pb3 para que sea reconocida por el proteosoma para su degradacion,
controlando asi su expresion a través de un bucle de retroalimentacion negativa
(Ozaki & Nakagawara 2011). Sin embargo, cuando se producen condiciones de
estrés celular, genotdxico o no genotdxico, como senales de crecimiento celular
aberrantes o dano en el ADN, p53 es modificado postraduccionalmente a través
de reacciones de fosforilaciones o acetilaciéon entre otras, que impiden su
interaccion con MDM2. Como resultado se produce la estabilizacion,
acumulacion, tetramerizacion y activacion de p53 que va a activar o reprimir la
expresion de genes relacionados con la induccién de la apoptosis, de arresto del
ciclo celular, senescencia, reparacion del ADN, diferenciacion o la inhibicion de
invasion, metastasis, reprogramacion metabdlica y de pluripotencia (Liebl &
Hofmann 2021)(Ozaki & Nakagawara 2011). Ademas de su principal papel como

factor de transcripcion, p53 es capaz de interaccionar con otras proteinas y ejercer
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otras funciones no-transcripcionales para mantener la integridad celular. p53 es
capaz de interaccionar, reclutar y formar complejos con proteinas involucradas
en los procesos de replicacion y reparacion del ADN regulando asi su funcion;
promover el proceso de apoptosis a través de la interaccion con las proteinas
BCL-2 y BAX en la mitocondria; e incluso reducir las sefiales de crecimiento
celular a través de promover la internalizacién y degradacion de los receptores

de factor de crecimiento epidérmico (Ho, Tan, & Lane 2020) (Figura 3).

Estrés cel:l.a\r ,

Modificadores
Postraduccionales

Estabilizacién =) ®® B
y activacion Degradacion p53
@) (ue)

Poliubiquitinacién
' MDM?2

./

@

Internalizacion

uo\.‘/’a)d@\el /

receptores
Senescencia Apoptosis
Invasion Reparacion ADN
BCL-2 BAX » Pluripotencia Ciclo celular

Mitocondria ADN Transcripcion

Figura 3. Esquema de los mecanismos de accion de la via p53. En condiciones fisioldgicas
normales, los niveles de p53 estan controlados por la accion de MDM?2, que lo poliubiquitina y
marca para su degradacion. En respuesta al estrés celular distintos modificadores
postraduccionales estabilizan y activan a p53. Entre los mecanismos que desencadena p53 se
encuentran la activaciéon y/o represién de genes involucrados en procesos de senescencia,
invasion, pluripotencia, apoptosis, reparacion del ADN vy ciclo celular; asi como la interaccion
con complejos proteicos involucrados en apoptosis a nivel mitocondrial, en la reparacion del
ADN o la internalizacion de receptores involucrados en la regulaciéon de sefiales de crecimiento.

UB: ubiquitinacién. Ac: acetilacién CH3: metilacion P: fosforilacién
a. p53 y cancer

La principal funcion de p53 es actuar como un supresor tumoral regulando
distintos procesos a través de los cuales asegura la integridad celular. Si dichos

procesos se ven alterados o no funcionan correctamente puede desencadenarse
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un proceso de tumorogénesis. De hecho, la inactivacion del gen TP53 es un
evento comun durante el cancer, encontrandose mutado en aproximadamente el

50% de los canceres humanos (Chen et al. 2022).

Aunque las mutaciones en TP53 pueden ocurrir en cualquier nucle6tido de la
secuencia de ADN, éstas son mas comunes en el dominio de unién al ADN,
concretamente entre los exones 5 y 8. Aproximadamente un 10% de las
mutaciones son mutaciones sin sentido que van a dar lugar a proteinas truncadas,
mientras que un 80% son mutaciones de pérdida de sentido, ocurriendo
alrededor de la mitad de ellas en las posiciones R175, G245, R248, R249, R273 y
R282 (Marei et al. 2021)(Hassin & Oren 2022). En cualquier caso, las mutaciones

van a afectar al plegamiento y estructura de la proteina y/o a la actividad de p53.

Dado que p53 ejerce funciones protectoras, el principal efecto que tienen las
mutaciones de este gen es una pérdida de dichas funciones facilitando el inicio y
desarrollo tumoral. Esta perdida de funcion puede estar producida por varios
motivos. La forma mutada de p53 (mtp53) frecuentemente presenta un efecto
dominante negativo sobre la forma salvaje (wtp53), de forma que es posible que
se formen tetrameros de ambas formas que son incapaces de iniciar la respuesta
normal de p53 (Liebl & Hofmann 2021). Sin embargo, lo mds comun es que tras
la mutacion puntual en un alelo de TP53 se produzca la pérdida del alelo salvaje,
perdiendo asi la heterocigosidad (Ghaleb, Padellan, & Marchenko 2020). La
pérdida de funcién de mtp53 es producida también por la incapacidad de
reconocer los elementos de respuesta a p53 en los genes controlados por esta
proteina en respuesta a estrés celular, y por la pérdida de la interaccion proteina-
proteina que desencadenaba la respuesta no transcripcional de p53 (Mantovani,
Collavin, & Del Sal 2018).

Ademas de la pérdida de funcion de mtp53, algunas mutaciones pueden
provocar un fenotipo de ganancia de funciéon desencadenando respuestas
oncogénicas diferentes que favorecen al tumor (Kastenhuber & Lowe 2017). Los
mecanismos a través de los cuales se produce esta ganancia de funcion son
variados. Es posible que ésta surja como consecuencia de la unién a nuevos sitios
de respuesta que desembocan en la regulacion de la transcripcion de genes no
canonicos de p53, de la interaccion de mtp53 con nuevas proteinas alterando su
funcién o a través de la interaccion con diferentes factores de transcripcion
inhibiendo o activando la expresion de distintos genes (Marei et al. 2021)(Chen
et al. 2022) (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de las mutaciones en TP53 sobre los mecanismos de accion. Las formas
mutantes de p53 generan un efecto dominante negativo sobre la forma salvaje de modo que la
coexistencia de ambas formas genera heterodimeros que son incapaces de interaccionar con las
proteinas diana o de regular la expresion de sus genes diana. Igualmente, las mutaciones en p53
conducen a la pérdida de la actividad normal de p53. Algunas mutaciones en p53 conducen a la
ganancia de nuevas funciones entre las que destacan la activacion/represion directa de genes no
canonicos, el secuestro de factores de transcripcién que impiden la correcta expresion de los genes
controlados por éstos o la interaccion con nuevos complejos proteicos alterando su correcta
funcién o proporcionandole nuevas funciones. En azul, mondémeros de p53 salvajes, y en rojo,

monodmeros de p53 mutantes.

La presencia de mutaciones en TP53 se ha asociado con un peor pronostico y
mayor riesgo de desarrollar metdstasis y tumores mas agresivos (Chen et al.
2022). Sin embargo, es importante senalar que no todas las mutaciones son
equivalentes. De hecho, las distintas mutaciones estan asociadas con distintos
fenotipos, en términos de progresion, prondstico, y de las caracteristicas del
tumor como su respuesta al tratamiento o su capacidad de metastatizar, debido
a los diferentes mecanismos de pérdida y/o ganancia de funcién que pueden
presentar (Kennedy & Lowe 2022). En este sentido los mecanismos exactos a
través los cuales las distintas mutaciones contribuyen a los distintos fenotipos
tumorales siguen sin ser completamente conocidos, lo cual limita su uso como

herramienta terapéutica, pronodstica o de estratificacion de los pacientes.

b. p53 y células madre cancerigenas

Las propiedades de las CMCs se encuentran reguladas negativamente directa

o indirectamente por p53. La expresion de marcadores de CMCs como CD133 o
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CD44 es inhibida por la union directa de p53 a sus promotores (Ghatak, Das
Ghosh, & Roychoudhury 2021). También existe una regulacion indirecta de la
expresion de CD44 mediada por p53 a través de la regulacion de ciertos micro-
ARNSs como el miR-34a (Liu et al. 2011). Cuando p53 muta no solo se produce un
aumento de los marcadores de CMCs, sino que también se ve favorecida la

proliferacion de este tipo de células (Chen et al. 2022).

El correcto funcionamiento de la proteina también es necesario para evitar la
transformacion de células madre sanas y células diferenciadas en CMCs. La
pérdida de la actividad de p53 resulta en un aumento de las divisiones simétricas
de las células madre y de su capacidad de auto-renovacion facilitando el proceso
de tumorogénesis, al igual que facilita que se produzcan fenémenos de

desdiferenciacion de células diferenciadas (Chen et al. 2022).

c. p53 y cancer colorrectal

El gen TP53 se encuentra mutado aproximadamente en el 43% de los tumores
de CCR, siendo mas comun en los tumores colorrectales distales frente a los
tumores proximales de colon (45% vs. 34%, respectivamente) (Liebl & Hofmann
2021). Hasta un 90% de las mutaciones son de pérdida de sentido, y aunque se
han descrito mutaciones hasta en 257 de los codones del TP53, la mitad de ellos
ocurren en los puntos calientes R175, G245, R248, R273 y R282 (Liebl & Hofmann
2021).

Al igual que en otros tipos de tumores, el principal efecto de las mutaciones
en TP53 en el CCR es la pérdida de funcion. Ademas de esta pérdida de funcion
se puede producir ganancia de funcidn. Entre los mecanismos de ganancia de
funcion descritos en el CCR se encuentra un aumento de la proliferacion via
STAT3 y la interaccion con enzimas modificadores de la cromatina, aumento de
la capacidad de invasion via microARN, promocién de un microambiente pro-
tumoral a través de la secrecion de exosomas o un aumento de los marcadores de
CMCs CD44, LGR5 y ALDHI1 directa o indirectamente a través de ARN no
codificantes de cadena larga (Chen et al. 2022) (Marei et al. 2021)(Cooks et al.
2018). Ademas de estos posibles mecanismos adicionales, las mutaciones en p53
estan asociadas con una peor respuesta a los agentes quimioterapéuticos mas
comunes para el tratamiento del CCR como son el 5-FU, el oxaliplatino o el
irinotecan (Michel et al. 2021).

Sin embargo, no todas las mutaciones de TP53 en el CCR son equivalentes, y

dan lugar a distintos fenotipos con distinto prondstico y caracteristicas
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moleculares tanto a nivel del tumor primario como a nivel de las metastasis
(Hassin et al. 2022)(Pan et al. 2022).

5. RITMOS CIRCADIANOS

La rotacion de la Tierra sobre su propio eje cada 24 horas genera ciclos
constantes de luz/oscuridad que van a condicionar el comportamiento,
funcionamiento y actividad de los seres vivos. Para poder coordinarse y asi
responder a las sefiales ambientales de dichas oscilaciones ritmicas de 24 horas,
a lo largo del proceso evolutivo, los organismos han desarrollado un sistema de
cronometraje interno conocido como reloj circadiano. Este reloj circadiano va a
ser responsable de la regulacion de una amplia variedad de procesos biologicos
que van mas alld de la regulacién del sueno/vigilia, tales como la secreciéon
hormonal, temperatura corporal, funcion cardiovascular, metabolismo, procesos
digestivos o la regeneracion tisular entre otros procesos cuya actividad fluctia a
lo largo de un periodo aproximado de 24 horas (Ayyar & Sukumaran 2021). Estas
oscilaciones ritmicas son conocidas como ritmos circadianos, por su duracion
aproximada de 24 horas, y se caracterizan por (1) ser endogenos y persistir en
condiciones constantes, incluso en ausencia de senales externas; y (2) estar
sincronizadas con el entorno ambiental, de forma que pueden reajustarse cuando

las sefiales ambientales cambian (Garcia-Costela et al. 2020).

En mamiferos, el reloj circadiano se encuentra organizado de manera
jerarquica compuesto por multiples osciladores. El reloj u oscilador central se
encuentra localizado en el ntcleo supraquiasmatico (NSQ) en el hipotdlamo. La
luz es recibida por la retina que transmite la informacion al NSQ, que a través de
vias nerviosas y factores endocrinos como glucocorticoides vy,
fundamentalmente, melatonina, va a sincronizar a los relojes periféricos (Ruan,
Yuan, & Eltzschig 2021). Estos relojes periféricos se han descrito en practicamente
todos los organos y células del organismo. Aunque los relojes periféricos son
sincronizados por el NSQ, éstos son capaces de oscilar de manera independiente
a él con el fin de asegurar los requerimientos especificos de cada érgano concreto
(Patke, Young, & Axelrod 2019). Aunque la luz es el principal zeitgeber o
sincronizador, los ritmos circadianos pueden ser modulados por otros factores
como la temperatura, fAirmacos o la ingesta de alimentos, siendo especialmente

relevantes en los relojes periféricos (Ruan et al. 2021).

A nivel molecular, los ritmos circadianos estan controlados por bucles de

retroalimentacion que se autorregulan de forma auténoma en cada célula
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mediante la transcripcidn/traduccion de los llamados genes del reloj circadiano.
El bucle principal esta regulado por la expresion y acumulacion de las proteinas
BMAL1 (Brain and muscle Arnt-like protein) y CLOCK (Circadian locomotor output
cycles kaput) durante la fase luminosa. Estas dos proteinas van a formar un
heterémero BMAL1:CLOCK que es translocado al nticleo donde actian como
factores de transcripcion de aquellos genes que contienen secuencias de
elementos E-box en sus promotores, activando su transcripcion. Entre dichos
genes se encuentran los genes PER1-3 (Period 1-3) y CRY1/2 (Cryptochrome 1-2).
Estas proteinas constituyen la parte negativa del bucle y se van acumulando a lo
largo del dia. En el citoplasma se van a formar complejos PER:CRY que seran
translocados al ntcleo donde van a inhibir la actividad de BMAL1:CLOCK,
inhibiendo su propia transcripcion. De esta forma durante la fase oscura, como
consecuencia de la inhibicidon de la actividad de BMAL1:CLOCK, los niveles del
PER y CRY disminuyen hasta llegar al punto que se libera la inhibicion sobre
BMAL1:CLOCK, pudiendo comenzar un nuevo ciclo de transcripcion. El
heterodimero BMAL1:CLOCK también regula la expresion de los genes REV-
ERBa/fp y RORa/Bly lo cual constituye un segundo bucle de retroalimentacion en
la regulacion molecular del ritmo circadiano. Las proteinas REV-ERB y ROR van
a competir entre ellas por la union a los elementos RRE que se encuentran en el
promotor de BMALI, inhibiendo la transcripcion de REV-ERB, o activando la de
ROR (Patke et al. 2019) (Figura 5).

Estos bucles de retroalimentacion no solo van a regular el ritmo circadiano a
nivel molecular, sino que van a controlar la expresion de manera circadiana de
una gran cantidad de genes a través de la union a elementos RRE o E-box, o
incluso a través de la interaccion con otras proteinas. Estos genes son llamados
genes controlados por el reloj (CCG), son especificos de cada tejido, y en tltima
instancia, responsables de los requisitos y caracteristicas fisiologicas de cada
organo. Se estima que aproximadamente el 50% de las proteinas se expresan de

manera circadiana (Ayyar & Sukumaran 2021).

Existe un tercer bucle o sub-bucle, controlado por BMAL1:CLOCK y REV-
ERB y ROR que regula la expresion de los factores de transcripcion DBP, TEF y
HLF, los cuales compiten con NFIL3, para activar o reprimir la expresion de
genes que contengan elementos D-box entre los que se encuentran ROR. Este
ultimo bucle no es relevante para el control del ritmo circadiano a nivel molecular
per se (Patke et al. 2019) (Ruan et al. 2021).
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Figura 5. Regulacion molecular del ritmo circadiano. El reloj circadiano esta regulado a nivel
molecular por bucles de retroalimentacion basados en la transcripcién/traduccion de los genes
del reloj. BMAL1 y CLOCK forman un heterodimero que es translocado al nticleo regulando la
expresion de aquellos genes que contienen elementos E-Box. Entre ellos se encuentran PER y
CRY, cuyas proteinas van a formar un heterodimero en el citoplasma que posteriormente es
translocado al nticleo donde van a reprimir la actividad de BMAL1:CLOCK, incluido su propia
expresion. BMAL1:CLOCK también controla la expresion de RORa/f y REV-ERBa/f que van a
activar o reprimir la expresion de BMALI. Asimismo, estas proteinas controlan la expresion de

los llamados genes controlados por el reloj, responsables de las caracteristicas de cada 6rgano.

La regulacion molecular del ritmo circadiano es compleja ya que no solo
depende de los bucles de transcripcion/traduccion descritos previamente, sino
que existen numerosas modificaciones postraduccionales que ayudan a regular
la duracion y el funcionamiento del ritmo. Estas modificaciones
postraduccionales son variadas y aunque la mas relevante son la fosforilacion y
ubiquitinacion, también destacan la SUMOilacién, acetilacion, glicosilacion y
ADP-ribosilacién. Estas modificaciones van a regular la actividad
transcripcional, la interaccion con otras proteinas, la estabilidad y la localizaciéon
de las proteinas del reloj circadiano, y por tanto, el ritmo circadiano y los procesos
regulados por éste (Okamoto-Uchida et al. 2019).

45



Introduccion

La regulacion circadiana podria ser incluso mas compleja, ya que ademas de
los bucles de transcripcion/traduccion y las modificaciones postraduccionales de
los componentes del reloj, el estado rédox influye en la transcripcion y actividad
del reloj circadiano, aunque sigue sin estar claro si sirve como un marcador del
tiempo celular o se trata de un componente mas en la regulacion molecular del
reloj (Robinson & Reddy 2014).

Debido a la gran cantidad de procesos bioldgicos controlados por los ritmos
circadianos, la alteracién y/o ausencia de un ritmo circadiano funcional esta
asociada con el desarrollo de diferentes trastornos fisioldgicos que acaban
derivando en distintas enfermedades, entre las que destaca el cancer (Garcia-
Costela et al. 2020).

a. Ritmos circadianos y cancer

La relacion entre los ritmos circadianos y el desarrollo del cancer se puso de
manifiesto por primera vez a través de distintos estudios epidemiologicos, en los
cuales se asocia la desregulacion de los ritmos circadianos debido a trabajos de
turnos rotatorios con un mayor riesgo de desarrollar distintos tipos de cancer (Qu
2023). Otros estudios epidemiologicos sefialan también que aparte de los cambios
continuos en los patrones de vida, hechos como cenar después de las 22:00 p.m. o
acostarse después de cenar aumenta el riesgo de algunos tipos de cancer como el
de mama o proéstata (Kogevinas et al. 2018). Tanta es su relevancia, que la OMS
ha concluido que la alteracidn circadiana se trata de un probable carcinégeno.
Este tipo de estudios epidemioldgicos se han corroborado a través de estudios en
modelos animales mediante procedimientos no genéticos de disrupcion del ritmo
circadiano, y mediante la alteracion o eliminacidn genética de los distintos genes
del reloj, observandose un incremento en la formacion y crecimiento de distintos
tipos de tumores (Sulli, Lam, & Panda 2019).

En humanos, la pérdida de la homeostasis circadiana, tanto a nivel del propio
ritmo como cambios en la expresion de los genes circadianos, no solo se han
asociado con el proceso de iniciacion y progresion tumoral, sino que también lo
hace con una peor respuesta al tratamiento y tasas mas altas de mortalidad
(Garcia-Costela et al. 2020).

Segun andlisis de conjuntos de datos de expresion genética recogidos en The
Cancer Genome Atlas (TCGA) y Gene Expression Omnibus (GEO) los genes del reloj
circadiano se encuentran diferencialmente expresados en gran multitud de

tumores, a pesar de que la tasa de mutaciones de estos genes es relativamente
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baja (Ye et al. 2018). Concretamente, en el estudio realizado por Ye y
colaboradores, se ha observado que el 90.2% de los genes relacionados con el reloj
circadiano se encuentran diferencialmente expresados, con respecto al tejido no
tumoral, en al menos uno de los catorce tipos de canceres estudiados. En lineas
generales se observa una disminucion de la expresion de los genes del reloj,
destacando el caso de PERI-3 y CRY1-2, sugiriendo que el reloj circadiano
presenta un potencial papel como supresor tumoral. Sin embargo, algunos de los
genes que se encuentran principalmente infraexpresados, como PER2, se
encuentran expresados al alza en alguno de los tipos de canceres estudiados, u
otros como BMALI que se encuentra sobreexpreasado e infraexpresado
indistintamente en varios tipos de tumores (Ye et al. 2018). De manera mas
concreta, una baja expresion de BMAL1 se asocia con peor pronostico en tumores
de mama o pancreas, sin embargo, su expresion es esencial para el
mantenimiento de la leucemia aguda mieloide o glioblastoma. Otro ejemplo de
diferencias entre tejidos lo representa REV-ERBp, que en tumores hepaticos una
elevada expresion de esta proteina se asocia con una peor supervivencia,
mientras que su activaciéon farmacoldgica en cancer de mama, leucemia,
melanoma y CCR provoca una regresion tumoral (Battaglin et al. 2021). Todo esto
sugiere que las proteinas del reloj circadiano podrian desempenar distinto papel
en diferentes tejidos y/o ambientes tumorales, lo que demuestra la necesidad de
su estudio de manera concreta en los distintos tipos, e incluso subtipos, de
canceres para poder comprender su papel exacto en el proceso de tumorogénesis
(Ye et al. 2018).

Se ha propuesto que los componentes del reloj circadiano podrian estar
involucrados en el inicio o progresion del cancer a través de cuatro mecanismos:
(I) Los componentes del reloj regulan directa o indirectamente la expresion
ritmica de genes involucrados en procesos clave para la homeostasis como son la
reparacion del dafio en el ADN, regulacion redox o ciclo celular, de forma que su
alteraciéon proporcionaria un ambiente propicio para el proceso de
tumorogénesis. (II) Las proteinas del reloj interaccionan fisicamente con
proteinas de ruta relevantes para el proceso tumoral, de manera que pueden
proteger contra el cancer o promoverlo. (III) El estado redox de la célula puede
afectar a la interaccion de las proteinas del reloj entre si, por ejemplo, al
heterodimero CLOCK:BMAL1, o a la actividad de los modificadores
postraduccionales del reloj; de manera que los cambios en el estado redox como
consecuencia de procesos oncogénicos pueden afectar a la estabilidad,

localizacion y funcion de las proteina del reloj. (IV) El reloj circadiano regula la
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expresion de citoquinas, hormonas y neurotransmisores que actiian a nivel
paracrino o endocrino que pueden afectar a la propia funcion del reloj o afectar
a la sincronizacion de los relojes periféricos en otros tejidos. Algunos tumores
pueden producir cantidades andmalas de estos factores afectando por tanto al

ritmo en el propio tejido o en drganos distantes (Sulli et al. 2019).

A pesar de la gran cantidad de evidencias que vinculan la pérdida del correcto
funcionamiento del reloj circadiano con el proceso tumoral, a nivel molecular esta
relacion sigue sin estar completamente descrita y entendida. Por un lado, existen
pruebas de que el reloj circadiano se encuentra alterado en las células tumorales,
sin embargo, sigue sin saberse si esto es causa o efecto del proceso tumoral; pero
por otro lado también existen algunos tipos de tumores, como el glioblastoma,
en los que el reloj no solo es funcional si no que es necesario para la progresion
tumoral. Por otra parte, las funciones biologicas que desencadenan los distintos
componentes del reloj, incluso las distintas isoformas, dependen en gran medida
del tejido estudiado, lo que explicaria sus papeles como supresores tumorales o
como oncogenes en distintos tumores. Ademads, relacionado con esto tltimo, esta
el hecho de que los genes del reloj influyen en una gran cantidad de procesos
fisioldgicos que forman parte de complejas redes de regulacion lo que hace dificil,
especialmente en un contexto tumoral donde se ven alteradas, establecer

relaciones bien definidas y que puedan ser utilizadas (Battaglin et al. 2021).

A nivel molecular, los genes del reloj se relacionan con algunas de las
hallmarks o caracteristicas distintivas del cancer. El control del ciclo celular esta
en parte controlado por la accion del reloj. PER1 causa arresto del ciclo a través
de la interaccion con las proteinas CHK2 o ATM, mientras que CRY1 facilita la
progresion hacia la fase M a través de la inhibicion de WEE1, que también es
regulado positivamente por CLOCK:BMAL1. Ademas, otros oncogenes como [3-
Catenina, relacionada con el proceso de proliferaciéon y diferenciacién, y otros
reguladores del ciclo celular presentan una expresion circadiana (Shafi &
Knudsen 2019). Estrechamente relacionado con el ciclo celular se encuentran los
sistemas de respuesta al dafo del ADN. Estos presentan comportamiento
circadiano también, tanto en términos de expresion génica, como de acumulaciéon
y actividad de sus proteinas. Ademas, los componentes del reloj interaccionan
directamente con los componentes del sistema de respuesta al dafio del ADN.
Por ejemplo, PER1 interacciona con ATM y CHK2 modulando la actividad de
ATM o CRY interacciona con ATR modulando mecanismos de reparacion del

ADN, apoptosis en respuesta al dano y ciclo celular (Sulli et al. 2019)(Qu 2023).
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El desarrollo vascular también estd modulado por el reloj circadiano a través de
la regulacion de los niveles de VEGF por parte de BMAL1 y PER2. Cuando se
produce una alteracion del ritmo se produce una situacion de angiogénesis
patoldgica. En un contexto de hipoxia, especialmente caracteristico del ambiente
tumoral, HIF1 es capaz de regular la expresion de BMALI y de genes que
contengan elementos E-box, o de interaccionar con los componentes del reloj
provocando la sobreexpresion de VEGF facilitando la metastasis tumoral (Qu
2023)(Fagiani et al. 2022). A nivel metabdlico, las células cancerigenas presentan
una reprogramacion metabdlica favoreciendo el proceso de glicolisis. Muchos
genes metabolicos estan controlados de manera circadiana destacando
transportadores y enzimas del metabolismo glicolitico y la fosforilacion
oxidativa. Como consecuencia de esta reprogramacion metabolica y de la accion
de HIF1, que favorece el proceso de glucdlisis, se produce una acidificacion
celular que provoca una disminucion de los niveles de expresion de los genes del
reloj y alteracion del ritmo (Sulli et al. 2019). El estado rédox parece ser el vinculo
entre el metabolismo y ritmos circadianos, especialmente a través de los niveles
de NAD(H) y NADP(H) que regulan la capacidad de unién al ADN de BMAL1
y CLOCK. A su vez, la produccion de NAD esta controlada de manera ritmica
por parte de BMALI:CLOCK, ya que la expresion de NAMPT, la enzima
limitante en la produccion de NAD* esta bajo su control. Los niveles ciclicos de
NAD(H) van a repercutir en la actividad de distintas enzimas entre las que
destaca SIRT1, cuya expresion esta controlada por BMALI:CLOCK (Shafi &
Knudsen 2019). SIRT1 es un deacetilasa dependiente de NAD*, involucrada en
multiples procesos celulares y que se considera tanto un oncogén como un gen
supresor de tumor segun el contexto, capaz de controlar el ritmo circadiano a
través de la modificacion de PER2 y BMALL1 (Shafi & Knudsen 2019)(Kumar &
Takahashi 2010). Estrechamente relacionada con SIRT1 se encuentra PARP-1.
PARP-1 compite con SIRT1 por el uso del NAD. La principal funciéon de PARP-1
es iniciar la reparacion del ADN consumiendo NAD, pudiendo afectar a la
funcion del reloj circadiano de esta forma. Sin embargo, PARP-1 es capaz por si
mismo de interaccionar con CLOCK modificando el ritmo (Kumar & Takahashi
2010).

b. Ritmos circadianos y p53

Existe una interaccion entre el reloj circadiano y la actividad del gen supresor
de tumores p53. Esta interaccion da lugar a oscilaciones circadianas en la

expresion, estabilidad y actividad de p53. BMALL se une al promotor de p53
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estimulando su expresion y su fosforilacion con la consiguiente activacion de los
mecanismos supresores de tumores mediados por p53 (Jiang et al. 2016) (Zhao et
al. 2022). Otra interaccion entre p53 y los componentes del reloj circadiano ocurre
a través de PER2. Cuando se encuentra en un estado salvaje, p53 regula
negativamente la expresion de PER a través de la competencia con
BMAL1:CLOCK por unirse a su receptor. De hecho, en condiciones fisiologicas
normales, los niveles oscilantes de p53 estan inversamente correlacionados con
los niveles de PER2. Sin embargo, la acumulacion de p53 en respuesta a estrés
genotoxico resulta en el bloqueo de la transcripcion de PER2. PER2 por su parte
interacciona con p53, estabilizdndolo e impidiendo su ubiquitinizaciéon por
MDM2, lo que provoca la activacion de los mecanismos dependientes de p53
(Gotoh et al. 2015).

c. Ritmos circadianos y células madre cancerigenas

El papel y/o la existencia de un ritmo circadiano funcional en las CMCs sigue

siendo un tema controvertido.

En condiciones fisiologicas normales se ha descrito que las células madre
embrionarias carecen de un reloj circadiano funcional pese a que la mayoria de
los componentes moleculares del reloj se expresan, lo que sugiere un papel
diferente en este tipo de células. Sin embargo, tras el proceso de diferenciacion el
reloj se vuelve funcional (Dierickx, Van Laake, & Geijsen 2018). Por el contrario,
las células madre adultas presentan un reloj circadiano funcional, que seria
importante para mantener las propiedades de estas células y para el control de
los procesos de regeneracion celular, diferenciacidon y respuestas a estrés en las
células madre del intestino, piel, foliculos pilosos, sistema hematopoyético vy,
musculo esquelético (Dierickx et al. 2018)(Benitah & Welz 2020).

Los tumores estdn compuestos por un grupo heterogéneo de células
tumorales con diferentes caracteristicas moleculares y fenotipicas. En lineas
generales se ha descrito que los ritmos circadianos en tumores son débiles o
incluso se encuentran ausentes contribuyendo al proceso tumoral, sin embargo,
es posible que existan subpoblaciones tumorales con ritmos funcionales y
persistentes que no sean detectados. En ese sentido, a través de distintas técnicas,
principalmente PCR y ensayos de genes reporteros con luciferasa se ha descrito
que distintas lineas celulares de cancer de pulmodn, colon, glioblastoma,

osteosarcoma y melanoma presentan ritmos funcionales (Malik et al. 2022).
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En el contexto de las CMCs, estudios utilizando lineas celulares como MCF-7
consideradas arritmicas cuando crecen en monocapa en condiciones estandar de
cultivo, presentan ritmos robustos cuando se utilizan modelos en 3D o
mamosferas en medio de cultivo que favorece a las CMCs, sugiriendo que esta
subpoblacion celular presenta un reloj circadiano funcional (De et al. 2020). La
existencia de un ritmo circadiano robusto en CMCs se ha descrito en otros
tumores como glioblastoma o leucemia, en los cuales no solo hay un ritmo
circadiano funcional, sino que también es necesario para el mantenimiento de las
CMCs ya que el silenciamiento o disrupcion de BMAL1 y/o CLOCK resulta en la
deplecion de estas células a través de procesos de diferenciacion, disminucion de
la tasa de proliferacion y apoptosis (Puram et al. 2016)(Dong et al. 2019). Por el
contrario, en el cancer de mama, las células ALDH?*, relacionadas con las
propiedades de CMCs, presentan menores niveles de expresion de CLOCK, y su
sobreexpresion suprime las caracteristicas del fenotipo de las CMCs y el
crecimiento tumoral (Ogino et al. 2021). Estos datos sugieren distinto efecto de
CLOCK/BMALL, y posiblemente de los ritmos en cuanto a la regulacion de las

CMCs segtn el tipo de tumor y el contexto celular.

Otras proteinas del reloj circadiano, concretamente PER2 y PER3, parecen
mostrar menos variabilidad en cuanto a su papel en relaciéon con las CMCs. En
estudios de glioblastoma y de cancer de pancreas estas proteinas se encuentran
reguladas a la baja en CMCs, y su sobreexpresion reduce las caracteristicas de las

CMCs induciendo un fenotipo menos agresivo (Lee & Tanggono 2022).

d. Ritmos circadianos y cancer colorrectal

La alteracion del ritmo circadiano se ha asociado con el desarrollo del CCR.
En modelos animales se ha demostrado que, en el contexto de mutaciones en
APC, la pérdida genética o ambiental del ritmo de BMAL1 acelera la progresion
del CCR (Chun et al. 2022). Otro estudio con otro modelo murino mutante de
APC senala que la pérdida de BMALI resulta en un aumento del proceso de
tumorogénesis a través de la desregulacion de las células madre intestinales
(Stokes et al. 2021). Ambos estudios sefialan que los tumores carecen o presentan
ritmos circadianos muy débiles o alterados en comparacion con el tejido sano
adyacente (Chun et al. 2022)(Stokes et al. 2021). La presencia o ausencia de ritmos
circadianos funcionales en CCR parece ser bastante heterogénea encontrandose
lineas celulares que presentan oscilaciones circadianas robustas (HCT-116),
moderadas (SW480) y débiles (SW680). En el caso de las metastasis, las
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oscilaciones de los genes del reloj estan ausentes, y éstas parecen modificar el

ritmo de los 6rganos que colonizan y los de alrededor (Huisman et al. 2015).

Diferentes estudios sefialan que en lineas generales se produce una
disminucion de la expresion de los genes reloj en el CCR en relacion con la
mucosa sana. Los genes PER1-3 se encuentran infraexpresados en la mayoria de
trabajos, aunque en algunos de ellos no se observan diferencias entre tumor y
mucosa sana. Una baja expresion de PER1 y PER3 se asocia en multiples estudios
con peor pronostico y con el desarrollo de metdstasis (Rao & Lin 2022). En lineas
celulares de CCR, la sobreexpresién de PER3 resulta en una disminucién de las
caracteristicas de CMCs y una mayor sensibilidad al 5-FU (Zhang et al. 2017). En
cuanto a PER2 existe cierta controversia, encontrandose estudios que asocian una
alta expresion con una peor prognosis y otros con un mejor prondstico (Rao &
Lin 2022). En relacion con PER2 se ha visto que el aumento de los niveles de 3-
Catenina como consecuencia de la inactivacion de APC puede provocar la

desestabilizacién de PER2 afectando al ritmo circadiano (Yang et al. 2009).

Por su parte, CRY1 se encuentra sobreexpresado en el tejido tumoral mientras
que CRY2 se encuentra infraexpresado. Curiosamente, aunque CRY2 se ha
relacionado con la inhibicion del crecimiento tumoral, existen estudios en los que
se ha asociado una alta expresion con un peor prondstico, sin embargo, otros
estudios senalan la asociacidon de una alta expresidon con un mejor prondstico o
con una mayor probabilidad de remision tras el tratamiento neoadyuvante en
cancer rectal (Rao & Lin 2022). Una mayor expresién de CRY1 se asocia con una
peor tasa de supervivencia, mayor riesgo de metdstasis y peor respuesta al

tratamiento en varios estudios (Rao & Lin 2022)(Aroca-Siendones et al. 2021).

La expresion de BMALL se ha encontrado tanto aumentada como disminuida
en el tejido tumoral con respecto al tejido sano en distintos estudios clinicos (Rao
& Lin 2022). En cuanto a su asociacion con las caracteristicas clinicopatoldgicas
de la enfermedad también existe cierta discrepancia, encontrandose estudios en
los cuales su expresion no se correlaciona con ninguna caracteristica, otros que
describen que una baja expresion se asocia con peor pronostico y mayor riesgo
de metastasis, y otros estudios relacionan la baja expresiéon con una menor
quimiorresistencia y capacidad de desarrollar metastasis (Aroca-Siendones et al.
2021)(Zhang et al. 2021). La discrepancia entre estudios puede deberse a la
cantidad de individuos con mutaciones en p53 en la cohorte, ya que, aunque la
disminucién de su expresion activa las mismas rutas moleculares el destino

celular es distinto segtin el estado de p53 (Zhang et al. 2020).
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CLOCK se encuentra fundamentalmente expresada al alza en diversos
estudios, y una elevada expresion de esta proteina se relaciona con tumores en
estadios mas avanzados, y con una mayor probabilidad de remision completa
tras el tratamiento con terapia neoadyuvante en el cancer rectal (Zhang et al.
2020).

En cuanto a los elementos responsables del bucle secundario del ritmo
circadiano apenas hay estudios de expresion en CCR, y los pocos que hay senalan
una disminucién de los niveles de RORa y de REV-ERBf en el tejido (Rao & Lin
2022)(Aroca-Siendones et al. 2021). Ademas, este ultimo se ha asociado con un

mayor riesgo de recidiva local (Aroca-Siendones et al. 2021).

6. PARP-1

Las poli-(ADP-Ribosa) polimerasas (PARPs) son una familia de 17 enzimas
que se caracterizan por la presencia de una secuencia de 50 aminoacidos conocida
como “dominio PARP”. Este motivo proteico permite a estas proteinas la sintesis
y transferencia de cadenas de ADP-Ribosa a una gran cantidad de sustratos a
través de un proceso denominado poli(ADP-ribosil)acion o PARilacion
(Rodriguez et al. 2015). Las PARPs se subdividen en cuatro grupos basados en
sus funciones principales y su estructura: (I) PARPs dependientes de ADN que
se activan en respuesta al dano en el ADN; (II) Tankirasas que contienen
repeticiones de anquirina y dominios SAM que les permiten interaccionar con
ciertas proteinas; (III) PARP CCCH que contienen dominios CX7-11CX39CXsH
para la union al ARN; y (IV) macro-PARPS que presentan dominios macro con
los que interaccionan con residuos de poli(ADP-ribosa) en sustratos modificados.
Existen algunas PARPs que no pueden incluirse en ninguna de esas categorias
(Marti et al. 2020).

PARP-1 es el principal miembro de la familia de PARPs. Se trata de una PARP
dependiente de ADN, que se encuentra principalmente en el nucleo y es
responsable del 80-90% del proceso de PARilacion dentro de la célula. Ademas,
se encuentra expresada en todos los tejidos, aunque a distintos niveles (Jubin et
al. 2016).

A nivel estructural, PARP-1 se divide principalmente en 3 regiones
funcionales: (I) un dominio de union al ADN en el extremo N-terminal, que le
permite la interaccion con el ADN, asi como con algunas proteinas, (II) un
dominio de automodificacién, que sirve de esqueleto para el proceso de

autoPARilacion y que estd involucrado en la interaccion proteina:proteina, y (III)
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un dominio catalitico, dominio PARP, que se encuentra en el extremo C-terminal
responsable de la sintesis de las cadenas de poli-ADP-ribosa (PAR) (Jubin et al.
2016).

Para poder llevar a cabo el proceso de PARilacion, PARP-1 presenta actividad
poli(ADP-ribosil) sintetasa y transferasa. Durante el proceso de PARilacion, la
primera etapa consiste en la formacion de ADP ribosa a partir de la ruptura del
enlace glicosidico entre la nicotinamida y la ribosa de la molécula de NAD". Esa
ADP ribosa es posteriormente unida de manera covalente a diferentes proteinas
aceptoras, incluidas la propia PARP-1, a través de enlaces éster entre la ADP
ribosa y aminoacidos de la proteina. Como consecuencia de su actividad
transferasa, PARP-1 también va a catalizar las reacciones de elongacion y
ramificacion a partir de la sintesis de nuevas moléculas de ADP-ribosa a partir
de NAD". Finalmente, las cadenas de PAR son eliminadas a través de la accion
de la poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa (PARG) y de la ADP-ribosil protein liasa.
Los productos finales de la eliminacion de las cadenas de PAR son mondémeros y
polimeros de ADP-ribosa libres que son muy reactivos pudiendo causar dano a
través de reacciones de glicosilacion, por lo que son convertidos por la ADP-
ribosa pirofosfatasa a AMP y ribosa 5-fosfato, menos reactivos y que pueden ser
usados para el reciclaje de nuevas moléculas de NAD* (Alemasova & Lavrik
2019).

Como consecuencia de la activacion de PARP-1 el efecto principal es el
proceso de PARilacion y la consecuente modificacion covalente de proteinas a
través de cadenas de PAR que van a regular o alterar su funcion. Sin embargo,
existen otros procesos subyacentes derivados del proceso de PARilacion como
son la modificacién no covalente de proteinas que interaccionan con cadenas
libres de PAR afectando asi también a su funcion, la deplecion o reduccion de los
niveles de NAD~ o la generacién de una ratio AMP/ATP alta que puede causar
muerte celular por apoptosis y necrosis. Ademas, los polimeros libres de PAR,
aparte de ser toxicos por su reactividad, tienen la capacidad de actuar como una
molécula sefializadora capaz de inducir un subtipo de muerte celular conocida

como parthanatos (Marti et al. 2020).

A pesar de que PARP-1 se identificd por primera vez en 1963, a dia de hoy
siguen existiendo una gran cantidad de incognitas en cuanto a su mecanismo
exacto, qué efectos biologicos desencadena y como estan regulados, como
reconoce a sus proteinas diana y sus sitios especificos de PARilacion, y, sobre
todo, cuales son las dianas de PARP-1 (Alemasova & Lavrik 2019). Con respecto
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a esto ultimo, aunque se han hecho varios intentos para descifrar el ADP-
ribosiloma, destacando los andlisis llevados a cabo mediante espectrometria de
masas los resultados varian considerablemente entre estudios, dificultando su
identificacion (Singh et al. 2022). Estas diferencias pueden ser el resultado del uso
de distintos procedimientos experimentales con distintos grados de sensibilidad
y/o como consecuencia del propio proceso de PARilacion. El proceso de
PARilacién es un proceso dinamico, el tamafio de las cadenas de PAR es variable
al igual que el de sus ramificaciones y las cadenas de PAR libres son capaces de
interaccionar con otros substratos de forma no covalente alterando los resultados.
Ademas, las técnicas actuales causan estrés celular lo que puede afectar a los
resultados (Lehner et al. 2022). Pese a ello se han conseguido identificar y validar
gran cantidad de proteinas (Singh et al. 2022)(Lehner et al. 2022).

Originalmente PARP-1 se vincul6 con los procesos de reparacion del ADN.
De hecho, la actividad de PARP-1 se ve incrementada como consecuencia de la
aparicion de rupturas en las cadenas de ADN (Marti et al. 2020). Con respecto al
proceso de reparacion del ADN es importante destacar que PARP-1 no esta
directamente relacionado con éste, sino que inicia y modula varios de los
mecanismos de reparacion, siendo importante en el mantenimiento de la
integridad gendmica. Este hecho se ve apoyado por experimentos en modelos
animales en los que se someten a ratones a dietas para privar al higado de NAD",
0 knock-out de PARP-1, aumentando la incidencia de distintos tumores. Ademas,
el knock-out de PARP-1 en combinacién con la deficiencia de otras proteinas de
reparacion del ADN resultan en letalidad embrionaria (Ko & Ren 2012).
Concretamente, PARP-1 esta relacionado con la reparacién por escision de base
(BER), reparacion por escision de nucledtido (NER), reparacion por
malapareamiento (MMR), reparacion de roturas de cadenas simple (SSBR),
reparacion por unidon de extremos no homdlogos (NHE]) y reparacién por
recombinacion homologa (HR) (Demény & Virag 2021). A pesar de que se tratan
de mecanismos distintos y sus lesiones estan producidas por diferentes agentes,
PARP-1 funciona de manera similar en todos ellos. PARP-1 reconoce la lesién en
el ADN, se une a ésta, se activa y comienza el proceso de PARilacion sobre si
misma primero, y posteriormente sobre otras proteinas, actuando como andamio
para el reclutamiento y formacion de complejos con las distintas proteinas
responsables en tltima instancia de llevar a cabo la reparacion del ADN (Ko &
Ren 2012).
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En estos ultimos afios se ha asociado con diferentes funciones que van mas

alla de la reparacion del ADN como son la regulacion de la transcripcion,

metabolismo, ciclo celular o inmunidad entre otras (Figura 6).

REPARACION ADN

DIFERENCIACION BIOLOGIA ARN

TRANSCRIPCION

METABOLISMO

Figura 6. Funciones celulares reguladas por PARP-1. PARP-1 desempena un papel importante
en la regulacion de diversas funciones celulares como la reparacion del ADN, la biologia del

ARN, sistema inmune, metabolismo, transcripcion y diferenciacion.

A nivel transcripcional PARP-1 regula la expresion de genes a través de tres
mecanismos principalmente. Por un lado, PARP-1 es capaz de regular la
estructura de la cromatina a través de alteracion del nucleosoma, bien uniéndose
directamente o a través de la PARilacion directa de histonas, de las proteinas no
histonas asociadas a la cromatina o de las proteinas remodeladoras de la
cromatina, lo que permite el acceso o bloqueo de factores de transcripcion y la
actividad de la ARN polimerasa II (Gupte, Liu, & Kraus 2017). Por otro lado,
PARP-1 cuando es acetilada es capaz de regular a factores de transcripcion como
NF-«B de forma independiente a su actividad enzimatica. También es capaz de
interaccionar con factores de transcripcion como OCT-1 o PPARY, y PARilarlos,
modificando la expresion de los genes controlados por éstos (Ko & Ren 2012). Por
ultimo PARP-1 es capaz de regular la expresion de varios genes uniéndose
directamente a regiones dentro del promotor que contienen motivos de unién a
PARP-1, destacando especialmente genes involucrados en la reparacion del ADN
(Ko & Ren 2012).
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PARP-1 es capaz de regular también el metabolismo celular, aunque su papel
es complejo. A nivel del metabolismo de los carbohidratos PARP-1 dificulta el
flujo glucolitico por un lado reduciendo la actividad de la hexoquinasa y la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Szanté & Bai 2020). Este mecanismo
podria tratarse de un mecanismo protector para evitar un exceso de produccion
de superdxido en condiciones de exceso de glucosa, y para derivarla a la ruta de
las hexosaminas (Hopp, Griiter, & Hottiger 2019). Por otro lado, PARP-1 favorece
la estabilizacion de HIF, lo que favorece la entrada de glucosa y el proceso de
glucolisis, asi como la induccion de la expresion de C-MYC y E2F, y la
coactivacion de NRF2 lo que deriva intermediarios del proceso de glucoélisis hacia
las rutas de las pentosas fosfato, serina/glicina, y C-1 para la sintesis de
nucleotidos, acidos nucleicos y NADPH (Demény & Viradg 2021). En cuanto al
metabolismo de los lipidos, PARP-1 es activado en respuesta a dietas ricas en
grasas o por aumento de la biosintesis lipidica, y dicha activacion esta
relacionada con una reduccién de los mecanismos de oxidacion lipidica y de
captacion de dcidos grasos, sin embargo, existen contradicciones en cuanto a su
funcién (Szanto6 et al. 2021). Algunos de los efectos que se observan a nivel
metabolico no son necesariamente el resultado directo de la actividad de PARP-
1, sino una consecuencia del consumo de NAD* que afecta a la funcion de otras
enzimas dependientes de NAD* como SIRT-1 (Hopp et al. 2019).

PARP-1 parece desempenar un papel importante en el mantenimiento de las
caracteristicas de las células madre y el proceso de diferenciacion. Sin embargo,
al igual que en otros procesos en los que PARP-1 estd involucrado, existen datos
controvertidos en cuanto a su papel. PARP-1 se encuentra mas expresado en
células embrionarias con respecto a células mas diferenciadas, y la pérdida de su
expresion se asocia con el proceso de diferenciacién (Roper et al. 2014). Sin
embargo, existen trabajos que sefialan que la expresion de PARP-1 es necesaria
para que se produzca el proceso de diferenciacion al antagonizar el efecto del
factor de pluripotencia SOX2 mediante su PARilacion (Dadheech et al. 2022). Esta
controversia se ha observado en otros estudios en los que la actividad de PARP-
1 parece ser necesaria para la diferenciacion de los adipocitos (Erener et al. 2012),
mientras que otros estudios sefialan que es la inhibicion de la actividad de PARP-
1 la que promueve el proceso de adipogénesis (Luo et al. 2017). En el caso de las
fibras musculares, PARP-1 impide el proceso de diferenciacion, sin embargo, su
expresion es necesaria para la diferenciacion de los oligodendrocitos mostrando
de nuevo diferentes roles en el proceso de diferenciacion (Wang et al

2021)(Matteini et al. 2020). Esta controversia sugiere un papel complejo de PARP-
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1 en el proceso de diferenciacion que se evidencia ain mas en el caso de los islotes
pancreaticos. En las células progenitoras pancredticas la deplecion de PARP-1
impide la diferenciacion en islotes pancreaticos, sin embargo, el uso de
inhibidores de PARP-1 acelera el proceso de diferenciacion, lo que sugiere que
PARP-1 es necesario para el proceso de diferenciacion, pero es independiente de
su actividad enzimatica (Dadheech et al. 2022).

Mas claro estd el papel del PARP-1 en la regulacion de la respuesta
inmunitaria. PARP-1 es necesario para la maduracion de linfocitos T y linfocitos
B, asi como para la diferenciacion de monocitos, células dendriticas y natural
killers (NK) (Bai 2015). Ademas, PARP-1 ejerce un papel pro-inflamatorio. En
respuesta a citoquinas, radicales libres, quimiocinas y patrones moleculares
asociados a patdgenos, PARP-1 actiia como cofactor de factores de transcripciéon
pro-inflamatorios como NF-kB, NFAT, AP-1 o YY1 lo cual permite la expresion
de citoquinas y quimiocinas inflamatorias, moléculas de adhesion y otros factores
inflamatorios como la iNOS o la COX2 (Bai 2015). Su funcidén pro-inflamatoria se
ve apoyada en el hecho de que la ausencia de PARP-1 conduce a la inhibicién de
la activacion de linfocitos, un aumento de la cantidad de linfocitos
inmunosupresores Treg o una mayor tendencia al desarrollo de macrofagos
inmunosupresores M2 (Yélamos et al. 2020)(Sobczak, Zyma, & Robaszkiewicz
2020). Sin embargo, existen discrepancias entre estudios en cuanto al efecto de la
inhibicion de PARP-1, encontrdndose estudios que sefialan que la inhibicion de
PARP-1 puede aumentar la capacidad de células NK para reconocer células
tumorales, producir un aumento de macroéfagos pro-inflamatorios en el sitio
patoldgico o de linfocitos T citotdxicos (Sobczak et al. 2020)(Yélamos et al. 2020).
Estas diferencias pueden deberse al modelo usado, al tipo de inhibicion utilizada,
génica o farmacoldgica, del microambiente celular y/o del efecto concreto sobre
el tipo celular estudiado y la regulacion que ejerce éste sobre otras células

Inmunitarias.

Recientemente se ha asociado la actividad de PARP-1 y el proceso de
PARilacién con la regulacion de la biologia del RNA a distintos niveles. PARP-1
puede regular el proceso del splicing alternativo afectando a la elongacién de la
ARN polimerasa y mediante la PARilacion de factores de splicing que regula, o
bien la actividad del spliceosoma, o bien la expresion de sus componentes
regulando asi su funcién (Guo, Fan, & Li 2023). La relevancia de PARP-1 en la
regulacion del ARN también se ha observado en estudios nucleolares. PARP-1 es

fundamental para el mantenimiento y funcionamiento del nucléolo,
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especialmente para la biosintesis de ribosomas. Asimismo, en condiciones de
estrés, PARP-1 es capaz de PARIilar a la poli(A) polimerasa, inhibiéndola y, por

tanto, afectando a la maduracién del ARNm (Manco et al. 2022).

PARP-1 participa en una diversa cantidad de procesos biologicos destinados
a mantener la homeostasis celular y tisular, especialmente en condiciones de
estrés. Esto hace que, en cierta medida, PARP-1 actie a modo de sensor de estrés,
de forma que a medida que la fuerza del estimulo estresante aumenta, también
lo hace el aumento de su actividad. Esto puede desencadenar distintas respuestas
celulares a nivel de reparacion del ADN, respuesta inflamatoria, metabolismo,
diferenciacion, etc., aunque también puede desembocar en una respuesta
exacerbada que derive en la muerte celular o pérdida de la homeostasis celular
como consecuencia de la hiperactivacion de ciertas rutas bioldgicas (Gupte et al.
2017). Esto es especialmente relevante en contextos fisiopatoldgicos, ya que
PARP-1 podria acabar agravando la sintomatologia o progresiéon de una

enfermedad en esos casos.

a. PARP-1 y ritmos circadianos

El funcionamiento y regulacion del ritmo circadiano a nivel molecular esta
controlado por complejos bucles de transcripcion/traduccion de las proteinas del
reloj circadiano, asi como de la modificacion postraduccional de éstas (Okamoto-
Uchida et al. 2019). Aunque entre esas modificaciones destacan acetilaciones,
metilaciones y fosforilaciones también es posible encontrar la PARilaciéon (Asher
et al. 2010).

PARP-1 parece mostrar un comportamiento circadiano al menos en cuanto a
su actividad enzimadtica (Asher et al. 2010). Sin embargo, en términos de
expresion estd mds discutido. En experimentos hechos en pez cebra se ha
observado que el ARNm de PARP-1 parece ser ritmico presentandose el mayor
pico durante el dia mientras que la proteina lo hace durante la noche, aunque es
importante sefialar que no hacen un estudio de ritmicidad (Zada et al. 2021). En
otro estudio en humanos en el que se analizd el efecto del trabajo por turnos, se
observo que la expresion del ARNm de PARP-1 en sangre mostraba ritmicidad
(Koritala et al. 2021). Por el contrario, en higados de raton los niveles de proteina
de PARP-1 se mantienen de manera constante (Asher et al. 2010). Las diferencias
pueden ser debido al tipo celular estudiado, a diferencias entre especies o al

analisis realizado sobre proteinas o ARNm.
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La actividad ritmica de PARP-1 persiste en ausencia de un reloj circadiano
funcional, probablemente como consecuencia de los niveles ciclicos de NAD* y
de los ritmos redox que parecen ser independientes de los ritmos circadianos, y
regulada principalmente por la alimentacion, al menos en el higado (Asher et al.
2010). Sin embargo, un exceso de NAD* no altera la actividad oscilatoria de
PARP-1, por lo que podria estar controlado también por otros procesos. Ademas,
la actividad ritmica de PARP-1 depende de su propia actividad y es
independiente de la accién de PARG, o de su modificacion por procesos de
fosforilacion o acetilacién que afectan a la activacion de PARP-1 (Asher et al.
2010).

Esta actividad ritmica tiene un impacto directo sobre la regulacion de los
ritmos circadianos. Al inicio de la fase luminosa, PARP-1 interacciona con
BMAL1:CLOCK, PARila a CLOCK lo cual reduce su capacidad de unién al ADN
alterando la expresion de las proteinas represoras del bucle que controla el reloj
molecular, como son PER y CRY, y probablemente de genes controlados por el
reloj (Asher et al. 2010) (Figura 7).

-———— —

Citoplasma _ o Nucleo ~

PER/CRY \
CCGs
E-BOX } REV-ERB/ROR
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Figura 7. Relacion de PARP-1 con los ritmos circadianos. PARP-1 en el ntcleo interacciona con
el heterodimero BMAL1:CLOCK, PARilando a CLOCK lo que reduce su afinidad por el ADN
afectando a la expresion de PER/CRY, y posiblemente a REV-ERB/ROR y otros genes controlados
por el reloj que contenga elementos E-box en sus promotores. Adaptada de (Kumar & Takahashi
2010). ADPr: ADP-ribosa. CCG: genes controlados por el reloj.

Por tanto, PARP-1 en higado parece regular los ritmos circadianos y participar
en el acoplamiento entre los ritmos metabdlicos y el ritmo circadiano en los

tejidos periféricos (Kumar &Takahashi 2010). Por otra parte, en neuronas, el pico
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de expresion de PARP-1 durante la noche esta relacionado con la induccion del

sueno y la reparacion del dano en el ADN(Zada et al. 2021).

b. PARP-1 y cancer

PARP-1 presenta un papel multifacético y complejo a la hora de mantener la
homeostasis celular, regulando procesos biologicos estrechamente relacionados
con las caracteristicas distintivas del cancer, por lo que su estudio es relevante
para comprender el proceso de carcinogénesis. De hecho, PARP-1 podria ser
tanto protectora, al mantener la integridad gendmica, como impulsora, al ser pro-

inflamatoria, del proceso de carcinogénesis (Hanahan 2022).

Numerosos grupos han desarrollado modelos murinos en los que
genéticamente se ha eliminado PARP-1 para ver la funcion de ésta en diferentes
organos. Estos modelos muestran que los animales PARP-17- presentan mayor
inestabilidad gendmica, pero no predisposicion temprana para el desarrollo de
tumores. Sin embargo, la exposicion a agentes genotdxicos resulta en un mayor
desarrollo de tumores en distintas localizaciones (Pazzaglia & Pioli 2019). Este
efecto se ve potenciado en modelos PARP-1"-combinados con deficiencias en p53
o en proteinas relacionadas con la reparacion del ADN, resultando en una mayor
tasa de aparicion espontdnea de tumores malignos de mama, colon, higado,
prostata, ttero, nerviosos y sanguineos (Pazzaglia & Pioli 2019)(Masutani et al.
2006). Asimismo, existen modelos murinos en los que se inhibe PARP-1 de
manera farmacoldgica, observandose en lineas generales un aumento de la
tumorogénesis, aunque el efecto contrario también ha sido descrito en algunos
casos (Masutani et al. 2006). Estos modelos sugieren que PARP-1 tiene un caracter
protector frente al proceso de carcinogénesis, desempefiando un posible papel

similar al de un supresor tumoral.

En humanos, la funcion protectora de PARP-1 frente al desarrollo del cancer
sigue sin estar del todo clara. No obstante, a través de estudios de polimorfismos
de PARP-1 se ha observado que el polimorfismo Val762Ala (rs1136410 T>C) da
lugar a una reduccién de un 30-40% de la actividad de la proteina, y se ha
asociado con un mayor riesgo de cancer gastrico, tiroides y ttero, por lo que

PARP-1 seria protectora frente al proceso de carcinogénesis (Li et al. 2020).

Curiosamente, a pesar del papel protector que sugieren los estudios en
animales y polimorfismos en humanos, las mutaciones en PARP-1 o la pérdida
de heterocigosidad raramente son descritas para este gen (Nosho et al. 2006). Por

el contrario, amplificaciones del brazo 1q donde se localiza PARP-1 son
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frecuentemente observadas en varios tipos de cancer humanos (Jacobs & Norton
2021)(Barwick et al. 2019)(Gongalves et al. 2011).

Asimismo, contrariamente a su posible papel protector, PARP-1 se encuentra
sobreexpresado en numerosos tipos de cancer humanos, en comparacion con el
tejido sano adyacente (Ossovskaya et al. 2010). Las mayores diferencias se han
descrito en cdncer de mama, ovario, linfomas y pulmoén, sin embargo, su
sobreexpresion también se observa en cancer de colon, prdstata o gastrico
(Ossovskaya et al. 2010)(Pazzaglia & Pioli 2019). A nivel de proteina, existen
menos estudios en los que se haya estudiado la expresion de PARP-1, pero al
igual que con el ARNm, los niveles de proteina de PARP-1 son mayores en el
tumor comparados con el tejido sano adyacente (Ossovskaya et al. 2010)(Bi, Li, &
Yang 2013). Ademas, en el caso concreto del cancer, PARP-1 también se ha
observado en el citoplasma (Zhai et al. 2015). Aparte del aumento del nivel de
expresion de PARP-1, en el tejido tumoral se observa igualmente un aumento de
su actividad en éste comparado con el tejido sano (Zaremba et al. 2009). La
correlacion entre la actividad de PARP-1 y su expresion, no estd clara,
encontrandose un estudio con paneles de células de distintos tumores que no
encuentran asociacion entre ambas, y otro con varias células de CCR en el que la
actividad y la expresion de PARP-1 estdn correlacionadas (Zaremba et al.
2009)(Tentori et al. 2006).

Las asociaciones de PARP-1 con distintas caracteristicas clinicopatoldgicas no
son consistentes y varian segun el estudio, incluso entre aquellos del mismo tipo
tumoral. Sin embargo, en términos de supervivencia, una elevada expresion de
PARP-1 se asocia generalmente con peores tasas de supervivencia segin un meta
analisis en varios tumores solidos. No obstante, algunos estudios incluidos
sefialan que una elevada expresion de PARP-1 se asocia con una mayor
supervivencia (Thakur et al. 2021). Ademas, es importante senhalar que los
estudios incluidos utilizan distintos valores para realizar el cut-off, usan distintos
periodos de seguimiento, cohortes de estudio concretas, y no hacen referencia a
estudios que no encuentran asociaciéon alguna con la supervivencia (Chang et al.
2010)(Thakur et al. 2021).

En un contexto tumoral, sigue sin conocerse si la sobreexpresion de PARP-1
es una causa o una consecuencia del proceso tumoral. Del mismo modo, aunque
parece que PARP-1 puede facilitar el proceso tumoral, debido a su papel en la

regulacion de procesos biologicos estrechamente relacionados con las
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caracteristicas del cancer, PARP-1 puede actuar como anti-tumoral en ciertos
contextos (Weaver & Yang 2013).

El hecho de que PARP-1 se encuentre sobreexpresada en el tejido tumoral, y
especialmente por su papel en la reparacion del ADN, ha impulsado el desarrollo
de inhibidores de PARP-1 (iPARP-1) con fines antitumorales. Los iPARP-1 son
moléculas pequenas, analogas del NAD* que compiten con éste por la union al
sitio catalitico de PARP-1. Debido a que el sitio de unidon al NAD* esta conservado
en la familia de las PARPs, estos iPARP-1 pueden también afectar a la actividad
de otras PARPs (Rose et al. 2020).

El efecto antitumoral ejercido por los iPARP-1 se debe fundamentalmente a
dos mecanismos. Los iPARP-1 inhibirian el proceso de PARilacion de PARP-1 lo
cual incrementaria la cantidad de dafio en el ADN causando inestabilidad
genética, y eventualmente muerte celular. Sin embargo, este mecanismo no
parece ser el principal (Rose et al. 2020). El mecanismo principal seria a través del
atrapamiento de PARP-1 en los sitios donde se ha producido el dafio en el ADN.
En presencia de un iPARP-1, PARP-1 es capaz de unirse al sitio donde se ha
producido el dafio en el ADN, pero no va a ser capaz de autoPARilarse, de
manera que no puede activarse, ni tampoco disociarse del ADN, favoreciendo
que se produzca el colapso de la horquilla de replicacién y se favorezca la
aparicion de doble rotura del ADN. En el contexto de deficiencias del sistema de
reparacion homologa, especialmente en mutaciones en BRCA, esto conduce a la
muerte celular, conocida como letalidad sintética (Rose et al. 2020) (Bastos,
Rebelo, & Silva 2024) (Figura 8).

La importancia del atrapamiento de PARP-1 para llevar a cabo los efectos
citotoxicos se ve apoyada por el hecho de que los distintos iPARP-1 son mas
potentes cuanta mayor capacidad de atrapamiento tienen, aunque esto también

afecta a sus efectos secundarios (Dias et al. 2021).
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Figura 8. Muerte por letalidad sintética producida por el uso de iPARP-1. Cuando se produce
dano en el ADN, PARP-1 se une al sitio donde se ha producido, se activa y se modifica asi misma
para reclutar la maquinaria de reparacion al ADN. Cuando se usan iPARP-1, PARP-1 es capaz de
unirse al sitio donde se ha producido la lesion, pero no es capaz ni de modificarse ni de reclutar
la maquinaria de reparaciéon al ADN lo que acaba provocando la doble rotura del ADN, que es
reparada por el sistema de recombinacion homoéloga mediada por BRCA1/2. Cuando se usan
iPARP-1 en el contexto de deficiencias en BRCA1/2 o del sistema de recombinacion homologa, el

dafio no se puede reparar y resulta en la muerte celular. Adaptada de (Bastos et al. 2024).

El olaparib fue el primer iPARP-1 aprobado por la FDA, en 2014, para el
tratamiento de cancer de ovario avanzado con deficiencias en BRCA.
Actualmente esta aprobado el uso de otros tres iPARP-1, rucaparib, niraparib y
talazorib, para el tratamiento del cancer de mama, ovario, prostata y pancreas
con mutaciones en BRCA o deficiencias en el mecanismo de recombinacion
homologa (Bastos et al. 2024). A pesar de la eficacia de los iPARP-1 en esos
tumores, a largo plazo ésta es limitada como consecuencia de la apariciéon de
resistencias al tratamiento. Se estima que entre un 40-70% de los pacientes
sometidos a estos tratamientos acaban desarrollando resistencias (Cheasley et al.
2022). Los mecanismos mas comunes a través de los cuales surge la resistencia al
tratamiento son la reversion de mutaciones en BRCA o la restauracion total o
parcial de la reparacién homologa del ADN, una disminucion de la expresion de
PARP-1 lo cual reduce su atrapamiento, el refuerzo de la estabilidad de la
horquilla de replicacion, y por un aumento de la expresion de transportadores de
sustancias genotdxicas como la Glucoproteina-P (Bhamidipati et al. 2023). A la
aparicion de resistencias al tratamiento hay que anadirle la aparicion de efectos

secundarios derivados de su consumo tales como vomitos, nauseas, diarrea,
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fatiga, anemia, neutropenia, leucopenia, y, aunque mas raros, un mayor riesgo
de infecciones, de enfermedad pulmonar intersticial y leucemias (Daly et al.
2024). Estos provocan la disminucion de la dosis de tratamiento e incluso su cese,

y contribuyen junto con la aparicion de resistencias al fracaso de los tratamientos
con iPARP-1.

A pesar de que el uso de iPARP-1 esta aprobado y tiene buenos resultados a
nivel clinico en pacientes de cancer de mama, ovario, prdstata y pancreas con
mutaciones en BRCA o deficiencias en la recombinacion homdloga; cuando se ha
intentado extender su uso a otros tumores solidos, como el CCR, los ensayos
clinicos han fracaso, incluso en tumores con deficiencias en sistemas de
reparacion del ADN (Leichman et al. 2016). El porqué de la falta de respuesta en
otros tumores sélidos sigue sin estar claro, aunque existen estudios en CCR o de
cancer de atero que sefalan que la eficacia de los iPARP-1 depende del estado de
p53, o del nivel de expresion y actividad de PARP-1 (Bianchi et al. 2019)(Smeby
et al. 2020).

Aunque el uso de iPARP-1 produzca un efecto beneficioso a corto plazo
produciendo la regresion tumoral, en un estudio de cancer de ovario se ha
demostrado que a largo plazo se produce un enriquecimiento de la poblacion de
CMCs independientemente del estado de BRCA (Bellio et al. 2019). Por otra
parte, el uso de los iPARP-1 también produce un aumento de la expresiéon de PD-

L1 lo cual favoreceria la inmunosupresion tumoral (Jiao et al. 2017).

A dia de hoy existen mas de 500 ensayos clinicos en los que se intenta extender
el uso de iPARP-1 a distintos tipos de tumores con distintas caracteristicas a
través de su combinacidon con radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia o
terapias dirigidas, al igual que con nuevos iPARP-1 para solventar las

limitaciones actuales de este tratamiento (Bhamidipati et al. 2023).

En condiciones fisiopatoldgicas como el cancer, PARP-1 parece también ser
importante para el control de los ritmos circadianos. En cancer de mama se ha
descrito que PARP-1 forma complejos con las proteinas PRMT6 y CRL4B, que
afectan al ritmo circadiano a través de la represion de PER3 al bloquear su
promotor (Yang et al. 2023). En cdncer de mama se ha descrito también que
PARP-1 es capaz de PARilar a otras proteinas del reloj circadiano, concretamente
a REV-ERBq, reclutandolo a los sitios donde se ha producido dafo en el ADN,
donde acttia bloqueando la formaciéon de complejos necesarios para que se
produzca la reparacién del ADN (Ka et al. 2017). Otra proteina del reloj con la

que interacciona PARP-1 es TIMELESS, que, aunque en otras especies es
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importante para el mantenimiento de los ritmos circadianos, en humanos su
papel circadiano estd mas discutido. En distintas lineas celulares de céancer,
PARP-1 interacciona con TIMELESS independientemente de su actividad
enzimatica y la recluta a los sitios donde se ha producido dafio para iniciar la

reparacion por recombinacion homdloga (Xie et al. 2015).

c. PARP-1y p53

La funcion de PARP-1 en un contexto tumoral es compleja y dindmica debido
a que existe una continua interaccion entre ésta y el microambiente tumoral. En
este sentido una de las proteinas con las que PARP-1 interacciona es p53, estando

la funcion de ambas proteinas relacionadas a distintos niveles.

Las cadenas de PAR interaccionan de manera no covalente con el extremo
carboxilo terminal de p53 lo cual media su interaccion con PARP-1 auto-
PARilada, lo que permite la posterior PARilacion de p53 (Figura 8). La
PARilacion de p53 es importante en la regulacion de su actividad transcripcional,

su localizacién o la interaccidn con otras proteinas (Fischbach et al. 2018).

D

Figura 9. Mecanismo por el cual PARP-1 modifica a p53. Cuando PARP-1 se activa, ésta se

modifica a si misma PARilandose. A través del dominio carboxilo terminal (CTD), p53 se une de
forma no covalente a las cadenas de PAR, de forma que queda préoxima al centro catalitico de
PARP-1. PARP-1 PARIila a p53 modificando sus funciones celulares. Adaptada de (Fischbach et
al. 2018). ADPr: ADP ribosa.

Como consecuencia de la PARilacion de p53 se promueve su localizaciéon
nuclear al impedir interaccion con la exportina Crm1 (Kanai et al. 2007). Ademas
de su efecto sobre la compartimentacion de p53, PARP-1 también parece ser
necesario para su estabilizacion y su acumulacién en respuesta a estrés, al

proteger las cadenas de PAR los sitios proteoliticos de p53 (Won et al. 2006).

Aunque existen trabajos que sefialan que la PARilacion de p53 reduce su
capacidad de unién al ADN (Kriiger et al. 2019), pudiendo llegar a afectar a la
transcripcion de genes diana relacionados con apoptosis (Simbulan-Rosenthal et
al. 2001), otros sefialan que es necesaria para la transactivacién de los genes
dependientes de p53 (Wieler et al. 2003)(Fischbach et al. 2018), o incluso que no
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afecta a su actividad (Kanai et al. 2007). Estas inconsistencias pueden deberse a
diferencias celulares o del tipo de estrés inducido para su estudio. Sin embargo,
estos tres hechos podrian ocurrir de manera concomitante, ya que la PARilacion
de p53 provoca una disminucion de la unidén no especifica de p53 al ADN,
favoreciendo su union a aquellas zonas que contienen motivos consenso de p53.
Ademads, para poder llevar a cabo la transcripcion de sus genes diana, p53 tiene
que disociarse finalmente del ADN para comenzar la transcripcion, y este
proceso podria estar mediado por la repulsion de cargas negativas aportadas por
las cadenas de PAR, regulando de forma dindmica la uniéon al ADN vy

transcripcion de genes diana de manera espacio-temporal (Fischbach et al. 2018).

PARP-1 también es capaz de interaccionar con p53 cuando éste estda mutado,
siempre que la mutacion no afecte a la region carboxilo terminal (Wesierska-
Gadek & Schmid 2001)(Fischbach et al. 2018). Cuando los niveles de mtp53 son
elevados, éste secuestra a PARP-1 promoviendo su localizacion citoplasmatica,
mientras que cuando estd en su forma salvaje promueve la localizaciéon nuclear
(Wesierska-Gadek & Schmid 2001). Sin embargo, esto contrasta con otro estudio
que senala que la deplecion de mtp53 provoca la localizacidn citoplasmatica de
PARP-1, mientras que una elevada expresion de mtp53 se asocia con un mayor
nivel de proteinas PARiladas en el ntcleo ademas de la localizacion nuclear de
PARP-1. No obstante, estos resultados se observan con la mutacion R273H, y
cuando se intentan extender a otras mutaciones no se observan los mismos
resultados en la regulacion citoplasmatica de PARP-1, sugiriendo que diferentes

mutaciones pueden desembocar en distintos efectos (Polotskaia et al. 2015).

La interacciéon entre PARP-1 y p53 es bidireccional. PARP-1 regula la
actividad de p53 como se ha descrito anteriormente, pero p53 también modula
positivamente la actividad de PARP-1. El mecanismo de esta regulacion sigue sin
ser del todo conocido, pero podria estar mediado por SIRT-1. Cuando p53 esta
ausente, los niveles de SIRT-1 aumentan, y éste regula negativamente a PARP-1
acetilandolo (Montero et al. 2013).

d. PARP-1 y células madre cancerigenas

La expresion de PARP-1 no es homogénea en las células que componen el
tumor, si no que ésta parece ser mayor en células con caracteristicas de CMCs, en
varios tumores humanos incluyendo colon (Jarrar et al. 2019), mama (Gilabert et
al. 2014), o glioblastoma (Venere et al. 2013). Esta mayor expresién de PARP-1 en

las CMCs podria estar relacionada con una posible funcion relacionada con el
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mantenimiento de las CMCs o como consecuencia de la mayor capacidad de

respuesta en el ADN que presentan estas células (Rizvi, Merlin, & Shah 2021).

La sobreexpresion de PARP-1 en el tejido tumoral con respecto al tejido sano
impulsoé el desarrollo de los iPARP-1 para el tratamiento del cancer. El hecho de
que la expresion de PARP-1 sea mayor en las CMCs, sugiere que estas células
pueden tener una mayor dependencia de la actividad de PARP-1, y por tanto ser
mas sensibles al tratamiento con iPARP-1. En glioblastoma, las CMCs son mas
sensibles que las no-CMC:s al tratamiento con iPARP-1 (Venere et al. 2013), pero
en el caso de cancer de mama éstas son resistentes al tratamiento con olaparib
(Gilabert et al. 2014). Ademas el tratamiento con olaparib sensibiliza a las CMCs
de CCR al tratamiento con 5-FU (Jarrar et al. 2019), o a las de glioblastoma a la
radioterapia (Jarrar et al. 2019)(Rizvi et al. 2021). Sin embargo, en el caso de CMCs
hepaticas, el tratamiento con iPARP-1 aumenta la sensibilidad al tratamiento con
irinotecan pero aumenta la resistencia a los tratamientos con cisplatino y

doxorubicina (Jarrar et al. 2019).

El uso de iPARP-1 también tendria un efecto directo sobre el fenotipo de las
CMCs. En estudios de CMCs de glioblastoma derivadas de paciente, el uso de
iPARP-1 reduce su capacidad de formacion de esferas, su auto-renovacién y su
expansion in vivo. Resultados similares en glioblastoma se han obtenido al inhibir
PARP-1 de forma genética, observandose una reduccién en la capacidad de
formacion de esferas (Long et al. 2018). La inhibicion de PARP-1 también
compromete las caracteristicas de células madre en células sanas progenitoras
neuronales (Okuda et al. 2017).

A pesar de los resultados positivos de los iPARP-1 en la regulacion del
fenotipo de CMCs hacia otros menos agresivos en glioblastoma, en ovario, el uso
de iPARP-1 aunque reduce el crecimiento tumoral, hace que las células restantes

se encuentren enriquecidas en caracteristicas de CMCs (Bellio et al. 2019).

Estos resultados muestran un efecto de los iPARP-1 dependiente del tipo
celular, o que el efecto de PARP-1, y de los iPARP-1, sobre las CMCs es mucho
mas complejo, y que se requieren estudios adicionales para poder aplicarlo a

nivel clinico.

e. PARP-1 y cancer colorrectal

A diferencia de otros tumores solidos, el papel de PARP-1 en el CCR apenas
se ha estudiado. Modelos murinos PARP-1 -/- sometidos a azoximetano, un
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agente inductor del carcinoma de colon, mostraron un mayor numero de
tumores, ademds de mayor tamano, en comparacion con los ratones PARP-1+*.
En ambos casos, el proceso de tumorogénesis estd mediado por la acumulacion
de B-Catenina, sugiriendo que PARP-1 no afecta al mecanismo de carcinogénesis,

pero protege frente al desarrollo del CCR (Nozaki et al. 2003).

Pese al posible papel protector, en humanos PARP-1 se encuentra
sobreexpresada en el tejido tumoral con respecto al tejido sano adyacente (Nosho
et al. 2006). En CCR, PARP-1 parece estar correlacionado con la expresion de (3-
Catenina, a la cual regula a través de la interaccion con TCF-4 que facilita su
expresion (Nosho et al. 2006)(Idogawa et al. 2005). De hecho, en el estudio llevado
a cabo por Idogawa y col. se comprobo que la expresion de PARP-1 se asocia con
niveles elevados de P-Catenina y células intestinales indiferenciadas, y su
silenciamiento reduce la proliferacion en lineas celulares de CCR (Idogawa et al.
2005). Otro estudio en humanos senala que los niveles de ARNm de PARP-1 en
tumores son mas elevados que en el tejido sano, y en éstos ultimos mayores que
en adenomas. Sin embargo, a nivel proteico, los niveles de PARP-1 siguen siendo
mayores en los tumores, pero en el caso de adenomas son mayores que en el
tejido sano y similares al de los tumores (Dziaman et al. 2014). Estos resultados
son similares a los obtenidos por Dorsam y col., en los que se observa que los
niveles de PARP-1 son mayores en carcinomas seguidos por adenomas y tejido
sano, siendo los niveles mas altos encontrados en tumores moderadamente
diferenciados. Los niveles de PAR también son mayores en carcinomas y
adenomas, pero estos tienden a reducirse en tumores mas indiferenciados
(Dorsam et al. 2018). Estos mismos autores a través de un modelo murino tratado
con azoximetano/DSS observaron que los animales PARP-1 -/- desarrollaban
menos tumores que los PARP-1**, y, ademads, éstos eran de mayor tamafo
(Dorsam et al. 2018). Esos resultados contrastan con los obtenidos por Nozaki y
col. previamente (Nozaki et al. 2003). En el trabajo de Dorsam y col. ademas
observan que la falta de PARP-1 atenuia la respuesta inflamatoria resultando en
un menor numero de células inmunitarias. Cuando se repite en el contexto de
deficiencias a la hora de reparar los danos producidos por el azoximetano
observaron que realmente PARP-1 protege frente al proceso de tumorogénesis,
sin embargo, una vez iniciado facilita la progresion a través de la promocion de
la respuesta inflamatoria y la estimulacion del eje IL-6-STAT3-ciclina D1 (Dorsam
et al. 2018).
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Al igual que en otros tumores sdlidos, el hecho de que PARP-1 esté
sobreexpresado en el tejido tumoral y su posible vinculacién con la progresion
del CCR ha provocado que se intenten usar iPARP-1 para su tratamiento. A pesar
de los resultados positivos obtenidos in vitro, especialmente en lineas tumorales
con inestabilidad de microsatélites, los ensayos clinicos en fase II no han dado
resultados positivos para su uso en CCR (Vilar et al. 2011)(Leichman et al. 2016).
Actualmente el mayor interés de los iPARP-1 en el CCR se centra en su uso
combinado con radioterapia o con agentes quimioterapéuticos, y por su posible
papel a la hora de sensibilizar a las CMCs a los diferentes tratamientos (Qin et al.
2022)(Jarrar et al. 2019)(Augustine et al. 2019).

70



JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS






Justificacion, Hipdtesis y Objetivos

1.  JUSTIFICACION E HIPOTESIS

El CCR es el tercer tipo de cancer en numero de casos y el segundo en
términos de mortalidad a nivel mundial (Bray et al. 2024). Aunque en los ultimos
afnos se han producido avances en materia de diagnodstico y tratamientos, éstos
realmente no se han traducido en mejoras clinicas sustanciales, especialmente en
estadios avanzados cuando es mds comun que se detecte este cancer (Rawla et al.
2019). A esto hay que sumarle el hecho de que se estima que en los proximos 25
anos la incidencia y mortalidad del CCR seguird aumentando, especialmente en
la poblacion joven menor de 50 afios en la que este tipo de cancer era poco
frecuente, suponiendo un problema sanitario, social y econémico importante

(Loomans-Kropp & Umar 2019).

Esto muestra la necesidad de la busqueda de marcadores bioldgicos con los
que mejorar la deteccidon y pronostico del cancer, asi como la predicciéon de la
posible respuesta a tratamientos disponibles en el mercado o farmacos en
ensayos clinicos con el fin de desarrollar una medicina personalizada con mayor

probabilidad de éxito para el paciente.

PARP-1 es una poli-(ADP-Ribosa) polimerasa dependiente de NAD, que
cataliza la sintesis y transferencia de cadenas de ADP-ribosa a diferentes
substratos a través de un proceso denominado poli(ADP-ribosil)aciéon o
PARilaciéon (Rodriguez et al. 2015). Originalmente, PARP-1 se ha asociado a los
procesos de reparacion del ADN, ya que, en respuesta a la ruptura de ADN, la
actividad de PARP-1 se ve incrementada, iniciando y facilitando los distintos
procesos de reparacion de éste mediante la modificacion y reclutamiento de
distintos complejos proteicos, que en ultima instancia son los responsables de
reparar el ADN (Marti et al. 2020)(Demény & Virag 2021). En los ultimos afos,
ademas del papel en la reparacion del ADN, PARP-1 se ha asociado con distintos
procesos biologicos tales como la regulacion del metabolismo, transcripcion,
inmunidad o diferenciacidon celular entre muchos otros, aunque su implicacion
exacta en ellos sin ser completamente entendida (Demény & Virag 2021). Esto
refleja que PARP-1 esta involucrado en numerosos procesos celulares destinados
a mantener la homeostasis celular y tisular, especialmente en condiciones de
estrés, aumentado su actividad bajo dichas condiciones, pudiendo llegar a
producir incluso una respuesta exacerbada que contribuya a la pérdida de la
homeostasis como consecuencia de la sobreactivacion de ciertas rutas biologicas

(Gupte et al. 2017). Esto podria ser particularmente importante en situaciones
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fisiopatologicas en las cuales, PARP-1 podria agravar la sintomatologia o

progresion de la enfermedad.

El papel multifacético de PARP-1 a la hora de mantener la homeostasis
celular, regulando procesos que se encuentran alterados en el cancer hace que su
estudio sea relevante para entender el proceso de carcinogénesis. Distintos
modelos murinos revelan que la ausencia de PARP-1 predispone a una mayor
inestabilidad genomica y una mayor aparicion espontinea de tumores,
especialmente cuando hay exposicion a agentes genotoxicos u otras alteraciones
relacionadas con la reparacion del ADN, sugiriendo un papel como posible
supresor tumoral (Pazzaglia & Pioli 2019)(Masutani et al. 2006). Estudios de
polimorfismos en humanos muestran que aquellas variaciones que reducen la
actividad de la proteina se asocia con un mayor riesgo de desarrollar cancer, lo
que apoyaria su papel protector frente al proceso de carcinogénesis (Li et al.
2020). Sin embargo, el estudio de la expresion de PARP-1 en distintos tumores
revela que ésta se encuentra sobreexpresada frente al tejido sano, sugiriendo un
papel como protooncogen (Ossovskaya et al. 2010). Por otra parte, la asociacion
de PARP-1 con distintas caracteristicas clinico-patoldgicas no son consistentes y
varia entre los distintos estudios, incluso entre aquellos del mismo tipo tumoral,
(Thakur et al. 2021). PARP-1 podria tener un papel dual, facilitando el proceso
tumoral o actuando como anti-tumoral segtin el contexto celular (Weaver & Yang
2013). De hecho, PARP-1 interacciona con distintas proteinas importantes en el
ambiente tumoral, como p53, que regulan mutuamente su actividad, y, por tanto,
a sus funciones (Fischbach et al. 2018)(Krtiiger et al. 2019)(Montero et al. 2013).

Los ritmos circadianos son procesos bioldgicos con una duracién aproximada
de 24 horas que regulan diferentes procesos fisiolégicos como la division celular,
ciclos suefio-vigilia, la respuesta inmune o el metabolismo, entre otros (Ayyar &
Sukumaran 2021). Estas oscilaciones ritmicas, dependen a nivel molecular de
ciclos de retroalimentacion de transcripcion-traduccion de los llamados genes del
reloj circadiano, BMAL1, CLOCK, PER1-3, CRY1-2, REV-ERBa-f y RORa, que
regulan su propia expresion y la de los llamados genes controlados por el reloj,
que en ultima instancia son los responsables de las caracteristicas fisiologicas de
cada tejido (Patke et al. 2019). Ademas de los bucles de retroalimentacion de
transcripcion-traduccion, los ritmos circadianos se encuentran regulados a través
de la modificacion postranscripcional de los distintos componentes del reloj
(Okamoto-Uchida et al. 2019).
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La alteracion del ritmo circadiano se ha relacionado con el inicio y la
progresion tumoral (Ye et al. 2018). Sin embargo, la pérdida del correcto
funcionamiento del reloj circadiano en el proceso tumoral sigue sin ser
comprendida, ya que, aunque los genes del reloj circadiano se relacionan con
algunas de las caracteristicas distintivas del cancer, éstos forman parte de redes
complejas de mecanismos de regulacion que dificultan su estudio en un contexto
tumoral donde ya de por si se encuentran alteradas (Battaglin et al. 2021).
Ademads, la pérdida del reloj funcional podria no ser homogéneo siquiera en toda
la masa tumoral, que a su vez es heterogénea, describiéndose en algunos tipos de
tumores que en las CMCs existen ritmos circadianos robustos, siendo incluso
necesarios para el mantenimiento de este subtipo celular (De et al. 2020)(Puram
et al. 2016)(Dong et al. 2019).

La actividad de PARP-1 presenta un comportamiento circadiano en
condiciones fisiologicas normales, y ésta tiene un impacto directo sobre la
regulacion del ritmo mediante la PARilacién de CLOCK, afectando a su
capacidad de union al ADN, y a la posterior expresion de PER y CRY, y
probablemente a la de otros genes controlados por el reloj (Asher et al. 2010). Sin

embargo, este fendmeno apenas se ha estudiado en condiciones fisiopatoldgicas.

El papel de PARP-1 en el CCR ha sido escasamente estudiado, encontrando
solamente unos pocos estudios sobre éste (Nozaki et al. 2003)(Nosho et al.
2006)(Dziaman et al. 2014)(Dorsam et al. 2018). Al igual que en otros tumores, en
el CCR, la expresion de PARP-1 se encuentra elevada frente al tejido sano
adyacente, y aunque parece que la expresion de PARP-1 protege frente a las
primeras etapas del proceso de carcinogénesis, su expresion favoreceria la
progresion tumoral una vez iniciada (Dorsam et al. 2018). Sin embargo, entre
estudios se encuentran resultados discordantes en cuanto al papel de PARP-1 en
el CCR (Dorsam et al. 2018)(Nosho et al. 2006).

El hecho de que PARP-1 se encuentre sobreexpresado en el tejido tumoral ha
provocado el desarrollo de iPARP-1 para el tratamiento del cancer, y aunque
éstos han tenido resultados positivos en cancer de mama y ovario con mutaciones
en BRCA1/2, cuando se ha intentado extender su uso al CCR, no se han obtenido
resultados positivos en ensayos clinicos de fase II, independientemente del
estado de los sistemas de reparacion del ADN (Leichman et al. 2016). Esto revela
que el papel de PARP-1 continda sin estar claramente definido en el CCR, asi
como los mecanismos a través de los cuales puede actuar o los motivos por los

cuales los iPARP-1 parecen no funcionar en el CCR.
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De acuerdo con todo lo anterior, nuestro trabajo parte de la premisa que
PARP-1 ejerceria un efecto dual en el desarrollo y progresion del CCR segun el
contexto tumoral, concretamente, segtiin el estado de p53 a través de la regulacion
diferencial de las CMCs. Ademas, dicha regulacion seria producida por una
modulaciéon distinta de los ritmos circadianos segun p53. Este efecto dual
explicaria la controversia en cuanto al papel de PARP-1 encontrada entre
estudios, y la falta de respuesta a iPARP-1 en ensayos clinicos al no tenerse en

cuenta el estado de p53.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal planteado para este trabajo es describir el posible papel
de PARP-1 en el desarrollo y progresion del CCR, asi como determinar el
mecanismo a través del cual actuaria, y los potenciales factores que expliquen la

controversia entre estudios y la falta de respuesta a los iPARP-1.

Los objetivos especificos planteados para el desarrollo del objetivo general

son:

1. Evaluar la expresion de PARP-1 en biopsias de pacientes con CCR, y su
correlacion con las caracteristicas clinico-patolodgicas (estadio, grado de

diferenciacion, estado de p53, marcadores de CMCs o supervivencia).

2. Determinar mediante la sobreexpresion de PARP-1 el efecto de ésta sobre
la poblacién de CMCs.

3. Estudiar la relacion de PARP-1 con los genes del reloj circadiano y

marcadores de CMCs en biopsias de pacientes con CCR.

4. Determinar si la sobreexpresiéon de PARP-1 afecta a los procesos de
crecimiento tumoral, la poblacion de CMCs o la capacidad invasiva a
través de la regulacion circadiana, asi como el efecto del olaparib sobre

éstos.

5. Analizar el perfil de PARP-1 en lineas celulares derivadas de pacientes con

CCR (tumor primario, metastasis y CTCs).

6. Evaluar el efecto in vitro del tratamiento simple y combinado de
oxaliplatino y olaparib en lineas metastdsicas y CICs derivadas de

pacientes.
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1.  ESTUDIO EN MUESTRAS DE COHORTE DE PACIENTES

La cohorte de pacientes utilizada en este estudio forma parte de un estudio
prospectivo mayor cuyo objetivo es el estudio de las vias que regulan la biologia
de las células madre cancerigenas en el cancer colorrectal (PI-067-2013:
Regulacion circadiana de los marcadores de células madre cancerosas en el

cancer colorrectal).

El dictamen favorable para el desarrollo del estudio en pacientes fue
aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico Universitario San Cecilio
de Granada. Las muestras fueron proporcionadas por la Red de Bancos de
Tumores de Andalucia de pacientes de Granada, Cadiz y Almeria. Las muestras
utilizadas en el estudio provenian de pacientes con tumor esporadico de CCR

que habian sido sometidos a cirugia para su extraccion.

Los pacientes incluidos en el estudio debian ser personas mayores de 18 anos,
sin antecedentes de cancer, y que no hubiesen sido tratados previamente con
terapia neoadyuvante. Se excluyeron del estudio a pacientes mayores de 85 afios
y aquellos con sospecha de cancer hereditario. Todos los pacientes incluidos
firmaron un consentimiento informado para el uso y almacenamiento de

muestras post-cirugia, y su posterior uso en investigacion biomédica (Anexo 1).

Teniendo en cuenta estos criterios, en el estudio se incluyeron a 201 pacientes
con una edad media de 71 + 12 afios, cuyas caracteristicas clinico-patoldgicas
fueron proporcionadas por la Red de Biobancos de Andalucia. Estas incluyen
edad, sexo, sitio del tumor, diferenciacion celular, estadio clinico TNM vy
metastasis en nodulos linfaticos, y se incluyen en la tabla 2. Se hizo un

seguimiento de la cohorte de estudio de 120 meses.

De cada paciente se obtuvieron muestras del tejido tumoral y del tejido no
tumoral adyacente. Las muestras una vez extraidas se congelaron
inmediatamente en Tissue-Tek O.C.T (Sakura Finetek Europe B.V, Zoeterwoude,

Paises Bajos).
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Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes de la cohorte de estudio.

Caracteristicas Numero (%)
<72 99 (49.3)
Edad
>72 102 (50.7)
Masculino 125 (62.2)
Genero .
Femenino 76 (37.8)
., Colon 189 (94.0)
Localizacion

Recto 12 (6.0)

Bien 42 (20.9)
Grado de diferenciacion Moderado 136 (67.7)
Pobre 23 (11.4)

Estadio I 22 (10.9)

. Estadio II 77 (38.3)

Estadio TNM

Estadio III 83 (41.3)

Estadio IV 19 (9.5)

N° No6dulos linfaticos <12 71 (35.3)
extraidos >12 130 (64.7)
Metastasis en nodulos Ausente 107 (53.2)
linfaticos Presente 94 (46.8)

2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

El ADN gendmico de las distintas muestras se obtuvo utilizando el kit
comercial QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el fabricante. La cantidad de ADN gendmico
se cuantifico utilizando un NanoDrop ND-1000 (Implen GmbH, Mdunich,
Alemania), y su integridad fue evaluada mediante electroforesis en gel de

agarosa.

3.  ANALISIS DEL ESTADO DE TP53

El estado de TP53 se analizé mediante secuenciacion del tipo Sanger. Para ello
se realizd una PCR con el kit GoTag DNA Polymerase (Promega, Madison, EE. UU)
y cebadores especificos para los exones del 2 al 10 (Tabla 3). Las condiciones de
PCR fueron 45 ciclos con el siguiente programa: 95°C durante 30 segundos, 64°C
durante 30 segundos y 30 segundos a 72°C. Posteriormente, parte del producto

de PCR se corri6 en un gel de agarosa para comprobar su correcta amplificacion
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y pureza. El resto del producto de PCR fue purificado utilizando el kit comercial
Wizard SV gel and PCR clean-up system (Promega, Madison, EE. UU). Tras esto se
realizd la secuenciacion mediante el procedimiento de secuenciacion ciclica con
BigDyeTerminator V3.1 (Thermo Fisher, Waltham, EEUU) y electroforesis
multicapilar automatica 3130XL GeneticAnalyzer (Applied Biosystems, Foster
City, EE. UU). Los datos se analizaron mediante el programa Geneious Prime
(Dotmatics, Boston, EE.UU) y la herramienta online GLASS
(https://station3.arrest.tools/glass/).

Tabla 3. Cebadores usados para el analisis del estado de TP53.

Exones Sentido Antisentido
2-4 agctgtctcagacactggcatggtgttgg cactgacaggaagccaaagggtgaagagg
5-6 gttgctttatctgttcacttgtgecectgac tagggaggtcaatatagcagcaggagaaag
7-9 cagcctgggcgacagagegagattccatc aaccaggagccattgtctttgaggcatcac
10 tacttgaagtgcagtttctactaaatgcat aggaagactaaaaaaatgtctgtgcagggc

4. EXTRACCION DE ARN

El ARN total de las distintas muestras se extrajo utilizando el kit comercial
Qiagen RNeasy Protect Mini (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las
instrucciones proporcionadas por la casa comercial. La cantidad de ARN total se
cuantifico utilizando un NanoDrop ND-1000 (Implen GmbH, Munich, Alemania),

y su integridad fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa.

5. SINTESIS DE ADNCc

Una vez cuantificado el ARN extraido, 500 ng se utilizaron para la sintesis de
ADNCc. Para ello se utilizé el kit comercial gScript cDNA Synthesis (Quanta,

Houston, EE. UU) siguiendo el protocolo proporcionado por la casa comercial.

6. Q-PCREN TIEMPO REAL

El andlisis cuantitativo de la expresion de ARNm se realizo utilizando el kit
comercial SSO Advanced Universal Syber Green SuperMix (BioRad, Hercules, EE.
UU) en un lector Quant Studi 7 Flex (Thermo Fisher, Waltham, EE. UU) y los
cebadores correspondientes para cada uno de los genes de interés (Tabla 4). Para
cada gen se elabord una curva estandar representado los valores de Cr frente al
logaritmo de la dilucion de ADNc. También se comprobd que no hubiese

productos inespecificos o dimeros de cebadores en los productos de la PCR
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mediante el andlisis del perfil de temperatura de disociacion y electroforesis en

gel de agarosa. Los niveles de expresion de ARNm se normalizaron utilizando

los genes UBC o TBP.

Tabla 4. Cebadores usados para el analisis de expresion de distintos genes.

Gen Sentido Antisentido
PARP-1 agggcaagcacagtgtcaaa tacccatcagcaacttageg
CD44 gctttcaatagcaccttgeccacaatgg aaagaggtcctgtcctgtecaaatcettee
CD133 tccacagaaatttacctacattgg cagcagagagcagatgacca
PER1 ttgatgtgatggcctgtgtggactgteges gtgcagtttcctgetgtaggtaaggetge
PER2 ttcttecgttggaaccacccagacatctge ccctggteccttttaagectcatagtcttgg
PER3 ggggactgcaaaagagaaaacgtccaggeg aaaaggtcgattttcctaatcattatcaggacgce
CRY1 gtgcgtaatccaaattggtattgtage acatgatacttccacaagtttgggtc
CLOCK ctatgaggtatgatgtgctgctgggaatgg aaaatcaaggcactatggggttttttccectg
BMAL1 gcaaatggtcatttcagatgtatgg ggattcttacaaggaagaataaacgg
REV-ERBp acttgaagctattctggaactaacat catgtcctcatcaattacagtttgtag
TBP ttgtectttttgecatttgetgggctectce gtcatcagtggagacggtttccatttaacc
UBC tgggatgcaaatcttcgtgaagaccctgac accaagtgcagagtggactctttctggatg

7.  LINEAS CELULARES Y CULTIVO

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se han utilizado tres lineas
celulares estables comerciales de carcinoma colorrectal humano con diferente
estado del gen p53: HCT-116 (p53 salvaje), HCT-116 p537 (p53 knock-out), y HT-
29 (p53 mutado R273H) procedentes del repositorio de Horizon Discovery
(Cambridge, Reino Unido). También se utilizaron lineas celulares de tumor
primario, metastasis y CTCs derivadas de pacientes con CCR procedentes del
CHU-Carémeau de Nimes (Francia, ClinicalTrial.gov IdentifierfNCT01577511)
(Tabla 5), cuyas caracteristicas clinico-patologicas se encuentran recogidas en el
Anexo 2. Todas las células se cultivaron en condiciones estandar de temperatura
(37°C) y CO2 (5%) en una atmosfera relativa de humedad. Para las lineas
comerciales de carcinoma colorrectal humano se utilizo medio de cultivo RPMI
1640 (Gibco, Carsbad, EE. UU) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS), 1% de penicilina-estreptomicina-anfotericina B y 2 mM de L-glutamina
(Gibco, Carsbad, EE. UU). Las lineas de tumor primario y metastasicas derivadas
de paciente se cultivaron en 3D en medio DMEM (Gibco, Carsbad, EE. UU)
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suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de penicilina-
estreptomicina y 2 mM de L-glutamina (Gibco, Carsbad, EE. UU). Las lineas de
CTCs derivadas de paciente se cultivaron en medio Advanced DMEM F12 (1-1)
(Gibco, Carsbad, EE. UU) suplementado con EGF (20 ng/ml), FGF (10 ng/ml), N2,
1% penicilina-dihidroestreptomicina y 2 mM de L-glutamina (Gibco, Carsbad,
EE. UU), en 3D.

Tabla 5. Lineas celulares derivadas de pacientes usadas y el tumor de origen. CTC: célula
tumoral circulante.

Origen Lineas celulares
Primario CRC1, CPP6, CPP14, CPP24, CPP25, CPP35, CPP42, CPP43, CPP44
Metastasico CPP19, CPP30, CPP36, CPP45
CTC CTC31, CTC41, CTC44, CTC45

Los cultivos en 3D se realizaron en placas o flask pretratados con polyHeme
(Sigma Aldrich Co, Burlington, EE. UU) durante la noche a 50-60°C.

La sincronizacion de los cultivos en aquellos ensayos que involucraron ritmo
circadiano se realizd afadiendo al medio forskolina (Sigma Aldrich Co,
Burlington, EE. UU) 10 uM durante una hora, tras lo cual el medio fue cambiado

por medio fresco, antes de comenzar el experimento.

Los tratamientos con olaparib se llevaron a cabo utilizando farmacos
obtenidos de Selleckchem (Houston, EE. UU), mientras que oxaliplatino se
obtuvo de Sigma Aldrich Co (Burlington, EE. UU).

Las células se contaron de manera manual en cdmara de Neubauer utilizando
una tincion con azul tripan para discriminar las células no viables (Sigma Aldrich
Co, Burlington, EE. UU).

8. TRANSFECCION

Se realizaron dos tipos de protocolos de transfeccion dependiendo si ésta era
transitoria o estable.
a. Transfeccion transitoria

Las lineas HCT-116 y HCT-116 p537 se transfectaron con el plasmido de
sobrexpresion de PARP-1 (NM_001618) y su respectivo vector vacio (Origene
Technologies, Rockville, EE. UU).
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Para ello se sembraron 50.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos y se
incubaron durante 24 horas para permitir su adhesion. Al dia siguiente se realiz6
la transfeccion. Para ello, se prepard una mezcla de lipofectamina 3000 (Thermo
Fisher, Waltham, EEUU) y del plasmido correspondiente en una relacion
lipofectamina/plasmido de 2.5 en medio Opti-MEM I (1X) + GlutaMAX-I (Gibco,
Carsbad, EE. UU) sin suero ni antibioticos. Esta mezcla se afiadi6 a los pocillos
con células a los que previamente se les habia eliminado el medio de cultivo y
lavado con Opti-MEM I (1X) + GlutaMAX-I. A las 6 horas se anadié medio fresco
RPMI 1640 y se mantuvo hasta el dia siguiente. El dia siguiente se sustituyo el
medio con la mezcla de transfeccion por medio fresco y se dejo las células crecer

durante 72 0 96 horas adicionales antes de realizar los distintos experimentos.

b. Transfeccion estable

La transfeccion estable con el plasmido de sobreexpresion de PARP-1 se
realizo con las lineas HCT-116 y HT-29.

El protocolo utilizado es el mismo que para la transfeccion transitoria con
unas pequenas modificaciones. En este caso se sembraron 150.000 células/pocillo
en placas de 6 pocillos, y a las 24 horas post-transfeccion se eliminé el medio con
la mezcla de transfeccidn y se sustituyd por medio fresco RPMI 1640 con una
concentracion elevada de G418, un andlogo de la neomicina. El pldsmido de
sobreexpresion de PARP-1 contiene ademads resistencia a la neomicina, de forma
que solo aquellas células que lo integren son capaces de crecer en medio con
presencia de este antibidtico. Cada 48 horas se cambid el medio por medio fresco
con G418 hasta que la seleccion se completo, quedando solo aquellas que habian
incorporado el pldsmido de sobreexpresion. En dicho momento se empezd a
disminuir progresivamente la concentracion de antibidtico hasta llegar a la
concentracion de mantenimiento de 0.4 mg/mL, y se seleccionaron aquellas
células que habian crecido formando colonias individuales con el fin de obtener
clones monoclonales. La sobrexpresion de PARP-1 se determind por Western Blot

para comprobar si los clones sobreexpresaban la proteina de interés.

9.  OBTENCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Con el fin de extraer las proteinas, se tripsinizaron las células y se
centrifugaron a 400 rcf durante 10 minutos, tras los cuales se elimind el
sobrenadante y se congel? el pellet de células al menos 1 hora a -20°C. Tras esto,

el pellet de células se incubd durante 30 minutos sobre hielo en tampdn de lisis
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RIPA suplementado con inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas
(Santa Cruz Biotecnology, Dallas, EE. UU). Posteriormente se centrifugd a
maxima velocidad durante 10 minutos a 4°C, y se recogio el sobrenadante en el

que se encontraban disueltas las proteinas.

Con el objetivo de utilizar la misma cantidad de proteina posteriormente en
el Western Blot, se llevo a cabo la cuantificacion de la concentracion de proteina a
través del método de Bradford. Para ello se hicieron diluciones de la proteina y
se les anadi6 Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercoles, EE. UU) diluido 1/5, y tras
una incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz se
midid su absorbancia a 595 nm en un lector Triad Moltimode (Dynex Technologies,
Chantilly, EE. UU). Previamente se hizo una curva patron a partir de cantidades
conocidas de BSA, lo cual permitié determinar la cantidad de proteina a partir de

la ecuacién de la recta de la curva patron de BSA.

10. Western Blot

Una vez aislada y cuantificada la concentracion de proteina se utilizaron 35
ug de proteina de cada muestra para cargar un gel de electroforesis SDS-PAGE
de diferente porcentaje (entre 7.5-15%) segun el tamano de la proteina de interés.
Las proteinas se corrieron en los geles aplicando una corriente eléctrica inicial de
90V, y posteriormente al alcanzar la parte reveladora del gel a 120V. Como
marcador de peso molecular se utilizaron 3 uL de Precision Plus Protein Dual Color
Standards (BioRad, Hercules, EE. UU).

Una vez separadas las proteinas en funcidon de su peso molecular se realizd
una transferencia se transfiri6 a una membrana de PVDF (Cytiva, Amersham,
Reino Unido) a 250 mAh durante 4 horas en una celda Mini Trans-Blot (BioRad,
Hercules, EE. UU). Una vez transferida, la membrana se incubd con el anticuerpo
primario correspondiente durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, tras
varios lavados con el tampdn de lavado TBS-T, se incubd con el anticuerpo
secundario correspondiente durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
proteinas se detectaron sobre la membrana utilizando el revelador ECL Select
Western Blotting Detection Reagent (Cytiva, Amersham, Reino Unido), y el equipo
ChemiDoc MP imaging System Blot (BioRad, Hercules, EE. UU). Los anticuerpos

utilizados se encuentran recogidos en la tabla 6.
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Tabla 6. Anticuerpos empleados para Western Blot.

Proteina Isotipo Especie Dilucion Referencia
PARP-1 IgG Conejo 1:5000 ab32071
B-ACTINA IgGl x Ratén 1:1000 sc-58673
Anti-Rabbit IgG-HRP Raton 1:100.000 sc-2357
Anti-Mouse m-IgGx BP-HRP Raton 1:100.000 sc-516102

Las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el programa Quantity One
Analytical Software, y la cantidad de proteina se normalizo utilizando la expresion

de (-actina.

11. CARACTERIZACION DE LAS CELULAS MADRE
CANCERIGENAS

Las CMCs se caracterizaron fenotipicamente a través de diferentes

experimentos:

a. Cuantificacion de la poblacion aldehido deshidrogenasa-1 (ALDH1)
positiva

La poblacion ALDH1* se determiné detectando la actividad de la enzima
ALDHI1 mediante el kit ALDEFLUOR (Stem cell Technologies, Vancouver,

Canad4). Para ello se siguid el protocolo propuesto por el fabricante.

Se sembraron las células en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 24
horas para permitir su adhesion. Tras esto, las células se trataron segun el tipo de
experimento durante 72 horas, tras las cuales se les retir6 el medio, se lavaron
con PBS y se tripsinizaron. Las células se centrifugaron a 400 rcf durante 5
minutos y posteriormente resuspendidas en 1 ml del tampon proporcionado en
el kit a una concentracion de 1.000.000 células/ml. En ese momento se prepard un
tubo control negativo, que contenia 5 uL del inhibidor especifico de la ALDH]I,
DEAB (Dietilaminobezaldehido). Al ml con las células se le afadié 5 pL del
reactivo BAAA (BODIPY-aminocetaldehido), se resuspendieron las células y se
transfirieron 500 pL al tubo control negativo con DEAB y los 500 puL a un tubo
denominado test, que se incubaron durante 40 minutos a temperatura ambiente
y oscuridad. Tras la incubaciéon ambos tubos con células se centrifugaron a 400
rcf durante 5 minutos, y el pellet de células se resuspendié en el tampdn

proporcionado en el kit, y se mantuvo a 4°C hasta su analisis.
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El porcentaje de células ALDH1* se determind cuantificando la sefial en FITC
en el Citometro de flujo BD FACSAria I1Iu (Becton Dickinson, BD Biosciences, San

José, EE. UU), utilizando como blanco las células tratadas con el DEAB.

b. Caracterizacion fenotipica de los marcadores de superficie CD44, CD326
y CD133

Para caracterizar el fenotipo de las CMCs se analizaron los marcadores de
superficie relacionados con CMCs CD44, CD326 y CD133. Para ello, se sembraron
células en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 24 horas para permitir su
adhesion. Tras esto las células se trataron segtin el tipo de experimento durante
72 horas, tras las cuales se les retir6 el medio, se lavaron con PBS y se
tripsinizaron. Posteriormente las células se centrifugaron a 400 rcf durante 5
minutos y posteriormente se resuspendieron 100.000 células en 100 puL de PBS, a
las que se le afiadié 1 pL de los siguientes marcadores de membrana: anti-CD44-
PE, anti-CD133-APC, y anti-CD326-FITC (Biolegend, San Diego, EE. UU). Estos
se incubaron durante 30 minutos a 4°C y en oscuridad. Tras la incubacion, las
células se centrifugaron a 400 rcf durante 5 minutos, y el pellet se resuspendio en
PBS. El andlisis se llevo a cabo utilizando el Citometro de flujo BD FACSAria 11Iu
(Becton Dickinson, BD Biosciences, San José, EE. UU).

c. Caracterizacion fenotipica de los marcadores internos NANOG, SOX2,
OCT3/4, y superficie LGR5

Para caracterizar el fenotipo de las CMCs se analizaron los marcadores de
CMCs internos de NANOG, SOX2, OCT3/4, y el marcador de superficie LGR5.
Para ello, se sembraron células en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 24
horas para permitir su adhesion. Tras esto las células se trataron segtn el tipo de
experimento durante 72 horas, tras las cuales se les retird el medio, se lavaron
con PBS y se tripsinizaron. Posteriormente las células se centrifugaron a 400 rcf
durante 5 minutos y posteriormente se resuspendieron 100.000 células en 100 pL
de PBS, a las que se le anadié 5 pL de anti-LGR5-PE-VIO770 (Miltenyi, Bergisch
Gladbach, Alemania) durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Tras la incubacion,
se centrifugaron las células a 400 rcf durante 5 minutos y el pellet se resuspendio
en tampon de fijacion IC eBioscience™ (Thermo Fisher, Waltham, EEUU) durante
20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se volvio a centrifugar a 400
rcf durante 5 minutos y el pellet se resupendi6 en 100 uL de tampon de
permeabilizacion eBioscience™ (Thermo Fisher, Waltham, EEUU), y se afadieron
1 pL de los siguientes marcadores: anti-NANOG-AF647, anti-SOX2-AF488, y
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anti-OCT3/4-BV421 (Biolegend, San Diego, EE. UU). Estos se incubaron durante
30 minutos a 4°C y en oscuridad. Tras la incubacidn, las células se centrifugaron
a 400 rcf durante 5 minutos, y el pellet se resuspendié en PBS. El analisis se llevd
a cabo utilizando el Citometro de flujo BD FACSAria IIIu (Becton Dickinson, BD

Biosciences, San José, EE. UU).

d. Capacidad de formacion de esferas

Este experimento se realizd de dos formas distintas segtn si las células habian

sido transfectadas de forma transitoria o de forma estable.

Para los experimentos con células transfectadas transitoriamente, se
sembraron 3.000 células/pocillo en placas de 24 pocillos de ultra baja adherencia
(Corning, Nueva York, EE. UU) en medio de esferas (DMEM/F12, 1%
penicilina/estreptomicina, B27, insulina (10 pg/mL), hidrocortisona (1 pg/mL)
heparina (4 ng/mL) EGF (10 ng/mL), y FGF (20 ng/mL) (Gibco, Carsbad, EE. UU).
A los 4 dias post-siembra se llevo a cabo el recuento de esferas formadas con un
tamafo superior a 25 um, utilizando el microscopio LEICA DM IRB (Leica,

Wetzlar, Alemania).

Para los experimentos con células que sobreexpresaban PARP-1 de forma
estable, se sembraron 1.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos pretratadas
con polyHeme en medio de esferas. A los 7 dias se evalud la formacion de esferas
utilizando el microscopio LEICA DM IRB. Se contabilizaron aquellas esferas con

tamano superior a 25 pum.

e. Caracterizacion fenotipica del marcador de superficie CD44v6

Para caracterizar el fenotipo de las CMCs de las células derivadas de pacientes
con CCR se analiz6 el marcador de superficie CD44v6. Para ello, se sembraron
células en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 24 horas para permitir su
adhesioén o la formacion de esferas en el caso de las CTCs. Tras esto las células se
trataron segun el tipo de experimento durante 72 horas, tras las cuales se les retird
el medio, se lavaron con PBS y se tripsinizaron/disociaron. Posteriormente las
células se centrifugaron a 400 rcf durante 5 minutos y posteriormente se
resuspendieron 100.000 células en 100 uL de PBS, a las que se le afiadié 1 uL del
siguiente marcador de membrana: anti-CD44v6-APC (Biolegend, San Diego, EE.
UU). Tras una incubaciéon de 30 minutos a 4°C y en oscuridad, las células se

centrifugaron a 400 rcf durante 5 minutos, y el pellet se resuspendié en PBS. El
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analisis se llevd a cabo utilizando el Citometro de flujo Miltenyi MACS quant
(Miltenyi, Bergisch Gladbach, Alemania).

12. ENSAYOS DE PROLIFERACION

Para analizar la proliferacion celular se wutilizaron distintas técnicas

complementarias:

a. Ensayo con MTT

La proliferacion se analizé utilizando el ensayo con bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio (MTT). Se sembraron 250 células en
placas de 48 pocillos de fondo plano en un volumen total de 200 pL y se
incubaron durante 24 horas para permitir su adhesion. Tras ésto, se sincronizaron

constituyendo el tiempo 0 dias, y se incubaron a lo largo de 6 dias.

Al dia 2, 4y 6 se detuvo el experimento afiadiendo 20 uL de MTT a 5 mg/ml
a cada pocillo y se incubaron durante 4 horas a 37°C y 5% de CO: protegido de la
luz. Posteriormente se afiadieron 200 uL de tampdn de lisis (20% SDS en 50%
formamida, pH 4.7). A continuacidn, se utilizé un lector Triad Moltimode (Dynex
Technologies, Chantilly, EE. UU) para medir la absorbancia a 570 nm. La tasa de
proliferacion se calculé dividiendo la absorbancia de cada dia entre la

absorbancia del dia 2.

b. Ensayo de divisiéon con CFSE

Las células fueron tripsinizadas y tefiidas con 1 uM éster de succinimidil-
carboxifluoresceina (Thermo Fisher, Waltham, EEUU) durante 20 minutos a
temperatura ambiente, oscuridad y agitacion suave. Posteriormente las células
tefiidas se sembraron en una placa de 6 pocillos a una densidad de 50.000
células/pocillo y se incubaron 24 horas para permitir su adhesion. Tras la
sincronizacién, dicho tiempo se considerd como tiempo 0 horas y se incubaron
hasta un total de 72 horas. Las células se recogieron a las 0, 24, 48 y 72 horas, y se
fijaron con 4% Paraformaldehido en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente.
Tras esto, las células se resuspendieron en PBS y se mantuvieron a 4° hasta su
analisis utilizando el Citdometro de flujo BD FACSAria Il1lu (Becton Dickinson, BD
Biosciences, San José, EE. UU). La tasa de division se calculdé dividiendo la
mediana de intensidad de fluorescencia de cada tiempo entre la del tiempo 0

horas.
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13. MODELO IN VIVO

Se realizaron dos tipos de ensayos in vivo con las celulas que sobreexpresaban
PARP-1 de forma estable. Para ambos experimentos se utilizaron ratones hembra
NSG (Charles River Laboratories) con edad entre 6-8 semanas. Todos los ratones
se mantuvieron en cajas con libre acceso a comida y bebida, con las siguientes
condiciones ambientales: 20-24°C, humedad relativa del 50%, condiciones libres
de patdgenos, y ciclos luz-oscuridad de 12 horas. Los estudios contaban con la
aprobacion previa del comité ético de experimentacion animal de la Universidad
de Granada (codigo de referencia 12/07/2019/127).

Con el fin de comprobar el efecto de la sobreexpresion de PARP-1 sobre el
crecimiento tumoral, se inyectaron 2.500.000 células que sobreexpresaban PARP-
1 o de sus vectores vacios, de las lineas HCT-116 y HT-29, en el flanco derecho e
izquierdo de cada ratén (n=5). A partir de que los tumores fueran palpables se
fue controlando cada 2 dias el volumen tumoral mediante un calibre manual.
Para calcular el volumen tumoral se us6 la siguiente formula: V= (471/3) x
(ancho/2)? x (largo/2).

14. ANALISIS RITMO CIRCADIANO

El experimento de andlisis del ritmo circadiano consta de dos partes:

a. Obtencion de muestras de ARN para el estudio del ritmo circadiano

Se sembraron células en placas de 6 pocillos y se dejaron incubar durante 24
horas para permitir su adhesidon. Al dia siguiente se sincronizaron las células
anadiendo forskolina 10 uM durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se retiro el
medio y se sustituyd por medio fresco solo o con olaparib. Dicho momento se
considero el tiempo 0 horas, a partir del cual se recogieron las muestras cada 3
horas utilizando el tampon RLT del kit de extraccion de ARN (Qiagen, Hilden,

Alemania).

Las muestras recogidas se mantuvieron a -20°C hasta el momento de su
extraccion del ARN, su posterior retrotranscripcion a ADNc, y Q-PCR de los
genes REV-ERB-B, PER1, PER2, PER3 y UBC, del mismo modo descrito en

apartados anteriores.

b. Analisis de la ritmicidad

Con el fin de obtener los parametros circadianos, primero se determind la

distribucioén, distribucion normal e interdependencia de los datos, para los datos
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de cada serie de tiempo a analizar mediante lag plots/Q-test y los graficos de
probabilidad normal/K-S test.

Para poder analizar la ritmicidad de los datos, asi como los diferentes
parametros que componen el ritmo circadiano, se realizé un andlisis Cosinor
utilizando el programa TSA (Time Series Analysis — Cosinor 8.0 Lab View January

2020 software) (http://www.euroestech.com/). Este método consisten en ajustar

los puntos experimentales a una funcién sinuidal (coseno), cuya funciénes: y =
M + A cos(wt — @), donde:

% M es el MESOR (Mean estimated over rhtym): Valor medio de un ritmo

ajustado a la funcion sinusoidal.

% A esla amplitud: Valor obtenido de la diferencia entre el valor maximo y

el valor minimo de un ritmo.

% @ es la acrofase: Valor de la localizacion temporal del maximo valor de la
funcion sinusoidal ajustada a los datos de una determinada variable

biologica.

>

%  es la frecuencia en radianes.

L)

>

% tesel tiempo.

L)

A partir de estos datos se determinaron también los siguientes parametros

circadianos:

% Periodo: Duraciéon de un ciclo completo de una determinada variable
ritmica.

. . . . . .

% Frecuencia: Numero de veces que se repite un determinado fenomeno en

una unidad de tiempo. Es la inversa del periodo.

15. ENSAYOS DE VIABILIDAD

Para analizar la viabilidad de las células tras los distintos tratamientos se

utilizaron distintas técnicas.

a. Ensayo con MTT

Los ensayos de viabilidad en las lineas comerciales de CCR se realizaron
mediante el ensayo con MTT. Para ello se sembraron 2.000 células por pocillo en

placas de 96 pocillos de fondo plano en un volumen total de 100 pL y se
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incubaron durante 24 horas antes del tratamiento. Tras esto, las células se

trataron con distintas dosis de olaparib durante 72 horas.

Al final del periodo de tratamiento se afiadieron 10 uL. de MTT a 5 mg/ml a
cada pocillo y se incubaron durante 4 horas a 37°C y 5% de CO:z protegido de la
luz. Posteriormente se afiadieron 100 uL de tampdn de lisis (20% SDS en 50%
formamida, pH 4.7). A continuacion, se utiliz6 un lector Triad Moltimode (Dynex
Technologies, Chantilly, EE. UU) para medir la absorbancia a 570 nm. El
porcentaje de células viables se determiné dividiendo la absorbancia de las

células tratadas entre la absorbancia de las células control tratadas con DMSO.

b. Ensayo con SRB

Los ensayos de viabilidad en las lineas CPP19 y CPP45 se realizaron mediante
el ensayo con sulforodamina B (SRB). Para ello se sembraron 4.000 células en
placas de 96 pocillos de fondo plano en un volumen total de 100 puL y se
incubaron durante 24 horas antes del tratamiento. Tras esto, las células se
trataron con distintas dosis de olaparib y oxaliplatino, solas 0 en combinacion

durante 72 horas.

Al final del periodo de tratamiento se retir6 el sobrenadante, y se fijaron las
células anadiendo 100 uL de 4cido tricloroacético al 10% durante 1 hora a 4°C.
Tras esto se eliminé el sobrenadante y se lavaron las células 3 veces con agua
destilada que finalmente fue descartada. Una vez secos los pocillos, se afiadieron
50 pL de SRB al 0.4% a cada pocillo y se incubaron las placas a temperatura
ambiente durante 30 minutos protegidos de la luz. Posteriormente, se lavaron los
pocillos 3 veces con acido acético 1%, eliminando finalmente el sobrenadante.
Finalmente, y una vez secos los pocillos, se anadieron 100 uL de Tris-Base 10 mM
a cada pocillo y se mantuvieron en agitacion durante 30 min hasta que la solucion
estuvo homogenizada, tras lo cual se midi6 la absorbancia a 560 nm utilizando
un lector de placas Tecan Spark (Tecan life sciences, Ztrich, Suiza). El porcentaje
de células viables se determiné dividiendo la absorbancia de las células tratadas

entre la absorbancia de las células control tratadas con DMSO.

c. Ensayo con Cell Titer-Glo

Los ensayos de viabilidad en las lineas CTC31 y CTC45 se realizaron mediante
el ensayo con CellTiter-Glo Luminescente Viability Assay (Promega, Madison, EE.
UU). Para ello se sembraron 2.000 células en placas de 96 pocillos de fondo plano

pretratadas con PolyHeme en un volumen total de 100 pL y se incubaron durante
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24 horas antes del tratamiento. Tras esto, las células se trataron con distintas dosis

de olaparib y oxaliplatino, solas o en combinacion durante 72 horas.

Al final del periodo de tratamiento se sacaron las placas del incubador y se
dejaron a temperatura ambiente 20 minutos. Tras esto se anadieron 100 uL de
CellTiterGlo y se resuspendid el contenido del pocillo para facilitar la lisis celular.
Posteriormente se incubd en oscuridad durante 10 minutos, y finalmente, se
transfirieron 100 uL a una placa de 96 pocillos compatible con luminescencia. La
luminiscencia se leyd en un lector de placas Tecan Spark (Tecan life sciences,
Zurich, Suiza). El porcentaje de células viables se determin6 dividiendo la
luminiscencia de las células tratadas entre la luminiscencia de las células control
tratadas con DMSO.

16. ANALISIS DE EFECTOS SINERGICOS

Las respuestas esperadas a la combinacion de farmacos (olaparib y
oxaliplatino) se calcularon en funcion de los modelos de referencia HSA (agente
unico mas alto), Loewe (aditividad de Loewe), y Bliss (independencia de Bliss)
utilizando el software Combenefit (Di Veroli et al. 2016). Las puntuaciones de
sinergia se calcularon como las desviaciones entre las respuesta observadas y
esperadas y se representaron en un mapa de calor que definen la sinergia (>0), y

antagonismo (<0) de los medicamentos utilizados.

17. ENSAYO CLONOGENICOS

Para evaluar la capacidad de las células de formar colonias in vitro se utilizd
el ensayo clonogénico. Para ello se sembraron 1.000 células/pocillo pretatadas con
DMSO u olaparib 10 uM durante 72 horas en placas de 6 pocillos, y se dejaron

crecer durante 7 dias.

Para detener el experimento se retird el medio, se lavaron las células con PBS
frio, y posteriormente se afiladid una mezcla de cristal violeta y metanol 20%
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras esto se lavo el pocillo con agua
milliQ fria y se dejo secar la placa hasta el dia siguiente. La cuantificacion del

numero de colonias se realizé utilizando el software de anélisis de imagen Image].

Se realiz6 un andlisis fenotipico de las colonias formadas categorizandolas en
holoclon, meroclon y paraclon tal y como describen Lucena-Cacace y col.
(Lucena-Cacace et al. 2018) (Anexo 3).
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18. ENSAYO DE APOPTOSIS

Para analizar la apoptosis celular se utiliz6 el kit IP-Anexina-V-FITC (Becton
Dickinson, BD Biosciences, San José, EE. UU).

Para ello se sembraron 30.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos y se
incubaron durante 24 horas para permitir su adhesion. Posteriormente se
trataron segun las condiciones de estudio correspondientes durante 72 horas.
Tras este tiempo, las células se lavaron con PBS, se tripsinizaron y se
centrifugaron a 400 rcf durante 5 minutos. Tras esto se elimino el sobrenadante y
se resuspendio el pellet en el Binding Buffer suministrado en el propio kit, y se
incubaron las celulas durante 15 minutos en oscuridad y temperatura ambiente
en presencia de 2.5 uL de Anexina-V-FITC y 2.5 uL de IP. Finalmente se analiz6
utilizando un Citometro de flujo BD FACSAria Illu (Becton Dickinson, BD

Biosciences, San José, EE. UU).

19. CICLO CELULAR

Para analizar el ciclo celular se utiliz6 el kit PI/RNASE solution (InmunoStep,
Salamanca, Espafa), basado en cuantificar el contenido de ADN en las células, lo
que permite determinar el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo
celular (GO/G1, S o G2/M).

Para ello se sembraron 30.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos y se
incubaron durante 24 horas para permitir su adhesion. Posteriormente se
trataron segun las condiciones de estudio correspondientes durante 72 horas.
Tras este tiempo, las células se lavaron con PBS, se tripsinizaron y se
centrifugaron a 400 rcf durante 5 minutos. Tras esto se elimind el sobrenadante y
se fijaron las células en etanol frio 70%, se lavaron con PBS-BSA 2% y se volvieron
a centrifugar 5 minutos a 400 rcf. El pellet se resuspendio en IP (20 uM)/RNasa
(50 uM) y se incubd a 4°C durante 15 minutos. Posteriormente se analizé el
porcentaje de células en cada fase utilizando un Citémetro de flujo BD FACSAria
Ty (Becton Dickinson, BD Biosciences, San José, EE. UU) a partir de la intensidad
de senal de IP.

20. ANALISIS IN SILICO DEL PERFIL DE PARP-1 EN CTCs Y
METASTASIS

Para el estudio del perfil de PARP-1 en tumores primarios, metastdsicos y

CTCs en cohortes de estudio de distintos tipos de tumores se utilizaron datos
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obtenidos de la base de datos Gene Expression Omnibus. Se utilizaron los datos
GSE74369. Los andlisis de heatmap se realizaron con el paquete ComplexHeatmap

utilizando el software R.

21. ANALISIS ESTADISTICO

El tipo de andlisis estadistico desarrollado dependio del tipo de dato, muestra

y comparacion realizada.

En el estudio de las muestras de pacientes los andlisis estadisticos se
realizaron utilizando el software SPSS version 15.0 para Windows (IBM, Chicago,
EE. UU). En la estadistica descriptiva, las variables continuas se expresaron
mediante la mediana y el rango intercuartilico, mientras que las variables
categoricas lo hicieron como niimeros y porcentajes. Los niveles de ARNm en las
muestras de mucosa sana adyacente y de tejido normal se compararon mediante
la prueba T de Wilconxon para muestras pareadas. La asociacion de la expresion
de genes y las caracteristicas clinicopatoldgicas se llevaron a cabo mediante los
test no paramétricos de Kruskal-Wallis y la U de Mann-Whitney. El test de
Spearman se utilizd para los andlisis de correlaciones tras transformar las
variables aplicando logaritmos naturales. Las comparaciones entre los niveles de
PARP-1 y los marcadores de CMCs se hicieron con el test exacto de Fisher. El
método de Kaplan-Meier se utilizo para determinar la probabilidad acumulada
de supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad, y las diferencias se
analizaron usando test log-rank. El modelo de regresion de riesgos
proporcionales de Cox, univariado y multivariado, se utilizé como test de
factores pronostico. La expresion alta o baja del ARNm de cada gen se determiné
en base a la mediana de nuestra poblacion de estudio. Los valores de p inferiores
a 0.05 se consideraron significativos y los niveles de confianza se establecieron al
95%.

En los estudios con modelos in vitro e in vivo, los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el software Graphpad Prism 7.0 (GraphPad, La Jolla, EE. UU).
En primer lugar, se realizaron pruebas de normalidad de los datos, seguido del
posterior andlisis con test paramétricos o no paramétricos en base a la
normalidad de los datos que se quisiesen comparar, con las correspondientes
correcciones en caso de ser necesarias. De forma especifica en el caso del andlisis
del ritmo circadiano, la ritmicidad se analizé mediante el rechazo de la hipdtesis
de amplitud cero con un 95% de certeza. Los datos de las curvas ajustadas se

transfirieron y analizaron en Graphpad Prism 7.0 (GraphPad, La Jolla, EE. UU), y
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las caracteristicas de las variables del ritmo se compararon mediante una prueba

no paramétrica.

Las diferencias estadisticas entre las muestras se consideraron significativas
cuando el p-valor fue p <0.05 (*), p <0.01 (**), o p <0.001 (***).
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CAPITULO 1: LA EXPRESION DE PARP-1 INFLUYE EN EL
FENOTIPO DE LAS CELULAS MADRE CANCERIGENAS EN EL
CANCER COLORRECTAL DEPENDIENDO DE P53

1. PARP-1 se encuentra sobreexpresado en el tejido tumoral

Con el objetivo de determinar los niveles de expresion de PARP-1 en muestras
de pacientes con CCR, se analizo mediante RT-Q-PCR su expresion en el tejido

tumoral y en el tejido no tumoral adyacente.

En la cohorte de estudio, la expresion de PARP-1 es significativamente mayor
en el tejido tumoral en comparacion con su propio tejido no tumoral adyacente

(p<0.0001), lo que indica que PARP-1 se encuentra sobreexpresado en el tumor
(Figura 10A).

A los pacientes de la cohorte de estudio se le evalud el estado del gen TP53
(Anexo 4), lo cual nos permiti6 estratificarlos en p53 salvaje (wtp53) (59.1%) y p53
mutado (mtp53) (40.9%). Al agrupar a los individuos segun el estado de TP53 se
observa que la expresion de PARP-1 sigue siendo mayor en el tejido tumoral con
respecto a su tejido no tumoral adyacente, tanto en aquellos pacientes con wtp53
como en aquellos con mtp53 (p<0.001) (Figura 10B). Estos datos muestran que la

sobreexpresion de PARP-1 en el tumor es independiente del estado de p53.
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Figura 10. Diagramas de caja mostrando la expresién de PARP-1 en las muestras de tejido tumoral
y tejido no tumoral adyacente de (A) todos los pacientes de la cohorte, y (B) los pacientes
estratificados segun el estado de TP53 en p53 salvaje (WT) y mutado (MT). ° representa valores
atipicos 1.5 veces mayores que el rango intercuartilico; * representa los valores atipicos 3 veces
mayores que el rango intercuartilico, ### p<0.001.
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No se observan diferencias significativas en la expresion de PARP-1 entre
tumores wtp53 y tumores mtp53 (p=0.774). La estadistica descriptiva de la
expresion de PARP-1 en la cohorte de estudio se encuentra recogida en el Anexo
5.

2. PARP-1 se asocia con el grado de diferenciacidén segtin el estado de
p53

Tras observar que la expresion de PARP-1 es mayor en el tejido tumoral con
respecto al tejido no tumoral adyacente, a continuacion, con el objetivo de
analizar el posible papel de PARP-1 en la progresion del CCR, se estudio la
posible asociacion de su expresion con diferentes caracteristicas clinico-

patoldgicas de los pacientes (Tabla 7).

Tabla 7. Relacion entre la expresion de PARP-1 y las caracteristicas clinico-patoldgicas de los

pacientes segtin el estado de p53.

Todos los Casos Casos
€asos wip53 mtp53
Caracteristicas Mediana + IC p Mediana + IC p Mediana + IC p
<72 1.63 (0.94-2.73) 1.81 (1.10-3.03) 1.46 (0.84-2.46)
Edad (y)*? 0.654 0.157 0.489
>72 1.52 (1.00-2.52) 1.44 (1.01-2.21) 1.60 (0.96-2.93)
Masculino 1.60 (0.98-2.89) 1.71 (1.09-2.93) 1.50 (0.88-3.20)
Sexo” . 0.323 0.184 0.403
Femenino 1.54 (0.96-2.37) 1.53 (0.97-1.96) 1.47 (0.92-2.50)
L Colon 1.62 (0.98-2.57) 1.71 (1.05-2.44) 1.51 (0.91-2.81)
Localizacion® 0.430 0.325 0.540
Recto 1.24 (0.86-3.09) 1.62 (0.86-3.59) 1.62 (0.98-26.25)
Grado de Bien  1.16(0.58-2.50) 1.10 (0.56-1.43) 1.23 (0.57-4.97)
diferenciacion Moderado 1.77(1.11-2.57) 0.042 1.78(1.19-2.63) 0.002 1.65 (0.99-2.52) 0.980
! Pobre 1.54 (0.92-3.28) 2.32 (0.91-4.55) 1.27 (0.92-4.80)
Estadi I+I1 1.69 (1.07-2.66 1.69 (1.10-2.65 1.70 (0.92-2.74
stadio ( ) 0501 ( ) 0785 ( ) 045
pTNM I + IV 1.58 (0.96-2.69) 1.57 (0.92-2.29) 1.54 (0.88-2.69)
Estadi T1+T2 1.78 (1.07-3.25 1.61 (1.17-2.40 2.01 (0.57-4.08
stadio ( ) 0505 ( ) 073 ( ) oom
tumoral T3+T4  1.57(0.95-2.52) 1.56 (0.96-2.73) 1.50 (0.92-2.76)
Metastasisen  Ausente  1.42 (0.78-2.48) 1.58 (0.97-2.52) 1.46 (0.53-3.33)
Ganglios 0.503 0.850 0.383
linfaticos® Presente  1.50 (0.92-2.10) 1.58 (0.90-2.03) 1.27 (0.90-2.54)

*El andlisis se realiz6 utilizando la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica para muestras
independientes o t mediante la prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes; 1

dicotomizado por la mediana. IC: Intervalo de confianza.

Teniendo en cuenta todos los pacientes de la cohorte de CCR, los resultados
PARP-1

significativamente con tumores moderado y pobremente diferenciados (p=0.042).

muestran que un aumento de la expresion de se asocia
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Sin embargo, no se encuentran asociaciones significativas con otras
caracteristicas clinico-patoldgicas como la edad, sexo, localizacion, estadio TNM,

estadio tumoral o la presencia de metastasis.

Tras estratificar a los pacientes segin el estado de p53, la asociacion
significativa de PARP-1 con tumores moderado y pobremente diferenciados
solamente se mantiene en aquellos pacientes que presentan un p53 salvaje
(p=0.002). Tampoco se encontraron asociaciones con el resto de caracteristicas

clinico-patoldgicas estudiadas, independientemente del estado de p53.

3. La expresion elevada de PARP-1 en tumores con p53 mutado es un

factor prondstico independiente de supervivencia

Con el objeto de evaluar a fondo la posible relacion de PARP-1 con la
prognosis de los pacientes, se generaron curvas de supervivencia de Kaplan-
Meier. Para ello se estratifico a la cohorte de estudio segtin el estado de p53,
salvaje y mutado, y segtin la expresion de PARP-1, alta y baja, utilizando como

cutt-off el valor de la mediana.

Una expresion alta de PARP-1 en aquellos pacientes con mtp53 se asocia con
una supervivencia global significativamente mas alta (p=0.031), asi como con una
mayor supervivencia libre de enfermedad (p=0.040) a los 120 meses tras el
diagnostico de la enfermedad (Figura 11A y 11B). Sin embargo, en el caso de los
pacientes con wtp53, no se encontr6 una relacion significativa entre PARP-1 y la
supervivencia global o la supervivencia libre de enfermedad a los 120 meses
(p=0.972 y p=0.998, respectivamente) (Figura 11C y 11D). En ningun caso se
encontraron asociaciones significativas entre la expresiéon de PARP-1 y la
supervivencia ni a los 30 ni a los 60 meses de seguimiento, aunque es llamativo

el cambio de la tendencia que se produce en los pacientes wtp53.
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Figura 11. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier representando la supervivencia global y la
supervivencia libre de enfermedad en pacientes con tumores con p53 mutado (A, B) y en

pacientes con p53 salvaje (C y D).

Ademas, se realizd un andlisis de regresiéon multivariado de Cox para la
supervivencia observada (Tabla 8). Este analisis muestra que la expresion alta de
PARP-1 es un factor de pronostico independiente para la supervivencia en los
pacientes de CCR de la cohorte que presentan mutaciones en p53 (p=0.025). No
se encontraron resultados significativos en el resto de factores estudiados, edad,
sexo, estadio tumoral y tratamiento recibido, independientemente del estado de
p53.
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Tabla 8. Regresion multivariada de Cox de factores prondstico de supervivencia en la cohorte de
CCR.

Casos Casos
wip53 mtp53
Variables HR [95 % IC] p HR [95 % IC] p
Baja 1 1
PARP-1* 0.532 0.025
Alta 1.30 [0.57, 3.00] 0.36 [0.15, 0.88]
<72 1 1
Edad 0.078 0.072
>72 2.27[0.91, 5.64] 2.32[0.93, 5.79]
Femenino 1 1
Sexo 0.286 0.709
Masculino 1.54[0.70, 3.38] 1.21 [0.45, 3.26]
Estadio I+II 1 1
TNM 0.130 0.322
Estadio III+IV  1.86 [0.83, 4.16] 1.72[0.59, 5.04]
No 1 1
Q'y/o R2 0.341 0.602
Si 0.66 [0.28, 1.56] 0.74 [0.25, 2.62]
*Categorizado por la mediana; 'quimioterapia; 2radioterapia. HR: Hazard Ratio; IC: Intervalo de
confianza
4. Los marcadores de CMCs se encuentran sobreexpresados en el tejido
tumoral

A continuacion, se analizé la expresion por RT-Q-PCR de dos de los
marcadores de CMCs descritos en CCR, CD44 y CD133, en las muestras de tejido

tumoral y tejido no tumoral adyacente de la cohorte de estudio.

En los pacientes de la cohorte de estudio, la expresion de CD44 y de CD133 es
significativamente mayor en el tejido tumoral en comparacion con su propio
tejido no tumoral adyacente (p<0.001), lo que indica que tanto CD44 como CD133
se encuentran sobreexpresados en el tumor (Figura 12A y 12C). La estadistica
descriptiva de la expresion de CD44 y CD133 en la cohorte de estudio se

encuentra recogida en el Anexo 6.

Al estratificar a los pacientes segtin el estado de p53, la expresion de CD44 y
CD133 sigue siendo significativamente mayor en el tejido tumoral con respecto
al tejido no tumoral adyacente, independientemente del estado de p53 (p<0.001)
(Figura 12B y 12D).
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Figura 12. Diagramas de caja mostrando la expresion de (A) CD44 y (C) CD133 en las muestras
de tejido tumoral y tejido no tumoral adyacente todos los pacientes de la cohorte, y la expresion
de (B) CD44 y (D) CD133 en los pacientes estratificados segtin el estado de p53 en p53 salvaje
(WT) y mutado (MT). ° representa valores atipicos 1.5 veces mayores que el rango intercuartilico;

* representa los valores atipicos 3 veces mayores que el rango intercuartilico, ### p<0.001.

5. La expresion de PARP-1 se correlaciona con la expresion de

marcadores de CMCs segun el estado de p53

Debido a la asociacion descrita entre PARP-1 y el grado de diferenciacion en
todos los tumores y en aquellos con wtp53; y la relacion descrita en la bibliografia
entre tumores pobre y moderadamente diferenciados con el enriquecimiento de
la poblacion de CMCs en el tumor y peor prognosis (Zhao et al. 2016)(Ben-Porath
et al. 2008)(Mohanta et al. 2017), a continuacion se estudio la correlacion entre la

expresion de PARP-1 y los marcadores de CMCs.

En la cohorte de pacientes de CCR, la expresiéon de PARP-1 y CD44 se
correlaciona de forma positiva en todos los casos (R<=0.498 y p<0.0001) (Figura
13A). Del mismo modo, la expresion de PARP-1y CD133 también se correlaciona

de forma positiva cuando se tienen en cuenta todos los casos (Rs=0.329 y p<0.0001)
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(Figura 13D). Al estratificar a los pacientes segtin el estado de p53, PARP-1 sigue
correlacionandose positivamente con CD44 en aquellos tumores wtp53 (Rs=0.543
y p<0.0001), y mtp53 (Rs=0.467 y p<0.0001) (Figura 13B y 13C). La relacion entre la
expresion de PARP-1 y CD133 también es positiva en aquellos pacientes con
wtp53 (R=0.335 y p=0.002), y mtp53 (R=0.378 y p=0.003) (Figura 13D y 13F).
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Figura 13. Correlacion entre la expresion de PARP-1 y CD44 en (A) todos los casos, (B) wtp53, y
(C) mtp53; y entre la expresion de PARP-1y CD133 en (D) todos los casos, (E) wtp53, y (F) mtp53.

Dado que a nivel practico la identificacion de CMCs es compleja ya que se
definen por su capacidad de tumorogénesis, y de regenerar y propagar el tumor;
la aproximacién mds Optima es a través de la combinacién de diferentes
caracteristicas de éstas. Para ello, y para estudiar de manera mas exacta la
relacion de PARP-1 con las CMCs en el tumor, se hizo una estratificacion
adicional de los pacientes en CD44a.10CD133act0 y CD448Aj0CD13384j0, segun sus

valores de la mediana.

Cuando se tienen en cuenta todos los casos, una elevada expresion de PARP-
1 se asocia con una elevada expresion de marcadores de CMCs (p<0.0001). Sin
embargo, al separar a los pacientes de la cohorte segin el estado de p53,
solamente en aquellos con wtp53 presentaron una asociacion significativa entre
una elevada expresion de PARP-1 y la expresion alta de marcadores de CMCs
(p<0.0001) (Tabla 9).
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Tabla 9. Tabla de contingencia de la relacién entre PARP-1 con los marcadores de CMCs en la
cohorte de CCR.

Todos Casos Casos
los casos wtp53 mtp53
PARP-1 PARP-1 PARP-1
Bajo Alto p Bajo Alto p Bajo Alto p
30 19 17 15 13 4
CD4435aj0CD13384j0
(61.2) (3485‘8) <0.001 (5‘2'1) (436%9) <0.001 (767‘5) (2?;‘5) 0.144
D44 D1
CD4daroCDIBa0 ) 4y (776 (14.0)  (86.0) 46.7) (53.3)
6. PARP-1 se encuentra sobreexpresada en las CMCs de tumores con
p53 salvaje

Posteriormente, se comparo la expresion de PARP-1 entre aquellos tumores
con una elevada expresion de los marcadores CD44 y CD133, y aquellos con una

baja expresion de los marcadores de CMCs.

Al tener en cuenta todos los tumores sin estratificar segin p53, la expresion
de PARP-1 en los tumores CD44aLtoCD133ac10 es significativamente mayor que
en los tumores CD448a0CD133saj0 (p<0.001) (Figura 14A). Estas diferencias se
mantienen en aquellos tumores wtp53, observandose una expresion
significativamente mayor de PARP-1 en los tumores con elevada expresion de
marcadores en comparacion con los que presentan una baja expresion de éstos
(p<0.0001) (Figura 14B). Sin embargo, en el caso de los tumores mtp53, aunque se
observa una mayor expresion de PARP-1 en los tumores con elevada expresion
de CD44 y CD133, ésta no es significativa (p=0.183) (Figura 14C).
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Figura 14. Diagramas de caja mostrando la expresion de PARP-1 en los tumores
CD448a10CD1338a10 y CD44at0CD1334aL10 en (A) todos los casos, (B) wtp53, y (C) mtp53. °
representa valores atipicos 1.5 veces mayores que el rango intercuartilico; * representa los valores
atipicos 3 veces mayores que el rango intercuartilico. B: bajo, A: alto, ### p<0.001
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7. Desarrollo de un modelo in vitro para el estudio del efecto de PARP-
1 sobre el fenotipo de las CMCs

Para poder indagar ain mas en el papel de PARP-1 en la regulacion del
fenotipo de las CMCs en el CCR, y validar los resultados observados en
pacientes, desarrollamos un modelo in vitro sobreexpresando PARP-1 de forma

transitoria en dos lineas comerciales de CCR con distinto estado de p53.

Se utilizaron las lineas isogénicas HCT-116 y HCT-116 p53, que presentan
las mismas caracteristicas genéticas a excepcion del estado de TP53, presentando
la primera un p53 salvaje, y la segunda un codén de parada temprano para p53,

provocando la ausencia de la proteina.

Las células se transfectaron con el pldsmido de sobreexpresion de PARP-1
(pCMV6-PARP1) 0 con su respectivo vector vacio como control (vector). A las 48
horas post-transfeccion, ya se observa sobreexpresion de PARP-1 (Anexo 7), y
ésta se mantiene a las 72 y 96 horas post-transfeccion, tiempos en los que se

evaluo el efecto sobre las CMCs (Figura 15).

HCT-116 HCT-116 p53 -/-
72h 96 h 72h 96 h
\'4 T Vv T \'/ T
SS @ PARP1 | WD -
1 213 1 207 1 179

lI<
-
[ —

I" B-Actina | e l“

Figura 15. Expresién de PARP-1 y -actina a las 72 y 96 horas post-transfeccion con el plasmido

de vector vacio (V) y sobreexpresion de PARP-1 (T), para cada una de las lineas celulares.

8. La sobreexpresion de PARP-1 regula el fenotipo de las CMCs de

forma diferencial segtin el estado de p53

La caracterizacion del fenotipo de las CMCs tras la sobreexpresion transitoria
de PARP-1 se realiz6 a través del andlisis de distintos marcadores y ensayos

funcionales de CMCs con el fin de hacer una aproximacion lo mas exacta posible.

En primer lugar, se evalud el efecto sobre la poblacion ALDH1*, considerado
un marcador de CMCs en CCR. En el caso de la linea HCT-116, la sobreexpresion
de PARP-1 aumenta significativamente el porcentaje de las células ALDH1* a las
96 horas post-transfeccion (p<0.001) (Figura 16A). Por el contrario, en la linea

HCT-116 p537, la sobreexpresiéon de PARP-1 reduce significativamente el
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porcentaje de células ALDH1* a las 72 y 96 horas post-transfeccion (p<0.05 y
p<0.01, respectivamente) (Figura 16B).
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Figura 16. Porcentaje de células ALDH1 en las células transfectadas con el plasmido vector vacio
(vector) y plasmido de sobreexpresion de PARP-1 (pCMV6-PARP1) a las 72 y 96 horas post-
transfeccion en las lineas celulares (A) HCT-116 y (B) HCT-116 p53+-. Los datos representan la
media + SD de dos experimentos independientes realizados por duplicado * p < 0.05; ** p < 0.01;

*** p <0.001, frente al vector.

A continuacion, se realizd un analisis de los marcadores de membrana
relacionados con CMCs, CD44, CD326 y CD133. En el caso de la linea HCT-116,
la sobreexpresion de PARP-1 induce un aumento significativo en el porcentaje de
células CD44CD326at1o a las 72 horas post-transfeccion (p<0.01), aunque ésta no
es significativa a las 96 horas (Figura 17A). En el caso de las células
CD44CD326CD133at10, no se observan cambios significativos a las 72 horas, pero
si un aumento significativo al sobreexpresar PARP-1, a las 96 horas tras la
transfeccion (p<0.05) (Figura 17B). El efecto contrario se aprecia en la linea HCT-
116 p53#, observandose una disminucion significativa de la poblacion
CD44CD326ac10 a las 96 horas post-transfeccion, cuando se sobreexpresa PARP-
1 (p<0.01); aunque no se encontraron diferencias significativas a las 72 horas
(Figura 17C). No se encontraron células con triple marcaje en el caso de la linea
HCT-116 p537, al no detectarse sefial en CD133 como se ha descrito en otros
trabajos (Chen et al. 2018).

En conjunto, estos resultados indican un cambio fenotipico opuesto en las
lineas HCT-116 y HCT-116 p53 debido a la sobreexpresion de PARP-1 y la

presencia/ausencia de p53.
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Figura 17. Porcentaje de células transfectadas con el plasmido vector vacio (vector) y plasmido
de sobreexpresion de PARP-1 (pCMV6-PARP1) a las 72 y 96 horas post-transfeccion (A)
CD44CD326a4Lto0, y (B) CD44sCD326CD1334aL10 en la linea HCT-116, y (C) CD44CD3264aL10 en la
linea HCT-116 p53+-. Los datos representan la media + SD de dos experimentos independientes

realizados por duplicado * p < 0.05; ** p < 0.01, frente al vector.

Finalmente, para estudiar si estos cambios fenotipicos afectaban a la
funcionalidad de las CMCs, se analiz6 la capacidad de formacion de esferas de
en ambas lineas celulares. La sobreexpresion de PARP-1 en la linea HCT-116
resulta en un aumento significativo de la capacidad de formacion de esferas
(p<0.01) (Figura 18A y 18B). Sin embargo, la sobreexpresion de PARP-1 produce
una disminucidn significativa de la capacidad de formacidn de esferas en la linea

HCT-116 p53+ (Figura 18C y 18D).
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Figura 18. Ntimero de esferas formadas en (A) HCT-116 y (C) HCT-116 p53 -/- al transfectar con
el plasmido vacio (vector) y con el plasmido de sobreexpresiéon de PARP-1 (pCMV6-PARPI).
Imégenes representativas de las esferas formadas en (B) HCT-116 y (D) HCT-116 p53--. Los datos
representan la media + SD de dos experimentos independientes realizados por cuadruplicado *

p <0.05; ** p <0.01, frente al vector.
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CAPITULO 2: LA REGULACION CIRCADIANA DIFERENCIAL
DE PARP-1 SEGUN P53 MODULA EL CARACTER DE LAS
CELULAS MADRE CANCERIGENAS EN EL CANCER
COLORRECTAL

Debido a la regulacion diferencial de PARP-1 del fenotipo de las CMCs segun el
estado de p53 observada previamente, el siguiente paso fue intentar descifrar a

través de qué mecanismo PARP-1 podria ejercer dicho efecto.

1. Los genes del reloj circadiano se encuentran infraexpresados en el

tejido tumoral

Puesto que se ha descrito la implicacion de PARP-1 en la regulacion del reloj
circadiano en condiciones fisiolégicas normales (Asher et al. 2010), aunque no en
condiciones fisiopatologicas, y la importancia de la existencia de un reloj
circadiano funcional para el mantenimiento de las CMCs (Puram et al.
2016)(Dong et al. 2019); se analizo la expresion de los genes del reloj circadiano
bajo la hipotesis de que el efecto de PARP-1 sobre las CMCs podria estar mediado

a través de la regulacion de los ritmos circadianos.

En la cohorte de estudio, se analizo6 la expresion mediante RT-Q-PCR de los
genes BMALI1, CLOCK, PER1, PER2, PER3, CRY1, y REV-ERBg.

Aunque la expresién de CLOCK disminuye en el tejido tumoral frente al tejido
no tumoral adyacente, ésta no es significativa (p=0.291). Del mismo modo, a pesar
de que la expresién de CRY1 aumenta en el tejido tumoral, estd tampoco es
significativa (p=0.931). En el caso del resto de los genes circadianos estudiados,
BMAL1, PER1, PER2, PER3 y REV-ERBB, éstos se encuentran infraexpresados de
manera significativa en el tejido tumoral frente a la mucosa no tumoral adyacente
asociada (p<0.0001) (Tabla 10).
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Tabla 10. Expresién de los genes del reloj estudiados en las muestras de tejido no tumoral y

tumoral de los distintos pacientes.

Tejido no tumoral

Gen adyacentes Tejido tumoral® p
BMALI1 66.2 (42.0 - 124.4) 47.8 (33.2-107.2) <0.0001
CLOCK 4.1(29-9.9) 3.9(24-7.3) 0.291

PERI1 59.1 (24,4 - 158.2) 23,9 (10.7 - 52.4) <0.0001
PER2 18.134 (5.1 - 60.7) 10.0 (2.3 -20.9) <0.0001
PER3 56.5 (35.1 - 86.0) 19.0 (11.4-33.8) <0.0001
CRY1 578.8 (320.9 - 1130.6) 618.7 (370.2 - 1143.5) 0.931
REV-ERBP 105.6 (47.0 - 225.7) 95.6 (42.2 -192.4) <0.0001

2 Los datos representan la mediana (percentiles 25 y 75). Las comparaciones se realizaron usando

un test no paramétrico de dos muestras pareadas.

Puesto que se habia analizado el estado de TP53 a los pacientes de la cohorte
de estudio, se estratificd a los pacientes en wtp53 y mtp53 para analizar el posible
efecto de p53 en la expresion de los componentes del reloj. Tras la estratificacion
no se observan cambios en la tendencia de la expresion de los distintos genes
estudiados entre el tejido tumoral y el no tumoral adyacente. Sin embargo, cabe
destacar que en los tumores con p53 mutado, la disminuciéon de REV-ERBp no es
significativa (p=0.104), mientras que en los tumores con p53 salvaje lo seguia
siendo (p<0.0001). Ademas, en general se observa que la expresion de los distintos
genes del reloj es mayor cuando p53 esta salvaje, a excepcion de REV-ERB y
CRY1, aunque solo es significativo en el caso de PER1 (p<0.01) (Tabla 11).
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Tabla 11. Expresién de los genes del reloj estudiados en las muestras de tejido no tumoral y

tumoral de los distintos pacientes estratificados segtin p53.

Casos wtp53 Casos mtp53
Gen Tejido no Tejido Tejido no Tejido
tumoral p tumoral p
Tumoral? Tumoral>
adyacente? adyacente®
67.9 52.2 59.9 41.8
BMALI1 <0.0001 .
M (44.8-1584)  (36.5-110.7) 0.000 (39.1 - 112.2) (275-896) 00001
4.1 4.2 3.7 3.4
CLOCK (3.1-9.6) (3.0 - 6.0) 0-295 (2.4-9.1) 2.2-6.1) 0.234
54.7 30.4 56.6 17.9
PERI (263-1243)  (1526-539% 00001 0y 1 1712 76-342) 00001
15.8 10.7 17.7 7.0
PER2 .0001 .0001
(5.3 - 45.8) (335-209) <0000 (4.0 - 70.6) (19-150)  ~0-000
59.4 20.7 51.5 17.3
PER . .
> @1-ss8)  a1s-371) 00T or5 536  (107-288) <001
490.0 603.9 692.1 634.8
CRY1 (3218-13188) (3769-13087) %0 (3350-10665) (3621-10108) O
100.2 84.3 121.9 101.8
REV-ERB <0.0001 .104
v P (47.0 - 271.5) (40.2-184.4) 0.000 (53.8 —220.3) (46.6 — 189.5) 0.10

2 Los datos representan la mediana (percentiles 25 y 75).? p<0.01 vs. p53 mut. Las comparaciones

se realizaron usando un test no paramétrico de dos muestras pareadas

2. La expresion de los genes del reloj circadiano se asocian con la

expresion de marcadores de CMCs dependiendo del estado de p53

Dado que los genes del reloj circadiano parecen tener un impacto en las
caracteristicas o funciones de las CMCs en algunos tipos de cdncer, lo siguiente
fue analizar la relacion de los genes del reloj circadiano con los marcadores CD44
y CD133 segun el estado de p53 en nuestra cohorte de estudio. Para ello se
estratificaron a los pacientes en CD44attoCD133acto y CD448A10CD13384j0, y en
expresion alta o baja de cada uno de los genes circadianos en base a los valores

de su mediana, ademas del estado de p53.

El analisis de la expresion circadiana muestra un comportamiento diferente

segun el gen estudiado.

Independientemente del estado de p53, no se encuentran asociaciones
significativas para BMALI, PER2 y CRY1 en los tumores con baja o alta expresion
de los marcadores CD44 y CD133.

En aquellos tumores wtp53, un aumento en los niveles de expresion de PER1
se correlaciona con una menor expresion de los marcadores de CMCs (p=0.05).

Asimismo, una menor expresion PER3 se asocia con un aumento en la expresion
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de los marcadores CD44CD133 en el grupo de tumores wtp53 (p=0.014,). Estas
asociaciones no se encontraron en los tumores mtp53. Por lo tanto, los genes de
la familia PER, a excepcion de PER2, estan inversamente correlacionados con los

marcadores CD44CD133 en el grupo wtp53.

En los tumores wtp53, una menor expresion del gen CLOCK se asocia
significativamente con una menor expresion de los marcadores de CMCs (p=
0.011), sin embargo, estd relacion no se observa en los tumores con mutaciones

en p53.

Una menor expresion de REV-ERBP se relaciona con una disminucion
significativa de la combinaciéon de marcadores de CMCs estudiados, sin
embargo, nuevamente, esta asociacion solo se observa en los tumores con wtp53
(p=0.038) (Tabla 12).

Tabla 12. Tabla de contingencia de la relacién entre los genes del reloj circadiano y los marcadores
de CMCs en la cohorte de CCR.

Casos wtp53 Casos mtp53
Gen CD44CD133 CD44CD133
Bajo Alto Bajo Alto
N (%) N (%) P N (%) N (%)
PER1
Bajo 6(286)  25(543) . 15 (62.5) 15 (62.5) .
Alto 15(71.4) 21 (45.7) ‘ 9 (37.5) 9 (37.5)
PER2
Bajo 11(524) 29 (63.0) 11 (45.8) 14 (58.3)
Alto 10 (47,6) 17 (37.0) 0409 13 (54.2) 10 (41.7) 0386
PER3
Bajo 9 (42.9) 34 (73.9) 14 (58.3) 17 (70.8)
Alto 12671 12061 0 10 (41,7) 7 (29.2) 0365
CRY1
Bajo 11 (57.9) 19 (42.2) 16 (66.7) 9 (42.9)
251 .
Alto g@21) 26378 0P 8 (33.3) ey O
CLOCK
Bajo 12(85.7)  15(45.5) 9 (47.4) 8 (44.4)
Alto 2043) 18(s45 0 10 (52.6) 10 (556) 008
BMAL1
Bajo 10 (52.6) 23 (51.1) 11 (45.8) 12 (57.1)
Alto o@r4)y 22489 OO 13 (54.2) 9429 V4P
REV-ERBp
Bajo 15 (78,9) 23(51.1) 9 (37.5) 9 (42.9)
Alto 4@11) 22489 08 15 (62.5) 1267 O
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3. PARP-1 y los genes circadianos se correlacionan de manera
diferencial segtin el nivel de expresion de los marcadores de CMCs y el
estado de p53

A continuacidn, evaluamos si la expresion de PARP-1 y los genes del reloj
circadiano estan correlacionadas diferencialmente en el contexto del estado de
P53 y una expresion baja o alta de CD44 y CD133, con el objetivo de comprobar
si el efecto observado previamente de PARP-1 sobre el fenotipo de las CMCs

podria estar mediado a través de la regulacion circadiana (Tabla 13).

Al estratificar segtin el estado de p53, se observa que en los tumores wtp53, la
expresion de PARP-1 se correlaciona significativamente de manera negativa con
la expresion de PER1 y PER2 cuando la expresion de CD44CD133 es alta (p=0.020
y 0.001, respectivamente). En los tumores del grupo mtp53 no se observan

correlaciones significativas entre PARP-1 y estos genes.

La expresion de PARP-1 y CRY1 se correlaciona de manera positiva en
tumores mtp53 y una baja expresion de CD44CD133 (p=0.012), pero no en
aquellos con alta expresion de los marcadores de CMCs, ni en los tumores wtp53,

independientemente de la expresion alta o baja de los marcadores de CMCs.

En el caso de REV-ERB 8, PARP-1 se asocia significativamente y de manera
positiva con ésta en tumores con elevada expresion de CD44CD133 y wtp53
(p=0.005 wtp53), pero no en los tumores con baja expresion de marcadores de
CMCs. En tumores wtp53, no se encuentran diferencias significativas,

independientemente de los marcadores de CMCs.

Para el resto de genes, BMALI, CLOCK y PER3, no se encontraron

correlaciones significativas en ninguno de los casos estudiados.
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Tabla 13. Tabla de correlacion entre PARP-1 y los genes del reloj circadiano estratificados segtin
el estado de p53 y la expresion alta o baja de los marcadores de CMCs CD44CD133.

Casos wtp53 Casos mtp53
Gen CD44CD133 CD44CD133

Bajo Alto Bajo Alto
PER1

Rs -0.046 -0.353 -0.345 0.239

p 0.855 0.020 0.116 0.325
PER2

Rs 0.032 -0.479 -0.144 0.239

p 0.900 0.001 0.523 0.325
PER3

Rs 0.230 0.037 -0.027 0.414

p 0.358 0.815 0.907 0.078
CRY1

Rs 0.175 0.213 0.514 0.037

p 0.473 0.169 0.012 0.881

CLOCK
Rs 0.264 -0.119 0.404 0.401
p 0.433 0.522 0.107 0.700
BMAL1
Rs -0.014 -0.100 0.238 0.160
p 0.955 0.525 0.274 0.514
REV-ERBp
Rs 0.063 0.418 0.254 0.200
p 0.797 0.005 0.242 0.412

Rs: Coeficiente de correlacion de Spearman.

Los resultados en la cohorte de estudio sugieren una relacion entre PARP-1y
los distintos genes del reloj que puede influir en los niveles de marcadores de
CMCs segtn el estado de p53. Sin embargo, solo con los datos de tejido no es
posible determinar la direccién de esta relacion o su causalidad, por lo que
posteriormente desarrollamos un modelo in vitro con el que validar y extender
los resultados de la cohorte de pacientes, y del capitulo anterior, en el contexto

de los ritmos circadianos, sincronizando las células antes de los experimentos.

4. Desarrollo de un modelo in vitro de sobreexpresion de PARP-1

Para poder estudiar la relacion de PARP-1—ritmos circadianos—CMCs

segun el contexto de p53, desarrollamos un modelo in vitro sobreexpresando
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PARP-1 de forma estable en dos lineas comerciales de CCR con distinto estado
de p53.

Se utilizaron las lineas HCT-116, empleada previamente para ver el efecto de
la sobreexpresion transitoria de PARP-1 sobre la poblacion de CMCs, que
presenta un p53 salvaje, y la linea HT-29, que presenta la mutacion R273H en p53,
con el objeto de extender también los resultados obtenidos previamente en el

contexto de la ausencia de p53 a otras mutaciones.

Las lineas celulares se transfectaron con el plasmido de sobreexpresion de
PARP-1 (pCMV6-PARP1) o con su respectivo vector vacio como control (vector),
generando las lineas HCT116-vector, HCT116-PARP1, HT29-vector y HT29-
PARPI.

A través de Western Blot, se cuantifico la expresion de PARP-1 tras la seleccion
con neomicina post-transfeccion, seleccionando aquellos clones que tuvieron

aproximadamente el doble de expresion de PARP-1 que el vector (Figura 19).

HCT116 HT29

vector PARP1 vector PARP1

- d PARP-1 b W | 113 KDa
1 2.15 1 1.91
N N | £-Actina |y’ | <€ 43 KDa

Figura 19. Expresion de PARP-1 y [(-actina en las lineas seleccionadas tras la sobreexpresion
estable de PARP-1 en las lineas HCT116-vector, HCT116-PARP1, HT29-vector y HT29-PARP.

5. La sobreexpresion de PARP-1 altera el crecimiento de manera

diferencial segtin el estado de p53 in vitro e in vivo

En primer lugar, caracterizamos el efecto de la sobreexpresién sobre el
crecimiento tumoral en nuestro modelo in vitro. Mediante ensayos de MTT se

siguid el crecimiento celular durante 6 dias.

En la linea HCT116, la sobreexpresion de PARP-1 da lugar a una tasa
significativamente mayor de crecimiento a los 4 y 6 dias con respecto a HCT116-
vector (p<0.05 y p<0.01, respectivamente) (Figura 20A). En la linea HT-29 el efecto
observado fue el opuesto, ya que, aunque a los 4 dias se observa una mayor tasa
de proliferacion al sobreexpresar PARP-1 (p<0.05), a los 6 dias se observa una
potente disminucion de la viabilidad (p<0.001) (Figura 20B).
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La tasa de proliferacion estd influida por diversos factores, entre ellos
propiedades fisicas como el contacto célula con célula. Dado que la proliferacion
a través de MTT requiere de un nimero de partida de células bajo para evitar
alcanzar una confluencia que inhiba el crecimiento, y una baja densidad también
puede afectar al crecimiento, los resultados se confirmaron mediante un ensayo
del CFSE. El CFSE es un colorante fluorescente verde permeable a las células,
cuya intensidad disminuye a la mitad en cada divisién celular, permitiendo

analizar asi la proliferacion celular (Figura 20C).

La linea HCT116-PARP1 presenta una mayor disminucion de la intensidad
de CSFE a las 72 horas del inicio del experimento con respecto a la linea HCT116-
vector (p<0.001), lo que indica una mayor tasa de division celular tras la
sobreexpresion de PARP-1 en la linea con p53 salvaje (Figura 20D). Por el
contrario, en la linea HT-29, la sobreexpresion de PARP-1 resulta en una menor
disminucién de la intensidad de CSFE a las 72 horas con respecto a la
disminucién de la sefial observada en HT29-vector (p<0.05), sefialando una

menor tasa de proliferacion (Figura 20E).
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Figura 20. Analisis de la proliferacion celular por medio del ensayo MTT en (A) las lineas
HCT116-vector y HCT116-PARP1 y (B) las lineas HT29-vector y HT29-PARP1. Los datos
representan la media + SEM de tres experimentos independientes por cuadriplicado. Y el analisis
de la proliferacion celular por medio del ensayo CSFE (C) cuya intensidad disminuye al 50% en
cada division, en (D) las lineas HCT116-vector y HCT116-PARP1 y (E) las lineas HT29-vector y
HT29-PARP1. Los datos representan la media + SEM de tres experimentos independientes por
duplicado. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 frente a su respectivo vector.
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Para complementar la caracterizacidon de la sobreexpresion de PARP-1 sobre
la proliferacion y su posible influencia en el crecimiento tumoral in vivo, se indujo
la formacién de tumores inyectando las células control, vectores, y las células con

sobreexpresion de PARP-1 en los flancos de ratones hembras tipo NGS.

En la linea HCT-116 la sobreexpresion de PARP-1 produce un aumento de un
25% del tamafio tumoral con respecto al vector (p<0.05). Por otra parte, la
sobreexpresion de PARP-1 en la linea HT-29 induce un 53% de menor
crecimiento in vivo frente a la linea HT29-vector (p<0.001) (Figura 21). Estos

resultados muestran un comportamiento similar al obtenido en los cultivos in

vitro.
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Figura 21. Modelo in vivo para el analisis del efecto de PARP-1 sobre la proliferacion celular. (A)
Representacion grafica del crecimiento del volumen tumoral en las lineas (A) HCT116-vector y
HCT116-PARP1, y (B) sus imagenes representativas; y el volumen tumoral en las lineas (C) HT29-
vector y HT29-PARP1, y (D) sus imagenes representativas. Los datos muestran la media + SEM

de cinco ratones en cada grupo. * p<0.05, ### p<0.001 frente a su respectivo vector.

6. La sobreexpresion de PARP-1 incrementa las caracteristicas de las

CMC:s en las células p53 salvaje, pero no en las p53 mutadas

En el capitulo anterior observamos que la sobreexpresion transitoria de
PARP-1 provoca un aumento de las caracteristicas de las CMCs tanto en

pacientes como en el modelo in vitro con las células con p53 salvaje, por lo que
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repetimos los experimentos en el contexto de los ritmos circadianos
sincronizando las células al inicio del experimento. Ademas, usamos la linea HT-
29 para verificar si el efecto observado previamente en la linea p53 knock-out se

extiende también a otras mutaciones de p53.

En la linea HCT-116, la sobreexpresion estable de PARP-1 aumenta de forma
significativa el porcentaje de poblacion ALDH1* en la linea HCT116-PARP1
frente a HCT116-vector (p<0.05) (Figura 22A). El andlisis de los marcadores de
CMCs CD44, CD326 y CD133 muestra resultados similares. La linea con
sobreexpresion de PARP-1, HCT116-PARP1, presenta un mayor porcentaje de
células CD44CD3264Lto con respecto a HCT116-vector (p<0.05) (Figura 22B). Al
analizar el porcentaje de células de CD44CD326CD133 aLro, la sobreexpresion de
PARP-1 en la linea HCT-116 aumenta también el porcentaje de esta poblacion de
células frente a HCT116-vector (p<0.05) (Figura 22C).
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Figura 22. Analisis de los marcadores de CMCs ALDH1, CD44, CD133 y CD326. (A) Porcentaje
de la poblaciéon de células ALDH1* en las lineas HCT116-vector y HCT116-PARP1. Los datos
representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes realizados por duplicado.
(B) Porcentaje de células CD44CD326aLt0 y (C) CD44CD326CD1334ac10 en las lineas HCT116-
vector y HCT116-PARP1. Los datos representan la media + SEM de seis experimentos
independientes realizados por duplicado. (D) Porcentaje de la poblacion de células ALDH1* en
las lineas HT29-vector y HT29-PARP1. Los datos representan la media + SEM de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. (E) Porcentaje de células CD44CD3264Lto
y (F) CD44CD326CD1334cto en las lineas HT29-vector y HT29-PARP1. Los datos representan la
media + SEM de cuatro experimentos independientes realizados por duplicado. * p<0.05, ** p<0.01
frente a su respectivo vector.

En la linea p53 mutada, HT-29, la sobreexpresion de PARP-1 provoca un

efecto distinto al observado en la linea HCT-116. En relacién con la poblacion
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ALDHT", se produce una disminucion significativa de ésta en la linea HT29-
PARP1 con respecto al porcentaje en HT29-vector (p<0.05) (Figura 22D). El
andlisis de los marcadores CD44 y CD326 muestra una disminucion de la
proporcion de células CD44CD326acto en la linea HT29-PARP1 con respecto a la
linea HT29-vector (p<0.01), indicando que la sobreexpresion de PARP-1 induce
una disminucion de esta poblacion (Figura 22E). Este mismo efecto se aprecia al
analizar la poblacion CD44CD326CD1334tto, observandose una disminucion del
porcentaje de estas células en la linea HT29-PARP1 en comparacion con HT29-
vector (p<0.05) (Figura 22F).

Estos resultados son similares a los obtenidos previamente con las lineas
HCT-116 y HCT-116 p53 -/- sobreexpresando PARP-1 de manera transitoria,

confirmando asi los resultados y extendiéndolos a otras mutaciones de p53.

Posteriormente se analizaron por citometria de flujo otros marcadores
relacionados con las células madre intestinales y CMCs como NANOG, SOX2,
OCT3/4 y LGRS.

Al sobreexpresar PARP-1 en la linea HCT-116, se produce un aumento de la
mediana de intensidad de los marcadores SOX2, NANOG, OCT3/4 (p<0.01), y
LGRS (p<0.05) con respecto a la intensidad de dichos marcadores en la linea
HCT116-vector (Figura23A-D). En la linea HT29-PARP1, la sobreexpresion de
PARP-1 no tiene ningun efecto sobre la intensidad de estos marcadores (Figura
23E-H).
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Figura 23. Andlisis de los marcadores SOX2, NANOG, OCT3/4 Y LGR5. Intensidad relativa de
(A) SOX2, (B) NANOG, (C) OCT3/4, y (D) LGR5 en las lineas HCT116-vector y HCT116-PARP1
Porcentaje de la poblaciéon de células ALDHI1* en las lineas HCT116-vector y HCT116-PARP1.
Intensidad relativa de (E) SOX2, (F) NANOG, (G) OCT3/4, y (H) LGR5 en las lineas HT29-vector
y HT29-PARP1. Los datos representan la media + SEM de tres experimentos independientes

realizados por duplicado). * p<0.05, ** p<0.01 frente a su respectivo vector.

Posterior a la caracterizacion fenotipica del efecto de PARP-1 en relacién con
marcadores de CMCs, se realizd un anadlisis funcional a través del ensayo de

formacion de esferas.

La sobreexpresion de PARP-1 en la linea con wtp53, HTC116-PARP1,
aumenta la capacidad de formacion de esferas, llegando a formarse un niimero

significativamente mayor de esferas que en la linea HCT116-vector (p<0.05).
(Figura 24A y 24B).

Por el contrario, en la linea HT-29, la sobreexpresion de PARP-1 induce una
disminucién de la capacidad de formacidn de esferas en la linea HT29-PARP1
frente a la linea HT29-vector con expresion basal de PARP-1 (Figura 24C y 24D).
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PARP1 y (D) su imagen representativa. Los datos representan la media + SEM de seis
L

experimentos independientes realizados por quintuplicado. * p < 0.05; frente al vector, *** p <
0.001; frente al vector.
7.  La sobreexpresion de PARP-1 regula de forma diferencial el ritmo

circadiano segun el estado de p53

Dada la implicacion PARP-1 en la regulacion de los ritmos circadiano en
condiciones fisioldgicas, y los resultados en la cohorte de estudio que sugieren
una regulacion diferencial segtin el estado de p53 y su impacto sobre las CMCs,
se comprobd si la sobreexpresién de PARP-1 regula los ritmos circadianos de
forma diferencial. El ritmo circadiano se evalud a través de cambios en la
amplitud, acrofase y MESOR en los genes PER1, PER2, PER3 y REV-ERB, previa

sincronizacion del cultivo celular con forskolina.

En la linea HCT-116, la sobreexpresion de PARP-1 provoca un aumento
significativo de la amplitud de PERI con respecto a HCT116-vector (p<0.05).
Ademas, se produce un retraso de la acrofase, cercano a la significancia, en
HCT116-PARP1 (p=0.08) (Figura 25A) (Tabla 14). En cuanto a la ritmicidad de
PER2, la linea HCT116-PARP1 presenta un adelanto significativo de la acrofase
(p<0.01) (Figura 25B) (Tabla 14).

123



Resultados Capitulo 2

Tabla 14. Analisis de Cosinor de la expresion de los genes PER1, PER2, PER3 y REV-ERB en las

lineas HCT116-vector y HCT116-PARP1.

. . ; , Amplitud Acrofase MESOR

Gen Condicion PR!' p-valor (U.A)> (h)¢ (U.AY’
PER1 HCT116-vector  56.53 0.0002 0.46 + 0.09 0.99+£0.72 1.02 £ 0.06
HCT116-PARP1 9241  <0.0001 0.93 + 0.04* 23.22+0.22 1.16 £ 0.04
PER2 HCT116-vector 86.16  <0.0001 0.62 £ 0.05 5.46 +0.29 1.02 £ 0.04
HCT116-PARP1 87.67  <0.0001 0.49 + 0.04 3.46 +0.25**  0.98+0.03
PER3 HCT116-vector 62.58  <0.0001 0.57 £0.09 5.95+0.49 1.02 £ 0.04
HCT116-PARP1 70.50  <0.0001 0.40 £ 0.07 21.77 £ 0.49**  1.06 + 0.05
REV-ERBB HCT116-vector 7125  <0.0001 0.48 £ 0.07 1.33+0.53 1.06 + 0.05
HCT116-PARP1 43.24 0.0026 0.82+0.20 21.77 £0.95***  1.39+0.14

IPR: porcentaje de ritmo, ?P-valor: amplitud test cero, 3U.A: unidad, *h: horas. Comparaciéon de

los parametros de ritmicidad en distintas condiciones llevada a cabo a partir de un estudio con
un periodo de 24 horas. **p<0.01 vs HCT116-vector, *** p<0.001 vs HCT116-vector.

Por otro lado, la sobreexpresion de PARP-1 produce un retraso significativo
de la acrofase de PER3 con respecto a HCT116-vector (p<0.001) (Figura 25C)
(Tabla 14). En el caso de REV-ERBg, la linea HCT116-PARP-1 presenta un retraso

significativo de su acrofase (p<0.001). Aunque se observa un aumento de la

amplitud tras la sobreexpresion de PARP-1 ésta no es significativa, sucediendo
lo mismo con el aumento del MESOR (Figura 25D) (Tabla 14).
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Figura 25. Ritmos circadianos de la expresion de los genes (A) PER1, (B) PER2, (C) PER3 y (D)
REV-ERBS en las lineas HCT116-vector y HTC116-PARP1.
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En la linea HT-29, la sobreexpresion de PARP-1 provoca una disminucion
significativa de la amplitud de PER1 con respecto a HT29-vector (p<0.01), asi
como un adelanto de la acrofase (p<0.05) (Figura 26A) (Tabla 6).

Tabla 15. Analisis de Cosinor de la expresion de los genes PER1, PER2, PER3 y REV-ERBp en las
lineas HT29-vector y HT29-PARP1.

Amplitud Acrofase MESOR

o o7 1 = 2
Gen Condicion PR  p-valor (U.A)? (h)* (U.A)3

HT29-vector 7143  <0.0001 0.63 = 0.09 22.80+0.52 1.06 £ 0.06

PER1 HT29-PARP1 79.96  <0.0001 0.16 +0.02**  20.29+0.37*  0.98 +£0.01
PER2 HT29-vector 7020  <0.0001 0.53 £ 0.06 3.73+0.35 0.98 £ 0.05
HT29-PARP1 6258  <0.0001 0.31 + 0.04* 1.87 + 0.40* 0.93+0.03

PER3 HT29-vector 6144  <0.0001 0.37 £ 0.06 23.68 £ 0.66 1.05+0.04
HT29-PARP1  20.28 0.0926 0.10 + 0.04* 16.84 +1.64*  0.89 +0.03*

REV-ERBB HT29-vector  73.54  <0.0001 0.71+0.09 23.15+0.50 1.13+0.07

HT29-PARP1  58.12  <0.0001 0.23 + 0.04** 0.23+0.48 1.05+0.03

1PR: porcentaje de ritmo, 2P-valor: amplitud test cero, 3U.A: unidad, *h: horas. Comparacion de
los parametros de ritmicidad en distintas condiciones llevada a cabo a partir de un estudio con
un periodo de 24 horas. *p<0.05 vs HT29-vector, **p<0.01 vs HT29-vector *** p<0.001 vs HT29-
vector.

Conrespecto a PER2, HT29-PARP1 presenta una disminucidn significativa de
la amplitud (p<0.05), asi como un adelanto de la acrofase (p<0.05), con respecto a
HT29-vector (Figura 26B) (Tabla 15). Nuevamente, la sobreexpresion de PARP-1
en la linea HT-29 provoca una disminucidn significativa de la amplitud de PER3
con respecto a HT29-vector (p<0.05), asi como un adelanto de la acrofase (p<0.05)
y una disminucion significativa del MESOR (p=0.047) en la linea HT29-PARP1
(Figura 26C) (Tabla 15). El ritmo circadiano de REV-ERBp también se ve afectado,
observandose una disminucion de la amplitud tras la sobreexpresion de PARP-1
(p<0.01) (Figura 26D) (Tabla 15).
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Figura 26. Ritmos circadianos de la expresion de los genes (A) PER1, (B) PER2, (C) PER3 y (D)
REV-ERBB en las lineas HT29-vector y HT29-PARP1.

8. El olaparib disminuye la viabilidad celular independientemente del

estado de p53 y la expresion de PARP-1

Visto el efecto de la sobreexpresion de PARP-1 sobre distintas caracteristicas
y aspectos tumorales, el siguiente paso fue analizar el efecto del tratamiento con
olaparib, uno de los inhibidores de PARP-1 aprobados por la FDA para su uso

en cancer de ovario y de mama.

El tratamiento con olaparib disminuy6 el crecimiento en todas las lineas de
manera dosis-dependiente, desde la dosis mas baja utilizada (1 uM) a las 72 horas
post-tratamiento (Figura 27A y 27B). Ademads, no se observaron diferencias en
cuanto a la citotoxicidad del olaparib entre HCT116-vector y HCT116-PARP1, ni
entre HT29-vector y HT29-PARP1, sugiriendo que la sobreexpresion de PARP-1
no influye en el efecto citotoxico del olaparib. Se obtuvieron unos valores de IC50
de 14.91+1.51 y 14.42+1.82 para las lineas HCT116-vector y HCT116-PARP],
respectivamente; y de 12.84 +2.54 y 12.79+1.21 para las lineas HT29-vector y
HT29-PARP1.
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Figura 27. Viabilidad tras 72 horas con el tratamiento con olaparib en (A) las lineas HCT116-
vector y HCT116-PARP1, y (B) las lineas HT29-vector y HT29-PARP1. Los resultados representan
la media + SEM de 6 experimentos independientes llevados a cabo por triplicado. *p<0.05, ***
p<0.001 vs control tratado con DMSO.

Dado que algunos farmacos provocan un efecto citotoxico que no se
manifiesta hasta varias generaciones después cuando el efecto se vuelve letal, se
determino el efecto del olaparib sobre la supervivencia celular a largo plazo se
mediante un ensayo de formacion de colonias durante 7 dias con un pre-

tratamiento previo de 72 horas con olaparib 10 uM.

El tratamiento con olaparib durante 72 horas provoca una disminucion en el
numero de colonias tanto en la linea HCT116-vector como en la linea HCT116-
PARP1, reduciéndose un 92.4 y un 95.5% respectivamente (p<0.001). No se
observan diferencias en el numero de colonias formadas entre HCT116-vector y
HCT116-PARP1. A diferencia de lo observado en el ensayo de viabilidad de MTT,
las células con sobreexpresion de PARP-1 se ven mads afectadas por el olaparib a
largo plazo, presentando un numero significativamente menor de colonias
(p<0.01) (Figura 28A). Este mismo resultado se obtiene en la linea HT29-vector y
HT29-PARP-1, observandose un menor numero de colonias, reduciéndose en
71.9 y 87.82% (p<0.001). En las lineas con mtp53 se observa el mismo efecto
descrito anteriormente en la linea wtp53, de forma que la linea con PARP-1

sobreexpresado se ve mas afectada por el tratamiento con olaparib (p<0.001)
(Figura 28B).
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Figura 28. Numero de colonias formadas tras el pre-tratamiento con olaparib o DMSO durante
72 horas en (A) las lineas HCT116-vector y HCT116-PARP1, y (B) las lineas HT29-vector y HT29-
PARP1. Los resultados representan la media + SEM de 3 experimentos. ***
linea celular tratada con DMSO, L1 p<0.01 HCT116-vector-ola vs HCT116-PARP1-ola, ###

p<0.001 HT29-vector-ola vs HT29-PARP1-ola. Ola: olaparib

p<0.001 vs la misma

A partir del analisis de clonogenicidad se realizo también un analisis de la
heterogeneidad fenotipica de las colonias en condiciones basales formadas
clasificdndolas en: holoclon derivadas de células madre, paraclon derivadas de
células diferenciadas y meroclon compuestas por fenotipos intermedios entre

holo- y paraclones (Anexo 3).

En la linea HCT116-PARP1 se observa una disminucion en el porcentaje de
colonias con origen paraclon y meroclon, y un aumento de aquellas con fenotipo
holoclon, aunque en ninguno de los casos se observan diferencias significativas
(Figura 29A y 29B). Por el contrario, en la linea HT29-PARP1 se observa un
aumento significativo del porcentaje de colonias paraclon y meroclon, y una
disminucion significativa de aquellas con fenotipo holoclon (p<0.001) (Figura 29C
y 29D). En lineas generales, este andlisis de heterogeneidad fenotipica muestra

resultados similares a los obtenidos en los andlisis de las CMCs previos.
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Figura 29. Andlisis de la heterogeneidad fenotipica en el ensayo de clonogenecidad. Porcentaje
de colonias paraclon, holoclon y meroclon en (A) HCT116-vector y HCT116-PARP1 y (B) su
imagen representativa, y en (C) HT29-vector y HT29-PARP1 y (D) su imagen representativa. Los

datos representan la media + SEM de tres experimentos. *** p < 0.001; frente al vector.

Este mismo anadlisis se repitid con el tratamiento con olaparib, sin embargo,

las colonias formadas presentaban un fenotipo intermedio de meroclon.

9. El tratamiento con olaparib induce acumulacion en G2/M y aumento

de la tasa de apoptosis

El tratamiento con olaparib muestra una disminucion de la viabilidad en las
lineas celulares estudiadas. Esta disminucidon puede estar mediada a través de
distintos mecanismos distintos y/o complementarios como la regulacion del ciclo

celular y del proceso de apoptosis.

El estudio del porcentaje de apoptosis mediante citometria de flujo muestra
que el tratamiento con olaparib 10 uM en la linea HCT-116 provoca un aumento
del porcentaje de apoptosis, independientemente de la sobreexpresion de PARP-
1 (p<0.05) (Figura 30A). Este mismo efecto se observa al tratar la linea HT-29 con
olaparib, produciéndose un aumento significativo de la apoptosis tanto en la
linea HT29-vector como en la linea HT29-PARP-1 (p<0.05 y p<0.01,
respectivamente) (Figura 30B). En el caso de la linea HT-29, se observa que la
linea con sobreexpresion de PARP-1 presenta un menor porcentaje de apoptosis

que la linea HT29-vector, en la condicion sin tratamiento (p<0.05) (Figura 30B).
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El estudio de la distribucion de las células en las distintas fases del ciclo
celular mediante citometria de flujo en funcidn de la cantidad de ADN presente
muestra que el tratamiento con olaparib 10 uM induce cambios en todas las fases
del ciclo celular en las lineas celulares estudiadas. Concretamente, en la linea
HCT116-vector tras el tratamiento se produce una disminucién de las fases
GO0/G1 y S (p<0.05), acompanado por un aumento de la fase G2/M (p<0.01). Del
mismo modo, al sobreexpresar PARP-1 en esa linea celular se obtienen los
mismos resultados, una disminucion de las fases G0/G1 y S, y un aumento de la
fase G2/M (p<0.01) (Figura 30C). No se observan diferencias entre ambas lineas
en condiciones sin tratamiento. Por su parte, el tratamiento con olaparib en la
linea HT29-vector produce una disminucion de la fase S (p<0.05) y un aumento
de la G2/M. Igualmente, en la linea HT29-PARP1 se observa una disminucion de
la fase GO/G1 (p<0.05) y S (p<0.01), y un aumento de la fase G2/M (p<0.001) (Figura
30D). Al comparar el efecto de la sobreexpresion de PARP-1 en la linea HT-29 se
aprecia una disminucion significativa del porcentaje de células en fase G2/M con

respecto a la linea vector en condiciones basales (p<0.05) (Figura 30D).
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Figura 30. Efecto del tratamiento con olaparib 10 uM durante 72 horas sobre el porcentaje de
apoptosis en (A) las lineas HCT116-vector y HCT116-PARP1, y (B) las lineas HT29-vector y HT29-
PARP1; y sobre la distribucion en las fases del ciclo celular en (C) las lineas HCT116-vector y
HCT116-PARP1, y (D) las lineas HT29-vector y HT29-PARP1. Los resultados representan la
media + SEM de 3 experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. *p<0.05, **p<0.01,
** p<0.001 vs control tratado con DMSO, # p<0.05 vs HT29-vector. Ola: olaparib
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10.  Elolaparib afecta al fenotipo de CMCs seguin p53 y la sobreexpresion
de PARP-1

Dado que el olaparib reduce la viabilidad independientemente del estado de
p53 y de la sobreexpresion de PARP-1, y la regulacion diferencial observada
anteriormente de PARP-1 sobre las CMCs, a continuacion, analizamos el efecto

del olaparib sobre la poblacion de CMCs.

El tratamiento con la dosis 10 uM de olaparib durante 72 horas no provoca
cambios significativos en la poblacion CD44CD326acroen la linea HCT116-vector,
mientras que en la linea HCT116-PARP1 se produce una disminucion
significativa de ésta. En el caso de la linea HCT116-PARP1, el tratamiento con
olaparib revierte el fenotipo provocado por la sobreexpresiéon de PARP-1 y se
recuperan los valores basales de la linea HCT116-vector (Figura 31A). Del mismo
modo, el tratamiento con olaparib no produce cambios en la poblacion
CD44CD326CD133att0 en la linea HCT116-vector, mientras que en HCT116-
PARP1 se produce de nuevo una disminucion significativa de dicha poblacion.
Ademas, el tratamiento con olaparib en la linea con sobreexpresion de PARP-1
revierte también el efecto sobre la poblacion de CMCs recuperandose los valores

de la linea vector (Figura 31B).

Por otro lado, en la linea HT29-vector el tratamiento con olaparib no produce
cambios significativos en cuanto a la poblacion CD44CD326aLto, aunque si se
produce una disminucién cercana a la significancia (p=0.07), mientras que en la
linea HT29-PARP1 no se observan cambios (Figura 31C). La poblacion
CD44CD326CD133arto no se ve afectada en ninguno de los dos casos, vector y
sobreexpresion de PARP-1, por el tratamiento de olaparib (Figura 31D).
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Figura 31. Efecto del tratamiento con olaparib 10 uM durante 72 horas en las lineas HCT116-
vector y HCT116-PARP1 sobre el porcentaje de células (A) CD44CD326ato y (B)
CD44CD326CD1334Lt0; y en las lineas HT29-vector y HT29-PARP1 sobre el porcentaje de células
(C) CD44CD326aLro0y (D) CD44CD326CD133act0. Los resultados representan la media + SEM de
3 experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. *p<0.05 vs control tratado con
DMSO.

También se evalud el efecto del olaparib a nivel funcional de las CMCs
mediante el ensayo de formacion de esferas. A través de este ensayo se evalud la
capacidad de formacién de esferas tras el tratamiento durante 72 horas con la

dosis 10 uM de olaparib.

En la linea HCT-116, el tratamiento con olaparib durante 72 horas reduce la
capacidad de formacién de esferas post-tratamiento en un 94% y 91% en las lineas
vector y con sobreexpresion de PARP-1, respectivamente (Figura 32A y 32B). Por
otro lado, en la linea HT29-vector, la capacidad de formacion de esferas post-
tratamiento con olaparib se reduce en un 64%, mientras que en la linea con PARP-
1 sobreexpresado, HT29-PARP1, se reduce en un 60% (Figura 32C). Sin embargo,
en el caso de las lineas HT-29, aunque se produce una disminucion de la
capacidad de formacion de esferas, ésta viene acompanada de un cambio
fenotipico en las esferas. Tras el tratamiento, las esferas formadas presentan un

aspecto de racimo de uvas, en lugar de esfera solida (Figura 32D)

132



Resultados Capitulo 2

A B Control 10 uM olaparib
- [ HCT116-vector
3 [ HCT116-vector-ola
cE HoTH 6 pARB ol
238 " HCT116-vector
g£%10 — =
k)
38
s
gz
S 205
S5 HCT116-PARP1
I3
o
0.0
C D Control 10 uM olaparib
M HT29-vector
HT29-vector-ola
[ HT29-PARP1
HT29-PARP1-0la
S R HT29-vector

-
°

[
o

HT29-PARP1

Capacidad de formacién
esferas (Fold change vs control)

o
o

Figura 32. Analisis de la capacidad de formacion de esferas post-tratamiento con 10 uM en (A)
HCT116-vector y HCT116-PARP1 y (B) su imagen representativa, y en (C) HT29-vector y HT29-
PARP1 y (D) su imagen representativa. Los datos representan la media + SEM de seis
experimentos independientes realizados por quintuplicado. *** p <0.001 frente al control tratado
con DMSO.

11.  El olaparib altera el ritmo circadiano de PER1 y REV-ERB en las

lineas estudiadas

A continuacidn, se analizo el efecto del olaparib sobre la regulaciéon de los
ritmos observada previamente por parte de PARP-1 sobre los genes PER1 y REV-
ERBp, que fueron los genes donde la sobreexpresién tuvo mayor impacto en

ambas lineas celulares.

En la linea HCT-116-vector, el olaparib no tiene ningun efecto sobre los
parametros del ritmo circadiano estudiados de PER1, sin embargo, en la linea con
sobreexpresion de PARP-1, el tratamiento provoca una disminucion significativa
de la amplitud (p<0.05), y un adelanto significativo de la acrofase (p<0.01). En
términos de amplitud y MESOR, el olaparib provoca que en la linea
sobreexpresada se alcancen valores similares a la linea vector sin tratar,
revirtiendo en cierto modo el efecto de la sobreexpresién de PARP-1 (Tabla 16)
(Figura 33A y 33B).
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Tabla 16. Analisis de Cosinor de la expresidon de los genes PERI y REV-ERBf en las lineas
HCT116-vector y HCT116-PARP1 tratadas con y sin olaparib.

Amplitud Acrofase MESOR

o o 1 = 2
Gen Condicion PR'  p-valor (U.A)3 (h)* (U.A)3

HCTH6vector 50 na 00002 0462009  099+072  1.02+0.06

Control
Hcgiils;ie;tor 9131 <0.0001  0.51+0.03 059+0.19  1.00+0.02
PER1
HCTHO-PARPL o) 11 00001 0934004 23224022  1.16+0.04
Control
HCTII6-PARPL o0 o 00059 032+0.09%# 4410684 099 +0.07
Olaparib
HCTH6-vector ) o 00001 048+ 0.07 133+053  1.06+0.05
Control
Hcggi‘r',e;tor 8434  <0.0001  0.41+0.04 135+026  0.98+0.03
REV-ERB HCTllIg P;Rm
- 4324 0.0026  0.82+020  21.77+095 1.39+0.14
Control
HCT116-PARP1
CTLi6-P: 7044  <0.0001  0.40+0.06 1.69+039¢## 1.02+0.04
Olaparib

IPR: porcentaje de ritmo, ?P-valor: amplitud test cero, *U.A: unidad, *h: horas. Comparacion de
los parametros de ritmicidad en distintas condiciones llevada a cabo a partir de un estudio con
un periodo de 24 horas. *** p<0.001 vs HCT116-vector control 1 ##p<0.01 vs HCT116-PARP1
control, ### p<0.001 vs HCT116-PARP1 control

El uso de olaparib sobre la linea HCT116-vector no tiene ningtin impacto en
el comportamiento circadiano de REV-ERB sobre los parametros estudiados con
respecto a la linea no tratada. En la linea HCT116-PARP1, el olaparib provoca un
adelanto significativo de la acrofase (p<0.001), asi como una disminucion, aunque
no significativa de la amplitud, y una disminucion del MESOR cercana a la
significancia (p=0.06). Tras el tratamiento con olaparib, la linea HCT116-PARP1
recupera valores similares a los de la linea HCT116-vector (Tabla 16) (Figura 33C
y 33D).
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Figura 33. Ritmos circadianos de la expresion de los genes (A) PER1 y (B) REV-ERBp en las lineas
HCT116-vector y HTC116-PARP1 con y sin tratamiento con olaparib.

En las lineas HT-29, tanto en el vector como en la linea PARP-1

sobreexpresada, el tratamiento con olaparib, provoca un cambio del periodo de
PER1 de 24 y 21.5 horas, respectivamente, a 3 horas lo cual impide el posterior

andlisis de cosinor para la obtencion de la amplitud, acrofase y MESOR al

considerar que no hay ritmicidad circadiana alguna (Tabla 17) (Figura 34A y

34B).
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Tabla 17. Andlisis de Cosinor de la expresion de los genes PER1 y REV-ERBS en las lineas HT29-
vector y HT29-PARP1 tratadas con y sin olaparib

Amplitud Acrofase MESOR
Gen Condicion PR! -valor?
P (U.A)? (h)* (U.A)?
HI29-vector ) 13 00001 0634009 22804052  1.060.06
Control
HT29-vector
PERL o
7996  <0.0001  0.16+0.02*  2029+037  0.98+0.01
Control
HT29-PARP1
Olaparib
HI29-vector 5o/ 00001 0714009  2315+050  1.13+0.07
Control
Hg:";i.céor 6935 <0.0001  040+0.06*  2055+055*  0.89 +0.04*
REV-ERBf HT29 FI)’AIRPI
] 5812 <0.0001  0.23+0.04 023+048  1.05+0.03
Control
HT29-PARP1
o-PA 2047 00903  044+0.185 9.89+0.80¢##  1.16+0.13
Olaparib

IPR: porcentaje de ritmo, ?P-valor: amplitud test cero, *U.A: unidad, *h: horas. Comparacion de

los parametros de ritmicidad en distintas condiciones llevada a cabo a partir de un estudio con
un periodo de 24 horas. * p<0.05 vs HCT116-vector control 1 ##p<0.01 vs HCT116-PARP1 control.

El olaparib ejerce distinto efecto sobre REV-ERB segtin si hay sobreexpresion

de PARP-1 en la linea p53 mutada. Mientras que, en el vector, el olaparib provoca

una disminucion significativa de la amplitud (p<0.05), un adelanto de la acrofase
(p<0.05) y una disminucion del MESOR (p<0.05); en la linea HT29-PARP-1
provoca un retraso de la acrofase (p<0.001) (Tabla 17) (Figura 34C y Figura 34D).
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Figura 34. Figural6. Ritmos circadianos de la expresion de los genes (A) PER1 y (B) REV-ERBf en
las lineas HT29-vector y HT29-PARP1 con y sin tratamiento con olaparib.
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CAPITULO 3: ANALISIS DEL PERFIL DE PARP-1 EN LIINEAS
CELULARES DERIVADAS DE PACIENTES CON CANCER
COLORRECTAL Y LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON
OLAPARIB Y OXALIPLATINO

Los resultados recogidos en este capitulo se han realizado en colaboracion con el
grupo “signalisation, plasticité et cancer” liderado por la Dr. Julie Pannequin del

Institut de Génomique Fonctionnelle de Montpellier (Francia).

1. Evaluacion del estado de TP53 en las lineas derivadas de pacientes

Se utilizaron 17 lineas celulares derivadas de pacientes con CCR de la region
de Gard (Francia). Las lineas se establecieron a partir de tumores primarios
(CRC1, CPP6, CPP14, CPP24, CPP25, CPP35, CPP42, CPP43 y CPP44), metastasis
(CPP19, CPP30, CPP36 y CCPP45), y CTCs (CTC31, CTC41, CTC44 y CTC45).
Ademas, las lineas CPP44 y CTC44, y CPP45 y CTC45, se establecieron del mismo

paciente, respectivamente.

En primer lugar, se analizé el estado de TP53 en las distintas lineas celulares
mediante secuenciacion Sanger. En las lineas derivadas de tumores primarios el
33% de ellas presentan un p53 salvaje frente al 67% mutadas; el 25% de las lineas
derivadas de metastasis presentan un estado salvaje de p53 mientras que el 75%
restante muestran mutaciones; y en el caso de las CTCs, el 50% de las lineas tienen
mutaciones en TP53 (Tabla 19).

Tabla 18. Analisis del estado de TP53 en las lineas derivadas de pacientes.

Origen
Primario Metastasis CTCs
Salvaje CRC1, CPP6, CPP14 CPP19 CTC31, CTC41
Estado
TP53 CPP24, CPP25, CPP35,
Mutante CPP42, CPP43, CPP44 CPP30, CPP36, CPP45 CTC44, CTC45
CTC: Célula tumoral circulante.
2. Anadlisis de la expresion de PARP-1 en las lineas derivadas de

pacientes

A continuacion, se evalud la expresion de PARP-1 en las distintas lineas celulares
derivadas de pacientes mediante RT-Q-PCR. La expresion de PARP-1 es bastante
heterogénea entre las distintas lineas celulares, especialmente entre las lineas

celulares derivadas del tumor primario (Figura 35).
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Figura 35. Andlisis mediante RT-Q-PCR de la expresion de PARP-1 en las lineas celulares
derivadas de pacientes normalizadas con respecto a la expresion de la linea CRC1. Los datos

representan la media + SEM de tres replicas. CTC: célula tumoral circulante.

Dado que se disponia de los datos clinicos de los pacientes de los que se
obtuvieron las lineas celulares, se intentd poner la expresion de PARP-1 en el
contexto de algunos de ellos. Sin embargo, el bajo nimero de muestras tras
realizar la clasificacién acorde con los datos clinicos lo impidid para alguna de
ellas. No obstante, cuando se pone la expresion de PARP-1 en el contexto del
estado de KRAS en las lineas celulares derivadas de tumores primarios se observa
una mayor expresion, aunque no significativa, en las lineas con KRAS mutado
(Figura 36A). Del mismo modo, cuando se hace en el contexto del estado de p53
no se observan diferencias entre lineas metastasicas y CTCs, mutadas y salvajes,
sin embargo, en las lineas derivadas de tumores primarios hay una expresion
significativamente mayor en aquellas lineas con mtp53 (p<0.05) (Figura 36B). A
pesar de todo es importante senalar que estos resultados se han obtenido con un

numero pequeno de muestras por grupo.
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Figura 36. Diagramas de caja mostrando la expresion de PARP-1 en (A) las lineas celulares
derivadas de tumores primarios agrupadas segun el estado de KRAS, salvaje (KRAS WT) y
mutado (KRAS MT), y (B) las lineas derivadas de tumores primarios, metastasis y CTCs
agrupadas segtn el estado de p53, salvaje (TP53 WT) y mutado (TP53 MT). Los datos representan

la mediana y los valores maximos y minimos; * p < 0.05. CTC: célula tumoral circulante.

3. Las CTCs presentan menores niveles de expresion de PARP-1

Al agrupar la expresiéon de las distintas lineas celulares segin su origen
tumoral, tumor primario, metdstasis y CTCs se observan diferencias en los
niveles de expresion de PARP-1. Al comparar la expresion entre las lineas
metastasicas y las CTCs se observa una disminucion significativa de la expresion
PARP-1 en las CTCs (p<0.05). Sin embargo, al comparar la expresion de las lineas
derivadas del tumor primario con las lineas metastasicas o con las CTCs, aunque
se observa una mayor expresion de PARP-1 en las lineas celulares derivadas del

tumor primario, ésta no es significativa (Figura 37A).

Dado que del paciente 44 se pudieron aislar tanto células primarias como
CTCs (CPP44 y CTC44) y del paciente 45 se pudieron aislar tano células
metastasicas como CTCs (CPP45, CTC45), se evaluo si existian diferencias entre
ellas en términos de expresion de PARP-1 similares a las obtenidas al agrupar

todas las lineas celulares segtin su origen.

En las lineas derivadas del paciente 44 se observa que la CTC44 presenta
niveles de expresion significativamente menores de PARP-1 que la linea CPP44
obtenida de su tumor primario (p<0.001). Igualmente, en las lineas derivadas del
paciente 45 se observa que la CTC45 presenta una expresion significativamente
menor de PARP-1 que la linea CPP45 obtenida de su metastasis (p<0.01) (Figura
37B).
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Figura 37. Comparacion de la expresion de PARP-1 en (A) las lineas celulares derivadas de
paciente agrupadas segtin su origen tumoral y (B) entre las lineas celulares derivadas del paciente
44 y del paciente 45. Los datos de la figura A representan la mediana y los valores maximos y

minimos. La figura B representa la media + SEM de tres replicas. * p < 0.05, ** p < 0.005; ** p <

0.001.

Aunque los datos de las lineas celulares derivadas de pacientes indican una
menor expresion de PARP-1 en las CTCs en comparacion con el tumor primario
y la metdstasis, el bajo nimero de muestras no permite confirmar estos

resultados.

Por ese motivo, se utilizaron diferentes bases de datos de cohortes en los que
se haya cuantificado la expresion de PARP-1 en CTCs, tumores primarios,

metastasis y mucosa normal.

A través del repositorio publico de datos de genomica funcional Gene
Expression Omnibus (GEO), se encontro el estudio GSE74369 en el cual la
expresion de PARP-1 se analizé por RNAseq en distintos tipos de muestras de
CCR, incluyendo CTCs, mucosa normal y tumor primario. En dicho estudio hay
datos de 7 pacientes con muestras de CTC, tejido normal, tejido tumoral
(profundo, superficial, central), metastasis y tejido endotelial. Los resultados
obtenidos son similares a los obtenidos en las lineas derivadas de pacientes,
observandose una menor expresion de PARP-1 en las CTCs de cada paciente
comparado con el resto de tejidos tumorales primarios, e incluso con respecto al
endotelio y tejido normal en la mayoria de los casos (Figura 38). Estos resultados
se observan en prdacticamente todos los pacientes de los que hay datos a
excepcion del paciente 21, donde la expresion de PARP-1 es mayor en las CTCs

que en el resto de tejidos.
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Figura 38. Andlisis de mapas de calor que muestran la expresion de PARP-1 en diferentes
muestras de células tumorales circulantes (CTC), tejido normal, tumor, metastasis y endotelio.
Acceso a los datos: GSE74369.

4. Seleccion de las lineas celulares para el estudio de respuesta al

tratamiento con olaparib y oxaliplatino

Una vez analizado el perfil de PARP-1 en las lineas derivadas de paciente se
procedio al estudio de la respuesta al tratamiento con olaparib y oxaliplatino

como terapia simple, y la combinacién de ambos en el contexto de PARP-1 y p53.

Dado que la mayor parte de los tumores primarios de CCR son extirpados
mediante cirugia curativa, y que la metastasis es la principal causa de muerte por
CCR, se seleccionaron lineas celulares derivadas de metastasis. Se selecciono la
linea CPP19 (wtp53), y la linea CPP45 (mtp53). Puesto que en los tultimos afios
las CTCs han ganado relevancia al ser consideradas como las células tumorales
que se desprenden del tumor primario al torrente sanguineo e iniciar el proceso
de metastasis, también se seleccionaron las lineas CTC31 (wtp53), y CTC45
(mtp53), procedente del mismo paciente que CPP45.

Las lineas CPP19 y CPP45 se cultivaron en monocapa 2D, mientras que las
lineas CTC31 y CTC45 en 3D formando colonosferas, en forma de racimo de uva

y de esfera sdlida, respectivamente (Figura 39).

CPP19 CPP45

Figura 39. Imagenes de microscopio optico que muestran las lineas celulares CPP19, CPP45,
CTC31 y CTC45.
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En las lineas celulares CPP45 y CTC45 se observa la mutacion
c818G>A(p.Arg273His) localizada en un hotspot que afecta al dominio de union
al ADN. La linea CPP45 presenta una segunda mutacion c925C>T (cPro309Ser)
que afecta a la secuencia de localizacion nuclear (Figura 40). Dado que ambas
lineas proceden del mismo paciente, y que la mutacion Arg273His esta solo
presente en la CTC se podria asumir que dicha mutacién podria ser la original en
el tumor primario y que una vez establecida la metastasis se desarrolld la

segunda. Ambas mutaciones se consideran patoldgicas segtin la IARC.

R273H  P309S

LN
o
[
9
Q
aminoacido R273H
LN
=
Q
=
U ..

mmmmmmmmmm
[ Dominio transactivacion N-terminal 1 [l Dominio unién ADN [l Sefial de exportacion nuclear

] Dominio transactivacion N-terminal I [l] Sefal de localizacién nuclear [0 [KR]-[STAJ-K motif

Figura 40. Representacion en diagrama de lolliplot de las mutaciones en TP53 en las lineas CPP45
y CTC45.

5. El oxaliplatino y el olaparib inhiben el crecimiento de células

metastasicas

Las lineas metastasicas derivadas de pacientes CPP19 (wtp53) y CPP45
(mtp53) se utilizaron para evaluar el efecto citotoxico del olaparib y del
oxaliplatino en ensayos in vitro. Estas dos lineas celulares se cultivaron en
presencia de concentraciones crecientes de olaparib (0-10 uM) y oxaliplatino (0-
10 uM) durante 72 horas.

El tratamiento con olaparib disminuye la viabilidad celular en ambas lineas
de manera dosis-dependiente, siendo significativa a la dosis de 10 uM en el caso
de la linea CPP19, y desde la dosis de 2.5 uM en el caso de CPP45. Solo se
observan diferencias significativas entre CPP19 y CPP45 a la dosis de 5 uM, a la
cual la inhibicién de la viabilidad es mayor en la linea CPP45 (p<0.05) (Figura
41A).
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El tratamiento con oxaliplatino también reduce la viabilidad celular en ambas
lineas de manera dosis-dependiente, aunque en este caso en la linea CPP19 el
efecto es significativo desde la dosis de 0.25 uM, mientras que en la linea CPP45
el efecto significativo no se observa hasta la dosis de 1 uM. En el caso del
oxaliplatino, se encuentran diferencias significativas entre CPP19 y CPP45,
siendo el efecto significativamente mayor en la linea CPP19 a todas las dosis
ensayadas a partir de la 0.25 uM (Figura 41B). Los valores de ICso para el
oxaliplatino son de 1.30+0.37 y 5.02+0.14, para CPP19 y CPP45, respectivamente.
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Figura 41. Inhibicion de la viabilidad tras las 72 horas con los tratamientos de (A) olaparib y (B)
oxaliplatino en las lineas CPP19 y CPP45. * p <0.05; ** p <0.01, *** p <0.001 vs. control tratado con
DMSO, # p <0.05, ## p <0.01 y ### p <0.001 vs. la misma dosis entre CPP19 y CPP45. Las figuras

representan la media + SEM de tres experimentos independientes realizados por triplicados.

6. La combinacion de olaparib y oxaliplatino ejerce un efecto sinérgico

sobre la viabilidad en las células metastasicas

Tras evaluar el efecto de manera independiente de cada uno de los farmacos
se analiz6 si la combinacion de oxaliplatino con olaparib potenciaba el efecto de
ambos farmacos por si mismos, especialmente a bajas dosis. Para ello se
combinaron las dosis de olaparib (0, 2.5, 5 y 10 uM) y de oxaliplatino (0, 0.125,
0.25,0.5, 1, 2.5, 5y 10 uM) ensayadas previamente de manera individual.

En el caso de la linea CPP19, la combinacion de 2.5 uM olaparib con
oxaliplatino produce una disminucion significativa de la viabilidad a todas las
dosis de oxaliplatino con respecto al tratamiento solo con la misma dosis de
olaparib; mientras que a las dosis 5 y 10 uM de olaparib, los efectos significativos
se observan a partir de la combinacion con la dosis 0.25 uM de oxaliplatino. A
dosis por encima de 0.5 uM de oxaliplatino solo se observan diferencias
significativas al combinar la dosis de 10 uM de olaparib con la dosis 1 uM de
oxaliplatino, con respecto a la monoterapia con oxaliplatino. Por debajo de ésta,

a la dosis de 0.125 uM, la viabilidad disminuye de manera significativa al
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combinar el tratamiento de oxaliplatino con las dosis de 2.5, 5 y 10 uM de
olaparib. Sin embargo, a la dosis de 0.25 uM de oxaliplatino, la disminucién
significativa de la viabilidad s6lo se mantiene en la combinacion con la dosis de
10 uM de olaparib (Figura 42A).

En términos de sinergia, ésta se analizo mediante el modelo de HSA (agente
individual mas alto), de manera que valores por encima de 0 indican sinergia
entre los dos farmacos y valores negativos un efecto antagonico entre ambos. El
andlisis de sinergia en la linea CPP19 muestra un efecto sinérgico entre el olaparib
y oxaliplatino a todas las dosis de olaparib, y dosis entre 0.125 y 0.5 uM de
oxaliplatino, siendo la combinacién mas sinérgica a las dosis de 10 uM de
olaparib y 0.25 uM de oxaliplatino (puntuacion: 14). Mas alla de la dosis de 1 uM
de oxaliplatino la combinacién con olaparib muestra una ligera sinergia, no
efecto o un ligero antagonismo (Figura 42B). Sin embargo, al analizar la sinergia
segun los modelos de Loewe y Bliss, éstos sefialan una tendencia antagoénica

entre ambos farmacos (Anexo 8).

En la linea CPP45, la combinacién de olaparib y oxaliplatino reduce la
viabilidad de manera significativa a partir de la dosis 2.5 uM de oxaliplatino,
comparado con el monotratamiento con olaparib a la misma dosis. Al combinar
el tratamiento de oxaliplatino con la dosis 2.5 uM de olaparib solo se observan
diferencias significativas con respecto al monotratamiento con oxaliplatino en la
a la dosis de 0.125 uM de oxaliplatino. Sin embargo, la combinacion del
oxaliplatino con las dosis 5 y 10 uM de olaparib reduce de manera significativa
la viabilidad a las dosis entre 0.125 y 2.5 uM de oxaliplatino con respecto al

tratamiento simple con oxaliplatino (Figura 42C).

En el caso de la linea CPP45, se observa una tendencia sinérgica en cuanto al
efecto de ambos farmacos, observandose la mayor sinergia a las dosis de 1 uM
de oxaliplatino, y 2.5 y 5 uM de olaparib (puntuacion: 11 y 13, respectivamente),
y 2.5 uM de oxaliplatino, y 5 y 10 de olaparib (puntuacion: 12 y 11,
respectivamente) (Figura 42D). El andlisis de sinergia segtin el modelo de sinergia
mantiene el efecto sinérgico sefialado por el modelo HSA, mientras que el modelo

de Bliss senala un efecto antagonista especialmente a altas dosis (Anexo 8).
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Figura 42. Mapas de calor de (A) la viabilidad de la linea CPP19 tratadas con la combinacion de
olaparib y oxaliplatino, (B) la puntuacién del efecto sinérgico de la combinacion de olaparib y
oxaliplatino en la linea CPP19 segtin el modelo HSA, (C) la viabilidad de la linea CPP45 tratadas
con la combinacién de olaparib y oxaliplatino, y (D) la puntuacion del efecto sinérgico de la
combinacién de olaparib y oxaliplatino en la linea CPP45 segtn el modelo HSA. ++ p<0.01, t1t
p<0.001 vs. dosis 0 puM oxaliplatino y 2.5 uM olaparib;  f p<0.01, { f  p<0.001 vs. dosis 0 uM
oxaliplatino y 5 uM olaparib; L p<0.05, 1L p<0.01, L p<0.001 vs. dosis 0 uM oxaliplatino y 10
uM olaparib; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. olaparib 0 uM a la misma dosis de oxaliplatino.
Las figuras representan la media + SEM de tres experimentos independientes realizados por
triplicados.

7. La combinacion de olaparib y oxaliplatino ejerce un efecto sinérgico
o antagonico sobre la poblacion de CMCs en las células metastasicas segun
el estado de p53

Debido a que el uso de oxaliplatino presenta efectos secundarios relacionados
con nduseas, leucopenia, trombocitopenia, anemia hemolitica y neuropatia
periférica (Alcindor & Beauger 2011); y que pese a que el olaparib es el iPARP-1
con menos efectos secundarios, éstos estan también relacionados con nauseas y
efectos hematologicos (Roubaud et al. 2022), por lo que se seleccionaron dosis
mas bajas para analizar el efecto de la combinacion de ambos sobre la poblacion
de CMCs. Las dosis de olaparib se mantuvieron, y se utilizaron las dosis entre

0.125 y 1 uM de oxaliplatino, en las que se observd previamente un efecto
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sinérgico en cuanto a la viabilidad tras el tratamiento. La poblacion CMC se

caracterizo cuantificando la poblacion ALDH*.

En la linea con wtp53, CPP19, el tratamiento con olaparib disminuye
ligeramente la poblacion ALDH?, aunque ésta no es significativa. Por el contrario,
el tratamiento con oxaliplatino reduce significativamente la poblacion ALDH* a
la dosis de 0.125 y 1 puM. Al combinar ambos farmacos, se observa que la
combinacién de las dosis 0.25, 0.5 y 1 uM de oxaliplatino con las dosis 2.5y 5 uM
de olaparib reduce significativamente la poblacion ALDH* con respecto a la
terapia simple de olaparib a esas mismas dosis. Ese mismo efecto sobre la
reduccion significativa de la poblacion ALDH* se observa con la dosis 10 uM de
olaparib al combinarlo conla dosis 0.5y 1 uM de oxaliplatino. Ademas, a la dosis
de 0.5 uM de oxaliplatino, la combinacién con las distintas dosis de olaparib
reduce significativamente la cantidad de células ALDH* en comparacién con el
tratamiento simple con oxaliplatino a dicha dosis. Igualmente, a la dosis de 1 pM
de oxaliplatino, la dosis de 5 y 10 uM de olaparib reducen significativamente la
cantidad de CMC:s tras el tratamiento comparado con el oxaliplatino por si solo
(Figura 43A). Todos estos cambios se manifiestan en la matriz de sinergia,
observandose una sinergia global, excepto por las combinaciones 0.125-5 y 0.125-
10 uM de oxaliplatino-olaparib, entre ambos farmacos a la hora de reducir la
poblaciéon ALDH?Y, siendo las combinaciones mas sinérgicas las de 1-5 y 1-10 pM
de oxaliplatino-olaparib (puntuacién: 42 y 40, respectivamente) (Figura 43B).

Tanto el modelo de Loewe como el de Bliss sefialan también una fuerte sinergia
(Anexo 9).

En el caso de la linea con mtp53, CPP45, el tratamiento con olaparib induce
un aumento significativo de la poblacion ALDH* a todas las dosis ensayadas
como tratamiento simple. Por su parte, el tratamiento tinico con oxaliplatino
produce un aumento significativo de la cantidad de células ALDH" a la dosis de
0.125 uM. Aunque la combinacién de oxaliplatino 0.5y 1 uM con la dosis 2.5 uM
supone una reduccion significativa de la poblacion ALDH* con respecto al
tratamiento simple con la misma dosis de olaparib, la cantidad de poblacién
CMC tras el tratamiento es mayor que cuando no se aplica ningun tratamiento.
Lo mismo se observa a la dosis 0.5 uM de oxaliplatino combinada con 10 uM de
olaparib con respecto al tratamiento solo con dicha dosis de olaparib. Ademas, a
la dosis de 0.5 y 1 uM de oxaliplatino combinado con 5 uM y 10 uM de olaparib,
respectivamente, se produce un incremento significativo de la poblacion ALDH*

con respecto al tratamiento simple con oxaliplatino a la misma dosis (Figura 43C).
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En general se observa un aumento de la poblacion de CMCs tras el tratamiento
con olaparib y oxaliplatino que se refleja en la matriz de sinergia con
puntuaciones muy negativas. Esto sefiala un potente antagonismo de ambos
farmacos en la regulacion de la poblacion de CMCs en la linea CPP45 (Figura
43D). Estos mismos resultados se observan en el andlisis de sinergia de los

modelos de Loewe y Bliss (Anexo 9).
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Figura 43. Efecto del oxaliplatino y olaparib en la poblacion ALDH* en (A) la linea CPP19
normalizada frente al control tratado con DMSQO, (B) la puntuacion del efecto sinérgico de la
combinacion del oxaliplatino y olaparib en la linea CPP19 segtin el modelo HSA, (C) la linea
CPP45 normalizada frente al control tratado con DMSO, y (D) la puntuacion del efecto sinérgico
de la combinacién del oxaliplatino y olaparib en la linea CPP45 segiin el modelo HSA. #p<0.05 vs.
dosis 0 uM oxaliplatino y 0 uM olaparib, t p<0.05, vs. dosis 0 uM oxaliplatino y 2.5 uM olaparib;
1 p<0.05, f t 1 p<0.001 vs. dosis 0 uM oxaliplatino y 5 uM olaparib; L+ p<0.05, 1L p<0.01, uM
oxaliplatino y 10 uM olaparib; * p<0.05, ** p<0.01 vs. olaparib 0 pM a la misma dosis de
oxaliplatino. Las figuras representan la media + SEM de cuatro experimentos independientes.

8. El oxaliplatino y el olaparib reducen la viabilidad de las CTCs

Existen evidencias que sefialan que las CTCs son mas resistentes a los
farmacos quimioterapéuticos, lo que las relaciona con los procesos de recaida

tumoral y la adaptacion tumoral a diferentes microambientes y tratamientos. Por
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ese motivo, se repitieron los experimentos anteriores con oxaliplatino y olaparib

para evaluar el efecto sobre la viabilidad de este tipo celular.

El tratamiento con olaparib reduce la viabilidad celular de manera
significativa en ambas lineas celulares a la dosis de 10 uM (p<0.001), no
observandose efecto a dosis por debajo de ésta. Al comparar el efecto del farmaco
entre ambas lineas celulares, se observa que a la dosis de 10 pM, la linea CTC31

presenta una disminucion significativamente mayor de la viabilidad que la linea
CTC45 (p<0.05) (Figura 44A).

En el caso del tratamiento con oxaliplatino se experimenta una disminucion
significativa de la viabilidad de manera dosis-dependiente, observandose en la
linea CTC31 desde la dosis 0.5 uM, y en la linea CTC45 desde la 0.25 uM. Entre
la linea CTC31 y CTC 45 se observan diferencias significativas en cuanto al efecto
del oxaliplatino sobre la viabilidad celular a distintas dosis. A la dosis 0.25 uM la
reduccion de la viabilidad es significativamente mayor en la linea CTC45 que en
la linea CTC31 (p<0.05). Sin embargo, a partir de la dosis de 1 uM este efecto se
revierte, de manera que la reduccion de la viabilidad es mayor en la linea CTC31
que en la linea CTC45, siendo significativa a la dosis de 1 uM (p <0.001) y 10 uM
(p <0.01) (Figura 44B). Los valores de ICso para el oxaliplatino son de 5.07+0.43
para la linea CTC31, mientras que a la dosis de 10 uM, la linea CTC45 presenta
una viabilidad del 51,7% de manera que no es posible el calculo de la ICso. La ICso

en las CTCs es mayor que en las lineas metastasicas estudiadas.
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Figura 44. Inhibicion de la viabilidad tras las 72 horas con los tratamientos de (A) olaparib y (B)
oxaliplatino en las lineas CTC31 y CTC45. ** p <0.01 , ** p < 0.001 vs. control tratado con DMSO,
#p<0.05 ## p < 0.01 y ### p < 0.001 vs. la misma dosis entre CTC31 y CTC45. Las figuras
representan la media + SEM de tres experimentos independientes.

150



Resultados Capitulo 3

9. La combinacion de olaparib y oxaliplatino ejerce un efecto sinérgico

sobre la viabilidad en las CTCs a dosis elevadas

Posteriormente se evaluo en las CTCs si la combinacién de ambos farmacos
tenia un impacto positivo sobre la reduccion de la viabilidad celular tras el

tratamiento.

En el caso de la linea CTC31, la combinacion de olaparib 2.5 y 5 uM con
oxaliplatino produce una disminucion significativa de la viabilidad a partir de la
dosis 0.5 uM de oxaliplatino con respecto al tratamiento tinico con las mismas
dosis de olaparib. En el caso de la dosis 10 uM, la reduccion significativa de la
viabilidad se observa a partir de la combinacién con la dosis 2.5 uM de
oxaliplatino. Por otra parte, la combinacion de la dosis 10 uM de olaparib con
cualquier dosis de oxaliplatino produce un descenso significativo de la viabilidad

con respecto al uso de oxaliplatino por si solo (Figura 45A).

Al trasladar estos resultados a la matriz de sinergia segin el modelo HSA se
observa que, aunque la combinacion de olaparib a 2.5 pM con dosis de
oxaliplatino entre 0.125-1 uM se obtienen resultados positivos, éstos no son muy
altos. En general se observa un ligero antagonismo entre ambos farmacos,
excepto a dosis elevadas de ambos fadrmacos donde se observa sinergia.
Concretamente, en la combinacién de olaparib 10 uM con las dosis 2,5, 5 y 10 uM
de oxaliplatino, con puntuaciones de 11, 15 y 11, respectivamente (Figura 45B).
El modelo de sinergia de Loewe muestra resultados similares a los de HSA,
mientras que el de Bliss revela un antagonismo general entre ambos farmacos
(Anexo 9).
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Figura 45. Mapas de calor de (A) la viabilidad de la linea CTC31 tratadas con la combinacion de
olaparib y oxaliplatino, (B) la puntuacion del efecto sinérgico de la combinacion de olaparib y
oxaliplatino en la linea CTC31 segun el modelo HSA, (C) la viabilidad de la linea CTC45 tratadas
con la combinacién de olaparib y oxaliplatino, y (D) la puntuacion del efecto sinérgico de la
combinacion de olaparib y oxaliplatino en la linea CPP45 segtin el modelo HSA. t p<0.05, tt
p<0.01, ttt p<0.001 vs. dosis 0 uM oxaliplatino y 2.5 uM olaparib; 1  f p<0.001 vs. dosis 0 pM
oxaliplatino y 5 uM olaparib; 1 p<0.05, 1-1-L p<0.001 vs. dosis 0 uM oxaliplatino y 10 uM olaparib;
** p<0.01, *** p<0.001 vs. olaparib 0 pM a la misma dosis de Oxaliplatino. Las figuras representan

la media + SEM de tres experimentos independientes.

En la linea CTC45, la combinacion de olaparib y oxaliplatino reduce la
viabilidad de manera significativa a partir de la dosis 0.25 uM de oxaliplatino
comparado con el monotratamiento con olaparib 2.5 uM, sin embargo, para la
dosis de 5 y 10 uM de olaparib lo hace a partir de la combinacién con la dosis 0.5
uM de oxaliplatino. Por su parte, la combinacién con olaparib 2.5 uM reduce
significativamente la viabilidad, combinado con las dosis de 0.125 y 0.25 uM de
oxaliplatino, pero la aumenta cuando se combina con la dosis 2.5 uM con respecto
al tratamiento simple solo con oxaliplatino. Por otra parte, la combinacién con
olaparib 5 uM reduce significativamente la viabilidad junto con las dosis 2.5y 5
1M de oxaliplatino en relacion con el tratamiento solo con oxaliplatino, mientras
que la combinacion de 10 uM de olaparib la reduce cuando se combina con todas
las dosis de oxaliplatino (Figura 45C). Estos resultados se manifiestan en la matriz

de sinergia segin el modelo de HSA. De esta forma, se observa cierta sinergia en
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la combinacion de 2.5 uM olaparib con las dosis 0.125 y 5 uM de oxaliplatino, y
un fuerte antagonismo con la dosis 2.5 uM de oxaliplatino (puntuacién: -13). La
dosis 5 uM de olaparib presenta la mayor sinergia con las dosis 2.5 y 5 uM de
oxaliplatino (puntuacion: 12). La dosis 10 uM de Olaparib presenta un ligero
antagonismo a dosis bajas de oxaliplatino, pero sinergia al combinarse con dosis
igual o superiores a 0.5 uM de oxaliplatino (Figura 45D). El modelo de Loewe
por su parte sefiala un fuerte antagonismo a dosis bajas de oxaliplatino, excepto
al combinarse con la dosis 2.5 uM de olaparib, y sinergia a las dosis mas elevadas
de oxaliplatino combinadas con las dosis mas altas de olaparib. Sin embargo, el
modelo de Bliss solo mantiene la sinergia observada en el modelo de HSA a la

dosis de 2.5 y 5 uM de olaparib, y antagonismo a todas las dosis combinadas con
10 uM de olaparib (Anexo 10).

En lineas generales, en las CTCs se observa un desplazamiento de la sinergia
hacia las dosis mds elevadas de olaparib y oxaliplatino, en comparacion con el

andlisis de la sinergia de las lineas derivadas de las metastasis.

10.  El tratamiento con olaparib en CTCs aumenta el marcador de CMCs
CD44v6 cuando p53 esta mutado

Pese a que los efectos sinérgicos se encuentran a dosis elevadas de oxaliplatino,
para el estudio del efecto de la combinacién del tratamiento combinado de
olaparib y oxaliplatino se volvieron a seleccionar las mismas dosis que las

ensayadas previamente para el estudio sobre las CMCs en las lineas metastasicas.

En la linea wtp53, CTC31, cerca del 100% de la poblacion es CD44v6*, y el
tratamiento con oxaliplatino u olaparib, o su combinacion, no produce cambios
en la poblacién CD44v6* (Figura 46A).

En cambio, en la linea con mtp53, CTC45, la poblacién CD44v6* es del 72%, y
mientras que el tratamiento con oxaliplatino parece reducir la poblacion
CD44v6", el tratamiento con olaparib o la combinacion de ambos farmacos la

aumenta (Figura 46B). Sin embargo, ninguno de estos cambios es significativo.
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Figura 46. Efecto del oxaliplatino y olaparib en la poblacién CD44v6 en (A) la linea CTC31
normalizada frente al control tratado con DMSO, y (B) la linea CTC45 normalizada frente al

control tratado con DMSO. Las figuras representan la media *

SEM de dos experimentos
independientes.

Dado que en el caso de la linea CTC45, al tratar con olaparib, tanto
individualmente como al combinarse con el oxaliplatino, provoca un aumento de
la poblacién CD44v6*, a continuacion, analizamos qué ocurria también en

términos de intensidad al tratar solo con olaparib.

Curiosamente, en el caso de la linea CTC31, aunque no se producen cambios
al tratar con olaparib en términos de porcentaje de poblacidn, si se produce una
ligera disminucién en términos de intensidad (Figura 47A). En la linea CTC45,
ademas del aumento de la poblacion CD44v6* con el tratamiento, se observa un
aumento de la intensidad del marcador CD44v6* con todas las dosis del

tratamiento con olaparib (Figura 47B).
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Figura 47. Histogramas para CD44v6-APC de células control tratadas con DMSO y tratadas con
Olaparib 2,5, 5y 10 uM para las lineas (A) CTC31, y (B) CTC45.
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El cancer es una enfermedad compleja y heterogénea que puede afectar a
cualquier tejido u organo del organismo caracterizada por el crecimiento
andémalo y descontrolado de células que ademads tienen la capacidad de
diseminarse e invadir a otros organos. Su desarrollo estd relacionado con la
transformacion de células sanas en malignas a través de la alteracion progresiva
y secuencial de genes supresores de tumores y oncogenes. Como consecuencia
de estas alteraciones se van a ver afectados distintos procesos biologicos como la
proliferacion celular, el metabolismo, la capacidad invasiva o la respuesta
inmunitaria, entre otros, que acaba provocando la aparicion y progreso de la
enfermedad (Hanahan 2022). El cadncer, ademas de ser dindmico y evolucionar
durante el transcurso de la enfermedad, puede surgir a partir de la alteracion de
distintos genes, incluso entre aquellos tumores clasificados dentro mismo tipo
histologico, lo cual le proporciona diferentes caracteristicas moleculares que van

a dificultar su manejo clinico (Burrell et al. 2013).

Entre los 6rganos que se pueden ver afectados por la enfermedad se encuentra
el intestino grueso, dando lugar al cancer de colon y de recto, que, aunque son
entidades diferentes suelen considerarse juntos, representando la suma de ambos
el CCR. El CCR es el tercer cancer mas diagnosticado a nivel mundial, y el
segundo en términos de mortalidad (Bray et al. 2024). A pesar de que en los
ultimos afos se han hecho grandes avances en lo que respecta a la prevencion,
diagnostico y tratamiento de la enfermedad, éstos no se han traducido realmente
en mejoras clinicas sustanciales, especialmente en estadios II y III en los que es
mas frecuente el diagnostico de esta enfermedad (Rawla et al. 2019). A esta falta
de mejora clinica, hay que sumarle el preocupante aumento de la incidencia en
individuos menores de 50 afnios donde este tipo de tumor era poco frecuente, lo
que supone un grave problema sanitario, social y econémico (Loomans-Kropp &
Umar 2019).

En la tiltima década se ha puesto especial interés en establecer un sistema de
estratificacion con el poder predecir mejor la prognosis de la enfermedad y la
eleccién de tratamientos. Sin embargo, pese a que se han descrito 4 posibles
subtipos consensuados de CCR (CMS1-4), existen caracteristicas compartidas
entre subtipos, un alto porcentaje de los casos no pueden estratificarse en
ninguno de ellos, y segin una reciente revisién sistematica, la clasificacion
propuesta no puede ser utilizada en la practica clinica (Guinney et al.
2015)(Alwers et al. 2019). Esto revela la necesidad de la busqueda de nuevos

marcadores bioldgicos con los que mejorar la deteccion y prondstico de este tipo

157



Discusion

de cancer, asi como la prediccion de la posible respuesta al tratamiento a los
farmacos actuales u otros farmacos que se encuentren actualmente en ensayos

clinicos.

En este contexto, esta tesis de investigacion se ha basado en el estudio de
PARP-1, una poli-(ADP-Ribosa) polimerasa que originalmente se habia asociado
a los procesos de reparacion del ADN, pero que en los ultimos afios se ha
relacionado con la regulaciéon de multiples procesos como la respuesta
inmunitaria, metabolismo, transcripcion, proliferacion o diferenciacion celular
entre otros (Rodriguez et al. 2015)(Demény & Virag 2021). Muchos de estos
procesos, o al menos su alteracidn, estan estrechamente relacionados con el
proceso de carcinogénesis. Pese a que los estudios en modelos murinos y de
analisis de polimorfismos sefialan que esta proteina tendria un papel como
supresor tumoral (Pazzaglia & Pioli 2019)(Li et al. 2020), se encuentra
sobrexpresada en distintos tipos de cancer incluyendo glioblastoma, leucemia,
pulmoén, mama, u ovario, entre otros, indicando un posible papel como
protoncogen (Ossovskaya et al. 2010)(Pazzaglia & Pioli 2019)(Gongalves et al.
2011). De hecho, en algunos tipos de tumores, concretamente en cancer de ovario
y de mama con deficiencias en BRCA1/2, la inhibicién de PARP-1 ha resultado
ser clinicamente relevante (Rose et al. 2020). Sin embargo, la contribucién real de
PARP-1 al inicio y progresion tumoral sigue sin estar clara, encontrandose
asociaciones entre ésta y determinadas caracteristicas clinico-patoldgicas que no
son consistentes entre estudios, incluso dentro del mismo tipo de cancer; o sobre
el beneficio real del uso de iPARP-1 independientemente del estado de BRCA1/2
(Bellio et al. 2019)(Jiao et al. 2017). En el caso del CCR, existen muy pocos estudios
sobre la importancia de su expresion en este tumor, mas alla de que se encuentra
sobreexpresado con respecto a la mucosa normal (Nosho et al. 2006)(Dziaman et
al. 2014)(Dorsam et al. 2018)(Lucena-Cacace et al. 2018)(Mabley et al. 2004).

En este trabajo de investigacion se pretende esclarecer el papel que PARP-1
desempena en el CCR. Para ello, el estudio se divide en tres partes principales:
una sobre la contribucién de PARP-1 y su efecto en el desarrollo del CCR, otra
sobre el mecanismo a través del cual podria actuar y como se ve afectado por el
uso de olaparib, y, por ultimo, el andlisis del perfil de PARP-1 en metastasis y

CTCs, y el efecto del tratamiento combinado de oxaliplatino y olaparib.

En primer lugar, se analizd la expresion de PARP-1 en una cohorte de
pacientes con CCR. Al igual que en otros tipos de cancer, incluyendo el CCR, la

expresion de PARP-1 se encuentra sobreexpresada en el tejido tumoral con
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respecto a la mucosa no tumoral adyacente (Ossovskaya et al. 2010)(Nosho et al.
2006)(Dziaman et al. 2014)(Dorsam et al. 2018)(Xu et al. 2024). Ademas, esta
sobreexpresion es independiente del estado TP53, observandose tanto en
individuos con tumores mtp53 como con wtp53. El hecho de que se encuentre
sobreexpresada sugiere un potencial papel como protoncogen, sin embargo,
estudios en modelos murinos sefialan que la ausencia de PARP-1 resulta en una
mayor formacion de tumores en el colon y de nédulos hepaticos, por lo que
realmente podria tratarse de un supresor tumoral (Nozaki et al. 2003). Esto
ultimo se ve apoyado por estudios de polimorfismos genéticos en humanos que
sefialan que las variantes Lys933Asn y Lys945Asn se asocian con un mayor riesgo
de desarrollar CCR (Alshammari et al. 2014), o la variante Val762Ala, que se
asocia con un mayor riesgo de desarrollo cancer gastrico, de itero y mama (Li et
al. 2020). Dichas variantes se asocian a una disminucion drastica de la actividad
de PARP-1 (Alshammari et al. 2014)(Li et al. 2020). Sin embargo, a diferencia de
lo que ocurre con otros supresores tumorales, las mutaciones o la pérdida de
heterogosidad raramente se observa en PARP-1 (Nosho et al. 2006), sino que es
mas frecuente encontrar amplificaciones de brazo 1q donde se localiza su gen, lo
que explicaria el motivo de su sobreexpresion (Jacobs & Norton 2021). Dérsam y
col., en su trabajo sefialan que esta dicotomia, entre anti-tumoral o protumoral,
seria producida porque antes de iniciarse el proceso de carcinogénesis PARP-1
protege frente a éste, probablemente por su papel en el mantenimiento de la
integridad genomica, pero que una vez iniciado, ésta podria contribuir a la
progresion tumoral favoreciendo un estado pro-inflamatorio (Dorsam et al.
2018). No obstante, incluso una vez iniciado el proceso tumoral, PARP-1 podria
ejercer funciones pro-tumorales o anti-tumorales segin el contexto, sugiriendo
que las caracteristicas moleculares del tumor y del entorno podrian influir en su
papel en el CCR (Weaver & Yang 2013).

De hecho, la relacion de PARP-1 con las caracteristicas clinico-patologicas no
es del todo consistente entre estudios, observandose diferencias entre estos,
ratificando que el papel de PARP-1 podria estar en gran medida influido por el
contexto tumoral (Thakur et al. 2021). En nuestro trabajo, la expresion de PARP-
1 se correlaciona solamente con el grado de diferenciacion, concretamente con
tumores pobre o moderadamente diferenciados, mientras que en otros trabajos
de CCR se asocia, ademds de con el grado de diferenciacién, con estadios
avanzados y metastasis distal e invasion (Xu et al. 2024), con la progresion
tumoral (Dorsam et al. 2018); o simplemente con el tamafio del tumor (Nosho et

al. 2006). Al extender la asociacion de PARP-1 con las caracteristicas clinico-
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patoldgicas de otros tipos tumorales, se observa una gran variabilidad en la
asociacion de la expresion de PARP-1 con caracteristicas como la edad,
localizacidn, metdstasis, tamano u otras caracteristicas concretas de cada tipo de
tumor. Sin embargo, en general se observa una asociacion frecuente con el grado
de diferenciacion, especialmente en tumores pobre o moderadamente
diferenciados, en cdncer de mama (Rojo et al. 2012), del sistema nervioso central
(Barton et al. 2009), o gastrico (Liu et al. 2016). A diferencia de todos estos
estudios, en nuestro trabajo estratificamos a la cohorte segiin el estado de p53 en
mutados o salvaje, y observamos que la asociaciéon con el grado de diferenciacion
se mantiene en aquellos casos wtp53, pero desaparece en los mtp53, lo cual revela
que PARP-1 podria tener un efecto diferente sobre las caracteristicas clinico-
patoldgicas seguin el contexto de p53. TP53 es un supresor tumoral que se estima
que se encuentra mutado en aproximadamente el 50% de los canceres humanos,
aunque su tasa de mutacion varia ampliamente segun el tipo de cancer
estudiado, siendo de aproximadamente un 43% en el CCR (Liebl & Hofmann
2021). Sin embargo, a pesar de ser uno de los genes mas mutados en el cancer, la
mayoria de los estudios no suelen analizarse en el contexto de p53, pese a la
relevancia de éste en el proceso de carcinogénesis, probablemente debido a que
las mutaciones de este gen son variables y sus efectos diversos, lo que implica
que dos mutaciones distintas no desencadenan necesariamente el mismo
fenotipo (Butera & Amelio 2024).

Debido a la asociacién con diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas,
PARP-1 también podria relacionarse con la prognosis y/o supervivencia en
cancer, y, por tanto, ser utilizado como biomarcador. En nuestra cohorte de
estudio, una vez estratificada segtin el estado de p53, mutado y salvaje, y la
expresion de PARP-1 en base al valor de la mediana, PARP-1 alto o bajo, se
observa como en los pacientes con una elevada expresion de PARP-1 y mtp53
presentan una mayor supervivencia global y libre de enfermedad que aquellos
con baja expresion de PARP-1. Ademas, el andlisis de regresion multivariado de
Cox senala que la expresion alta de PARP-1 es un factor de pronostico
independiente para la supervivencia en pacientes con mutaciones en p53. Por
otro lado, en los pacientes wtp53 no se observa ninguna relacion con la
supervivencia. Estos datos vuelven a sefialar que el estado de p53 podria ser clave
para entender el posible efecto dual de PARP-1 en un contexto tumoral. Hasta
donde sabemos, este trabajo es el primero en relacionar la expresion, alta o baja,
de PARP-1 con la supervivencia global y libre de enfermedad en CCR, o al menos

en una cohorte heterogénea de pacientes, aunque con la limitaciéon de una infra-
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representacion de casos de cancer rectal. No obstante, es cierto, que existe un
estudio previo que sefiala que la expresion alta de PARP-1 se asocia con peor
prognosis y supervivencia, pero en pacientes con cancer de recto localmente
avanzado que han recibido terapia neoadyuvante. Ademads, en ese estudio
sehalan que la expresion de XRCC2, y no solo PARP-1, influirian en la
supervivencia y la prognosis (Qin et al. 2022). Otro estudio mads reciente, en CCR
vuelve a sefialar que la expresion de PARP-1 se asocia con peor tasa de
supervivencia, sin embargo, en este caso es importante sefialar que en este trabajo
sOlo se determina la relaciéon con la supervivencia en base a la presencia o
ausencia de PARP-1 y no con su nivel de expresion (Xu et al. 2024). Un meta-
analisis sobre la expresion de PARP-1 sefiala que, en lineas generales, una
elevada expresion de PARP-1 se relaciona con peor prognosis (Thakur et al. 2021).
Trabajos mas recientes en melanoma, sefialan que, aunque una mayor expresion
de PARP-1 si se asocia con un peor prondstico, esto realmente solo ocurre en
casos de melanoma metastasicos (Frohlich et al. 2024). Del mismo modo, en el
mismo metanalisis anterior se describen trabajos que senalan que la expresion
elevada de PARP-1 se asocia con mejor pronostico en cancer de pancreas y de
mama (Aiad et al. 2015)(Klauschen et al. 2012). Otros trabajos mads recientes y no
incluidos, vuelven a sefalar que la expresion alta de PARP-1 en cancer
pancreatico es un marcador de buen prondstico de la enfermedad (Yim et al.
2024). Esta diversidad de resultados en cuanto a su papel como marcador de buen
o mal prondstico de la enfermedad queda patente en varios tipos de cancer, como
por ejemplo el gastrico, donde dos estudios diferentes sefialan que la alta
expresion de PARP-1 se relaciona con un peor o mejor prondstico (Liu et al.
2016)(Park et al. 2022). Las diferencias en términos de supervivencia entre los
estudios podrian atribuirse a diferencias en el tipo de tumor estudiado, el disefio
del estudio, a coémo se realiza el cut-off para determinar la expresion alta o baja, o
probablemente por la influencia del contexto gendmico. Con respecto a esto
ultimo, nuestro trabajo sefala que el estado de TP53, que ademas no se ha tenido
en cuenta en ninguno de los estudios mencionados, podria influir, y, por tanto,
el namero de individuos reclutados con mutaciones o no en este gen, podrian
explicar el efecto de PARP-1 y la discrepancia entre estudios. La importancia del
estado de p53 queda también patente en un estudio realizado en glioblastoma
donde se sefala que la expresion alta de PARP-1 combinada con un estado salvaje
de p53 se asocia con tasas de supervivencia menores que la del resto de grupos
estudiados (Murnyak et al. 2017). Sin embargo, el estado de p53 podria no ser el

unico factor a la hora de determinar si la expresiéon de PARP-1 podria usarse
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como marcador de buen o mal prondstico, ya que como sefiala un estudio en
cancer de ovario, la expresion alta de PARP-1 se asocia con un peor prondstico;
sin embargo, al ponerlo también en el contexto de EVII, un proto-oncogen
relacionado con la via TGF-{3, la expresion elevada de PARP-1 se asocia con un
mejor pronostico (Jank et al. 2023). Esto vuelve a reflejar la importancia del
contexto tumoral a la hora de determinar el posible papel de PARP-1 en el

desarrollo tumoral.

La asociacion de una elevada expresion de PARP-1 con mejores tasas de
supervivencia en pacientes con mtp53 podria ser una consecuencia directa de
dichas mutaciones. Las mutaciones en p53 se relacionan con una mayor
predisposicion a la inestabilidad genomica (Janic, Abad, & Amelio 2024), de
manera que un aumento de la inestabilidad genomica podria resultar en un
aumento de la actividad de los sistemas de reparacion del ADN, entre ellos
PARP-1. De hecho, se ha descrito que se produce un aumento de la cantidad de
proteinas PARiladas en el nticleo en contextos en los que p53 estd mutado
(Polotskaia et al. 2015). Un aumento exacerbado de la actividad de PARP-1
podria resultar en la deplecion de ATP, niveles toxicos de poli-ADP-ribosa, y
disfuncion mitocondrial que acabaria resultando en muerte celular por
parthanatos (Huang et al. 2022). Esta estrategia la estan utilizando actualmente
algunos grupos para el tratamiento de algunos tipos de cancer (Maru et al. 2023).
En el caso concreto de CCR, se ha observado que el uso de inhibidores de ETS1,
un proto-oncogen relacionado con las CMCs, resulta en una hiperPARilacion y
muerte por parthanatos especialmente en el contexto de mutaciones de p53
(Dinhof et al. 2020). Esto sugiere que la hipdtesis de que la mayor tasa de
supervivencia en el contexto de mutaciones de p53 y expresion alta de PARP-1
por aumento de la PARilacion y de la muerte por parthanatos es plausible, aunque

son necesarios mas estudios para corroborarlo.

Otra posible explicacion a las diferencias en supervivencia observadas podria
estar en la asociacion de PARP-1 con tumores pobre o moderadamente
diferenciados en tumores con wtp53. El grado de diferenciacion, concretamente
los tumores indiferenciados, se relaciona con la presencia de CMCs (Zhao et al.
2016)(Ben-Porath et al. 2008)(Mohanta et al. 2017). Las CMCs son una
subpoblacién de células tumorales que se caracterizan por su capacidad de
generar nuevos tumores, sostener el crecimiento del tumor, metdstasis,
resistencia al tratamiento y la recaida (Batlle & Clevers 2017). Como era

esperable, el andlisis de la expresion de CD44 y CD133, dos marcadores de CMCs,
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muestra una mayor expresion en el tejido tumoral que el tejido no tumoral
adyacente (Ehteram et al. 2022)(Wang et al. 2019). En nuestra cohorte, la
expresion de PARP-1, se correlaciona de forma positiva con la expresion de CD44
y CD133 sugiriendo que la expresion de PARP-1 seria mayor en las CMCs. Esta
mayor expresion de PARP-1 en las CMCs se ha descrito anteriormente en CCR
(Jarrar et al. 2019), cancer de mama (Gilabert et al. 2014), y glioblastoma (Venere
et al. 2013). Aunque esto podria ser una consecuencia del proceso de
tumorogénesis y estar relacionado con éste, también podria ser una consecuencia
de la biologia de las CMCs y de las células madre en general o de su
mantenimiento, ya que presentan sistemas de reparacion del ADN mucho mas
robustos con el fin de mantener la integridad genomica (Rizvi et al
2021)(Gillespie, Ward, & Davies 2023).

Dado que a nivel practico la identificacion de CMCs es compleja ya que este
subtipo celular consiste en una poblacion heterogénea, la aproximacion mads
optima para su identificacion es la combinacion de distintos marcadores y/o
caracteristicas de éstas (Lan & Behrens 2023). Por ese motivo se estratifico a los
pacientes en base a la expresion de PARP, y la expresion de los marcadores de
CMCs, CD44attoCD133att0 'y CD448a10CD1338aj0, seguin sus valores de la
mediana. Al tener en cuenta todos los tumores, una expresion alta de PARP-1 se
asocia con niveles altos de CD44CD133. Sin embargo, en el contexto de p53, se
observa que esta asociacion solo se mantiene en aquellos tumores wtp53, en
concordancia con los datos obtenidos en las caracteristicas clinico-patologicas.
Ademads, al analizar la expresion de PARP-1 en el grupo CD44a.toCD133aLto se
observa que es mayor que en el grupo CD44sa0CD133saj0, pero solamente al tener
en cuenta todos los tumores o los tumores con wtp53. Estos resultados parecen
confirmar que en las CMCs hay una mayor expresion de PARP-1 (Jarrar et al.
2019)(Gilabert et al. 2014)(Venere et al. 2013). Sin embargo, al mismo tiempo
sugieren que la expresion de PARP-1 favorece el fenotipo de CMCs dependiendo
del estado de p53.

Para validar estos resultados, se desarrolld un modelo in vitro utilizando dos
lineas isogénicas de CCR, con diferente estado de p53, HCT-116 (p53 salvaje) y
HCT-116 p53 (p53 knock-out) en las que se sobreexpres6 PARP-1 de forma

transitoria.

En este modelo se observa que la sobreexpresion de PARP-1 aumenta el
porcentaje de poblacion ALDHI*, otro marcador de CMCs (Munro et al.
2018)(Najafi et al. 2019), en la linea HCT-116, mientras que en la linea HCT-116
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p537 la disminuye. Para hacer una mejor caracterizacion de la poblacion de
CMCs también se analizo el efecto sobre los marcadores de superficie de CMCs
analizados en la cohorte de pacientes, ademas del marcador de CMCs CD326
(Munro et al. 2018). Se obtuvieron resultados similares, observandose un
aumento de la poblacion CD44CD326atto y CD44CD326CD133atro en la linea
HCT-116 tras la sobreexpresion de PARP-1, pero una disminucion de la
poblacion CD44CD326arroen HCT116 p537. En ésta tltima no se pudo analizar
el triple marcaje al no detectarse poblacion CD133* tal y como se ha descrito en
otros estudios (Chen et al. 2018). Otra de las caracteristicas de las CMCs en cultivo
es su capacidad de formacion de esferoides, relacionada con su capacidad de
autorrenovacion y generacion de nuevos tumores (Chaicharoenaudomrung,
Kunhorm, & Noisa 2019). A través de este ensayo funcional confirmamos que la
sobreexpresion de PARP-1 en la linea con wtp53 aumenta las propiedades de las
CMCs, mientras que en la linea mtp53 las reduce. De esta forma, los resultados
in vitro confirman los resultados obtenidos en la cohorte de pacientes, sugiriendo
que la sobreexpresion de PARP-1 ejerce efectos benignos o perjudiciales
dependiendo del estado de p53 a través de la regulacion diferencial del fenotipo
de las CMCs en el CCR.

Este resultado podria ser especifico de este tipo de cancer, ya que no existen
otros trabajos que evaltien el efecto de la sobreexpresion de PARP-1 sobre la
poblacion de CMCs en otros tipos de tumor. Los pocos trabajos existentes
simplemente se centran en describir la mayor expresion de PARP-1 en CMCs
(Jarrar et al. 2019)(Gilabert et al. 2014)(Venere et al. 2013), o en como el uso de
iPARP-1 reduce la poblacién CMCs en cancer de mama (Shimo et al. 2014),
sensibiliza a la poblacion de CMCs al tratamiento con 5-
FU/oxaliplatino/leucovorina en CCR (Jarrar et al. 2019), o reduce la poblacion de
CMCs ademas de sensibilizarla a la radiacion (Venere et al. 2013). Por el
contrario, también existen estudios que indican que las CMCs pese a presentar
mayor nivel de PARP-1 son resistentes al tratamiento con olaparib en cancer de
mama (Gilabert et al. 2014). Sin embargo, realmente existen estudios que apoyan
nuestros datos en varios tipos de cancer, aunque éstos no se han analizado en el
contexto de p53, lo que genera parte de la controversia que se aprecia en la
literatura. Por un lado, un estudio en lineas de cancer de pancreas en raton sefiala
que la inhibicién o la eliminacion genética de PARP-1 resulta en la reduccion de
las caracteristicas de CMCs, similar al resultado obtenido en un estudio centrado
en neuroblastoma en el que se observa que PARP-1 promueve el fenotipo stem
(Quifionero et al. 2022)(Long et al. 2018). Ambos estudios utilizan lineas con p53
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salvaje. Por otro lado, un estudio en cancer de ovario muestra que, aunque el
tratamiento con inhibidores de PARP-1 reduce el tamafio del tumor, éste provoca
un enriquecimiento de la poblacion de CMCs (Bellio et al. 2019). Este ultimo
resultado inicia una controversia entre estudios, y puede llevar a la idea de que
el enriquecimiento en CMCs puede ser caracteristico de la subpoblacion concreta
que estan estudiando, CD133* y CD117*, sin embargo, este estudio utiliza lineas
celulares con p53 mutado. Por tanto, esta controversia, puede no ser una
controversia como tal, sino una consecuencia de la regulacion diferencial de la
poblacion de CMCs descrita en nuestro trabajo. Esta aparente relacién entre
PARP-1y p53 estaria apoyada por el hecho de que en CCR Ila respuesta a iPARP-
1 dependeria del estado de p53 (Smeby et al. 2020).

Todos estos resultados coinciden con nuestro estudio, que indica que PARP-
1 regula de forma diferencial el fenotipo de CMC en funcion del estado de p53,
con el consiguiente impacto en el pronostico del paciente. Sin embargo, estos

resultados no indican el mecanismo a través del cual se produce este efecto.

Por tanto, el uso de i-PARP-1 podria ser beneficioso para aquellos pacientes
con una elevada expresiéon de PARP-1 y un wtp53, mientras que podria ser
perjudicial para aquellos pacientes con una elevada expresion de PARP-1 y

mtp53.

En la segunda parte se explord el mecanismo, o al menos uno de los
potenciales mecanismos, a través del cual PARP-1 podria ejercer su regulacion
diferencial sobre las CMCs segun el estado de p53. En condiciones fisioldgicas
normales, PARP-1 participa en la regulacion del funcionamiento del reloj
circadiano a través de la PARilacién de CLOCK, lo cual reduce su afinidad por
el ADN afectando a la parte negativa del bucle de retroalimentacién que regula
molecularmente el ritmo (Asher et al. 2010). Este hecho junto con la relacion entre
p53 y PARP-1 (Fischbach et al. 2018), y entre p53 y los ritmos circadianos (Jiang
et al. 2016)(Gotoh et al. 2015), asi como de la influencia de los ritmos circadianos
en el fenotipo y cantidad de las CMCs en el tumor (De et al. 2020), nos llevé a la
hipotesis de que el efecto descrito anteriormente podria estar mediado por una
regulacion diferencial de los ritmos circadianos segun p53, y el subsiguiente
efecto sobre las CMCs.

Comparado con el tejido no tumoral adyacente, las muestras tumorales de los
pacientes de CCR presentan una alteracion general de los genes del reloj
circadiano. Concretamente, se observa una disminucion de los niveles de
expresion de BMAL1, PER1, PER2, PER3 y REV-ERBB. Este tipo de alteraciones
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se ha observado, en lineas generales, en otros tipos de tumores, sugiriendo un
posible papel como supresores de tumores de estos genes (Ye et al. 2018). En el
contexto del estado de p53 se mantienen estas alteraciones, a excepcion del caso
de REV-ERBB, ya que en aquellos tumores con mtp53 las diferencias significativas
dejan de observarse. Al comparar la expresion de estos genes entre los tumores
con wtp53 y mtp53 se observa una tendencia general de una mayor expresion de
estos genes en los tumores con wtp53, siendo significativa en el caso de PERI,
probablemente relacionada con la compleja regulacion bidireccional en el eje p53

— ritmos circadianos (Valafar, Zaravinos, & Bonavida 2021).

Una menor expresion de BMALI, y PER:1 se asocia con un peor pronostico en
CCR (Liu et al. 2023), por lo que, segtin los datos de nuestra cohorte en los que se
observa una menor expresion o tendencia a ésta en los tumores mtp53, podria
explicar que la peor prognosis descrita en algunos estudios en tumores con
mutaciones en p53 (Nakayama & Oshima 2019), podria estar mediada en parte

por los ritmos circadianos.

A continuacion, con el objetivo de poder determinar la potencial relacion de
los genes del reloj y las CMCs, asociamos la expresion alta o baja de los genes del
reloj con la expresion alta o baja de la combinacion de los marcadores de CMCs

CD44 y CD133, en los pacientes estratificados segun el estado de p53.

En el caso de los pacientes con mtp53 no se encuentran asociaciones
significativas entre la expresion alta o baja de los genes del reloj y los marcadores
de CMCs, mientras que en los tumores con wtp53 se observan con los genes
PER1, PER3, CLOCK y REV-ERBp. Estos resultados sugieren un potencial papel
diferencial del reloj circadiano en relacion con las CMCs segun el contexto de p53.
La relevancia del estado de p53 en la regulacion circadiana diferencial de
diferentes funciones fisiologicas, como la actividad locomotora, ha sido descrita,
aunque su contribucién a la mayoria de los procesos biologicos sigue siendo
desconocida (Hamada, Niki, & Ishida 2014).

Concretamente en los tumores con wtp53 se observa como la expresion alta
de PERI se asocia con la expresion baja de los marcadores CD44CD133. En
diversos tumores, la baja expresion de PER1 se asocia con peor prondstico, mayor
capacidad de invasion o proliferacion, caracteristicas estrechamente relacionadas
con la presencia de CMCs (Liu et al. 2021)(Yang et al. 2020). En el caso concreto
del CCR, menores niveles de PER1 se asocian con un peor prondstico y metastasis
hepaticas, caracteristicas relacionadas también con la biologia de las CMCs
(Mazzoccoli et al. 2011)(Oshima et al. 2011). En el caso de PER3, en nuestra
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cohorte de estudio se observa como la expresion baja de PER3 se asocia con
niveles altos de CD44CD133. Al igual que ocurre con PER1, niveles bajos de PER3
se asocian con mayores tasas de proliferacion, peor pronostico, metdstasis,
resistencia al tratamiento, o directamente sobre la regulacion de las propias
CMCs (Y. Liu et al. 2022)(Cai et al. 2018)(Q. Li et al. 2021). Estos mismos efectos
se observan en el CCR, asociandose niveles bajos de PER3 con un peor prondstico
(Mazzoccoli et al. 2011), un enriquecimiento en la expresion de los marcadores
CD133, CD44, LGR5 y SOX2, asociados con las CMCs y la resistencia al
tratamiento (Zhang et al. 2017). Curiosamente, la otra isoforma de PER, PER?2,
pese a que también se ha asociado con las CMCs o sus propiedades (Ma et al.
2020)(Xiong et al. 2022), no presenta asociacion significativa alguna en nuestra
cohorte de estudio. Por su parte, niveles bajos de CLOCK se asocian con una baja
expresion de CD44CD133. La expresion de CLOCK se ha descrito como
indispensable, junto con BMALI, en hepatocarcinoma para sostener el
crecimiento tumoral (Qu et al. 2023), y el crecimiento de las células leucémicas
(Puram et al. 2016); o para el mantenimiento de las CMCs en glioblastoma (Dong
et al. 2019), o algunas de las propiedades de éstas como la migracién celular (Li
etal. 2013). En el CCR, la sobreexpresion de CLOCK se ha descrito que contribuye
al proceso de metastasis (Yaping et al. 2017). Por lo que se refiere a REV-ERB,
una baja expresion de ésta se asocia con una baja expresion de CD44CD133. En el
caso de glioblastoma y hepatocarcinoma, REV-ERBB es necesario para la
proliferacion de dichas células tumorales y favorecer sus procesos de migracion
y metastasis, relacionados con las CMCs (Tong et al. 2020)(Yu et al. 2018). En
CCR, una mayor expresion de este gen se ha relacionado con un riesgo mayor de
recaida de la enfermedad, proceso vinculado con las CMCs (Aroca-Siendones et
al. 2021).

PARP-1 regula los ritmos circadianos en condiciones fisioldgicas normales a
través de la PARilacion de CLOCK, lo que va a reducir su capacidad de union al
ADN afectando a la transcripcién de sus genes dianas (Kumar & Takahashi 2010).
Pese a que entre los genes dianas se encuentran los elementos del bucle de
retroalimentacion negativa, CRY12 y PER1s, y del bucle secundario REV-ERB3,
estos parecen no verse afectados de la misma forma, siendo la expresion de las
isoformas de Per las mas sensible a la disminucién de la afinidad de CLOCK al
ADN (Asher et al. 2010).

Para ver la potencial regulacion de los ritmos por PARP-1 sobre las CMCs en

el contexto de p53, a continuacioén, estudiamos la relacion de PARP-1 y los genes
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del reloj en los tumores CD44CD133, altos y bajos, estratificados por el estado de
p53.

Nuevamente se observa una relacion diferencial, en este caso entre PARP-1y
genes del reloj circadiano, en los tumores con la expresion de los marcadores de
CMCs, segun el estado de p53.

En los tumores mtp53, PARP-1 se correlaciona de forma positiva con CRY1 en
los tumores con baja expresion de los marcadores CD44CD133. Previamente en
nuestra cohorte de estudio, aunque no observamos relacion significativa de una
elevada expresion de PARP-1 con respecto a los marcadores CD44CD133, en
nuestro modelo in vitro se observa una disminucion de las caracteristicas de las
CMCs tras la sobreexpresion de PARP-1 en las celulas mtp53. El rol de CRY en
relacion con las CMCs, y con el cadncer en general, es complejo. Por un lado, es
posible encontrar estudios que sefialan que CRY1 se asocia con quimioresistencia
y una mayor proliferacion (Han et al. 2021); mientras que otros trabajos indican
que inhiben la proliferacion o reducen la viabilidad de las CMCs (Dong et al.
2019). Las diferencias en cuanto al posible papel de CRY podria deberse a
diferentes modificaciones a nivel de proteina, aunque dichos estudios se han
realizado con la isoforma CRY2 (Xia et al. 2023).

En los tumores wtp53, PARP-1 se correlaciona de forma positiva con REV-
ERBp, y de forma negativa con PERI1 y PER2 en los tumores con elevada
expresion de CD44CD133. En la misma cohorte de pacientes, y en los resultados
in vitro previos, encontramos que una elevada expresion de PARP-1 se asocia con
un incremento en las caracteristicas de las CMCs, lo que ademads concuerda en
cierto modo con lo descrito en la bibliografia, tal y como se discuti6 previamente.
Del mismo modo, tal y como se discutio anteriormente, niveles bajos de PER1 y
PER2, asi como niveles elevados de REV-ERBS se asocian en bibliografia con un
incremento en las CMCs y/o en sus propiedades (Liu et al. 2021)(Yang et al. 2020)
(Mazzoccoli et al. 2011)(Oshima et al. 2011)(Tong et al. 2020)(Yu et al. 2018)
(Aroca-Siendones et al. 2021).

Las relaciones positivas o negativas observadas con PARP-1 son coherentes
con lo descrito por Asher y col.,, que sefialan que PARP-1 modifica a CLOCK, y
eso provoca una menor afinidad de éste por el ADN, repercutiendo en la
expresion de sus genes diana, afectando principalmente a las isoformas de PER
(Asher et al. 2010).
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Las asociaciones observadas son coherentes con lo descrito en la bibliografia
y lo obtenido en la cohorte de estudio. Ademas, los resultados en la cohorte de
estudio sugieren una relacion entre PARP-1 y los distintos genes del reloj que
puede influir sobre las CMCs segtn el estado de p53. Sin embargo, solo con los
datos de tejido no es posible determinar la direccion de esta relacion, su
causalidad o la funcionalidad del ritmo circadiano, por lo que posteriormente
desarrollamos un modelo in vitro con el que validar y extender los resultados de
la cohorte de pacientes, y del capitulo anterior, en el contexto de los ritmos

circadianos.

Para validar nuevamente estos resultados y estudiar la potencial regulacion
diferencial de PARP-1 sobre los ritmos circadianos, y su efecto sobre las CMCs,
se desarrolld un modelo in vitro utilizando dos lineas de CCR, con diferente
estado de p53, HCT-116 (p53 salvaje) y HT-29 (p53 mutado, p.Arg273His) en las
que se sobreexpreso PARP-1 de forma estable. El cambio de la linea isogénica
HCT-116 -/- por HT-29 se realiz6 para extender los resultados anteriores a otras
mutaciones de p53, ya que diferentes mutaciones en p53 pueden tener distinto
efecto sobre la interaccion de p53 con distintas proteinas, y por tanto sobre
caracteristicas moleculares y fenotipicas de las células tumorales (Polotskaia et
al. 2015). Ademas, HT-29 posee la mutacion p.Arg273His uno de los hotspot mas
mutados del gen TP53 en el CCR (Hassin et al. 2022).

PARP-1 se ha asociado en condiciones fisioldgicas normales con el proceso de
proliferacion, favoreciéndolo en casos como la regeneracion de cardiomiocitos,
hepatocitos y células madre neuronales (Shu et al. 2024)(Son et al. 2020)(Ju et al.
2019). Si bien es cierto, que en otros tipos celulares como linfocitos se ha
comprobado que la ausencia de esta proteina no repercute en su proliferacion
normal (Ambrose et al. 2009), o incluso, como en el caso de fibroblastos
pulmonares, favorece su proliferacion (Pagano et al. 2007). En un contexto
tumoral, este mismo efecto dual en cuanto a su papel pro- y anti-proliferativo
también se observa, encontrando estudios que sefalan que PARP-1 participa
potencialmente en la proliferacion celular de las células tumorales (Kim et al.
2019), y por el contrario que su ausencia resulta en una mayor tasa de
proliferacién y crecimiento (Yang et al. 2021). Para evaluar, si la posible dualidad
observada en cuanto al papel de PARP-1 en términos de proliferacion se asocian
de modo alguno con el estado de p53, evaluamos en nuestros modelos in vitro el
efecto de la sobreexpresion de PARP-1 sobre el crecimiento a través de dos

métodos distintos. A través de un ensayo de MTT durante 6 dias se comprobo el
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efecto del crecimiento con una densidad baja de células, y mediante el ensayo de
CFSE con una densidad normal de células. Como era esperable en base a los
resultados previos, se observa que en la linea HCT-116 con wtp53, la
sobreexpresion de PARP-1 induce un aumento de la tasa de proliferacion,
mientras que en la linea mtp53, HT-29, la sobreexpresion de PARP-1 provoca el
efecto contrario, observandose una disminucion de la proliferacion de dichas
células, a excepcion del dia 4 a través del ensayo de MTT, cuando se observa una
mayor cantidad de células. Los datos en la linea HCT-116 concuerdan con otros
trabajos en los que sefalan que el silenciamiento de PARP-1 en ésta linea da lugar
a una menor capacidad proliferativa, mostrando la importancia de PARP-1 en el
crecimiento celular (Ghosh, Roy, & Franco 2018). Sin embargo, los resultados en
la linea mtp53 no concuerdan con los de otros trabajos de CCR, que observan que
la sobreexpresion de PARP-1 en las lineas SW480 y SW620 resulta en un aumento
de la proliferacion celular, mientras que su silenciamiento resulta en una
disminucién (Xu et al. 2024). Dichas lineas celulares proceden del mismo
individuo, procediendo una del tumor primario y la otra del secundario, y
poseen una doble mutaciéon para TP53, p.Arg273His, idéntica a HT-29, y
p.Pro309Ser, lo que sugiere un posible efecto diferente segin la mutacion de p53
o de la doble mutacion de éste. No obstante, al extrapolar nuestros datos a otros
tipos de cancer, como el cancer de mama observamos resultados similares del
efecto de p53. El silenciamiento de PARP-1 en la linea MCF-7, wtp53, resulta en
una disminucion de la proliferaciéon (Kim et al. 2019), mientras que el
silenciamiento en MDA-MB-231, mtp53 p.Arg280Lys, resulta en un aumento de
la proliferacion (Yang et al. 2021). Este mismo efecto se observa en el trabajo de
Garcia-Parra, en las mismas lineas celulares, y al silenciar en la linea BT-474,
mtp53 p.Glu285Lys (Garcia Parra 2012). Estos resultados concuerdan con los
nuestros en cuanto a la relacion PARP-1 — estado de p53 descrita en este trabajo.
Los datos de crecimiento/proliferacion se confirman en el ensayo de capacidad
de tumorigenicidad llevados a cabo en un modelo xenografo subcutaneo, donde
se observa que la sobreexpresion de PARP-1 en la linea wtp53 induce tumores

mas grandes, mientras que en la linea mtp53, éstos presentan un menor tamano.

A continuacién, evaluamos el efecto de la sobreexpresion estable de PARP-1
sobre el fenotipo y caracteristicas de las CMCs, previa sincronizacion de los
ritmos circadianos, con el fin de confirmar los resultados de la sobreexpresion
transitoria y extender el efecto a otros estados de p53 en el contexto de los ritmos

circadianos.
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Al igual que ocurre con la sobreexpresion transitoria de PARP-1, la
sobreexpresion estable en la linea HCT-116 produce un aumento de la poblacion
ALDHT1*, asi como de la poblacion CD44CD326atto y la CD44CD326CD133aLro.
Por el contrario, la sobreexpresion de PARP-1 en la linea con mtp53, al igual que
observamos anteriormente en la linea p537, se observa que disminuye la
poblacion ALDH1*, y la poblacion CD44CD326acto. Ademds, en este caso,
encontramos marcaje para CD133, por lo que observamos también una
disminucion en la poblacion CD44CD326CD133acro. De esta forma, se confirma
una regulacion diferencial del fenotipo de CMCs mediado por PARP-1 segtn el
estado de p53, estando favorecido en el caso de los tumores wtp53 y deteriorado

en aquellos con mutaciones.

En el caso de la sobreexpresion estable de PARP-1 también se evalu6 a nivel
fenotipico otros marcadores relacionados con las CMCs como son LGR5, SOX2,
NANOG, y OCT3/4 (Munro et al. 2018). Si bien es cierto, que estos marcadores,
pese a encontrarse en niveles superiores en las CMCs, también son marcadores
de células madre y pluripotentes, en general (Andrews & Gokhale 2024), y
células madre intestinales, en el caso especifico de LGR5 (Gehart & Clevers 2018).
En la linea con wtp53, la sobreexpresion de PARP-1 produce un aumento de los
marcadores SOX2, NANOG, OCT3/4 y LGR5, mientras que en la linea HT-29, la
sobreexpresion de PARP-1 no provoca cambios en éstos. Estos resultados estan
en la linea con los observados anteriormente, en los que PARP-1 provoca un
aumento del fenotipo stem en el contexto de wtp53, pero no cuando éste esta
mutado. Ademas, estos resultados se encuentran en concordancia con diferentes
trabajos de biologia del desarrollo que sefialan que PARP-1 es necesario para el
mantenimiento de células madre neuronales (Son et al. 2020)(Plane,
Grossenbacher, & Deng 2012), o mediante el control, independiente de su
actividad catalitica, de la expresion de los genes relacionados con la pluripotencia
(Liu & Kraus 2017). Hay que resaltar que todos estos trabajos utilizan lineas de

células madre con wtp53.

Finalmente, para ver el efecto de la sobreexpresion estable de PARP-1 a nivel
funcional de las CMCs se realiz6 un ensayo de formacion de esferas. Como era
esperable a partir de los resultados de caracterizacion fenotipica, se observa que
la expresion de PARP-1 en la linea HCT-116 aumenta la capacidad de formacion
de esferas, pero en la linea mutada HT-29 la disminuye. Estos datos ademas

concuerdan con lo observado en la linea HCT-116 p537, confirmando
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nuevamente el efecto adverso de PARP-1 en el contexto de la ausencia de un
wtp53 sobre las CMCs.

Todos nuestros resultados indican que PARP-1 favorece el fenotipo de las
CMCs en wtp53, pero que en el contexto de mtp53 se desencadenan mecanismos
que reducen o no modifican las caracteristicas de las CMCs. Para comprobar y
validar nuestra hipoétesis basada en la potencial regulacion diferencial de los
ritmos circadianos, se analizo el ritmo circadiano durante 24 horas de los genes
PER:13y REV-ERBB en las distintas lineas celulares. Se analiz6 la amplitud, una
medida de la fuerza de la actividad del ritmo, el MESOR, el nivel medio de la

actividad, y la acrofase, momento del dia de méxima actividad (Reid 2019).

El andlisis del ritmo circadiano muestra un comportamiento distinto tras la

sobreexpresion de PARP-1 en la linea con wtp53 y la linea con mtp53.

En la linea wtp53, HCT-116, se observa como la sobreexpresion de PARP-1
provoca un aumento de la amplitud de PERI, es decir potencia su ritmo; y
provoca un adelanto en el pico de actividad de PER2, asi como un retraso del
pico de actividad de PER3 y REV-ERBp. Ademas, en el caso concreto de REV-
ERBp, aunque no es significativo, se ve también una tendencia a una mayor
actividad media y potencia del ritmo de ésta. Por el contrario, en la linea mtp53,
HT-29, la sobreexpresion de PARP-1 provoca una disminucion de la amplitud de
todos los genes estudiados, es decir una disminucion global de la potencia del
ritmo; ademds de un adelanto del pico de actividad de PERI-3; y una
disminucion de la actividad media de PER3. En general se observa que PARP-1
potencia los ritmos en la linea HCT-116, mientras que en la linea mtp53 HT-29
los debilita. Esto podria tener un impacto directo sobre el fenotipo de las CMCs.
Cada vez hay mas estudios que sefialan ya no solo que las células tumorales
presentan ritmos funcionales, sino que las CMCs presentan ritmos potentes y
tienen una fuerte dependencia de éstos (Malik et al. 2022)(De et al. 2020)(Puram
et al. 2016)(Dong et al. 2019). De esta forma se ha observado que la pérdida o
reduccion del ritmo circadiano funcional resulta en la pérdida de CMCs en
glioblastoma y en leucemia (Puram et al. 2016)(Dong et al. 2019). Ademas, en
cancer de mama se ha observado que la presencia de ritmos circadianos mas
potentes se relaciona con una menor tasa de supervivencia a 5 afos y mayor

riesgo de metastasis, caracteristicas estrechamente relacionadas con la presencia
de CMCs (Li et al. 2024).

Todos estos resultados concuerdan con el efecto diferencial sobre las CMCs
ejercido por PARP-1 observado. Cuando se sobreexpresa PARP-1 en wtp53, se
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potencian el ritmo circadiano y esto resulta en un aumento del fenotipo de CMCs;
mientras que por el contrario cuando ocurre en mtp53, la sobreexpresion resulta
en una disminucion de la potencia del ritmo circadiano, provocando una
disminucién de las caracteristicas de las CMCs. Ademads, esa menor potencia de
los ritmos circadianos observada cuando la expresion de PARP-1 es elevada, y su
relacion con la supervivencia mencionada anteriormente, explicaria las
diferencias en la supervivencia libre de enfermedad y global observada en los

tumores mtp53 de nuestra cohorte de estudio.

Visto el efecto de la sobreexpresion de PARP-1 sobre las CMCs segun el
estado de p53, y uno de los potenciales mecanismos a través de los cuales se
ejerce, a continuacion, analizamos si dichos efectos se podian revertir mediante

el uso de un iPARP-1 como el olaparib.

El olaparib ha sido el primer iPARP-1 aprobado por la FDA, para el
tratamiento de cdncer de ovario avanzado con mutaciones en BRCA. En los
ultimos anos se han aprobado el uso de otros iPARP-1 como son el rucaparib,
niraparib y talazorib, para el tratamiento del cAncer de mama, ovario, prostata y
pancreas con deficiencias en BRCA o en los sistemas de reparacion por
recombinacion homologa (Bastos et al. 2024). En CCR, el uso de los iPARP-1 en
cultivos in vitro presenta un efecto citotdxico y antitumoral por si mismo (C.
Wang et al. 2017), o cuando se combina con otros farmacos como el 5-FU o el
oxaliplatino, o incluso con radiacién (de Castro e Gloria et al. 2021)(Ren et al.
2019). Al utilizarlo en modelos in vivo combinado con quimioterapia o
radioterapia también presenta un efecto antitumoral, pese a la falta de efecto
cuando se utiliza como monoterapia (Qin et al. 2022)(Shelton et al. 2013).
Resultados similares se han obtenido en ensayos clinicos desarrollados en CCR,
en los que el uso del olaparib no ha proporcionado beneficios significativos en
términos de supervivencia, tanto en su uso como monoterapia
independientemente del estado de los sistemas de reparacion u otras mutaciones
en otros genes implicados en cancer como ATM (Leichman et al. 2016)(Behl et al.
2023); ni cuando se combina con irinotecan o inmunoterapia en tumores con
deficiencias en los sistemas de reparacién del ADN (Chen et al. 2016)(Hernando-
Calvo et al. 2024). Uno de los posibles motivos de la falta de respuesta en los
ensayos clinicos se debe a que en CCR la respuesta a los iPARP-1 en CCR no
dependeria del estado de los sistemas de reparaciéon del ADN, sino que
necesitarian un p53 funcional, lo cual volveria a estar en concordancia con los

resultados obtenidos en la primera y segunda parte de este trabajo (Smeby et al.
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2020). Sin embargo, es importante senalar que, aunque en otros tumores, como el
cancer de ovario, para el cual el uso de iPARP-1 estd aprobado, cada vez estd mas
cuestionado el uso de estos farmacos debido a la falta de respuesta en casos para
los que esta prescrito, lo que estd provocando la restriccion de su uso a casos muy

concretos o incluso el cese de su uso en algunos casos (Walsh 2024).

En nuestro modelo in vitro, tanto las lineas wtp53 como mtp53 responden de
manera dosis-dependiente al tratamiento con olaparib a las 72 horas, similar al
efecto descrito por otros autores (C. Wang et al. 2017). Ademas, la respuesta fue
similar tanto en la linea wp53 como mtp53, por lo que no observamos el efecto
diferencial del estado de p53 sugerido por Smeby y col, al menos en términos de
viabilidad y en las condiciones ensayadas (Smeby et al. 2020). Al comparar entre
aquellas lineas que sobreexpresan PARP-1 y las que no, observamos que tampoco
se observan diferencias en cuanto a la respuesta al olaparib en términos de
viabilidad. Existen estudios que muestran que aquellas células con mayor
expresion de PARP-1 son mas sensibles al tratamiento con iPARP-1 (Frohlich et
al. 2024), aunque esto contrasta con otros que senalan lo opuesto, que el
silenciamiento de PARP-1 las hace mas sensibles al olaparib (Quifionero et al.
2022). Nuestros resultados sefialan que la expresion de PARP-1 no influye en la
sensibilidad al tratamiento, al menos en cuanto a la viabilidad a las 72 horas.
Algunos farmacos, aunque pueden ejercer su efecto citotoxico a corto plazo,
también pueden provocar dafo que no se manifiesta hasta varias divisiones
celulares mas tarde. Mediante un ensayo de formacion de colonias, observamos
que el nimero de colonias tras un pretratamiento con olaparib 10 uM durante 72
horas reduce el nimero de colonias, con respecto a los controles tratados con
DMSO, mostrando el efecto citotoxico del olaparib nuevamente. No se observan
diferencias en cuanto a la formacién de colonias entre las lineas con expresion
basal y sobreexpresion de PARP-1 en condiciones sin tratamiento. Sin embargo,
si se observa como las lineas con sobreexpresiéon de PARP-1 forman menos
colonias que las lineas con expresion basal. Esto sugiere que, a largo plazo, el
olaparib genera un mayor efecto citotdxico en las lineas con mayor expresion de
PARP-1 como indican algunos estudios (Frohlich et al. 2024)(Bianchi et al. 2019).

A partir de este mismo ensayo de clonogenicidad se evaluo el fenotipo de las
colonias formadas, ya que esta estrechamente relacionado con el origen, CMC o
célula tumoral diferenciada, definiéndolas en meroclon, paraclon y holoclon tal
y como describen Lucena-Cacace y col, (Lucena-Cacace et al. 2018). Al

sobreexpresar PARP-1 en la linea con wtp53, HCT-116, se produce un aumento
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del namero de colonias holoclon, cuyo origen son las CMCs, una disminucion de
aquellas paraclon, con origen en las células diferenciadas, y de aquellas
meroclon, fenotipo intermedio. Si bien, es cierto que en esta linea celular las
diferencias observadas no son significativas, aunque concuerdan con lo
observado en el analisis de las CMCs discutido anteriormente. En la linea mtp53,
HT-29, se observa un aumento significativo de las colonias paraclon y meroclon,
asi como una disminuciéon de las colonias holoclon, lo cual era de esperar de
acuerdo con el andlisis de las CMCs previo. Este tipo de andlisis se repitio tras el
tratamiento con olaparib, presentando todas las colonias un fenotipo intermedio,

lo que no permite ver a través de este ensayo el efecto sobre las CMCs.

El tratamiento con olaparib tiene un efecto directo a nivel de apoptosis y ciclo
celular. El tratamiento con la dosis 10 uM provoca un aumento de la apoptosis a
las 72 horas del tratamiento. Este aumento de la apoptosis en todas las lineas
celulares con el olaparib coincide con los resultados descritos en otros trabajos en
distintos tipos de tumores, incluido CCR (de Castro e Gloria et al
2021)(Quifionero et al. 2022)(Moon et al. 2022). Ademas, el uso de olaparib,
aunque por si mismo es capaz de inducir apoptosis, su combinacién con otros
agentes quimioterapéuticos potencia sus efectos (de Castro e Gloria et al.
2021)(Quifionero et al. 2022). Curiosamente, la sobreexpresiéon de PARP-1 en la
linea mtp53 HT-29 provoca una menor apoptosis en condiciones sin tratamiento.
Aunque una menor tasa de apoptosis en condiciones normales, en principio
puede parecer perjudicial para el paciente por estar asociado con una menor
muerte espontanea de las células tumorales, una mayor tasa de apoptosis
espontdnea se relaciona con una peor prognosis para el paciente en el CCR
(Schimek et al. 2022), o con acelerar los procesos de crecimiento, metastasis o
recurrencia (Haak, Huang, & Panigrahy 2021). Estos resultados de apoptosis en
condiciones basales, podrian por tanto explicar o al menos relacionarse con las
diferencias observadas en crecimiento y las propiedades del fenotipo stem
observadas en la linea mtp53, y con la supervivencia en la cohorte de estudio. A
nivel del ciclo celular, el tratamiento con olaparib induce un aumento de la fase
G2/M en todas las lineas celulares estudiadas, independientemente del estado de
p53 y la sobreexpresion de PARP-1, sugiriendo un arresto celular en dicha fase,
acompanados por descensos del porcentaje de células en las otras fases. Este
mismo efecto se ha descrito en otros trabajos (Quifionero et al. 2022)(Lin et al.
2018). El arresto en G2/M tras la administracion de un agente genotdxico es uno
de los mecanismos de respuesta celular tras producirse dano en el ADN,

esperable tras la inhibiciéon de PARP-1 por su relacion con la reparaciéon de éste
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(Qin et al. 2022). Por tanto, el olaparib parece generar dano o estrés replicativo,
probablemente al inhibir los sistemas de reparacion al ADN mediados por PARP-
1, por lo que su combinacion con agentes alquilantes podrian potenciar el efecto
de ambos. En el caso de la linea HT-29 se observa también una menor cantidad
de células en fase G2/M en condiciones sin tratamiento tras la sobreexpresion de
PARP-1, lo que podria en cierto modo explicar la menor proliferacion de dichas

células.

Mediante el andlisis fenotipico del ensayo de clonogenicidad no se pudieron
extraer conclusiones al observarse un fenotipo intermedio tras el tratamiento con
olaparib, por lo que se procedid a realizar los ensayos de marcadores
CD44CD133CD326 y el ensayo de formacion de esferas para analizar el efecto del

tratamiento.

El tratamiento con olaparib no provoca cambios en la linea HCT-116 en sus
condiciones basales, aunque en aquella con sobreexpresion de PARP-1 se reduce
tanto el porcentaje de la poblacion CD44CD326aLto como el de la poblacion
CD44CD326CD133aLto. Ademas, en este caso concreto, se observa como en la
linea con sobreexpresion de PARP-1 se revierte el efecto de la sobreexpresion
sobre las CMCs tras el tratamiento con el iPARP-1, recuperando valores similares
alos de HCT-116 en su condicion normal. En la linea HT-29 no se ven diferencias
significativas, ni el esperado aumento de los marcadores de CMCs, dado el papel
observado de PARP-1 en el contexto de mutaciones de p53, y el aumento descrito
por Bellio y col., al inhibir PARP-1 en lineas mtp53 de ovario (Bellio et al. 2019).
Curiosamente, aunque no es significativo, en la linea HCT116-vector se ve un
aumento de la poblaciéon CMCs, mientras que en HT29-vector se observa una
tendencia a una menor cantidad de CMCs. Este efecto coincide con el observado
tras sobreexpresar PARP-1. Diversos estudios sefialan que el tratamiento con
olaparib a corto plazo induce una sobreexpresion de PARP-1 (Quifionero et al.
2022)(Bianchi et al. 2019), por lo que podria inducir en cierto modo a corto plazo,
un efecto intermedio entre la sobreexpresion e inhibicion de PARP-1 en dicho

caso.

Para terminar de validar el posible uso diferencial del olaparib segtin p53, se
realizé un estudio funcional sobre las CMCs. En el caso de la linea wtp53 HCT-
116, el pre-tratamiento con olaparib reduce de forma casi total la capacidad de
formacion de esferas como era esperado debido a la relaciéon observada de PARP-
1 y las CMC:s en el contexto de wp53. En la linea mtp53 se observa también una

reduccion de la capacidad de formacion de tumoresferas, siendo ligeramente mas
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acusada en la linea con expresion basal de PARP-1. Este resultado no era
esperado debido a la relacion adversa de PARP-1 sobre el fenotipo de CMCs
observado en el contexto de mtp53. Sin embargo, el pretratamiento con olaparib
provoca un cambio fenotipico en las tumoresferas formadas, pasando de un
aspecto esferoide a uno en forma de racimo de uvas. Este fenotipo en forma de
racimo de uvas esta relacionado con una menor interaccion célula con célula,
asociado con un fenotipo mas mesenquimal con mayor capacidad invasiva y
agresividad que podria ir precedida de la ganancia de caracteristicas stem
(Borgna et al. 2012) (Shichi et al. 2019)(Minami et al. 2021)(Kenny et al.
2007)(Vogiatzoglou et al. 2023). De esta forma, el tratamiento con olaparib en la

linea mtp53 induciria un fenotipo mas agresivo.

Aunque existe una aceptacion general sobre el uso de iPARP-1 para la terapia
especifica frente a las CMCs, realmente existen muy pocos trabajos que estudien
qué ocurre con las CMCs tras el tratamiento con estos tipos de farmacos (Zeniou,
Nguekeu-Zebaze, & Dantzer 2019). De hecho, gran parte de la conclusion de que
los iPARP-1 son positivos proceden de trabajos en los que se observa que estos
iPARP-1 sensibilizan a las CMCs a otros tratamientos, reduciendo su resistencia
a éstos (Jarrar et al. 2019)(Venere et al. 2013). Sin embargo, también existen
estudios que indican que, aunque el tratamiento con iPARP-1 reduzca la
proliferacién o provoque la muerte celular de las células tumorales, éste produce
un aumento de los marcadores de CMCs como demuestran Bellio y col, en su
trabajo con lineas mtp53 de cancer de ovario, lo que puede llegar a ser perjudicial
para el paciente (Bellio et al. 2019). En glioblastoma es posible encontrar trabajos
que evalten el efecto de la inhibicién de PARP-1 sobre las propiedades de las
CMC s, aunque con la dificultad de ponerlo en el contexto de p53 al ser lineas
derivadas de pacientes y no proporcionarse informacion del estado de TP53. Aun
asi, es posible encontrar articulos donde se observa que la inhibicién de PARP-1
reduce la capacidad de formacion de esferas, en lineas con wtp53, SH-EP, SH-
SY5Y y SK-N-SH (Long et al. 2018). Otros sefialan que la fraccion de neuroesferas
supervivientes en sus lineas derivadas de paciente tras el tratamiento con iPARP-
1 no se ven afectadas por el tratamiento, E2 0 G7, o que se ven reducidas, aunque
no de manera significativa, R10 (Carruthers et al. 2018). Las lineas E2 y G7
presentan alteraciones en p53, aunque de R10 no hay informacion disponible
(Ahmed et al. 2015). En otro trabajo de glioblastoma, el uso de iPARP reduce la
formacion de esferas, sin embargo, no hay datos del estado de p53, por lo que no
se pueden poner los resultados en el contexto de éste (Venere et al. 2013). Si bien

es cierto que TP53 se encuentra mutado en el 22% de los glioblastomas, siendo
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por tanto mas probable encontrar casos wtp53, pero sin poder asegurarlo para
extraer conclusiones (Zhang et al. 2018). En general se observan resultados que
respaldan el efecto sobre las CMCs observado en nuestro estudio al tratar con
olaparib. En la linea wtp53, no se observan cambios o disminuyen, al
sobreexpresar PARP-1, en los marcadores de CMCs estudiados con el
tratamiento con olaparib, pero se ve reducida casi completamente la capacidad
de formacion de tumoresferas. Por el contrario, en la linea mtp53, aunque no se
observan cambios de ningun tipo en los marcadores y se observa una reducciéon
de la capacidad de formacion de esferas, éstas sufren un cambio fenotipico con el

tratamiento asociado con mayor agresividad.

Finalmente, debido a la implicacién del reloj circadiano en la regulacién de
las CMCs por PARP-1 en nuestro modelo, analizamos el efecto del olaparib sobre

el ritmo circadiano.

En HCT116-vector el tratamiento con olaparib no provoca cambios
significativos en ninguno de los parametros analizados; sin embargo, en la misma
linea con sobreexpresion de PARP-1 se observa como se produce una
disminucién de la amplitud de PER1 y, de REV-ERBp, aunque ésta ultima no
significativa, asi como un adelanto de la acrofase de ambos. Se observa, como el
tratamiento con el iPARP-1 revierte los cambios producidos por la
sobreexpresion de PARP-1, lo cual explica la reversion del efecto observada
también a nivel de la poblacién CD44CD326atto y CD44CD326CD1334L10,
mediante el debilitamiento del ritmo circadiano, y la dependencia de las CMCs
de éste (Dong et al. 2019)(Puram et al. 2016).

En HT-29, el tratamiento con olaparib provoca un periodo de PER1 de
aproximadamente 3 horas lo que impide el posterior andlisis del ritmo
circadiano, sugiriendo la pérdida del ritmo circadiano y su sustitucién por un
ritmo ultradiano (Coskun, Zarepour, & Zarrabi 2023). En el caso de REV-ERB3,
se observa como se producen diferentes efectos segiin la sobreexpresion o no de
PARP-1. La linea con sobreexpresion basal de PARP-1 tras el tratamiento
experimenta un debilitamiento de la fuerza del ritmo de REV-ERBp, asi como un
retraso de su acrofase y disminucion del MESOR; mientras que en aquella con
sobreexpresion se observa un fortalecimiento del ritmo, asi como un retraso de
la acrofase. Con respecto al efecto sobre la sobreexpresion del tratamiento con
olaparib, el efecto producido a nivel del ritmo circadiano podria explicar esa
posible mayor agresividad observada en las esferas, sin embargo, no se

recuperan los valores de la linea HT-29 basal.
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En lineas generales se observa como el tratamiento con olaparib revierte el
fenotipo provocado por la sobreexpresion de PARP-1 en la linea wtp53 tanto a
nivel de las CMCs como a nivel del ritmo circadiano, sin embargo, esto no ocurre
completamente en la linea mtp53. Esto podria indicar que el mecanismo a través
el cual ocurren los efectos producidos por la sobreexpresion de PARP-1 es a
traveés de la regulacion de los ritmos circadianos, pero en la linea mtp53 podrian
intervenir mds mecanismos. Sin embargo, en las condiciones sin tratamiento, el
efecto de PARP-1 sobre los ritmos si explica lo que ocurre a nivel de las CMCs en
esa linea celular, por lo que realmente lo que podria ocurrir en esta linea para que
no se observe el efecto esperado con el tratamiento con olaparib es que el olaparib

tenga otros efectos no derivados directamente de la inhibicion de PARP-1.

Entre los off-target del olaparib, segtin su analisis con la herramienta swisstarget

(http://www.swisstargetprediction.ch/), se encuentran fundamentalmente, y con
una probabilidad muy alta, otros miembros de la familia de las PARPs como las
tankirasas, PARP-2, PARP-3 o PARP-6. Muchas de ellas apenas se han estudiado
en contexto tumoral o incluso su relevancia apenas se conoce (Marti et al. 2020).
En este sentido, en CCR, PARP-6 participa en el proceso tumoral ejerciendo
funciones pro y antitumorales (H. Wang et al. 2017)(Qi et al. 2016), de forma que
su inhibicion no especifica con el olaparib puede afectar a su funcién, con el
consiguiente impacto sobre los potenciales efectos esperados de la inhibicion de
PARP-1 con el tratamiento con olaparib. Por otro lado, la inhibiciéon de PARP-1
provocaria que el NAD*, que utiliza PARP-1 para llevar a cabo su funcién
catalitica, quedase a disposicion total de otra deacetilasa dependiente de NAD,
como es SIRT-1. De hecho, la inhibicion de PARP-1 resulta en un aumento de la
actividad de SIRT-1 (Bai et al. 2011)(Sahar & Sassone-Corsi 2009). SIRT-1 regula
también los ritmos circadianos, por lo que el uso de iPARP-1 puede tener impacto
sobre los ritmos no solo a través de la inhibicion de la actividad de PARP-1, sino
también por un aumento de la actividad de SIRT-1 (Sahar & Sassone-Corsi 2009).
Ademas, SIRT-1, presenta un papel dual en el proceso de carcinogénesis, sin
conocerse aun qué contextos hacen que actiie como pro o anti-tumoral (Carafa,
Altucci, & Nebbioso 2019).

Por tanto, la ausencia del efecto esperable a nivel de los ritmos circadianos o sobre
las CMCs observado en algunos experimentos en el contexto de mtp53 podria no
ser debido a la inhibicion de PARP-1 como tal, sino, o bien a través de la
inhibicién inespecifica, o bien a través de la modulacion de la actividad de SIRT-

1 tras el tratamiento con olaparib.
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Por consiguiente, el uso de iPARP-1 podria ser beneficioso no solo en aquellos
pacientes con wtp53 y elevada expresion de PARP-1, sino en aquellos con wtp53
en general; mientras que podria ser perjudiciales en aquellos con mtp53, no solo

con elevada expresién de PARP-1.

En la parte final se analizd el perfil de expresion de PARP-1 en lineas
derivadas de pacientes con distinto origen tumoral, siendo estas derivadas del
tumor primario, metastasis o de CTCs. La expresion de PARP-1 en estas lineas es
bastante heterogénea y variable, especialmente entre las lineas derivadas del
tumor primario. Este resultado es similar al obtenido en la cohorte de pacientes
estudiada en este trabajo, a otros estudios centrados en CCR (Dziaman et al.
2014)(Dorsam et al. 2018)(Xu et al. 2024), u otros tipos de cancer (Ossovskaya et
al. 2010). Ademas, esta heterogeneidad en términos de expresion no solo se
observa en pacientes, sino también en lineas celulares comerciales de distintos
tipos tumorales (Zaremba et al. 2009), incluido CCR (Tentori et al. 2006) (Xu et al.
2024), lo cual refleja que la heterogeneidad observada no surge durante el
establecimiento de la linea celular si no que recapitula la caracteristica observada

en el tumor original.

Aunque la sobreexpresion de PARP-1 en el tejido tumoral es un hecho mas
que probado en diferentes estudios, sigue sin saberse la causa exacta de esta
sobreexpresion, o si diferentes contextos fenotipicos afectan a ésta. La expresion
de PARP-1 podria estar influida por el estado de distintos genes, por ejemplo, en
cancer de mama, la expresion de PARP-1 es mayor en aquellos tumores y lineas
celulares con mutaciones o ausencia de BRCA1I (Li et al. 2014). En cancer hepatico,
PARP-1 estd sobreexpresado en hepatocarcinoma y colangiocarcinoma,
asocidndose en éste ultimo con la expresion de KRAS. Ademads, en lineas
celulares de colangiocarcinoma la expresion de PARP-1 es mayor cuando KRAS
estd mutado (Keggenhoff et al. 2024). Otro estudio, pero en este caso de leucemia,
muestra un resultado similar, observandose un aumento de la expresion de
PARP-1, aunque también de otras proteinas relacionadas con la reparacion del
ADN alt-NHE], en las lineas U937 y CCRF-HSB2 al expresar la forma KRASS!3P
(Héahnel et al. 2014). En las lineas derivadas de tumores de CCR primario
estudiadas se obtiene un resultado similar, siendo mayor la expresion cuando
KRAS esta mutado, aunque en nuestro estudio no es significativa. Al ponerlo en
el contexto de p53, observamos que, en nuestras lineas derivadas de tumor
primario, la expresidn es mayor en las lineas mutadas, lo cual no concuerda con

lo observado en los pacientes de nuestra cohorte de estudio en la que no se
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observan diferencias significativas. Sin embargo, es importante sefialar que estos
resultados utilizando lineas celulares, tanto para KRAS como p53, deben de
tomarse con cautela al utilizar un nimero relativamente bajo de lineas celulares,
aunque podrian sugerir que el contexto gendmico influiria en la expresion de
PARP-1, lo cual explicaria la heterogeneidad en la expresion observada en los

distintos tipos tumorales.

PARP-1 se ha asociado con el proceso de metastasis debido a su relacion con
los procesos de angiogénesis, transicion epitelio-mesénquima, invasion y
migracion (Frederick et al. 2024). De hecho, el uso de iPARP-1 reduce la
capacidad metastasica a través de la inhibicion del proceso de angiogénesis y la
transicion epitelio-mesénquima (Rodriguez et al. 2013), asi como la expresiéon de
MMP-9 y MMP-2 (Li et al. 2009). Aunque esto parece sugerir un papel directo de
PARP-1 en el proceso de metastasis, también existen estudios que sefialan que
tanto la sobreexpresion de PARP-1 como su silenciamiento en lineas celulares de
melanoma no provoca cambios en la capacidad migratoria e invasiva de estas
células, de forma que el efecto de PARP-1 sobre la metastasis podria estar
influido por el microentorno o incluso ser dependiente del tipo de cancer
estudiado (Frohlich et al. 2024). Ademas, el papel de los iPARP-1 como agentes
antimetastasicos no esta del todo claro. Estudios en cancer de pulmoén senalan
que el silenciamiento o inhibicién de PARP-1 reduce la metéstasis en huesos o
cerebro (Choi et al. 2016), mientras que estudios en osteosarcoma sefialan que el
uso de iPARP-1 aumenta las metastasis pulmonares (F. Li et al. 2022), reflejando
nuevamente que el efecto podria estar influido por el tipo de tumor estudiado o

el contexto.

En estudios de cohorte de pacientes, una mayor expresion de PARP-1 se ha
asociado con una mayor probabilidad para el desarrollo de metastasis en
diferentes tipos tumorales (Liu et al. 2016)(Pan et al. 2024)(Yano et al. 2002). Sin
embargo, dicha asociacion depende de los niveles de expresion del tumor
primario, y no de las metastasis (Pan et al. 2024)(Yano et al. 2002). Tan solo unos
pocos estudios analizan la expresion de PARP-1 en muestras metastasicas,
observandose una mayor expresion de PARP-1 en metdstasis hepaticas de CCR,
en metdstasis cerebrales de pulmén y en metastasis de melanoma (Jarrar et al.
2019)(Choi et al. 2016)(Frohlich et al. 2024), o en el caso de metastasis de sarcomas
de tejido blando, en el que no se observa ninguna diferencia aunque si una
tendencia a una menor expresion de PARP-1 (Bertucci et al. 2019). Al agrupar la

expresion de PARP-1 en las lineas derivadas de paciente utilizadas segun su
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origen, no se observan diferencias entre metastasicas y primarias, aunque se
observa una tendencia de una menor expresion en las metastasicas. Tampoco se
encontraron diferencias en la expresion entre las CTCs y el tumor primario,
aunque la tendencia de una mayor expresion en las lineas procedentes de los
primarios se mantiene al igual que ocurre con las metastasicas. Sin embargo, al
comparar la expresion de PARP-1 entre CTCs y metastasicas se observa que la
expresion en CTCs es significativamente menor, lo cual sugiere que esa
disminucion de PARP-1 podria ser una caracteristica de la biologia de las CTCs.
Este hecho se veria apoyado al analizar la expresion pareada en las lineas CPP45
(metastasica) y CTC45, y en las lineas CPP44 (primario) y CTC44 procedentes del
mismo paciente, en las que se observa una menor expresion de PARP-1 en las
CTCs con respecto a su tumor primario o su metastasis. Debido al bajo nimero
de muestras se recurrido a la base de datos GEO, concretamente al estudio
GSE74369 con datos de expresion pareados de CTCs, células endoteliales,
metdastasis, mucosa normal y tumoral en pacientes con CCR con el fin de
corroborar los datos observados en las lineas derivadas de pacientes. En 6/7
pacientes los clusters de CTCs presentan menor expresion que el tejido tumoral,
o incluso que las células endoteliales y el tejido sano, confirmando los resultados
obtenidos en nuestro estudio. Estos datos sugieren que la expresion de PARP-1
puede variar para adaptarse al contexto tumoral, y que la disminucion de PARP-
1 en las CTCs podria ser uno de los mecanismos para sobrevivir en el torrente

sanguineo.

Las CTCs son células tumorales que se liberan del tumor primario, o incluso
de la metdstasis, al torrente sanguineo y linfatico, y que poseen la capacidad de
expandirse a otros tejidos. En lineas generales, el numero de CTCs en sangre
aumenta conforme aumenta el estadio tumoral, su volumen o la presencia de
micrometastasis, asociandose con enfermedades mas agresivas o mayor riesgo
de recurrencia (Nguyen et al. 2023). Sin embargo, a pesar de que el nimero de
CTCs es variable y es posible encontrarlas en sangre, el proceso de diseminacion
es muy ineficiente, estimandose que solamente el 0.02% de las CTCs sobrevive
en el torrente sanguineo y es capaz de formar tumores secundarios (Kahounova
et al. 2023). Estas CTCs, ademas, pueden poseer caracteristicas intermedias entre
el tumor primario y las metastasis por lo que su estudio es relevante para
entender el proceso de metdstasis y como evitarlo (Shimada et al. 2022). En
nuestro estudio en lineas derivadas de pacientes se observa como las CTCs
presentan niveles menores de PARP-1 que las procedentes de tumores primarios

o metastasis. Ademas, si se analiza en conjunto y de manera secuencial segun el
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proceso de metdstasis se puede observar como los niveles de PARP-1 son
mayores en lineas de tumores primarios, disminuyen en CTCs para aumentar en
las metastasicas, sugiriendo que esa disminucién de PARP-1 podria ser uno de
los mecanismos empleados para sobrevivir en el torrente sanguineo, y que
posteriormente la expresion de PARP-1 se recupera al establecer el tumor
secundario. Sin embargo, al no tener muestras pareadas de tumor primario, CTCs
y metastasis, no es posible confirmar estos resultados y son necesarios nuevos
estudios para confirmar esta hipdtesis. No obstante, el estudio de la expresion de
PARP-1 en el estudio GSE74369 parece confirmar esa menor expresion de PARP-
1 en CTCs.

La expresion de PARP-1 en CTCs apenas se ha estudiado, siendo descrita
solamente en dos estudios de cancer de mama. En uno de ellos se describe la
presencia de PARP-1 tanto en nucleo como en citoplasma de CTCs, aunque con
diferencias entre pacientes con cancer luminal y triple negativo, y una mayor
expresion de PARP-1 en CTCs de cadncer luminal y estadios tempranos de cancer
de mama en comparacion con CTCs de pacientes metastdsicos y triples negativos
(Sklias et al. 2022). El otro estudio sefiala que la expresion de PARP-1 es menor
en el perfil de expresion enriquecido en CTCs de pacientes con cancer de mama
comparado con el de individuos sanos, asi como en células mononucleares de
sangre periférica (Hensler et al. 2016). La menor expresion de PARP-1 podria
estar asociada con una mayor capacidad de inmunotolerancia y evasion del
sistema inmune. Una baja expresion de PARP-1 resulta en una mayor expresion
de FOXQO3, lo cual resulta en un aumento del fenotipo de Treg, asociado con
inmunosupresion (Zhang et al. 2013)(Schloder et al. 2022)(Huppert et al. 2021).
Un aumento de FOXO3 se ha descrito también en el mismo perfil de expresion
enriquecido en CTCs (Hensler et al. 2016), por lo que éste podria ser uno de los
mecanismos de supervivencia de las CTCs en sangre, sin embargo, se necesitan
estudios adicionales para confirmarlo. Otro mecanismo de supervivencia en
sangre de las CTCs mediado por PARP-1 podria ser a través de PD-L1. PARP-1
suprime la transcripcion de PD-L1, mientras que su inhibicion resulta en un
aumento de éste (Ding et al. 2019)(Jiao et al. 2017)(Cui et al. 2024). PD-L1 es
reconocido por linfocitos T, reduciendo su actividad citotdxica, y en el contexto
tumoral favoreciendo la evasion inmunitaria (Cui et al. 2024). De hecho, existen
estudios que sefalan que el uso de olaparib se ha asociado con un mayor niimero
de CTCs y de micrometastasis (F. Li et al. 2022). Estos datos apoyarian la
hipdtesis de que los menores niveles de PARP-1 en CTCs podrian ser uno de los
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mecanismos de supervivencia en el torrente sanguineo a través del aumento de

los niveles de PD-L1 y del fenotipo Treg.

Aproximadamente el 50% de los pacientes detectados con CCR acaban
desarrollando metastasis, siendo esta la principal causa de muerte. Estos tumores
metastdsicos presentan caracteristicas distintas a las de los tumores originales,
destacando una elevada resistencia al tratamiento (Filip et al. 2020). Aunque el
uso de quimioterapia ha mejorado la supervivencia de estos pacientes, se estima
que aproximadamente el 90% de los pacientes con metastasis acaba no
respondiendo a la terapia (Ma et al. 2023). Esto revela la necesidad del desarrollo

de estrategias que permitan abordar el tratamiento de este tipo de tumores.

Tal y como se discutié anteriormente, el uso de olaparib tanto en modelos in
vitro, in vivo o incluso en ensayos clinicos estd extendido para el tratamiento de
tumores primarios de diferentes tipos de cancer, asi como para evaluar la
capacidad metastasica de las células tras el tratamiento. Sin embargo, su estudio

para el tratamiento de los tumores secundarios esta menos explorado.

En nuestro estudio ambas lineas metastasicas responden de manera dosis-
dependiente al tratamiento con olaparib, mostrando una disminucién de la
viabilidad in vitro. No se encuentran otros estudios que utilicen lineas celulares
metastdsicas, aunque si organoides derivados de pacientes (PTDO).
Concretamente en CCR, un estudio senala que de los 8 PTDO desarrollados del
tejido metastasico, solo uno de ellos, que presentaba mutaciones en BRCI,
presentaba sensibilidad al olaparib in vitro, aunque nunca se pudo testear en el
paciente (Martini et al. 2023). Otro estudio con 17 PTDO metastdsicos de CCR
muestra una baja sensibilidad al olaparib en todos ellos (Cartry et al. 2023). Al
extender este tipo de estudios a otros tumores como el cancer de mama se observa
también una baja sensibilidad de los PTDO metastasicos al tratamiento con
olaparib (Onder et al. 2023). Curiosamente, pese a la falta de sensibilidad en
PTDO metastasicos de cdncer de mama, ensayos clinicos en fase Il muestran que
el uso de olaparib como monoterapia aumenta la supervivencia y disminuye el
riesgo de muerte o progresion de la enfermedad en pacientes con mutaciones en
BRCA (Robson et al. 2017). Resultados similares a éste se han obtenido en cancer
de pancreas, prostata y ovario (Moore et al. 2018)(Mateo et al. 2024)(Golan et al.
2019). Sin embargo, los ensayos clinicos desarrollados en CCR no han obtenido
resultados positivos (Takashima et al. 2024)(Behl et al. 2023). La falta de
resultados en estos estudios puede deberse a que en CCR las mutaciones en

BRCA1/2, asociadas con la respuesta al olaparib, se encuentran en apenas un 1%
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de los casos (Kupfer et al. 2020). Las mutaciones en otros genes relacionados con
los sistemas de reparacion del ADN también presentan una menor incidencia en
CCR en comparacién con los tumores con resultados positivos para el
tratamiento con olaparib (Moretto et al. 2022). Sin embargo, cuando se tiene en
cuenta el estado de los sistemas de reparacion al ADN en CCR, tampoco se tienen
resultados positivos para el uso del olaparib para el tratamiento del CCR
metastasico (Leichman et al. 2016). Estos estudios no tienen en cuenta el estado
de p53, que como se discutié anteriormente, segin un estudio desarrollado por
Smeby y col es el factor determinante en la sensibilidad a la respuesta al olaparib
en CCR (Smeby et al. 2020). Sin embargo, en nuestro trabajo no observamos
diferencias en la reduccion de la viabilidad entre la linea con p53 salvaje y

mutado.

El tratamiento del CCR metastasico es complicado debido a que existe un
numero muy limitado de agentes quimioterapéuticos que proporcionen una
respuesta positiva y prolongada en el tiempo. Los principales agentes utilizados
para el tratamiento de este tipo de tumor son el 5-FU y el oxaliplatino. El uso de
este ultimo presenta una respuesta moderada, obteniéndose una ratio de
respuesta positiva entre un 10-24%, que se ve incrementada a un 20-50% al
combinarse con 5-FU y leucovorina (FOLFOX) (Comella et al. 2009). Con éste
tratamiento combinado aumenta la tasa de supervivencia global de la
enfermedad, sin embargo, al porcentaje de pacientes que no responden, se le
suman aquellos que tienen que abandonarlo por la aparicion de efectos
secundarios significativos, y aquellos que acaban desarrollando resistencias
(Comella et al. 2009)(M. Zhou et al. 2022)(Narayan et al. 2022). Actualmente se
estan utilizando dosis mas bajas de oxaliplatino, ya que su acumulacién en tejidos
sanos estd estrechamente relacionada con el desarrollo de resistencias y con el fin
de reducir los efectos secundarios (Linares et al. 2023)(Park et al. 2018) ; o el uso
o combinacion con otros farmacos basados en dianas moleculares con resultados
muy heterogéneos en ensayos in vitro y preclinicos (Kumar et al. 2023). Esto
revela la necesidad del desarrollo de nuevas estrategias para salvar estas

limitaciones.

En nuestro trabajo, realizamos una primera aproximacion tratando las lineas
metastasicas solamente con oxaliplatino. Ambas lineas celulares, tanto la wtp53
como la mtp53, mostraron respuesta dosis-dependiente al tratamiento con
oxaliplatino. Si bien es cierto que la linea CPP19 con p53 funcional presenta una

mayor sensibilidad al tratamiento con oxaliplatino. La necesidad de un p53
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funcional para que el oxaliplatino ejerza su funcion anti-tumoral se ha descrito

en otros estudios (Toscano et al. 2007).

El oxaliplatino es un compuesto alquilante el cual entre sus mecanismos de
accion anti-tumoral provoca el dafio en el ADN, con la consiguiente activacion
de distintos mecanismos de reparacion del ADN (Alcindor & Beauger 2011), lo
cual unido a la inhibicion de PARP-1 podria tener un efecto sinérgico. En ese
sentido, en cancer gastrico PARP-1 esta estrechamente relacionado con la
resistencia al tratamiento con oxaliplatino (H. Li et al. 2021). La resistencia al
oxaliplatino puede surgir a través de distintos mecanismos como METTL3 o
KIAA1199, en el cancer gastrico o CCR, respectivamente, que resultan en la
estabilizacion de PARP-1 y la posterior intensificacion de los mecanismos de
reparacion al ADN (H. Li et al. 2022)(Hua et al. 2023). La combinacién del
oxaliplatino, u otros derivados de platino con el mismo mecanismo de accion,
con iPARP-1 presenta un efecto sinérgico en diferentes tipos de céancer
incluyendo gastrico (H. Li et al. 2021), hepatico (Liang et al. 2015), ovario
(Nicoletto et al. 2023), y pulmodn (Michels et al. 2013). Sin embargo, también es
posible encontrar estudios que senialan que no existe sinergia entre ambos
farmacos (Andreidesz et al. 2021). El oxaliplatino, al menos en cancer oral, induce
la expresiéon de PARP-1 y muerte por parthanatos que se ve atenuada por el
silenciamiento o inhibicién de PARP-1 (D. Li et al. 2021). En nuestro estudio
observamos un efecto sinérgico a bajas dosis entre ambos farmacos en ambas
lineas celulares, aunque con ligeras diferencias entre ambas. En la linea celular
CPP19, wtp53, el principal efecto sinérgico se observa en la combinacion de todas
las dosis de olaparib con las dosis 0.125-0.5 uM de oxaliplatino, mientras que en
la linea CPP45, mtp53, es mayor en la combinacion con las dosis 0.5-2.5 uM de
oxaliplatino. Esta diferencia, obteniéndose la sinergia a dosis mas bajas en el caso
de la linea CPP19, podria estar relacionada con el estado de p53, ya que como se
discutié previamente ambos farmacos necesitarian de un p53 funcional para
ejercer su funcion (Toscano et al. 2007)(Smeby et al. 2020). Este resultado positivo
en la combinacion de ambos farmacos en términos de viabilidad se ha descrito
en otros estudios de CCR (Ren et al. 2019)(Xu et al. 2015).

La combinacién de olaparib y oxaliplatino presenta un efecto positivo en
cuanto a la viabilidad, sin embargo, uno de los principales problemas para su
instauracion a nivel clinico podria estar en sus efectos secundarios. El
oxaliplatino puede provocar nduseas, vomitos, diarrea, neuropatias periféricas,

asi como mielotoxicidad resultando en neutropenia, anemia hemolitica o
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trombocitopenia (Alcindor & Beauger 2011). Muchos de estos efectos secundarios
son compartidos con el olaparib, pese a ser éste el iPARP-1 mas seguro (Y. Zhou
et al. 2022). Este factor deberia tenerse en cuenta en posteriores estudios
preclinicos para validar realmente el efecto positivo de ambos farmacos siendo
especialmente importante el efecto combinado en términos de mielotoxicidad, ya
que los estudios realizados hasta ahora han sido in vitro o en pacientes, pero no

combinando ambos farmacos simultaneamente (Nicoletto et al. 2023).

Aunque un tratamiento sea capaz de inducir la muerte o reduccion de la masa
tumoral, el tratamiento ideal seria aquel que elimina de manera total las células
tumorales. El tumor estd compuesto por células heterogéneas con distintas
caracteristicas moleculares, una de las subpoblaciones que lo componen son las
CMCs. Estas células son mads resistentes al tratamiento, y son consideradas las
responsables de los posteriores procesos de resistencia y recaida tumoral
(Hermann et al. 2010). Gran parte de los tratamientos actuales no son especificos
y por las propias caracteristicas de las CMCs, éstas tienden a no verse afectadas
por éstos, de forma que la masa tumoral no se ve eliminada o permanecen en
estado latente o quiescente dando lugar posteriormente a la recaida y crecimiento
de nuevas masas tumorales (Liu, Lv, & Yang 2015). En nuestro estudio el
tratamiento combinado de olaparib y oxaliplatino reduce la viabilidad de las
células tumorales, por lo que evaluamos también el efecto sobre la poblacion de
CMCs.

En el caso de la linea CPP19 con wtp53 se observa que el tratamiento solo con
olaparib no tiene ningtin efecto sobre la poblaciéon positiva para el marcador de
CMCs estudiado, ALDH1, mienttas que el tratamiento con oxaliplatino la reduce
en las dosis 0.125 y 1 uM. La combinacién de ambos farmacos presenta un efecto
sinérgico en la reduccion de la poblacion de CMCs estudiada, lo que indicaria
que este tratamiento combinado reduciria la viabilidad de las células tumorales,
asi como la poblacion de CMCs. En el caso de la linea CPP45 con mtp53, el
tratamiento con olaparib induce un aumento de la poblacion ALDH", y el
oxaliplatino a la dosis de 0.125 pM. La combinacion de ambos farmacos tiene un
efecto antagonico en la reduccion de la poblacion de CMCs, viéndose aumentada
la poblacién de CMCs, lo que indicaria que pese a reducir la viabilidad, las células
restantes poseen un mayor cardcter stem con el consiguiente detrimento para el
paciente. Este ultimo resultado se ha obtenido en otros estudios como el ya
mencionado anteriormente desarrollado por Bellio y col., que observaron que,

aunque el tratamiento con olaparib reduce la viabilidad y el volumen tumoral, se
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produce un enriquecimiento en CMCs (Bellio et al. 2019). Al igual que en nuestro
caso, dicho efecto se observa en células con mutaciones en p53, lo que sugiere
que el tratamiento con olaparib no es beneficioso en estos casos, lo cual concuerda
con el resto de los resultados obtenidos en este trabajo sobre la relacion de PARP-
1 con las CMCs.

La formacion de metéstasis requiere un paso previo mediado por la liberaciéon
de CTCs al torrente sanguineo. Tradicionalmente y segin el modelo clasico de
metastasis, la diseminaciéon de las células tumorales ocurre en estadios
avanzados, sin embargo, cada vez hay mas evidencias de que este proceso ocurre
en etapas tempranas de la enfermedad (Lawrence et al. 2023). A esto habria que
sumarle el hecho de que los tratamientos con quimioterapia parecen aumentar la
liberacion de CTCs al torrente sanguineo (Ortiz-Otero et al. 2020). Estos dos
factores sugieren que un abordaje terapéutico que también acttie sobre las CTCs
puede ser relevante para el manejo del CCR. Por estos motivos, en nuestro trabajo
se evalud la respuesta de las lineas derivadas de CTCs a los tratamientos con

olaparib y oxaliplatino, asi como su combinacion.

El tratamiento con olaparib fue efectivo solamente a la dosis de 10 uM,
observandose diferencias entre las lineas con wtp53 y mtp53, siendo mayor el
efecto en aquella con wtp53. Este mismo efecto se observa con el tratamiento con
oxaliplatino, reduciendo la viabilidad en ambos casos, aunque el efecto es mayor
en la linea con wtp53. Este mayor efecto en ambos tratamientos, podria estar
relacionado con la ya mencionada necesidad de un p53 funcional para ejercer su
funcién (Toscano et al. 2007)(Smeby et al. 2020). Cuando se analizan estos
resultados en comparacion con los obtenidos en las lineas metastasicas se observa
una menor sensibilidad al tratamiento con oxaliplatino en las CTCs. Esta mayor
resistencia al tratamiento queda patente al comparar las lineas con mtp53, CTC45
y CPP45, procedentes del mismo paciente, observandose una ICso de 5.02 uM en
la linea metastasica, mientras que en la CTC a la dosis de 10 uM todavia no se
alcanzan viabilidades inferiores al 50%. Sin embargo, hay que tener cuidado al
interpretar estos resultados, debido a que la viabilidad se analizé por métodos
distintos, y en las lineas metastésicas se hizo en cultivos 2D, mientras que en las
CTCs se hizo en 3D. No obstante, existen estudios que sefialan resultados
similares a éstos, observandose en CTCs de CCR una mayor resistencia al
tratamiento con FIRI (5-FU + irinotecan) (Grillet et al. 2017), o en cancer de mama

al tratamiento con epirubicina y cisplatino (Gong et al. 2015).
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La combinacién de ambos fadrmacos tiene un efecto sinérgico en cuanto a la
disminucién de la viabilidad; aunque a diferencia de lo que ocurre en las lineas
metastasicas, en las CTCs la sinergia se observa en la combinacion de las dosis
mas altas de olaparib, 5 y 10 uM, y de oxaliplatino, 2.5-10 uM. Este
desplazamiento de la sinergia a dosis mas altas podria estar relacionado con la

mayor resistencia al tratamiento mencionado anteriormente.

En el caso de las CTCs se evaluo el efecto del tratamiento sobre la poblacion
positiva para el marcador CD44v6. El marcador CD44v6 es una isoforma del
marcador CD44, considerado un marcador de CMCs. Concretamente, CD44v6 es
responsable de inducir la expresion de genes relacionados con la resistencia al
tratamiento, asi como facilitar los procesos de colonizacion, invasion y metastasis
(Ma, Dong, & Chang 2019). El tratamiento con olaparib y oxaliplatino no produce
ningtn cambio en la poblacion CD44v6* en la linea CTC31 con wtp53, mientras
que en el caso de la linea con mtp53, CTC45, se observa una tendencia hacia el
aumento de la poblacion CD44v6 al utilizar el olaparib. Al evaluar que ocurre en
términos de intensidad, observamos que al utilizar olaparib en la linea CTC31 se
observa una ligera disminucion de ésta, mientras que en CTC45 se produce el
efecto contrario, aumentando. Estos datos sugieren que el tratamiento con
olaparib seria perjudicial en los pacientes con mutaciones en p53. En el caso de
los pacientes con wtp53, el tratamiento si podria ser beneficioso, aunque habria
que evaluar otras caracteristicas moleculares, ya que como se discutié
anteriormente, la inhibiciéon de PARP-1 resulta en un aumento de PD-L1 que

podria proporcionarles a éstas células capacidad de evadir al sistema inmune.

Los resultados obtenidos tanto en CTCs y lineas metastasicas concuerdan con
los descritos en la cohorte de pacientes estudiada y el efecto de la sobreexpresion
de PARP-1 que sugieren una regulaciéon diferencial de las CMCs mediada por
PARP-1, y el potencial efecto distinto de su inhibicion segun el estado de p53.
Estos datos, ademas podrian explicar la falta de respuesta en ensayos clinicos
realizados en CCR, pese a los resultados positivos en ensayos preclinicos, en los
que no se ha tenido en cuenta el estado de p53 (Leichman et al. 2016)(Smeby et
al. 2020). Tampoco se han obtenido resultados positivos en ensayos clinicos que
combinen iPARP-1 con FOLFIRI, irinotecan o fluoropirimidinas, en los que
igualmente no se valora el estado de p53 (Chen et al. 2016)(Gorbunova et al.
2018)(Takashima et al. 2024). Sin embargo, la falta de respuesta en ensayos
clinicos no ha impedido la administracion de iPARP-1 a pacientes de CCR,

pudiendo encontrar casos clinicos basados en el estado de los sistemas de
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reparacion del ADN. En 2021 se utiliz6 el tratamiento con olaparib e irinotecan
en un paciente con deficiencias en ATM consiguiendo la estabilizacion de la
enfermedad y disminucion de marcadores tumorales (Papageorgiou et al. 2021),
aunque no dan datos sobre el estado de p53. Previamente, en 2016, dos pacientes
con mutaciones en distintos genes relacionados con la reparacion homdloga
fueron tratados con olaparib, obteniendo solamente en uno de ellos respuesta al
tratamiento, lo que vuelve a revelar que simplemente el estado de los sistemas
de reparacion no es suficiente para predecir la posible respuesta a iPARP-1.
Curiosamente, entre los dos pacientes se encuentran diferencias en el estado de
TP53BP1, siendo el paciente con TP53BP1 salvaje el que respondio al tratamiento
(Ghiringhelli et al. 2016). Aunque TP53BP1 estd asociado con la reparaciéon del
ADN, se ha descrito que es necesario para la acumulacion de p53 (Wang et al.
2002), por lo que el efecto observado podria ser en cierto modo debido a p53,
como describimos en este trabajo, sin embargo, no se puede asegurar al no
proporcionar el caso clinico datos sobre el estado de p53. En futuros ensayos
clinicos seria interesante, por tanto, utilizar el estado de p53 como herramienta
de estratificacion con el fin de evaluar el beneficio de la terapia segtin si p53 se

encuentra mutado o salvaje.

En resumen, en este trabajo describimos como PARP-1 se encuentra
sobreexpresado en el CCR, asocidandose con tumores pobre y moderadamente
diferenciados cuando p53 estd salvaje. En aquellos tumores con mtp53, una
elevada expresion de PARP-1 es un factor prondstico independiente para la
supervivencia. Estas diferencias observadas se deberian a una regulacion
diferencial de PARP-1 sobre las CMCs, favoreciéndolas en el caso de los tumores
wtp53, y perjudicindolas en aquellos con mtp53. Este efecto dual estaria
producido por una regulacion diferencial de los ritmos circadianos, que se ven
potenciados por la accion de PARP-1 en los tumores wtp53 favoreciendo el
fenotipo de CMCs, mientras que se ven debilitados en aquellos mtp53 con el
consiguiente detrimento para las CMCs. El tratamiento con olaparib, aunque
tiene efecto citotdxico y antitumoral en términos de viabilidad, su efecto sobre las
CMCs depende de p53. En las células tumorales wtp53, ademas de revertir el
efecto de PARP-1, reduce la capacidad de las CMCs, sin embargo, en las las
células mtp53, estimularia un fenotipo mas agresivo. La expresion de PARP-1
varia entre tumor primario, metastasis y CTCs, siendo menor en las CTCs lo que
podria estar relacionado con la supervivencia en el torrente sanguineo
promoviendo su escape inmunitario. El tratamiento con olaparib y/o oxaliplatino

tiene un efecto citotdxico y antitumoral en términos de viabilidad tanto en CTCs
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como en células metastdsicas independientemente del estado de p53, ademas de
presentar un efecto sinérgico. Sin embargo, en el contexto de las CMCs, el
tratamiento combinado de ambos farmacos tendria un impacto positivo sobre
este tipo de células cuando existe un p53 funcional, reduciéndolas; pero por el
contrario aumenta la poblacion al tratar aquellas células con mutaciones en este
gen. Por tanto, en este trabajo sefialamos una regulacion diferencial de las CMCs
mediada por PARP-1 a través de la regulacion del ritmo circadiano, con el
consiguiente impacto en el desarrollo y progresion del CCR, asi como su papel
como potencial biomarcador para determinar qué pacientes podrian desarrollar

una respuesta positiva al tratamiento con iPARP-1.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral y la discusion

de éstos se extraen las siguientes conclusiones:

1.

PARP-1 se encuentra sobreexpresado en el tejido tumoral con respecto al
tejido no tumoral adyacente en pacientes con CCR, independientemente
del estado de p53.

En pacientes con CCR, en los tumores wtp53, la expresion de PARP-1 se
asocia con tumores pobre y moderadamente diferenciados; mientras que
en los tumores mtp53, una elevada expresion de PARP-1 es un factor

prondstico independiente para la supervivencia.

La sobreexpresion de PARP-1 en células wtp53 produce un aumento de la
tasa de proliferacion y favorece el fenotipo y funcionalidad de las CMCs.
Sin embargo, su sobreexpresion en el contexto de mtp53 disminuye la

proliferacion celular y disminuye el caracter troncal de las CMCs.

En los pacientes con CCR, los genes del reloj circadiano se encuentran
alterados y se relacionan de forma diferencial con PARP-1 dependiendo
de los niveles de expresion de los marcadores de CMCs y del estado de
p53.

La regulacion diferencial ejercida por la sobreexpresion PARP-1 sobre las
CMCs seguin el estado de p53 estd producida por una regulacion
diferencial de los ritmos circadianos y la dependencia de las CMCs hacia
ellos, potenciandose la robustez del ritmo circadiano en las células wtp53

y debilitindose en aquellas mtp53.

El tratamiento con olaparib presenta un efecto citotdxico independiente
del estado de p53 y la expresion de PARP-1 mediante la induccion de
apoptosis y parada del ciclo celular. Ademas, el olaparib revierte los
efectos causados por la sobreexpresion de PARP-1 en las células wtp53, y
reduce las propiedades funcionales de las CMCs en todas las lineas
celulares, aunque en las lineas mtp53 produce un cambio fenotipico hacia

otro mas agresivo.

La expresion de PARP-1 varia segtin el origen de la célula tumoral, tumor
primario, metastasis y CTCs, presentando las CTCs una menor expresion
de PARP-1, lo cual puede ser uno de los mecanismos de este tipo de células

para sobrevivir en el torrente sanguineo.
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8. En lineas metastdsicas de CCR, aunque el tratamiento combinado de
olaparib y oxaliplatino presenta un efecto sinérgico antitumoral en
términos de viabilidad celular a dosis bajas, disminuye el fenotipo de
CMCs en el contexto de un p53 funcional, pero produce un

enriquecimiento de éstas cuando se encuentra mutado.

9. Enlas CTCs de CCR, el tratamiento combinado de olaparib y oxaliplatino
presenta cierto efecto sinérgico antitumoral en términos de viabilidad
celular a dosis bajas, sin embargo, en el contexto mtp53 produce un

enriquecimiento de la poblacion de CMCs.
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Conclusions

Based on the results obtained and discussed in this doctoral thesis, the following

conclusions can be drawn:

1.

PARP-1 is overexpressed in tumour tissue compared to adjacent non-

tumour tissue in patients with CRC, regardless of p53 status.

In patients with CRC, in wtp53 tumours, PARP-1 expression is asssociated
with poorly and moderately differentiated tumours, whereas in mtp53
tumours, high PARP-1 expression is an independent pronostic factor for

survival.

PARP-1 overexpression in wtp53 cells leads to an increase in the
proliferation rate and promotes the phenotype and properties of CSCs.
However, its overexpression in the context of mtp53 decreases cell

proliferation and decreases the features of CSCs.

In CRC patients, circadian clock genes are altered and differentially
related to PARP-1 depending on the expression levels of CSCs markers
and p53 status

The differential regulation exerted by PARP-1 overexpression on CSCs
according to p53 status is due to differential regulation of circadian
rhythms and the CSCs” dependence on them, with the circadian rhythm
being strengthened in wtp53 cells and weakened in mtp53

Olaparib treament has a cytotoxic effect regardless of p53 status and
PARP-1 expression by inducing apoptosis and cell cycle arrest.
Additionally, olaparib reverses the effects caused by PARP-1
overexpression in wtp53 cells and reduces the functional properties of
CSCs in all cell lines, although in mtp53 cells, it induces a phenotypic shift

towards a more aggressive one.

PARP-1 expresion differs depending on the origin of the tumour cell,
whether primary tumor, metastasis, or CTCs, with CTCs showing lower
PARP-1 expression, which may be one of the mechanisms theses cells use

to survive in the bloodstream.

In metastatic CRC cell lines, although the combined treatment of olaparib
and oxaliplatin presents a synergistic antitumor effect on terms of cell
viability at low doses, it reduces the CSCs phenotype in the context of
functional p53, but leads to an enrichment of these cells when p53 is

mutated.
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9. In CRC CTCs, the combined treatment of olaparib and oxaliplatin shows
a certain synergistic antitumot effect in terms of cell viability at low doses,
however, in the mtp53 context, it leads to an enrichment of the CSC

population.
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Anexos

a.  Materiales y Métodos
Anexo 1: Modelo consentimiento informado
Consentimiento informado — Informacion al paciente

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente
la informacidon que a continuacion se le facilita y realice las preguntas que

considere oportunas.

Naturaleza:

Importancia:

Implicaciones para el donante/paciente:

e La donacion/participacion es totalmente voluntaria.

e El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste,
sin dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

e Todos los datos de caracter personal, obtenidos en este estudio son
confidenciales y se trataran conforme a la Ley Organica de Proteccion de
Datos de Caracter Personal 15/99

¢ La donacién/informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los
fines especificos de este estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

Si requiere informacion adicional se puede poner en contacto con nuestro
personal de XXXXXX en el teléfono XXX XXX XXX o en el correo electrénico
XXX@XXX.XX
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Consentimiento informado — Consentimiento por escrito del paciente

<TITULO>

Yo (Nombre y Apellidos): ........oooiiiiiiiiiiiiii

He leido el documento informativo que acompana a este consentimiento
(Informacion al paciente).

He podido hacer preguntas sobre el estudio <TITULO>.

He recibidio suficiente informacién sobre el estudio <TITULO>. He
hablado con el profesional sanitario informador: .........................
Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o
no en el estudio.

Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio serdan
confidenciales y se tratardn conforme establece la Ley Orgdnica de
Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

Se me ha informado de que la donacidén/informacion obtenida solo se
utilizara para los fines especificos del estudio.

Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal
que se obtengan en el curso de la investigacion, incluidos los
descubrimientos inesperados que se puedan producir siempre que esta
informacidn sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o
la de mis familiares bioldgicos:

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

Cuando quiera.
Sin tener que dar explicaciones.
Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado

<TITULO>

Firma del paciente Firma del profesional

(O representante legal) sanitario informador
Nombre y apellidos:....... Nombre y apellidos:.......
Fecha:....... Fecha:.......
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Anexo 2: Datos clinicos de los pacientes de las lineas derivadas de pacientes

Tabla S1. Caracteristicas clinicas de las células derivadas de pacientes.

Anexos

Identificacion CRC1 CPP6 CPP14 CPP19 CPP24 CPP25 CPP30 CPP35 CPP36 CPP42 CPP43 CPP44 CPP45
Ao nacimiento 1932 1940 1948 1948 1945 1937 1944 1933 1932 1951 1924 1948 1934
Origen celular Primario Primario Primario Metastasis Primario Primario Metastasis Primario Metastasis Primario Primario Primario Metastasis
Sexo M M F M M M M M M M M F M
Edad (enla 76 71 65 65 68 77 69 81 81 63 90 66 80
cirugia)
HISt,Orlal de No No No No No No No No Si No Si No No
cancer
TNM PT4NOMx T4N2M1 NI TXN+M1 NI T3bN1MO TXNXM+ T4aNOMO TXNXM1 TXXN+M1 TXNOMO TXNXM1 T3N1IM1
KRAS mutacién No No Si Si Si No No N/A Si Si N/A Si Si
Localizacion Colon Colon Colon Colon Colon Colon Colon Colon Colon Colon
. . . . Recto Recto . . . . Recto
tumor primario | transversal Sigmoideo descendente | ascendente Sigmoideo | Transversal Sigmoideo Ascendente Descendente | Ascendente
Metastasis N/A i No si si No i No i si No i i
sincronica
Metastasis N/A Pulmén - Higado Pulmén - Higado - Higado Otras - Higado Higado
Radiot i
e N/A No No No N/A S N/A No No s No No No
pre-cirugia
Bevacizumab Bevacizumab
Quimi(?tera’pia N/A Si, per(? No Bevaciz‘ufnab Cetuximab | Capecitabina Folfo'x'4 No Bevaciz'ufnab Bevacizumab No No No
pre-cirugia desconocida Folfiri .. Folfiri Folfiri Folfox4
Folfiri
Xeloxx
Fecha cirugia 2008 22/11/2012 08/03/2013 26/06/2013 13/09/2013 18/09/2013 27/01/2014 12/05/2014 18/06/2014 28/08/2014 15/09/2014 22/09/2014 | 22/09/2014
Cirugia curativa N/A Si Si Si No Si Si Si No No No No No
Reseccion N/A i i S No S si si No S S S si
completa RO
Metastasectomia N/A Si No Si No No Si No Si No No Si Si
TNM (2) N/A NI T2NMO T3N2aM1 NI T2MONO TXNXM1 T4aNOMO NI T4AN2bM+ T3NOMX T4N2bM1 T3N1cM1
Fallecido Fallecido Fallecido en Muerte en Fallecido en Fallecido en Fallecido en Fallecido
2012 fall feb 201 i i d i i 2014 fall 2019 debid. 201
Sy 0 .por’ a. o Remisién 22/10/2013 e rer'o 016 | Sigue V1'v$)’y marzo .e Sigue vivo 0 Por ’a ' o 2015 debido a 019 debido en .0 6
L. N/A multiorganico . debido a con remision | 2022 debido yen multtiorganico a melanoma debido a N/A
clinico desde 2018 debido a la B ., CCR .
durante cancer rectal completa a CCR remision durante L. metastasico. CCR
, enfermedad . . ) metastasico L.
hepatectomia metastasico metastasico hepatectomia CCR curado | metastdsico
R t
Sspuestaa N/A N/A N/A No Si S si N/A No No N/A N/A N/A

quimioterapia
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Anexo 3: Caracterizacidn fenotipica ensayo clonogenicidad

Paraclon Meroclon Holoclon

Figura Al. Fenotipos analizados en el ensayo de clonogenicidad: paraclon, meroclon y holoclon.
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b.

Resultados

Anexo 4: Mutaciones en TP53

Tabla S2. Mutaciones en TP53 en los pacientes de la cohorte de estudio

Anexos

Pacientes con la

Mutacién TP53 mutacién Localizacion Efecto
c.375G>A (p.T125T) 1 Exon 4 Splicing
¢.404G>T (p.C135F) 2 Exén 5 Cambio sentido
c.422G>A (p.Cl141Y) 1 Exén 5 Cambio sentido
c.423C>G (p.C141W) 1 Exén 5 Cambio sentido
c.438G>A (p.W146%) 1 Exén 5 Sin sentido
c.455C>T (p.P152L) 2 Exén 5 Cambio sentido
c481G>T (p.A161S) 1 Exén 5 Cambio sentido
c.488A>G (p.Y163C) 4 Exén 5 Cambio sentido
¢.510delG (p.T170%) 1 Exén 5 Sin sentido
c.515T>G (p.V172G) 1 Exon 5 Cambio sentido
c.517G>T (p.V173L) 2 Exén 5 Cambio sentido
¢.520A>T (p.R174W) 1 Exén 5 Cambio sentido
¢.524G>A (p.R175H) 8 Exén 5 Cambio sentido

c.526_52del (p.C176*) 1 Exén 5 Sin sentido
¢.527G>T (p.C176F) 1 Exén 5 Cambio sentido
¢.536A>G (p.H179R) 1 Exén 5 Cambio sentido
c.584T>C (p.1195T) 1 Exén 6 Cambio de sentido
c.632C>T (p.T2111) 1 Exén 6 Cambio de sentido
c.637C>T (p.R213%) 5 Exén 6 Sin sentido
c.659A>G (p.Y220C) 1 Exén 6 Cambio de sentido
c.672+2T (p?) 1 Intron 6 Splicing
c.713G>A (p.C238Y) 2 Exon 7 Cambio de sentido
c.733G>A (p.G2455) 4 Exén 7 Cambio de sentido
c.734G>A (p.G245D) 2 Exon 7 Cambio de sentido
c.742C>T (p.R248W) 2 Exon 7 Cambio de sentido
c.743G>A (p.R248Q) 4 Exon 7 Cambio de sentido
c.745A>T p.R249W 1 Exén 7 Cambio de sentido
c.757_75del (p.T253%) 1 Exon 7 Sin sentido
c.775G>T (p.D259Y) 1 Exon 7 Cambio de sentido
c.783-1G (p?) 1 Intron 7 Splicing
c.797G>A (p.G266E) 1 Exén 8 Cambio de sentido
c.811G>A (p.E271K) 2 Exon 8 Cambio de sentido
c.814G>A (p.V272M) 2 Ex6n 8 Cambio de sentido
c.817C>T (p.R273C) 4 Exén 8 Cambio de sentido
c.818G>A (p.R273H) 5 Exon 8 Cambio de sentido
c.818G>C (p.R273P) 1 Exon 8 Cambio de sentido
c.844C>T (p.R282W) 2 Ex6n 8 Cambio de sentido
c.853G>A (p.E285K) 1 Exon 8 Cambio de sentido
c.904G>T (p.G302W) 1 Exén 8 Cambio de sentido
c.919+1G (p?) 1 Intron 8 Splicing
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Anexo 5: Estadistica descriptiva de PARP-1

Tabla S3. Estadistica descriptiva de PARP-1 en la cohorte de estudio

) Percentiles
PARP-1 Mediana
25 50 75
Tejido no Tumoral Adyacente 550.5650 145.8250 550.5650 1189.4118
Tejido Tumoral 784.7600 323.9925 784.7600 1666.1900
Anexo 6: Estadistica descriptiva de CD44 y CD133
Tabla S4. Estadistica descriptiva de CD44 en la cohorte de estudio
. Percentiles
CD44 Mediana
25 50 75
Tejido no Tumoral Adyacente 12.4817 4.0650  12.4817  41.4950
Tejido Tumoral 76.7104 32.7119  76.7104  186.8831
Tabla S5. Estadistica descriptiva de CD133 en la cohorte de estudio
P til
CD133 Mediana e
25 50 75
Tejido no Tumoral Adyacente 845.5000 84.6336  845.5000 1855.1250
Tejido Tumoral 1582.0100 225.3676 1582.0100 4775.8900

Anexo 7: Expresion transitoria de PARP-1 a las 48 horas

HCT-116 HCT-116 p53 -/-

vV T

\" T
il rorr1 | o
!B-Actina A

Figura S2. Expresion de PARP-1 y [(-actina a las 48 horas post-transfeccion en las células

transfectadas con el plasmido de vector vacio (V) y sobreexpresion de PARP-1 (T), para cada una

de las lineas celulares.
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Anexo 8: Modelos de sinergia de Loewe y Bliss para la viabilidad celular

en las lineas metastasicas derivadas de paciente
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Figura S3. Modelos de sinergia de Loewe y Bliss para la reduccion de la viabilidad en las lineas

metastasicas. Puntuacion del efecto sinérgico (A) segiin el modelo de Loewe y (B) Bliss en la linea

CPP19. Puntuacion del efecto sinérgico (C) segin el modelo de Loewe y (D) Bliss en la linea

CPP45.

Anexo 9: Modelos de sinergia de Loewe y Bliss para la poblacion ALDH*

en las lineas metastasicas derivadas de paciente
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Figura S4. Modelos de sinergia de Loewe y Bliss para la reduccion de la poblacion ALDH* en las

lineas metastasicas. Puntuacion del efecto sinérgico (A) segtin el modelo de Loewe y (B) Bliss en

la linea CPP19. Puntuacion del efecto sinérgico (C) segtin el modelo de Loewe y (D) Bliss en la

linea CPP45.
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Anexo 10: Modelos de sinergia de Loewe y Bliss para la viabilidad celular

en las CTCs derivadas de paciente

A Oxaliplatino (uM) B Oxaliplatino (uM)
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Figura S5. Modelos de sinergia de Loewe y Bliss para la reduccion de la viabilidad en las lineas
CTCs. Puntuacién del efecto sinérgico (A) segtin el modelo de Loewe y (B) Bliss en la linea CTC31.
Puntuacion del efecto sinérgico (C) segin el modelo de Loewe y (D) Bliss en la linea CTC45.
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Participacion en la actividad divulgativa “Viendo lo invisible” durante la Noche
europea de los investigadores 2022.

Realizacion de la actividad formativa “Divulgacion Cientifica” realizado los dias
20 y 22 de febrero 2024 de 20 horas de duracién, organizado por la UGR.
Realizacion del curso “Introduccion a la famarcovigilancia” celebrado del 19-20
marzo con 4 horas de duracion organizado por la UGR y PVpharm.

Realizacion de la actividad formativa “Desarrollo preclinico de farmacos:
estrategias de descubrimiento y desarrollo de farmacos y el uso de herramientas
de inteligencia artificial” realizado entre los dias 17-21 de junio 2024 de 20 horas
de duracion.

Imparticion de 180 horas de docencia en el Grado de Farmacia durante los cursos
académicos 2020-21, 2021-22, 2022-23 y 2023-24.
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