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ARTICULOS

Tesis en formato de compendio de articulos.

La tesis consta de tres objetivos principales. Dos de ellos han sido publicados en los siguientes
dos articulos:

1. Primer objetivo: identificar y validar biomarcadores tipo microARN en tejido para la

progresion neoplasica en la colitis ulcerosa:

Quintanilla I*, Jung G*, Jimeno M, Lozano JJ, Sidorova J, Camps J, Carballal S,
Bujanda L, Vera MI, Quintero E, Carrillo-Palau M, Cuatrecasas M, Castells A,
Panés J, Ricart E, Moreira L, Balaguer F, Pellisé M. Differentially Deregulated
MicroRNAs as Novel Biomarkers for Neoplastic Progression in Ulcerative Colitis. Clin
Transl Gastroenterol. 2022 Jul 1;13(7):e00489. Epub 2022 Apr 8.

*|sabel Quintanilla y Gerhard Jung contribuyeron igualmente a este trabajo.

Factor de impacto (JCR): 4.396 (2021), segundo cuartil (42/93) en el area de
conocimiento ‘Gastroenterology & Hepatology'.

2. Segundo objetivo: describir el fendmeno de hipermetilacion del ADN en mucosa

normal de pacientes con sindrome de poliposis serrada:

Jung G, Hernandez-lllan E, Lozano JJ, Sidorova J, Mufioz J, Okada Y, Quintero E,
Hernandez G, Jover R, Carballal S, Cuatrecasas M, Moreno L, Diaz M, Ocaha T,
Sanchez A, Rivero L, Ortiz O, Llach J, Castells A, Pellisé M, Goel A, Batlle E,
Balaguer F. Epigenome-Wide DNA Methylation Profiling of Normal Mucosa Reveals
HLA-F Hypermethylation as a Biomarker Candidate for Serrated Polyposis Syndrome.
J Mol Diagnostics. 2022 Jun;24(6):674-686. Epub 2022 Apr 18.

Factor de impacto (JCR): 5.341 (2021), primer cuartil (18/77) en el area de
conocimiento ‘Pathology’.
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SUMMARY

Colorectal Cancer (CRC) is still the third most frequent cancer in Spain and the EU and is a
leading cause of cancer-related death worldwide. This is despite enormous efforts to
implement screening and surveillance programs implemented in many countries over the
past ten years and aimed at lowering incidence and mortality. The first part of the present
thesis describes how CRC’s epidemiology has developed over the last decades, and highlights
that the stagnating trend in its incidence and survival rates may be due to some precancerous
conditions that are not adequately diagnosed. Difficulties in recognizing these conditions
during endoscopic evaluation, and a lack of deeper insights into the underlying molecular
mechanisms that lead to cancer development, account for such misdiagnoses. Ulcerative
Colitis associated with Colorectal Cancer (UC-CRC) and Serrated Polyposis Syndrome (SPS) are
two instances for both observations and two main focuses of this thesis. The introduction
explores the current knowledge (and knowledge gaps) about their pathophysiology, and how
recent molecular discoveries might be leveraged as diagnostic tools. Precisely, microRNAs are
epigenetic regulators that control the expression of multiple genes related to cancer
pathways and have emerged as attractive biomarkers not only for CRC diagnosis and
prognostication, but also for UC-CRC, yet their role as early biomarkers for neoplastic
progression in ulcerative colitis has not been adequately studied.

The first objective of this thesis was to identify potential biomarker candidates for colitis
associated dysplasia — a lesion assumed the precursor of UC-CRC and difficult to detect
endoscopically. In this study, we analyzed the expression of 96 preselected microRNAs in
human formalin-fixed and paraffin-embedded tissues of 52 case biopsies (20 normal mucosa,
20 dysplasia, and 12 UC-associated CRCs) and 50 control biopsies (10 normal mucosa, 21
sporadic adenomas, and 19 sporadic CRCs) by using Custom TagMan Array Cards. For
validation of deregulated microRNAs, we performed individual quantitative real-time
polymerase chain reaction in an independent cohort of 50 cases (13 normal mucosa, 25
dysplasia, and 12 UC-associated CRCs) and 46 controls (7 normal mucosa, 19 sporadic
adenomas, and 20 sporadic CRCs). As a result, sixty-four microRNAs were differentially
deregulated in the UC-associated CRC sequence. Eight of these microRNAs were chosen for
further validation. We confirmed that miR-31, -106a, and -135b are significantly deregulated
between normal mucosa and dysplasia, as well as across the UC-associated CRC sequence (all
P<0,01). Notably, these microRNAs also confirmed to have a significant differential expression
compared with sporadic CRC (all P<0,05).

Aberrant DNA methylation is another epigenetic mechanism that regulates gene expression.
It is also observed as a frequent molecular finding in the serrated pathway of colorectal
carcinogenesis. Intriguingly, some of these changes seem to be present already in normal
appearing mucosa, predisposing to the formation of serrated lesions found in SPS. To identify
novel biomarkers for SPS as the second aim of this thesis, fresh-frozen samples of normal
mucosa from 50 patients with SPS and 19 healthy individuals were analyzed using the 850K
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BeadChip Technology (Infinium). Aberrant methylation levels were correlated with gene
expression using a next-generation transcriptome profiling tool. Two validation steps were
performed on independent cohorts: first, on formalin-fixed, paraffin-embedded tissue of the
normal mucosa; and second, on 24 serrated lesions. The most frequently hypermethylated
genes were HLA-F, SLFN12, HLA-DMA, and RARRES3; and the most frequently
hypomethylated genes were PIWIL1 and ANK3 (AB = 10%; P<0,05). Expression levels of HLA-
F, SLFN12, and HLA-DMA were significantly different between SPS patients and healthy
individuals and correlated well with the methylation status of the corresponding differentially
methylated region (fold change >20%; r>0,55; P<0,001). Significant hypermethylation of CpGs
in the gene body of HLA-F was also found in serrated lesions (AP = 23%; false discovery rate
= 0,01). In conclusion, epigenome-wide methylation profiling has revealed numerous
differentially methylated CpGs in normal mucosa from SPS patients, highlighting
hypermethylation of HLA-F as a novel biomarker candidate for SPS.

The results of the UC-CRC and SPS studies underscore that by using cutting edge technology,
it is possible to identify new biomarkers that may complement current diagnostic strategies
in the future and help lower further CRC incidence. Indeed, the last part of the thesis discusses
that the field defect observed in both pathologies could be a starting point to develop less
invasive diagnostic tests, i.e., in rectal biopsies or blood samples, to screen for high-risk
patients before submitting them to a complete colonoscopy — a procedure uncomfortable for
patients, costly and with potential adverse events.

When the aim is to improve cancer-related mortality, screening and early detection are not
enough since many CRCs are still diagnosed at advanced stages. If they are not detected and
treated at an early stage, the precancerous lesions will progress to metastatic dissemination,
systematically corrupting the cells of their microenvironment in their favor. Once this stage
of the disease has been reached, the prognosis remains dire today, just as it was 30 years ago.
For that reason, the metastatic stage of CRC is the third focus of this thesis. The last part of
the introduction summarizes the cellular and molecular mechanisms of the tumor
microenvironment (TME), which allow cancer cells to escape the body’s immune response
and metastasize, and explains why classical anti-neoplastic treatments are largely ineffective
in this setting. Furthermore, data from preclinical and clinical studies on the effectiveness of
recently developed anti-cancer therapies targeting the TME rather than the neoplastic cells
are presented, generating new hope for these patients. Yet, the introduction also clarifies that
only a subset of patients benefits from these therapies, and that diagnostic tools are missing
to adequately predict treatment response. Hence, the third project of this thesis is dedicated
to exploring the potential of two recently pioneered culture systems to model the TME and
the response to immunotherapy in vitro, starting from samples of liver metastases in a
preclinical mouse model of metastatic CRC using cutting edge organoid technology. The first
system starts from micro-dissected liver metastases that are finely minced without enzymatic
digestion to generate so-called second-generation organoids, which are then embedded in an
artificial extracellular matrix and placed into a cell culture insert. This creates an air-liquid
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interface, allowing oxygen supply from above and diffusion of nutrients and growth factors
from below. The second system, called organotypic cultures (OTCs), starts from liver tissue
containing metastases, which is cut on a vibratome into 250 um thick slices, and then put
onto a permeable membrane floating on cell culture medium, creating likewise air-liquid
interface conditions. Subsequently, air-liquid interface organoids (ALIOs) and OTCs were
cultured for several days and analyzed by bioluminescence imaging for their viability, and
immunohistochemistry or immunofluorescence for their cellular composition. As a result, we
showed that ALIOs continued to grow for more than seven days under basal conditions,
before reaching a plateau and then starting to decline. Furthermore, ALIOs and OTCs
maintained the original composition of the TME, including tumor epithelial cells, fibroblasts,
T cells and myeloid cells, recapitulating also the architectural heterogeneity observed
between different metastases of the original liver. However, it was also clear that ALIOs and
OTCs soon started to show apoptosis and necrosis in their centers, probably due to precarious
oxygen and nutrient supply. Next, ALIOs and OTCs were treated with different targeted
therapies, including anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-TGF-3 and anti-CSF-1R, added to the cell
culture medium. Unexpectedly, both culture systems showed a significant decrease in cancer
cell viability between day three and four with anti-PD-1 and anti-PD-L1 monotherapy, while
the addition of anti-TGF-B did not further improve the results. These findings were sharp
contrasts to the experiments in vivo, where only the combination of anti-PD-L1 and anti-TGF-
B was able to cure the mice from the low immunogenic CRC metastases in this model, but
neither treatment alone. Therefore, while it seems feasible to induce and observe responses
to immune checkpoint inhibitors in ALIOs and OTCs in vitro in a convenient time frame (as
early as three to four days), both systems still harbor important limitations to their predictive
accuracy. This project adds valuable information on the weaknesses and shortcomings of both
systems, and finally discusses possible further developments to overcome these limitations
in the near future.

37



38



INTRODUCCION

39



40



1. INTRODUCCION

1.1.Epidemiologia del Cancer Colorrectal

1.1.1. Incidencia, Mortalidad y Supervivencia

El cdncer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de muerte relacionada con
el cancer en todo el mundo (1). En Europa (UE-27), el CCR es el tercer cancer con mayor
incidencia en el sexo masculino y el segundo en el sexo femenino, y representa alrededor del
13,2% de todos los canceres diagnosticados en 2020. El Sistema Europeo de Informacidn sobre
el Cancer (ECIS) estima para 2020 una incidencia anual de 71,8 y 83,4 casos nuevos por 100.000
habitantes en Europa (UE-27) y Espafia, respectivamente (fig. 1a y b), lo que corresponde a
341.419 y 40.441 casos nuevos en Europa (UE-27) y Espaiia (2). Con una mortalidad estimada
del 46% en Europa (41% en Espaia), el CCR se considera uno de los tumores mds mortales. Si
bien es cierto que en las ultimas dos décadas la incidencia y mortalidad del CCR han disminuido
continuamente (fig. 1c), probablemente debido a una mejor deteccidn y tratamiento precoz,
al menos en los paises donde se han implementado programas de cribado (3), esta disminucién
oculta el hecho de que hay un aumento en la incidencia en la poblacién menor de 50 afios. Esta
generalmente no entra a los programas de cribado. Asi, entre la poblacion menor a 55 afios en
Estados Unidos se ha observado un incremento de la incidencia del CCR del 2% anual desde los
afios noventa del siglo pasado (4). También se ha informado que la disminuciéon de la
mortalidad se ha ralentizado recientemente y el CCR sigue siendo el segundo tipo de cancer
mas letal detras del cdncer de pulmdn y antes del cancer gastrico (1). La elevada mortalidad es
atribuible a la enfermedad metastasica, aunque las metastasis no sean evidentes en el
momento del diagndstico. En consecuencia, la tasa de supervivencia a los 5 afios para el
periodo de 2011 — 2017 solo ha aumentado en 10 puntos con respecto al periodo de 1978 a
1992 (fig. 2a) (3). La quimioterapia adyuvante ha mejorado la supervivencia desde principios
de la década de 2000, especialmente en estadios intermedios, pero no todos los pacientes se
benefician por igual mientras estan expuestos a efectos secundarios potencialmente graves (5—
7). En cambio, la supervivencia de la enfermedad metastdsica sigue siendo devastadora,
situandose por debajo del 15%, y siendo responsable del estancamiento del prondstico global
del CCR de los ultimos afios (fig. 2b) (8). Por esta razdn es evidente que aparte de mejorar el
diagnodstico precoz de CCR y de sus precursores también es imperativo enfocar la investigacion
hacia optimizar el diagnodstico y tratamiento del CCR metastasico.
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Figura 1 | Epidemiologia del Cancer Colorrectal (1)

a+b, Incidencia y mortalidad de diferentes canceres en la Union Europea (a) y Espafia (b) en
2020. ¢, Evolucién de la incidencia y mortalidad del CCR en EE. UU. (1975 — 2019). Datos
extraidos del Sistema Europeo de Informacion sobre el Cancer (ECIS) y del programa SEER -
Surveillance, Epidemiology, and End Results Program del NIH National Cancer Institute (ver
texto). Gréficas: elaboracién propia. 42
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Figura 2 | Epidemiologia del Cancer Colorrectal (11)

a, Evolucion de la supervivencia del CCR en EE. UU. (1975 —2013). b, Supervivencia a los 5 afios
segun estadio (1983 vs. hoy). ¢, Tasa de incidencia por grupos de edad. Datos extraidos del
programa SEER - Surveillance, Epidemiology, and End Results Program del NIH National Cancer
Institute (ver texto). Graficas: elaboracion propia. GG. LL., ganglios linfaticos.

43



1.1.2. Etiologia

Edad e Historia Familiar
El CCR se desarrolla como consecuencia de un acimulo de alteraciones genéticas y/o

epigenéticas (9). Mientras que algunas alteraciones pueden ser hereditarias en algunos
pacientes, siempre serd necesario que se afiadan varias alteraciones mas para que se forme un
tumor maligno. En este sentido, la edad es un factor de riesgo, ya que, a mayor edad, mas
tiempo ha tenido una lesién inicial para acumular mutaciones y esto esta en linea con la
observacion que la mayoria de los casos se diagnostican en mayores de 60 afos (fig. 2c) (3). Sin
embargo, también es cierto que existen condiciones genéticas y ambientales que aceleran este
proceso e inducen tumores a edades mas tempranas. Otro factor de riesgo importante es la
historia familiar. En términos generales, cuantos mas familiares afectados y mas cercano sea el
grado de parentesco, mayor sera el riesgo relativo de ser diagnosticado de un CCR (10). Por
otro lado, la edad al diagndstico del CCR en los familiares también modifica el riesgo siendo
este menor cuanta mas edad tenga el familiar afectado (11).

Factores Genéticos
Teniendo en cuenta la base genética de la enfermedad, desde un punto de vista clinico-

epidemioldgico se diferencian tres subtipos de CCR: uno, el CCR esporadico; dos, el CCR
familiar; y tres, el CCR hereditario con variantes patogénicas germinales conocidas (fig. 3) (12).
Brevemente, el CCR esporadico es aquel que evoluciona en una persona sin antecedentes
familiares, y representa el subtipo mas frecuente (=65%). En el segundo subtipo, existe una
agregacion familiar de CCR, pero sin cumplir los criterios establecidos para formas hereditarias
de CCR. Su proporcién de todos los casos de CCR varia segun la definicion que se aplica,
alcanzando los 25-30% si se incluye cualquier caso de CCR con al menos un familiar afecto. En
tercer lugar y menos frecuente (=5-10%), el CCR asociado a un sindrome de cancer hereditario.
En estos casos el individuo hereda una variante patogénica en un gen de predisposicién al CCR
de sus progenitores, aunque en un grupo reducido de individuos también es posible que la
variante patogénica aparezca de novo en células germinales (13,14). La prevalencia de formas
hereditarias se ha establecido clasicamente basada en el cumplimiento de criterios clinicos, lo
gue ha llevado a una infraestimacién de su frecuencia. Estudios muy recientes sugieren que
esta prevalencia podria ser mas alta, si se aplicara un cribado genético universal a todos los
pacientes diagnosticados con cancer (15). La mayoria de los sindromes hereditarios que se
asocian con un alto riesgo de CCR son causados por variantes patogénicas en genes supresores
de tumores o de reparacién del ADN (16). Segun la teoria de dos hits de Knudson, para abolir
la funcidn de estos genes, se requiere de al menos una variante patogénica en ambos alelos,
de las cuales una se hereda a través de la linea germinal (primer hit), mientras que la otra se
adquiere en las células somaticas a lo largo de la vida (segundo hit) (17). La inactivacién de
ambos alelos seria la base para el inicio de la acumulacién de variantes patogénicas en otros
genes supresores de tumores dando lugar a un CCR. A modo de resumen, clinicamente se
diferencian sindromes que conllevan la aparicion de multiples pdlipos a lo largo del tracto
intestinal (es decir, sindromes polipdsicos) de los sindromes que cursan sin la presencisa de
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multiples pdlipos (es decir, cadncer colorrectal hereditario no asociado a poliposis [abreviado
HNPCC segun sus siglas en inglés]) (16). El primer grupo engloba la poliposis adenomatosa
familiar [PAF], la poliposis adenomatosa familiar atenuada [PAFa], la poliposis asociada al gen
MUTYH [PAM], las poliposis asociadas a la lectura de prueba de la polimerasa (abreviado PPAP
segun sus siglas en inglés); asi como las poliposis hamartomatosas: poliposis juvenil [SPJu],
sindrome de Peutz-Jeghers [SPJ] y los sindromes asociados al gen PTEN (es decir, sindrome de
Cowden [SC], de Bannayan—Riley—Ruvalcaba [SBRR] y de Proteus [SP]). Al segundo grupo —
sindromes non-polipdsicos — pertenecen fundamentalmente el sindrome de Lynch y el
sindrome Lynch-like. Es importante diferenciar los diferentes subtipos de CCR, ya que
presentan riesgos de cdncer muy distintos por lo que se han establecido diferentes estrategias
de prevencién y manejo clinico. Describir todos los sindromes hereditarios en detalle no esta
al alcance ni es el objetivo de esta tesis, pero la tabla 1 resume las principales caracteristicas.

Enfermedad
Inflamatoria
Intestinal

CCR
Hereditario

CCR Esporadico
Via Clasica

A\

Figura 3 | Proporcion aproximada de los subtipos de CCR
Para detalles, ver texto. Grafica: elaboracién propia.
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Sindrome

Gen mutado

Modo de herencia

Riesgo de CCR!

Lesion Proporcion entre
precancerosa todos los CCR?

Edad de aparicion

de CCR

Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) APC AD 100% Adenoma <1% 35-40 afos
Poliposis Adenomatosa Familiar APC AD 70-80% Adenoma <1% 54-62 afios
atenuada (PAFa)
Poliposis Adenomatosa asociada al MUTYH AR 100% Adenoma <% 50-58 afios
gen MUTYH (PAM) ° 0
Sindrome de Lynch MLH1, MSH2, MSH6, Variable 0 "
(CCR Hereditario No Polipésico) PMS2, EPCAM AD 25-75% Adenoma 3-6% 41-54 afos
Poliposis Adenomatosa asociada a la
lectura de Prueba de la Polimerasa POLE/POLD1 AD 20-100% Adenoma ér 36-41 afios
(PPAP)
Poliposis asociada al gen NTHL1 NTHL1 AR é? Adenoma é? é?
Sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ) LKB1/STK11 AD ~57% Hamartoma <1% 34-46%
Sindrome de Poliposis Juvenil (SPJu) SMAD4/BMPR1 AD 10-40% Hamartoma <1% 42-44%
Sindrome de Hamartomas Multiples o o =
(SHM, 0 Sindrome de Cowden) PTEN AD 9% Hamartoma <1% 44 afos
Mixto
Sindrome de Poliposis Mixta (hiperplasicos, "
e) o)
Hereditaria (SPMH) GREM1 AR ¢f juveniles atipicos <1% 40 afios
y adenomas)
2 (poligéni
Sindrome de Poliposis Serrada (SPS) RNF433 ¢ (.p ° |g’e ruco, é? (2%) Lesion serrada ¢ 47-51 anos
epigenético)
CCR familiar tipo X ;2 (menor que ;7 (mayor que
(cumple los criterios de Amsterdam I, | ¢? Varios propuestos é? < L nch)q Adenoma é? ¢f . r?/ch)q
pero sin MMRd ni MSI) ¥ ¥
Depende del n? é? (menor que
- ¢? Solo genes de é? (poligénico, de familiaresy =~ Adenoma o lesidn 0 esporadico, pero
(e ETlllEr susceptibilidad factores ambientales) grado de serrada CEREX) >50% son mayores
parentesco a 50 afios)

Tabla 1 | Sindromes con Alto Riesgo de Cancer Colorrectal

Los datos estan extraidos de: Spoto CPE, et al. Semin Diagn Pathol (2018)(18) y Lorans M, et al. Clin Colorectal Cancer (2018)(19). 1, Se estima que el riesgo de por vida de
padecer un CCR esporadico es del 4-6% y la media de edad de su presentacion los 68 — 72 afios. 2, Se estima que el 3-6% de todos los CCR tienen una causa hereditaria, por
lo que la proporcién de la mayoria de los sindromes sera muy inferior al 1% (salvo el sindrome de Lynch). 3, Recientemente se han identificado varios genes de predisposicion
al SPS, p. ej. Soares de Lima Y, et al. Cancers (Basel) (2021)(20) y Murphy A, et al. J Gastroenterol Hepatol (2022)(21). 4, Se estima que el 15-30% de los CCR esporadicos
desarrolla a través de la via serrada. Abreviaturas: AD, autosdmico dominante; AR, autosdmico recesivo.
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Estilo de Vida
La gran mayoria de los CCR no estara causada por una variante patogénica heredada sino sera

fruto del estilo de vida de los pacientes. Esto es especialmente cierto para los canceres
esporadicos, pero también muy relevante en los CCR familiares en donde los miembros de la
familia suelen presentar un estilo de vida similar si bien también pueden compartir una
predisposicién genética (12). Incluso en los sindromes hereditarios los factores del estilo de
vida pueden modificar el riesgo de desarrollar cancer. Asi, una reciente revision sistematica
sugiere varios factores que pueden incrementar o disminuir el riesgo de CCR en pacientes con
sindrome de Lynch (22). De ahi, la importancia de fomentar un estilo de vida saludable en
todos los individuos — afectados o no de un sindrome hereditario de cancer. Los factores con
evidencia cientifica mas solida que se han asociado a un incremento del CCR son el consumo
del alcohol (23,24), el tabaco (25), el consumo frecuente de carne roja y procesada (26) y la
obesidad (27,28); por otro lado, una dieta alta en fibra alimentaria (23) y el ejercicio fisico
regular se han asociado con un menor riesgo (29). Para otros factores dietéticos (como el
consumo de pescado, café y leche o la toma de ciertas vitaminas) la evidencia es mas débil o
contradictoria, bien por una menor asociacién con el riesgo o por una menor calidad de los
estudios debido, en parte, a la complejidad de la relacion entre dieta y cancer, y la dificultad
de disefiar estudios prospectivos y aleatorizados.

Colitis Ulcerosa
La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad inflamatoria crénica del colon que se ha asociado

a unincremento del CCR (30,31). Comparado con la poblacién general, se ha estimado que el
riesgo de CCR es aproximadamente dos veces mayor en los afectados por enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell) sin diferencias entre la CU y la enfermedad de Crohn (EC) con
afectacién colénica (32). En un metaandlisis del 2017 en el que se incluyeron 14 estudios de
cohortes sometidos a seguimiento endoscépico se calculé una incidencia anual agrupada del
0,8% para el CCR y del 1,8% para la neoplasia avanzada (33). En la misma revision se
incluyeron doce estudios de cohortes (n=450 pacientes) en los que se detectaron 34 (17%)
CCR sincronicos en las piezas quirurgicas (33). En otro metaandlisis que incluyd 44 estudios
de cohortes de todos los paises asiaticos con un total de 31.287 pacientes se calculé una
prevalencia general del 0,85% y unas incidencias acumuladas a 10, 20 y 30 afios del 0,02%,
4,81% y 13,81%, respectivamente (34). Para Europa, en un estudio escandinavo mas antiguo
(2000), la incidencia acumulada a los 20 afios fue también similar (5.3%) (35). Sin embargo,
en otro metaanalisis del 2014 que incluyo 81 estudios con casi 200.000 pacientes procedentes
mayoritariamente de EE. UU., Europa, Australia y en menor proporcion de Asia calculé una
incidencia anual global a los 10, 20 y mas de 20 anos del 0,91%, 4,07% y 4,55%,
respectivamente, pero reveld una gran heterogeneidad geografica. A pesar de las diferencias
entre regiones, a partir de practicamente todos los estudios se puede concluir que el riesgo
de desarrollar un CCR esta directamente relacionado con la duracién de la enfermedad (36).
En la misma linea, en estudios mas recientes de Europa se observo que el riesgo global de CCR
en la CU no difiere de la poblacion general (RR 1,07, [95%IC 0,95 — 1,21]), pero si es mas alto
para los que tienen una duracion de la enfermedad mds prolongada (37). Un factor de riesgo
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adicional es la extension de la enfermedad. En un amplio estudio poblacional francés
(“CESAME”) del 2013 se calculd6 una proporcion de incidencia estandarizada
significativamente mayor en pacientes con colitis extensa de larga duracion (es decir >50%
del colon afectado y >10 afios de duracién) comparado con aquellos sin colitis extensa y de
corta duracién (7,0 vs. 1,1, respectivamente) (38). Ademas, algunos estudios sugieren que el
grado de inflamacién también esta directamente asociado al riesgo de CCR (39,40), que la
duracién y la inflamacion tienen un efecto acumulado (41) y que, en cambio, conseguir la
curacion histoldgica de la mucosa supone un factor protector (42). Por ultimo, los pacientes
que ademas de la colitis padecen una colangitis esclerosante primaria son especialmente
proclives a contraer un CCR con una razén de probabilidad del 7,47 [95%IC 3,44 — 16,21]
comparado con aquellos pacientes que no la padecen (43). Si bien parece que en la década
de los 2.000 la incidencia de CCR en la CU bajo significativamente comparado con los afios 50
del siglo pasado (36), otras cohortes sugieren que el riesgo de CCR en pacientes con Ell no ha
disminuido significativamente durante los ultimos 35 afos (44). Es por ello por lo que la
prevencion del CCR asociado a la colitis ulcerosa (CCR-CU) merece una especial atencion (ver
apartado 3 de la Introduccidn) y sera uno de los temas de esta tesis.

Sindrome de Poliposis Serrada
El sindrome de poliposis serrada (SPS) se caracteriza por la aparicion de multiples y/o grandes

pélipos serrados (PS) a lo largo del colon y recto. Segun la definicion de la OMS del 2019 se
establece el diagndstico cuando se cumple al menos uno de los siguientes criterios: (I) se han
detectado al menos cinco PS proximales al recto y al menos dos de ellos miden al menos 10
milimetros; (II) se han detectado mds de veinte PS de cualquier tamafio de los que al menos
cinco se localizan proximalmente al recto (45). Llamado antiguamente “Sindrome de Poliposis
Hiperplasica” se consideraba una entidad inherentemente benigna (46,47). Sin embargo,
recientemente ha ido ganando mucha atencién entre la comunidad médico-cientifica por tres
razones: uno, desde la implementaciéon de los programas de cribado se ha visto que su
prevalencia es mayor que la previamente asumida. Asi, se diagnostica en una de cada 200
colonoscopias de cribado a base de una prueba de sangre oculta en heces positiva (48). Dos,
debido a las caracteristicas morfoldgicas de sus lesiones precursoras (palidas, pequefias,
planas y cubiertas por moco), éstas pasan desapercibidas muy a menudo y como
consecuencia la prevalencia es probablemente mas alta que la descrita (fig. 4). En este
sentido, se ha descrito que el nimero de casos se triplica cuando se hace una colonoscopia
de seguimiento al afio en los pacientes que presentaron al menos una lesidn serrada igual o
mayor a cinco milimetros proximal al sigma, pero aun no cumplian criterios de SPS en la
colonoscopia basal (49). Tres, el SPS se ha asociado claramente con un incremento de riesgo
de desarrollar CCR, si bien este riesgo es muy variable entre las diferentes series y depende
de muchos factores. Asi, en una serie retrospectiva unicéntrica del 2010 se calculé una
incidencia acumulada a los 10 afios del 7%, mientras que era del 1,0% en un estudio
prospectivo unicéntrico del 2020 (50,51). En otra serie retrospectiva, pero multicéntrica, se
calculd una incidencia acumulada a los cinco afos del 1,9% (52). La aparente mejoria en las
series mas recientes es probablemente debida a su diseio prospectivo y la consiguiente mejor
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adherencia a las guias de practica clinica (GPC) las cuales recomiendan la reseccién de todas
las lesiones serradas y la posterior vigilancia a intervalos de uno o dos afios (53). Ademas, no
hay que olvidar que estos estudios fueron realizados en centros de referencia con un alto
volumen de pacientes con SPS y un alto nivel de especializacién.

Si bien el SPS comparte el incremento de riesgo de CCR con los sindromes polipdsicos
descritos en apartados previos, este se diferencia claramente de ellos en multiples aspectos.
Primero, hasta la fecha no se ha identificado ninguna alteracién genética o molecular que
cause o predisponga a su desarrollo y estuviera presente en todos los afectados de SPS, a
excepcion de variantes patogénicas en el gen RNF43 en algunas familias con SPS (20,54).
Segundo, si bien la evidencia actual sugiere que existe una mayor influencia de factores
ambientales (p. ej. el tabaco) y que estos podrian estar en intima relacién con alteraciones
epigenéticas, esta hipdtesis aun no se ha demostrado en profundidad. Tercero, la supuesta
lesion premaligna no es el adenoma sino el pdlipo serrado el cual presenta caracteristicas
macroscopicas, histolégicas y moleculares muy distintas al anterior (fig. 4 y 5). Segun las
caracteristicas histolégicas se diferencian tres tipos de pdlipos serrados: (I) el pdlipo
hiperplasico (PH); (I1) la lesién serrada sésil (LSS)?; y (I1l) el adenoma serrado tradicional (AST)
(55,56). Cuarto, existen fenotipos del SPS mucho mds variados comparado con otros
sindromes polipdsicos debido, al menos en parte, a la variabilidad de la contribucién de
factores ambientales por un lado y de las alteraciones moleculares por otro, las cuales aun
estdn ampliamente desconocidas si bien ya se han propuesto algunos mecanismos como se
verd en el segundo apartado de la introduccién de la tesis (57,58). En familiares de primer
grado (FPG) de afectados por SPS, estudios retrospectivos han sugerido que el riesgo de CCR
es aproximadamente cinco veces mads alto comparado con la poblaciéon general (59-61).
Ademas, hasta una tercera parte de los FPG pueden presentar lesiones serradas multiples o
proximales lo cual se ha corroborado en estudios prospectivos (62,63). Estos datos apoyan la
nocién de que existe un componente genético y/o epigenético en esta condicion. Sin
embargo, hay que enfatizar que la agregacion familiar en el SPS es baja en general y que la
mayoria de los tumores en los FPG se han diagnosticado en mayores de 50 afios (63).

La evidencia en relacidn al estilo de vida como factor de riesgo para el desarrollo de lesiones
serradas y/o el SPS es aulin escasa, pero en varios estudios de casos y controles se ha visto una
fuerte asociacién con el consumo de tabaco (64—66). En el estudio mas reciente publicado
por lJspeert y colegas en 2016, por ejemplo, se observé que los fumadores activos eran casi
cinco veces mas probables de tener al menos una lesién serrada avanzada (es decir, una LS

! Debido al hecho que muchas lesiones pueden aparecer no polipoides, se ha propuesto abandonar el término
‘polipo’ y hablar solamente de ‘lesién’(397). Para rendir tributo a esta propuesta y evitar confusiones, en esta
tesis se usara el término ‘lesién serrada’ cuando no se refiere a ningun subtipo de lesién serrada en particular
(es decir, engloba los tres subtipos: PH, LSS o AST); y se usara el término lesién serrada sésil (LSS) cuando se
refiere a este subtipo en particular. En la literatura también se estd usando el término ‘lesién/pdlipo serrado
sésil” (SSL/P con sus siglas en inglés), pero con el fin de simplificar, en esta tesis solo se usard LSS. En el caso del
AST, se seguira usando el término “adenoma’ ya que es el que mas se usa en la literatura si bien su morfologia
tiene mas en comun con una lesién serrada que con un adenoma.
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gue media >10 mm y/o tenia displasia) comparado con los que nunca habian fumado (67). En
cambio, con el consumo de alcohol no se ha visto una asociacién tan clara hasta ahora y con
otros potenciales factores existen resultados inconsistentes (por ejemplo, la obesidad, el
consumo de carne roja y la ingesta de calcio, fibra y acido félico) (65).

En resumen, el SPS presenta una gran variabilidad fenotipica y genotipica — que estd
dificultando predecir la historia natural, el prondstico y el riesgo de desarrollar CCR, por un
lado, y derivar recomendaciones y estrategias para su prevencién, tratamiento y vigilancia,
por otro lado. De ahi resulta la importancia de entender mejor las bases moleculares de esta
entidad con el fin de desarrollar nuevos biomarcadores para una mejor estratificacién de los

pacientes, siendo éste otro de los temas centrales de la presente tesis.

Figura 4 | Imagen endoscépica de las lesiones serradas

Se muestran seis imagenes endoscopicas de lesiones serradas. Las fotos a — e se han
realizado con un colonoscopio con luz blanca y alta definicidon; la foto f con
cromoendoscopia virtual (NBI). Las lesiones serradas suelen tener un aspecto palido por
lo que se confunden facilmente con pliegues de mucosa normal (a+b). Ademas, pueden
ser muy planas y cubiertas por moco dificultando ain mads su identificacién (d). Incluso
tras su elevaciéon inyectando gelafundina e indigo carmin en su base (c+e) y con
cromoendoscopia virtual (f) puede seguir siendo dificil delimitar sus bordes. Fotos:
cortesia de la Dra. Maria Pellisé (Hospital Clinic de Barcelona, Universitat de Barcelona).
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Figura 5| Imagen histolégica de las lesiones serradas

a, lesién serrada sésil con la tipica configuracidon en “diente de sierra” en la base de la
cripta (flechas) en comparacion a un adenoma tubular con displasia de bajo grado que
muestra una base de la cripta lisa (b). La imagen ¢, corresponde a una muestra en la que
coexisten tres diferentes estadios de la via serrada: una lesién serrada sin displasia
(marco verde), una lesidn serrada con displasia (marco amarillo) y un adenocarcinoma
serrado (marco rojo). Fotos: cortesia de la Dra. Miriam Cuatrecasas (Hospital Clinic de
Barcelona, Universitat de Barcelona).

1.2. Fisiopatologia del Cancer Colorrectal

1.2.1. Consideraciones Generales

Homeostasis epitelial en las criptas del colon
La mucosa coldnica normal se renueva por completo cada cinco a siete dias, un proceso que

tiene su origen en la base de la cripta (fig. 6) (68). Alli es donde residen las células madre (ingl.
stem cells) que reciben sefiales de su entorno (o nicho; ingl. stem cell niche) en forma de
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factores de sefalizacion (por ejemplo, WNT, R-Spondin, EGF, Noggin). Estos factores
controlan la capacidad “stem” y la divisidn celular. Tras una zona de amplificacion transitoria
(ingl. Transit Amplifying Cells o células TA), donde las células proliferan de manera activa,
éstas entran en un proceso de diferenciacién terminal mediado por otras moléculas de
sefializacion (por ejemplo, BMP) y dando lugar a células con funciones especificas propias del
colon: colonocitos células
tuft
(quimiosensacion). Mientras siguen madurando y emplean plenamente sus funciones,

(absorcion), células caliciformes (secrecion de moco),

enteroendocrinas (secrecion de hormonas y neuropéptidos) y las células
continuan migrando hacia la superficie de la cripta donde inician la muerte celular
programada (apoptosis) y se descaman a la luz intestinal (68). Este proceso de renovacién
continua (que incluye divisidn celular, diferenciacién y apoptosis) estd regulado de forma
altamente concertada por las sefiales del stem cell niche y las correspondientes vias de
sefializacion (ingl. pathways) de las células de la cripta (68). Hace relativamente poco se
demostrd que el proceso de diferenciacién no es unidireccional ni irreversible, sino que existe

una enorme plasticidad celular, cuando las condiciones lo requieran (69,70).
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Figura 6 | Cripta colénica normal

Representacion de la arquitectura de una cripta colénica normal con sus
componentes celulares y estromales. Los triangulos en la parte derecha muestran
los gradientes de diferentes factores de sefializacion a lo largo de la cripta
responsables para la divisién de las células madre y su diferenciacion. Gréfica
extraida y modificada de: Onfroy-Roy L, et al. Cells. 2020 Dec 7;9(12):2629. doi:
10.3390/cells9122629.
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Evolucion del Cancer y Heterogeneidad
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Figura 7 | Evolucion del Cancer

Para detalles, ver texto. Grafica extraida y traducida de:
Niida A, et al. / Hum Genet. 2021 Sep;66(9):869-878.
doi: 10.1038/s10038-021-00930-0

La fisiopatologia molecular del CCR es compleja y heterogénea, resultando en una inmensa
variedad genotipica y fenotipica entre los pacientes y dentro de un mismo tumor (71). En
general, el CCR, visto como una masa con crecimiento descontrolado, se desarrolla mediante
un proceso evolutivo durante el cual las células que han adquirido las propiedades para
resistir la presion selectiva durante dicha evolucién contribuyen a su crecimiento (fig. 7) (72).
En otras palabras, el CCR no es el resultado de la expansién clonal de una sola célula maligna,
sino que es un conjunto de diferentes clones de células epiteliales, todos con alteraciones
genéticas y epigenéticas distintas, pero evolutivamente relacionadas, que han hecho posible
escapar los mecanismos moleculares y celulares destinados a evitar su crecimiento. De ahi se
explica la enorme heterogeneidad intratumoral que se ha observado en aquellos estudios que
han secuenciado el genoma, el transcriptoma y el epigenoma en diferentes regiones del
mismo tumor (73-75). Asimismo, los andlisis de expresién génica han demostrado que la
composicion celular de un CCR se asemeja a la cripta sana, porque contiene no solo células
proliferativas sino también grandes compartimentos de células diferenciadas (llamadas
células tumorales maduras), si bien con una arquitectura de la cripta completamente
distorsionada. Se asume que solo una pequefia fraccién de células — las células madre
cancerigenas (o cancer stem cells en inglés, CSC) — contribuye de facto a su crecimiento (76—
78). Por lo tanto, el CCR puede tener su origen en una de las células madre de la base de la
cripta. Mas recientemente se ha descrito una via alternativa de carcinogénesis que tiene su
origen en partes mas altas de la cripta, donde el evento inicial seria la pérdida de la apoptosis
previo a un proceso de de-diferenciacion, durante el cual las células adquieren propiedades
semejantes a las células madre de la cripta (ingl. stem cell-like) con capacidad de proliferacion
descontrolada y, eventualmente invasién y diseminacion (79).
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En ambas vias, las alteraciones genéticas y epigenéticas haran que las células cancerigenas
sean independientes de las sefiales de crecimiento del nicho, eviten la diferenciacidn para
mantener un estado de divisidon continuada, y eviten la apoptosis.

1.2.2. La Via Clasica: Adenoma — Carcinoma

En 1990, Fearon y Vogelstein propusieron un modelo genético segun el cual el CCR se
desarrolla a base de una acumulacion de variantes patogénicas en genes implicados en los
procesos anteriormente mencionados siendo el adenoma la lesion inicial de la secuencia
adenoma-carcinoma (o via cldsica) (fig. 8) (9). Aunque hoy se sabe que este proceso
acumulativo no es lineal, sino que esta sujeto a seleccién Darwiniana como hemos visto en el
apartado anterior, el modelo es bastante preciso para predecir el comportamiento de un
tumor. Integrando los dos modelos, un céncer presentara mutaciones fundadoras (ingl.
founder mutations) que han aparecido en estadios precoces y se encontraran en todas las
regiones de un CCR evolucionado, mientras que las mutaciones progresoras (ingl. progressor
mutations) solo se presentaran en algunas ramas y subclones (72). En ambos casos, las
mutaciones son esenciales para la iniciacidon y la progresion del tumor por lo que se han
denominado mutaciones conductoras de cancer (ingl. cancer driver mutations), en
contraposicion a las mutaciones pasajeras (ingl. passenger mutations) que co-ocurren
durante la evolucion del tumor, pero sin conferir una ventaja de supervivencia.

Usando una plataforma que permite evaluar la contribucion de las mutaciones a la
carcinogénesis de diferentes tumores, se ha estimado que existen unos 568 genes
conductores de cancer (80). Usando la misma herramienta para el CCR, se han identificado
unos 70 genes conductores, 25 de los cuales ya estaban anotados previamente para el CCR,
40 que ya estaban anotados para otros tumores y cinco que se han identificado de nuevo en
este estudio reciente del 2021 (80). En cuanto a la via clasica del CCR, la mutacién fundadora
mas importante es la inactivacion del gen APC la cual conduce a la activacién permanente de
la via de sefializacién WNT y resulta en la formacion de un adenoma. En linea con esto, la
mayoria de los adenomas espordadicos (el 100% en la PAF) y un 85% de los CCR esporadicos
presentan una variante patogénica en este gen o en otro relacionado con la via de
sefializacion WNT (81). En esta fase precoz con una Unica mutacién conductora, el adenoma
sigue siendo una lesion premaligna y es completamente curable, si se reseca. De ahi los
programas de cribado para la deteccidn en esta fase precoz y los protocolos de seguimiento
para la reseccidon de lesiones metacrdnicas.

Para desarrollar su potencial de malignizacion, la lesidon requiere ademas de mutaciones
activadoras en oncogenes de las vias de sefializacion RAS/RAF/MAPK (por ejemplo, en los
genes KRAS o BRAF), asi como mutaciones inactivadoras en genes supresores de tumores
relacionados con las vias de la apoptosis o la detencion del ciclo celular (por ejemplo, TP53) y
con la via del factor de crecimiento transformante beta (por ejemplo, en los genes SMAD4 o
TGFBR2) (9,82). Por consiguiente, se encuentran mutaciones somaticas en KRAS, BRAF, TP53,
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SMAD4 y TGFBR2 en aproximadamente el 35-45%, 8-12%, 35-55%, 10-35% y 25-30% de los
casos, respectivamente (82). Se estima que la formacion de un CCR a partir de un adenoma
tarda entre 10 y 20 afios lo cual justifica un intervalo de 10 anos para el cribado de CCR
mediante colonoscopia en la poblacién de riesgo medio (83). También se ha estimado que la
transformacién de un CCR precoz en un CCR invasivo con potencial de metastatizacion puede
ser inferior a 2 afios (84).

En linea con la deteccidn de variantes patogénicas en los genes previamente mencionados en
muestras humanas, se ha confirmado en modelos preclinicos que solo la combinacién de
varias variantes patogénicas es capaz de generar un fenotipo invasor y que, para poder
metastatizar, la célula cancerigena tiene que haber perdido la dependencia a los factores del
nicho (85,86). Por lo tanto, para generar metdstasis hepdticas en el modelo de esta tesis se
trabajard con organoides que albergan mutaciones en cuatro de los genes conductores
clasicos: APC, KRAS, TP53 y TGFBR2.

Colon La Via Clasica: Adenoma - Carcinoma Cancer
sano de colon
o - , % * Diseminacion
Progresion >10 afios S | metastasica
Via del WNT Via MAPK Via del TGF-B
Pérdida del Activacion Pérdida del Pérdida del )
APC del KRAS SMAD4 TP53 I Mutaciones
: ' : ' adicionales
Mucosa i Pollpg i Adenoma ; Adengma , Carcinoma
normal pequeio temprano tardio
(Sin (criptas (displasia de (displasia de
alteraciones aberrantes) bajo grado) alto grado) a
visibles)

Figura 8 | La via clasica del CCR

La grafica ilustra los diferentes pasos de la carcinogénesis de la via clasica del CCR con las
vias de sefializacion implicadas y los genes mas frecuentemente mutados en cada via.
Fuente: elaboracién propia inspirada por: Markowitz S, et al. N Engl J Med (2009) y
elaborada mediante bioRender.com.

1.2.3. La Via Serrada: Lesion Serrada — Carcinoma

En los anos 90 del siglo pasado se describid por primera vez una via de carcinogénesis
alternativa a la via cldsica — llamada via serrada — cuya lesidn precursora no es el adenoma
sino la lesion serrada (fig. 9) (87). Se estima que un 15-20% de los CCR esporadicos se
desarrolla por esta via, aunque la prevalencia podria ser mas alta, puesto que puede ser
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indistinguible de un tumor de la via clasica en fases avanzadas si se basa solo en criterios
histolégicos (88). Diferente al adenoma, existen varios subtipos de lesiones serradas, todas
ellas con caracteristicas endoscépicas, histopatoldgicas y moleculares muy distintas lo cual
explica su variabilidad en el potencial de malignizacién, por un lado, y la dificultad de desvelar
las vias moleculares de la ‘carcinogénesis serrada’, por otro (55). De hecho, la evidencia actual
sugiere que no existe una Unica via serrada, sino que diferentes vias pueden causar diferentes
fenotipos y el resultado final puede ser un adenocarcinoma serrado o un adenocarcinoma
convencional (89). Sin embargo, todas las lesiones serradas comparten como caracteristica
comun del epitelio de sus criptas una configuracién en “dientes de sierra” como consecuencia
de una acumulacién de colonocitos secundaria a una inhibicién de la apoptosis (90). Se ha
propuesto que el origen de esto es una activacién de la via de sefializacién de las proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK, por sus siglas en inglés) debido a una variante
patogénica en los genes BRAF o KRAS conduciendo a la formacion de un pdlipo hiperplasico
(PH) o de un adenoma serrado tradicional (AST) (89).

La via serrada
30 - 60 ANOS ~ 10-20aR0s D TWETIEED
Colon Colon con Pélipo Lesion LSS con Adenocarcinoma
sano "Defecto del  Hiperplasico Serrada Displasia Serrado
Campo" (MVHP) Sésil (LSS) (LSS/D) (ACS)
. v Alteraciones via WNT? v Pérdida TP53
7 n:Pz:mg 767ng7 7 RNF43™ » Pérdida TGFBRII
P . v Hipermet. AXIN2? v Incremento HIFTa
be A T\ -
' ,  BrAP = A
, < )
—t \\ 'o'l’o’:- .f:.: ....’I‘:.
e %5 Sa e
% o %
° () o
° ..
— v CIMP-H
v Hipermet. MLH1 f
s .
/7 Invasion
KRAS™ 0 BRAF™ ..' . ®
Metilacion v KRAS™
aberrante Kras™ v, v v Hipermet. MGMT
del ADN b= A v CIMP-Ly MSS
~ =
Grupo 5 N2 -
Metilo - s
I S O — v/ BRAPMt
Promotor Gen diana ) J v Hipermet. de otros genes
Polipo Adenoma v CIMP-Hy MSS Adenocarcinoma
Hiperplasico Serrado Serrado
(GCHP) Tradicional (AST) (ACS)

Figura 9 | La via serrada del CCR

La grafica ilustra los diferentes pasos de la carcinogénesis serrada del CCR (simplificada).
Dentro de la via serrada se diferencian dos vias alternativas: la via serrada sésil (arriba) y la
via serrada tradicional (abajo). Para mas detalles, ver texto. MVHP, microvesicular
hiperplastic polyp; Hipermet., hipermetilaciéon; GCHP, goblet cell rich hyperplastic polyp.
Fuente: elaboracion propia inspirada por: De Palma F, et al. Cancers (2019) y Murcia O, et
al. World J Gastroenterol (2016), y elaborada mediante bioRender.com.
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Mutaciones en la via de sefializacion MAPK
Los pdlipos hiperplasicos (PH) ricos en células caliciformes (‘goblet cell rich hyperplastic polyp’

en inglés, GCHP) se asocian a variantes patogénicas en el gen KRAS, los PH microvesiculares
(‘microvesicular hyperplastic polyp’ en inglés, MVHP), en cambio, en el gen BRAF y se ha
descrito que los AST pueden estar mutados en BRAF o KRAS, pero nunca estaran mutados los
dos genes en la misma lesidn. En condiciones sanas, la via MAPK es activada por sefiales
extracelulares, como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o diferentes citoquinas a
través de los receptores tirosina-quinasa, pero su activacion induce un estado irreversible de
senescencia con el fin de evitar la division descontrolada. Por lo tanto, para que una lesion
serrada pueda continuar proliferando, requiere de mecanismos adicionales que desvien la
senescencia inducida por estos oncogenes (91). Una posibilidad es a través de la metilaciéon y
el consiguiente silenciamiento epigenético de determinados genes supresores de tumores
como el IGFBP7 cuya funcién normal es la regulacidn de la disponibilidad de los factores de
crecimiento insulinico (IGF1y 2) o el p16 (sinébnimo CDKN2A) — un inhibidor de las quinasas
dependientes de ciclinas y por lo tanto implicado en la regulacién del ciclo celular (92,93). El
resultado morfoldgico de estas alteraciones es la lesion serrada sésil (LSS), la cual puede
derivar por lo tanto de un MVHP, pero también es motivo de debate si la LSS puede
desarrollarse sin el paso previo del pdlipo hiperplasico (fig. 8) (89). Morfoldgicamente, la LSS
comparada con el pdlipo hiperplasico suele tener una extension lateral mucho mayor, ser
plana o plano-elevada, tener bordes irregulares y mal delimitados, y una superficie en forma
de nube (fig. 4) (94). Todas estas caracteristicas son la consecuencia de una mayor
proliferacién e inhibicion de la apoptosis comparado con los podlipos hiperplasicos. Asimismo,
suelen estar cubiertas por mucosidad, expresion de la mayor producciéon de mucinas. De
hecho, la sobreexpresién de algunas mucinas se ha propuesto para diferenciar la LSS de otros
tipos de pdlipos (por ejemplo del adenoma convencional y del adenoma serrado tradicional)
y como marcadores precoces de una posible transformacién maligna (95).

El fenotipo metilador alto o bajo (CIMP-H, CIMP-L) y la (in)estabilidad de los microsatélites
(MSS, MSI)

En la mayoria de los casos, la metilacidén de los genes supresores de tumores ocurrira en el
contexto del fenotipo metilador (CIMP-H), un fenémeno molecular en el que existe metilacion
aberrante del promotor de multiples genes. La evidencia actual sugiere que este fendmeno
ya puede existir en la mucosa sana (es decir, de apariencia macro y microscépicamente
normal) como un ‘defecto de campo’ (es decir, de forma parcheada a lo largo del colon)
predisponiendo a la aparicidon de (multiples) pdlipos serrados y eventualmente cumpliendo
los criterios de SPS, si se suman las mutaciones previamente descritas (96). Como una de las
posibles causas del fenotipo metilador se ha propuesto el consumo del tabaco (97). Asi, el
consumo activo del mismo ha sido un fuerte predictor de la presencia de lesiones serradas
avanzadas, pero no para adenomas convencionales en dos grandes cohortes recientes de
cribado poblacional en EE. UU. y Europa (66,67). Adicionalmente, otros factores de estilo de
vida o ambientales pueden desempefiar un rol. Por otro lado, se han descrito casos con
multiples LSS en los que se han identificado mutaciones germinales en genes que regulan la

57



senescencia siendo posibles candidatos para los casos familiares de SPS (91). En cambio, los
GCHP suelen presentar una variante patogénica en el gen KRAS y tener un fenotipo metilador
bajo (CIMP-L) o ausente (CIMP-0), lo cual explica probablemente su bajo o nulo potencial de
progresar hacia lesiones avanzadas y cancer (98). Aqui cabe destacar que no existe consenso
sobre qué marcadores a usar ni tampoco cuantos de ellos definirian un fenotipo metilador
alto (CIMP-H) o bajo (CIMP-L), lo cual ha llevado a resultados inconsistentes entre los estudios
y no ha permitido el uso del CIMP como herramienta diagndstica o marcador prondstico en
la practica clinica (99).

El siguiente paso en la carcinogénesis de la via serrada sésil es la aparicion de displasia y esta
se ha asociado a dos eventos adicionales. En primer lugar, a la hipermetilacion del gen MLH1
resultando en la inestabilidad de microsatélites (MSI), y, en segundo lugar, del gen MGMT,
sin alteracién del sistema de reparacién del ADN (con microsatélites estables — MSS). En
ambos casos, debido a la pérdida de proteinas implicadas en la reparacion del ADN, se
ocasiona un estado de hipermutacion que eventualmente afectara a aquellos genes
supresores de tumores que en condiciones normales evitarian la invasion y diseminacién de
las células, por ejemplo, el TP53 cuya funcién es inducir la apoptosis cuando una célula no es
capaz de reparar los dafios del ADN.

La via serrada tradicional
La via de carcinogénesis que parte de los adenomas serrados tradicionales (AST) se ha

denominado via serrada tradicional. A diferencia de los PH y LSS, los AST podrian desarrollarse
a partir de una mutacién en el gen BRAF o KRAS, pero con la diferencia de que la variante
patogénica del BRAF estaria asociada con un alto nivel metilador (CIMP-H), mientras que el
KRAS con un bajo nivel metilador (CIMP-L). Sin embargo, en ambos casos el AST se asocia a
tumores MSS. Igual que las LSS, el AST también puede progresar hacia la displasia, si bien ésta
se parecerd a la de un adenoma convencional en los KRAS mutados y CIMP-L, mientras que
serd una displasia serrada en los que tienen el BRAF mutado y son CIMP-H (100). El
silenciamiento de mas genes supresores de tumores a través de la hipermetilacién de sus
promotores (por ejemplo, del MGMT) y la adquisicién de mas variantes patogénicas (sobre
todo en el TP53), definira si un AST con displasia progresa a un cancer invasivo o no (89,100).

El adenocarcinoma serrado
Como se ha visto en los apartados anteriores, existen lesiones serradas (los AST con KRAS™",

MSS y CIMP-L) que se originan por la via serrada tradicional, pero terminan como un
adenocarcinoma convencional (ACC). Ademas, algunas lesiones serradas sésiles evolucionan
como un CCR esporadico, pero con caracteristicas histoldgicas y moleculares de un tumor con
inestabilidad de microsatélites. Por otro lado, el adenocarcinoma serrado (ACS) es aquel que
presenta una arquitectura serrada y puede originarse en un AST con MSS (80% de los casos)
0 en una LSS con MSI (20% de los casos). Se ha estimado que un 9% de todos los CCR son ACS
y globalmente se ha asociado a un peor prondstico (101). Puesto que el AST se localiza
preferentemente en el recto-sigma y la LSS en colon ascendente, estas son también las dos
localizaciones en donde se suele detectar el ACS (101). Analisis de expresidon y estudios
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epigenéticos han demostrado que el ACS y el ACC son dos entidades molecularmente muy
distintas. Del mismo modo, dentro de la via serrada, los ACS y los CCR esporadicos con patrén
de MSI-H también difieren sustancialmente en su expresién génica (102,103).

1.2.4. La Via Inflamatoria: Inflamacion — Displasia — Carcinoma

Tanto a nivel macroscopico como a nivel molecular la carcinogénesis del CCR asociado a la
enfermedad inflamatoria intestinal (CCR-EIll) difiere sustancialmente del CCR esporadico (fig.
10). Macroscdpicamente, se inicia en una mucosa crénicamente inflamada, ya sea por colitis
ulcerosa (CU) o por enfermedad de Crohn (EC) con afectacidn coldnica. La duracién y la
gravedad de la inflamaciéon marcan si se desarrollan lesiones displasicas de bajo grado (DBG)
en el epitelio intestinal que pueden progresar a displasia de alto grado (DAG) v,
eventualmente cancer. (fig. 10 y 11) (104). En caso de que la anatomia patoldgica no fuese
capaz de diferenciar los cambios reactivos de una mucosa con inflamacion activa de las
alteraciones verdaderamente displasicas, se hablaria de una lesion ‘indefinida para displasia’
(ID) (105). Los datos actuales son inconsistentes en cuanto al riesgo de progresion de las ID a
la DAG o al CCR-Ell pero segun los dos estudios mds grandes se situa probablemente por
encima del riesgo de la mucosa inflamada sin displasia (1%) y por debajo o al mismo nivel que
la DBG (45%) (106,107). Por esta razén, su manejo clinico deberia ser como el de la ultima
(108,109). También cabe destacar que la displasia progresa mas bien de forma continua que
en categorias discretas, lo cual explica la baja concordancia entre observadores para
diferenciar la ID y la DBG (110). Otra diferencia con los adenomas de la secuencia adenoma-
carcinoma es que las lesiones displasicas en la enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) a
menudo son planas en lugar de polipoideas, miden menos de 10 mm y presentan bordes
indistintos dificultando su deteccion durante la endoscopia (fig. 12) (111,112). Ademas, las
tasas de lesiones metacronicas y de recurrencia son mas altas en la Ell comparado con la
secuencia esporadica y se asocian con la extension previa del area colitica (107). Esta
multifocalidad probablemente se debe al hecho de que la inflamacién genera un defecto de
campo que predispone a la formacion de neoplasias, incluso previo a la aparicién de
alteraciones morfoldgicas (similar a lo que se observa en el SPS) (113,114).

Figura 10 | La via inflamatoria del CCR (ver siguiente pagina)

La grafica ilustra los diferentes pasos de la carcinogénesis de CCR partiendo de una mucosa
cronicamente inflamada (simplificado). La alteracion de la microbiota (disbiosis) junto con
una barrera intestinal debilitada y la infiltracién por células proinflamatorias que producen
especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS) dafian directamente al epitelio y
causan mutaciones en el ADN. La liberacion de citoquinas y la activacion de varias vias de
sefializacion mantienen ciclos repetidos de inflamacién, dafio y reparacion tisular lo cual
favorece el acimulo de mutaciones, alteraciones epigenéticas y cambios en la expresién de
microARNs en las células premalignas. Esto resulta en variantes patogénicas en oncogenes y
genes supresores de tumores, siendo la mutacidn del TP53 un evento temprano en esta via
de carcinogénesis. Finalmente, los cambios en el microambiente provocan la aparicion de un
cancer invasivo.
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La via inflamatoria
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Figura 10 | La via inflamatoria del CCR (continuacidn)

Abreviaturas: TLR, receptores toll-like; LPS, lipopolisacdridos; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial; CIN,
inestabilidad cromosémica; MSI, inestabilidad de microsatélites; TEM, transicion epitelio-mesénquima. Fuente:
elaboracion propia inspirada por: Muller M, et al. United European Gastroenterol J (2020) y Hirano T, et al. Int J Mol Sci
(2020), y elaborada mediante bioRender.com.




Figura 11 | Histologia de las lesiones asociadas a la Enfermedad Inflamatoria Intestinal
a, mucosa coldnica inflamada con infiltracion por linfocitos y polimorfonucleares
provocando cambios reactivos en el epitelio. b, la cuadricula marca un area de displasia
asociada a la Ell. ¢, carcinoma de colon infiltrante asociado a Ell. Fotos: cortesia de la Dra.
Miriam Cuatrecasas (Hospital Clinic de Barcelona, Universitat de Barcelona).

Figura 12 | Imagen endoscopica de la displasia asociada a la Ell

a, marcada inflamacién de la mucosa coldnica con pérdida de patrén vascular,
eritema y erosiones haciendo imposible la diferenciacién contra la displasia. by c,
muestran el aspecto plano de las lesiones displasicas y la dificultad de delimitar sus
bordes. d, cromoendoscopia convencional mostrando dos pequefas y muy sutiles
lesiones displasicas planas. Fotos: cortesia de la Dra. Maria Pellisé (Hospital Clinic
de Barcelona, Universitat de Barcelona).
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Estrés Oxidativo e Inestabilidad Gendmica

La patogénesis del CCR-Ell estda menos estudiada, pero existen estudios comparativos que
usan la secuenciacién pan-exémica de alto rendimiento y han logrado identificar diferencias
en los perfiles de mutacion entre el CCR-Ell y el CCR espordadico. Del mismo modo, se han
revelado mutaciones comunes a ambas entidades. (115). Ademas, disponemos de estudios
experimentales con ratones en los que se induce la colitis mediante diferentes métodos, por
ejemplo, con la administracion rectal de dextranosulfato sddico [ingl. DSS] o azoximetano
[AOM], y se analiza el impacto de mutaciones especificas o alteraciones inmunoldgicas sobre
la capacidad de formar tumores en la mucosa inflamada (116). En contraposicién al modelo
mas lineal de la secuencia adenoma-carcinoma, la evidencia disponible sugiere que las
variantes patogénicas en el CCR-Ell se generan a consecuencia de ciclos repetidos de dafio
celular con inflamacién crénica y reparacidén tisular con activacién inmunoldgica. La
inflamacién crénica tiene un efecto mutagénico a través del estrés oxidativo mediado por
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS) resultando en dafio al ADN de las
células epiteliales y la consiguiente inestabilidad gendmica (117). Asimismo, la inflamacion
cronica puede causar peroxidacioén lipidica de las membranas celulares resultando en mas
dafio tisular y manteniendo asi la inflamacién (118). Los dafios al ADN finalmente sobrecargan
al sistema de reparacion del ADN el cual ademas puede estar afectado por las variantes
patogénicas causadas en el gen MLH1 o por hipermetilacion de su promotor acelerando asi
el proceso de inestabilidad gendmica (119). En este sentido, se ha observado una alta tasa de
inestabilidad cromosémica y de microsatélites en los CCR-Ell (119,120). Aunque el CCR-ElI
comparte muchas alteraciones con el CCR esporadico, la frecuencia y la secuencia temporal
de ellas difieren notablemente. Por ejemplo, mientras que la mutacién del gen TP53 es un
evento tardio en el CCR esporadico, se pierde en fases tempranas durante la carcinogénesis
del CCR-Ell, incluso antes de la aparicidon de una displasia visible (121). En un estudio se ha
detectado la pérdida de heterozigosidad del gen TP53 en el 6% de las muestras sin displasia,
el 33% con displasia de bajo grado, el 63% con displasia de alto grado y el 85% en las muestras
de CCR-Ell (122). La inactivacion del TP53 en fases precoces hace las células especialmente
susceptibles a mas dafio del ADN, puesto que pierden la capacidad de detener el ciclo celular
en la transicién del G1/S, pierden la capacidad de inducir el sistema de reparacién del ADN
asi como de inducir la senescencia y la apoptosis cuando ya no es posible reparar los dafios
causados (123). Esto podria explicar, al menos en parte, la carcinogénesis mds acelerada en
el CCR-EIl. Por otro lado, la mutacion del gen APC con la consiguiente activacién de la via WNT
constituye el evento inicial en los adenomas esporadicos, mientras que en el CCR-Ell es un
hallazgo tardio y menos frecuente (124). De forma similar, la mutacién activadora en el gen
KRAS es tardia y también menos frecuente que en el CCR esporadico (124). También se han
identificado algunas variantes partogénicas que son poco frecuentes en el CCR esporadico,
pero se hallan con cierta frecuencia en el CCR-Ell, por ejemplo, el factor de transcripcién SOX9
— conocido por sus funciones durante la morfogénesis de muchos 6rganos (124). El mismo
estudio encontré en el CCR-Ell un enriquecimiento de variantes patogénicas en genes que
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regulan la comunicacion intercelular y la adhesidn celular, y estas estaban asociadas con la
desregulacién de multiples citoquinas (124).

Citoquinas Proinflamatorias y Proliferacion
Al mismo tiempo que ocurre la mutagénesis, la inflamacién y el dafio tisular activan los

sistemas inmunitarios innato y adaptativo, e inducen la liberacidn de una multitud de
citoquinas proinflamatorias que activan varias vias de sefalizacién no solo en las células
inmunes sino también en las células epiteliales promoviendo su crecimiento, supervivencia 'y
su inmortalidad, por ejemplo a través de la inhibicion de sefales apoptdticas (125). Una de
las vias de sefalizacidn mas frecuentemente activadas en la colitis y el CCR-Ell es la del NF-
kB. El NF-xB es un conjunto de varios factores de transcripcidén que se activan a consecuencia
de diferentes estimulos extracelulares. Entre ellos destacan las especies reactivas de oxigeno
(ROS), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y otras citoquinas que los activan a través de
sus correspondientes receptores transmembrana. Los productos bacterianos como los
lipopolisacdridos (LPS), en cambio, transmiten esta sefial a través de los receptores Toll-like.
El NF-kB también puede ser inducido por estimulos intracelulares, sobre todo genotéxicos
(126). Entre los genes dianas de los NF-kB se hallan citoquinas proinflamatorias que favorecen
la proliferacion de las células inmunes y epiteliales, factores proangiogénicos vy
antiapoptoticos que favorecen la supervivencia y la invasion, y proteasas que favorecen el
remodelamiento de la matriz extracelular y la invasiéon (125). Al observar una mayor
activacidon de esta via en el CCR-Ell comparado con mucosa no displasica, parece ser la
responsable de la transformacién de la inflamacion a la neoplasia (127,128). Ademds, en un
estudio experimental con ratones con CCR-Ell inducido por AOM/DSS y deficientes en el IKK
— una quinasa que media la inactivacion del inhibidor del NF-kB (IxB), se observaron tumores
de menor tamafio (129). Uno de los multiples genes diana de los factores de transcripcién NF-
kB es la interleucina 6 (IL-6). Aparte de su rol clave para la supervivencia y la diferenciacién
de las células T en los procesos inflamatorios de la colitis, también parece regular la
supervivencia y la proliferacion de las células epiteliales desempefiando un importante rol en
la homeostasis y la regeneracion tisular (130). Ejerce su funcién a través del receptor IL-6Ra.
induciendo la activacién de la via de sefializacion JAK/STAT. Asi, en el CCR asociado a la colitis
ulcerosa (CCR-CU) se ha observado una sobreactivacién del STAT3 — un factor de transcripcién
con multiples genes dianas que favorecen la proliferacion epitelial a través de la induccidn de
la ciclina D1. Asimismo, aumentan la supervivencia a través de la induccidn del inhibidor de
la apoptosis Bcl-xl y del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el cual induce la
formacioén de nuevos vasos (131). En el CCR-Ell se ha observado una correlacién de los niveles
séricos de IL-6 con el tamafo del tumor, el estadio y las metastasis (132). Otro mecanismo
importante en el microambiente tumoral de los CCR-Ell es la secrecidn de la citoquina IL-23
por las células dendriticas y otras células presentadoras de antigenos. La IL-23 activa los
neutroéfilos, células asesinas naturales (NK) y células Th17 causando la liberacién de otras
citoquinas proinflamatorias como la IL-17A/F y la IL-6 lo cual potencia la inflamacién y acelera
la progresion neopldsica (133). Por ultimo, otro efecto de la inflamacidn es la sobreexpresiéon
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de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), lo cual incrementa la sintesis de varias prostaglandinas,
especialmente la prostaglandina E2 (PGE2) siendo la responsable, entre otros efectos, de la
vasodilatacion. Esta no solo promueve la inflamacién, sino también la formacion de
neoplasias (125). Asi, en un estudio con ratones deficientes en el gen COX-2 y knock-out del
gen APC se observo un menor numero de neoplasias comparado con ratones con la proteina
COX-2 funcional (134).

La Epigenética

La expresidn de oncogenes y genes supresores de tumores no solo es regulada por estimulos
externos a través de citoquinas y otros factores de crecimiento a través de las vias de
sefializacion mencionadas, sino también por una red compleja de mecanismos epigenéticos
(135). Anteriormente ya hemos mencionado la tendencia del CCR-Ell de presentar
hipermetilacién de promotores con la consiguiente inhibicion de la expresién génica de genes
supresores de tumores, por ejemplo, del MLH1. Otra capa de regulacién epigenética
constituye la expresion de microARNs (fig. 13). Los microARNs son dacidos ribonucleicos
monocatenarios no codificantes de una longitud entre 21 y 25 nucledtidos que son
complementarios, en mayor o menor medida, a su ARN codificante diana (pueden ser varias
dianas) e inhiben su expresidn génica a través de diferentes mecanismos que aun no se han
entendido por completo: la inhibicién de la iniciacién, elongacion o terminacion de la
traduccién o degradacion de la proteina durante la traduccion (136). Existe evidencia muy
abundante sobre el rol de los microARNs en la fisiopatologia del CCR y como potenciales
biomarcadores para el diagnéstico, prondstico y prediccion de respuesta al tratamiento (135).
Funcionalmente, los microARNs pueden actuar como supresores de tumores cuando
previenen la traduccion de ARNs provenientes de oncogenes, y como onco-MIRs cuando
previenen la traduccidn de ARNs provenientes de genes supresores de tumores. Para el CCR-
Ell la evidencia (aun) es menos abundante, pero se han identificado algunos microARNs con
funciones interesantes en su fisiopatologia (137). A modo de ejemplo, miR-31 se ha detectado
sobreexpresado de forma progresiva desde la mucosa inflamada, las lesiones displdsicas
hasta el cancer por lo que parece ser un evento precoz en la progresion neoplasica. Ademas,
se han detectado niveles casi tres veces mayores en el CCR-Ell comprado con el CCR
esporadico sugiriendo un importante rol para la carcinogénesis asociada a la colitis (138). A
nivel molecular, dos de sus dianas importantes son el gen del factor inhibidor del factor
inducible por hipoxia-1 (FIH-1) y el gen de la proteina activadora p21 del RAS-1 (RASA1) (fig.
13). La sobreexpresion del miR-31 previene la traduccidn de ambos factores. Como
consecuencia, se pierde la funcién inhibitoria del FIH-1 sobre el HIF-1a favoreciendo asi la
neoangiogénesis inducida por la hipoxia en el centro de la neoplasia, lo cual asegura su
supervivencia (139). Por otro lado, se pierde la funciéon inhibitoria del RASA1 sobre el RAS, por
lo que la via de sefalizacién flujo abajo del RAS-Raf-MEK estaria mas activa (140). Este
mecanismo molecular explicaria la observacidn en un estudio en CCR esporadico, en que la
sobreexpresidn del miR-31 podria ser un potencial predictor a la respuesta con antagonistas
del receptor del EGF (141). Aparte del miR-31 se han identificado varios microARNs mds con
un potencial rol en la carcinogénesis del CCR-EIl. Asi, en un estudio que compard la expresion
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de microARNs entre muestras de CCR-Ell y controles de Ell sin neoplasias se identificaron
treinta microARNs desregulados. No esta al alcance de esta tesis describir todas las
potenciales funciones fisiopatoldgicas de los microARNSs, pero se discutiran las funciones de
los que se han identificado en el proyecto de esta tesis (ver la discusion).

| Detectable en tejido, sangre y heces
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Figura 13 | Biogénesis y mecanismos de accion de los microARNs (simplificado)

La grafica ilustra la biogénesis y dos posibles mecanismos de accién de los microARN
sirviendo miR-31 como ejemplo. La biogénesis empieza en el nucleo con la sintesis del pri-
microARN a partir del gen MIR. Un complejo proteico llamado microprocesador que
contiene la nucleasa Drosha convierte el pri-microARN en pre-microARN. En el citosol este
es procesado al microARN maduro mediante la ribonucleasa DICER. El microARN se
empareja con su ARN mensajero (ARNm) diana e imposibilita asi su traduccién. En el caso
del miR-31, este previene la expresion de las proteinas RASA1 y FIH-1 resultando en una
desinhibicion de las vias Ras/Raf/MEK e HIF-1a, respectivamente. Fuente: elaboracion
propia inspirada por Moein S, et al. J Cell Physiol (2019) y creada mediante BioRender.com.

El microbioma
El estudio del microbioma intestinal es un campo de investigacion emergente en la

carcinogénesis del CCR-EIl. Su interés radica en dos observaciones: primero, esta intimamente
relacionado con la inmunidad intestinal por lo que no se pueden entender los procesos
inflamatorios subyacentes sin estudiar el microbioma (142,143). Segundo, comparados con
controles sanos, los pacientes con Ell y CCR-Ell presentan perfiles de diversidad, cantidad y
composicidon microbidtica bien distintos, generalmente con tendencia a menor diversidad y
mayor abundancia de patégenos sobre comensales — una condicién que se ha denominado
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‘disbiosis’ (144). Por ejemplo, un estudio antiguo — de hace ya mas de veinte afios, demostré
una abundancia de Escherichia coli entero-invasivo en los pacientes con enfermedad de Crohn
(145). Otro estudio mas reciente encontré una disminuciéon de Fusobacteria, entre otros
microorganismos, en los CCR-Ell comparados con el CCR esporadico (146). Estas
observaciones sugieren que el microbioma juega un papel importante en la patogénesis de
estas enfermedades, si bien alin no esta claro su papel causal. La evidencia disponible sugiere
que el microbioma sano es esencial para preservar la resiliencia contra los microorganismos
patogénicos evitando el sobrecrecimiento de los ultimos y participando en mantener una
barrera intestinal intacta (147). La idea de que la inflamacién crénica junto con factores
microbianos que alteran la barrera intestinal lleva a la invasion epitelial transcelular y
paracelular de patégenos y la consiguiente potenciacidén del proceso inflamatorio, se ha
llegado a conocer como la hipdtesis del “suelo comudn” (147). Ciertas especies de
Campylobacter, por ejemplo, secretan una proteasa que altera la funcidn de la ocludina — un
componente integral de las zonulas occludens, y favorece asi la transmigracion paracelular de
otros microorganismos (148). En cambio, la hipdtesis del “germen alfa” postula que un
microorganismo agresivo y prooncogénico causa dafo epitelial directo, invade el tejido y
desplaza a otras bacterias comensales con efecto protector sobre la mucosa (149). El
microbioma sano también es importante para entrenar el sistema inmune intestinal de tal
manera que aprenda a no activarse frente a estimulos que bajo condiciones normales no
serian patogénicos. Esto lo logra, por ejemplo, a través de la induccién de células T
reguladoras o Tregs (tolerancia periférica) (150). Ademas de generar estimulos
proinflamatorios que promueven la carcinogénesis (ver arriba), es posible que los metabolitos
y otros productos microbianos afecten directamente la integridad del ADN, la regulacion
epigenética y el metabolismo de las células epiteliales contribuyendo asi a su progresion
neoplasica (151). Por ultimo, no se conoce completamente el origen de la disbiosis, aunque
es evidente que intervienen multiples factores. Si bien puede haber una susceptibilidad
genética del huésped para ser colonizado por ciertas cepas en lugar de otras, es probable que
factores dietéticos y ambientales cobren mayor importancia (143). Algunos de estos factores
pueden haber afectado el desarrollo de un microbioma sano ya en fases tempranas de la vida
(como el modo del parto, la lactancia, la exposicidn a antibidticos e infecciones), mientras que
la dieta (alta en grasa y baja en fibra) y el estilo de vida (tabaquismo y uso de antibiéticos)
pueden alterar un microbioma previamente sano. La influencia de la dieta sobre la
composicion del microbioma tanto a largo como a corto plazo se ha demostrado en varios
estudios (152,153). Por otro lado, existe evidencia clinica que una dieta baja en grasas y rica
en fibras puede reducir la inflamacién y la disbiosis en pacientes con colitis ulcerosa (154). El
advenimiento de métodos de secuenciacién masiva del ARN ribosomal 16S entre otras
técnicas ha hecho posible el estudio del microbioma de forma extensa, rapida y eficiente, y
seguira generando una abundancia de datos en los afios por venir (155). La promesa de esta
investigacion no solo recae en entender mejor la fisiopatologia sino también en desarrollar
nuevos métodos diagndsticos a base de perfiles de microbioma, por ejemplo para predecir el
riesgo de progresidon neoplasica (156). Otra posible aplicacion seria desarrollar nuevas
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terapias para alterar el microbioma mediante antibidticos, probidticos, prebidticos o
trasplante fecal con el fin de prevenir o tratar la progresién neopldsica (157). Sin embargo,
esta investigacion aun esta en su infancia.

1.3.Estrategias de Prevencion del Cancer Colorrectal

1.3.1. Generalidades sobre la Prevencion en el CCR

“Prevenir es mejor que curar” es un proverbio famoso que se suele atribuir a Erasmus
de Réterdam — un filésofo y humanista del siglo XV (1466 — 1536 d.C.). Esta frase hace
referencia al hecho de que las medidas que buscan prevenir el desarrollo de una enfermedad
no solo evitan el padecimiento causado por la misma sino también por los efectos adversos
de las pruebas diagndsticas y terapias que esta conlleva, teniendo en cuenta que, ademas, en
muchos casos de enfermedades cancerigenas estas no logran su curacién. Por otro lado,
desde Hipdcrates de Cos (460 — 370 a.C.), el padre de la Medicina Occidental, la maxima de
cualquier intervencién médica — sea preventiva, diagndstica o terapéutica, ha de ser “ayudar
y, ante todo, no dafar”. Estos dos principios de la Medicina son perfectamente aplicables a
las estrategias de prevencidn del CCR, las cuales pretenden obviar su aparicion y al mismo
tiempo evitar sufrimiento innecesario, sea fisico o emocional. De hecho, el CCR se considera
una enfermedad ideal para ser susceptible de medidas preventivas especificas y organizadas,
puesto que, como hemos visto en capitulos anteriores, supone un problema de salud muy
prevalente en nuestra sociedad, tiene consecuencias graves sobre la salud de los afectados y
se conocen lo suficientemente bien sus causas (genéticas y ambientales) y su historia natural.
Esta consiste en el desarrollo de CCR a través de una lesién premaligna (sea un adenoma, una
lesion serrada o una displasia asociada a inflamacién crénica) partiendo de una mucosa
colénica normal (ver el capitulo previo). Como este proceso tiende a ser lento en el CCR
(generalmente mas de 10 afios en la mayoria de los casos), las medidas preventivas tienen
una buena oportunidad para surtir efecto (84). Dicho de otra manera, si el CCR se desarrollase
de forma mds acelerada y/o sin el paso intermedio de una lesiéon premaligna como ocurre en
otros carcinomas (por ejemplo, el cdncer de pulmdn), no habria tiempo para prevenir o
detectar y tratar sus formas premalignas, o se tendrian que repetir las intervenciones con
intervalos tan cortos que aumentarian inaceptablemente la posibilidad de efectos adversos y
el consumo de recursos con consecuencias nefastas para el bienestar de los pacientes y los
sistemas sanitarios. Por ultimo, para el CCR existen medidas preventivas efectivas y con buen
perfil de seguridad a los tres niveles de prevencién: primaria, que consiste en eliminar el
riesgo antes de que aparezcan lesiones, por ejemplo a través de la modificacidon del estilo de
vida; secundaria, que consiste en detectar lesiones precancerosas o cancer en fase inicial
cuando aun es potencialmente curable a través del cribado de poblaciones de medio y alto
riesgo mediante pruebas diagnodsticas; y terciaria, que consiste en evitar el desarrollo de
nuevas lesiones o cancer mediante la vigilancia (158,159). Mientras que toda la poblacién es
susceptible de prevencidon primaria, la prevencidon secundaria se aplica en funcién de la
estratificacion del riesgo de CCR y esta se determina a base de factores personales, familiares
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y, en algunos casos, genéticos y moleculares (160). La poblacion de riesgo bajo es aquella
menor a 50 afios, sin historia personal ni familiar de neoplasia colorrectal y sin antecedente
personal de condiciones que predispongan a su desarrollo. Hoy en dia, en esta poblacién no
estd indicado el cribado. La poblacién de riesgo promedio es aquella mayor de 50 anos y sin
historia personal ni familiar de CCR y supone el grupo diana del cribado poblacional. Por
ultimo, los individuos con historia personal o familiar de neoplasia colorrectal o con
condiciones genéticas que incrementen el riesgo de CCR forman el grupo de riesgo alto. Entre
estas condiciones se hallan el sindrome de Lynch, la poliposis adenomatosa familiar y otras
formas de poliposis adenomatosa y hamartomatosa asi como el CCR familiar, el CCR tipo X, el
sindrome de poliposis serrada y la colitis ulcerosa de larga evolucién (160). Puesto que el
riesgo acumulado de CCRy la velocidad de su desarrollo varia notablemente entre las distintas
entidades dentro de este grupo, se han establecido recomendaciones de cribado y vigilancia
especificas para cada una de ellas. Comunmente, se suele empezar el cribado a edades mas
jévenes y realizar en unidades especializadas. La discusidon de las recomendaciones de todas
las formas de alto riesgo no estd al alcance de esta tesis por lo que se refiere a las guias
nacionales e internacionales de practica clinica publicadas: de la Asociacién Espafola de
Gastroenterologia (AEG, 2018) (160); la Sociedad Europea de Endoscopia Gastrointestinal
(ESGE, 2019) (161,162); la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO, 2015) junto con
la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO, 2015) (163); la US Multi-Society Task Force
(US-MSTF, 2014) (164); la Asociacion Canadiense de Gastroenterologia (CAG, 2018) (165); y
la Sociedad Britanica de Gastroenterologia (BSG, 2020) (166). La tabla 2 da un resumen
simplificado de la Asociacidn Espafiola de Gastroenterologia (AEG) y la Sociedad Europea de
Endoscopia Gastrointestinal (ESGE), las cuales son la referente para las recomendaciones en
el territorio espafiol. A continuacidn, se discutiran el potencial y las limitaciones del cribado y
seguimiento especifico en las dos condiciones de alto riesgo que son tema de esta tesis: el
sindrome de poliposis serrada y el CCR asociado a la colitis ulcerosa.
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CCR esporadico
Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF)?
Poliposis Adenomatosa Familiar atenuada (PAFa)?
Poliposis Adenomatosa asociada a MUTYH (PAM)?

Sindrome de Lynch?

Poliposis Adenomatosa asociada a la lectura de
Prueba de la Polimerasa (PPAP)
Poliposis asociada al gen NTHL1
Sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ)

Sindrome de Poliposis Juvenil (SPJu)
Sindrome de Cowden

Sindrome de Poliposis Mixta Hereditaria (SPHM)

Sindrome de Poliposis Serrada (SPS)

CCR familiar tipo X

Definicién AEG: solo si >2 FPG

CCR
familiaré Definicién ESGE: si >2 FPG o si al menos

1 FPG <50 afios

501
10-12 (AEG)
18-20 (AEG)
18-20 (AEG)

12-14 (ESGE)
12-14 (ESGE)
18 (ESGE)

25 (MLH1/MSH2)*

AD (=) 35 (MSH6/PMS2):

18-20 (AEG)

18-20 (AEG)
8 (si normal, siguiente a los 18) (AEG y ESGE)
15 (AEG) 12-15 (ESGE)
35 (AEG)
La AEG y la ESGE no lo especifican.
(hay muy pocas familias afectas, la mayoria judias)®
40 (o 10 afos antes del
diagndstico del familiar
afecto mas joven) (AEG)

45 para FPG (ESGE)

35 (o0 10 afios antes del diagndstico del familiar
afecto mas joven) (AEG)
Cumplen la definicién: 40 afios (o 10 afos antes del

diagndstico del familiar afecto mas joven)
No cumplen la definicién: a los 50 afios (igual que

cribado poblacional)

Cada 2 afiost
Cada 1-2 afios (AEG)2
Cada 2 afios (AEG)?
Cada 2 afios (AEG)?

Cada 1-2 afios (ESGE)?

Cada 1-2 afios (AEG) Cada 2 afios (ESGE)

Cada 2 aflos (AEG)2

Cada 2 afios (AEG)2
Cada 2-3 afios (AEG) Cada 1-3 afios (ESGE)
Cada 2-3 afios (AEG) Cada 1-3 afios (ESGE)
Cada 3-5 afios (AEG)

La AEG y la ESGE no lo especifican.?

Si normal, cada 5 afios (AEG y ESGE)

Si SPS, cada 1-3 afios segun los
pdlipos detectados.

Si SPS, cada 1-2 afios segun
los pdlipos detectados.

Cada 3-5 afios (AEG)

Cumplen la definicién: cada 5 afios

No cumplen la definicién: cada 10 afios (o TSOHi bianual)

Tabla 2 | Recomendaciones de la AEG (2018) y ESGE (2019) sobre el Cribado y la Vigilancia del CCR esporadico y los Sindromes de Alto Riesgo

1, La AEG recomienda el cribado del CCR esporadico mediante el TSOHi y realizar colonoscopia en caso de ser positivo. Si se ha hecho una colonoscopia directa y esta es negativa,
la AEG recomienda continuar con TSOHi bianual o colonoscopia cada 10 afios. 2, La AEG y la ESGE recomiendan ademas iniciar el cribado de cancer de duodeno al debut de los
adenomas en colon o a los 25-30 afios con una periodicidad de cada 5 afios. Si se detectan adenomas duodenales, recomiendan intervalos de vigilancia segun el estadio de
Spigelman. 3, Si se detectan adenomas en la colonoscopia, recomiendan la vigilancia anual. 4, Actualmente, en la mayoria de los centros de Espafia se estan siguiendo las
recomendaciones mas actualizadas de la ESGE. 5, Ziai J, et al. recomiendan comenzar el cribado en portadores de la mutacién a los 18 afios o 5 afios antes del diagndstico del
familiar afecto mas joven, y si negativo, realizar TSOHi anual y colonoscopia cada 5 afios: Genet Res (Camb) (2016) (167). 6, FSG y FTG no entran en esta definicion
independientemente de su nimero y edad. NOTA: Esta tabla solo hace referencia al cribado y la vigilancia del CCR. Sin embargo, algunos sindromes también incrementan el
riesgo para canceres de otros érganos que requieren pruebas de cribado adicionales que no se mencionan aqui. Abreviaturas: FPG, familiar de primer grado; FSG, familiar de
segundo grado; FTG, familiar de tercer grado; TSOHi, test de sangre oculta en heces inmunoldgico.
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1.3.2. Vigilancia en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Ell se asocia con un incremento de riesgo de CCR y este se correlaciona con la
duracidn, la extension, la gravedad y otros factores (ver primer apartado de la introduccién).
Es por ello que practicamente todas las sociedades cientificas internacionales y nacionales
recomiendan la vigilancia de pacientes con Ell en funcién de estas caracteristicas (fig. 14): la
Asociacion Americana de Endoscopia Gastrointestinal (ASGE, 2015) (168), la Organizacion
Europea de la Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa (ECCU, 2017) (109), el Grupo Espafiol
de Trabajo en Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa (GETECCU, 2021) (169) y la Asociacion
Espafiola de Gastroenterologia (AEG, 2018) (160). Mientras que las recomendaciones
concretas pueden variar entre las diferentes guias, todas concuerdan en dos aspectos
esenciales: primero, el control sostenido de la actividad inflamatoria mediante las terapias
disponibles es una medida eficaz de la prevencién primaria (107); y segundo, las estrategias
de vigilancia actuales como prevencion secundaria tienen como objetivo identificar y tratar la
displasia porque supone la lesidon premaligna del CCR asociado a la colitis. En cuanto a la
prevencion primaria, no existe ningun estudio controlado con placebo que haya evaluado la
eficacia de las diferentes terapias, ya que seria poco ético no ofrecer ningun tratamiento
antiinflamatorio a los pacientes afectos. Sin embargo, se ha visto que el tratamiento con 5-
ASA en la colitis ulcerosa es capaz de alcanzar la curacién mucosa y ademas presenta una
actividad antineoplasica (170,171). Un metaanalisis de 31 estudios observacionales del 2017
concluyod que el tratamiento con 5-ASA podria tener un efecto quimiopreventivo sobre el
desarrollo de la neoplasia colorrectal en la Ell (172). Sin embargo, un reciente metaanalisis de
cinco estudios del 2021 en pacientes con displasia de bajo grado no encontré una disminucion
estadisticamente significativa de su progresion hacia la neoplasia avanzada con el uso de 5-
ASA ni con tiopurinas (173). En cuanto a la prevencidn secundaria, aunque también solo hay
estudios de series de casos y de cohortes, la mayoria de las sociedades recomiendan realizar
una colonoscopia cada uno a cinco afos a partir de los ocho a diez afios del inicio de la
enfermedad, a menos que existan factores de riesgo especificos como la coexistencia de una
colangitis esclerosante primaria. Las dos cohortes antiguas mas grandes hasta la fecha son la
‘PALGA’ de Paises Bajos (2009) (174) y la del St. Mark’s Hospital (2015) (107). La primera
demostrd una supervivencia por CCR a los cinco anos del 100% en el grupo con vigilancia
frente al 74% en el grupo sin vigilancia. El segundo demostré que la tasa de CCR avanzados y
de CCR de intervalo han disminuido significativamente tras la introduccién de la vigilancia
mientras que la deteccidn de displasias y CCR en fases precoces han aumentado (por un factor
de 2,5). Ademads, existe evidencia preliminar que la vigilancia endoscépica podria ser coste
efectiva (175). No obstante, aun falta evidencia inequivoca sobre una serie de cuestiones
practicas. Por ejemplo, sobre los intervalos de vigilancia, la utilidad de las técnicas
endoscdpicas avanzadas para aumentar la deteccidn de displasia, la indicacién y la mejor
estrategia quirurgica, y, sobre todo cuadl seria el manejo mas oportuno en caso de detectar
una displasia. Basandose en la observacion que el riesgo de CCR se asocia a ciertos factores
de riesgo, las guias de practica clinica europeas recomiendan ajustar los intervalos de
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vigilancia tras estratificacion del riesgo (fig. 14). La AEG, por ejemplo, recomienda realizar
colonoscopias cada uno a dos afios en los pacientes con factores de alto riesgo: pacientes que
hayan tenido una colitis extensa (>50% del colon), actividad grave, estenosis o displasia en los
ultimos cinco afos, una historia familiar de CCR menor a 50 afios o que presenten una
colangitis esclerosante primaria concomitante. En caso de una colitis extensa, pero de
actividad moderada-leve, la presencia de pseudopdlipos y/o una historia familiar de CCR
mayor a 50 aios, la AEG recomienda un intervalo de dos a tres afios, y en los casos sin factores
de riesgo un intervalo de cada cinco afios (160). A pesar de que esta estrategia parece
disminuir el riesgo de CCR, basarse solamente en la endoscopia es claramente subdptimo, ya
gue existen varias limitaciones a la hora de detectar y diagnosticar la displasia. En primer
lugar, sus bajas tasas de deteccién durante la colonoscopia (176,177). De hecho, en piezas de
colectomia realizada por haber detectado una displasia de alto grado se ha detectado un alto
numero de neoplasias sincrénicas (178). Ademads, los cdnceres de intervalo son mads
frecuentes en los casos asociados a la Ell en comparacién con los casos esporadicos (15% vs.
5,8%, respectivamente, P<0,001) (179,180). Estas dos observaciones se deben a lesiones
displasicas no detectadas o no resecadas completamente. Similar a las lesiones serradas en
el SPS, las lesiones displasicas a menudo se escapan de la deteccidén endoscdpica porque la
mayoria son planas, sutiles, menores a 10 mm y/o asientan en una mucosa con cambios
inflamatorios crénicos dificultando la diferenciacion de estas de la displasia (fig. 12) (111). Por
este motivo, durante mucho tiempo se recomendé la toma de biopsias aleatorias multiples
cada 10 cm de colon para identificar posibles focos de displasia invisible. Sin embargo, esta
estrategia no solo conlleva una enorme carga para los servicios de Anatomia Patoldgica? sino
también tiene un bajo rendimiento siendo tan solo una entre mil biopsias positiva para
displasia (181). Por eso, se ha abandonado esta recomendacién a favor de realizar solo
biopsias dirigidas de lesiones sospechosas de displasia, siempre y cuando se realice con la
técnica de pancromoendoscopia y en ausencia de condiciones que puedan impedir una
inspeccién detallada de toda la mucosa (por ejemplo, por la presencia de multiples
pseudopdlipos, una marcada desestructuracion del colon o ante la sospecha de displasia
multifocal invisible) (160). La pancromoendoscopia es una técnica que utiliza un colorante
azul para tefir la superficie mucosa y asi aumentar el contraste de las criptas. Mientras que
la utilidad de las técnicas endoscépicas avanzadas (aun) es motivo de debate en el SPS, existe
evidencia convincente que la pancromoendoscopia convencional en la vigilancia de la Ell es
superior a la luz blanca — incluso en manos inexpertas y con endoscopios de alta definicion
(111). Asimismo, la pancromoendoscopia con biopsias dirigidas ha demostrado ser mas coste-
efectiva que la endoscopia con luz blanca convencional y biopsias aleatorias (175). Aunque
las GPC auin no recomiendan la cromoendoscopia virtual, ya hay evidencia que sugiere que al
menos no es inferior a la cromoendoscopia convencional (21,5% vs. 21,1%) pero tiene la
posible ventaja de un acortamiento del tiempo de exploracion (de unos siete minutos en un
estudio controlado prospectivo multicéntrico) (182). Otro reto en el diagnédstico de la

2 Una recomendacidn de realizar biopsias de los cuatro cuadrantes cada 10 cm resultaria en una media de 30 a
40 biopsias por paciente y exploracién.
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displasia es la poca concordancia entre observadores —tanto entre endoscopistas como entre
especialistas de Anatomia Patoldgica — para distinguir las lesiones displasicas de las
alteraciones morfolégicas asociadas a la inflamacién (105). Por esta razén, las biopsias
clasificadas como “indefinido para displasia” son muy frecuentes por lo que las sociedades
recomiendan que las lesiones sean revisadas por otro/a patdlogo/a y que al menos uno/a de
ellos/as tenga experiencia en patologia del aparato digestivo. En un estudio holandés, esta
estrategia ha demostrado disminuir de forma notable la progresion a neoplasia avanzada en
el caso de las lesiones indefinidas (de un 21% a un 5% a los cinco afios), mientras que la
progresion incrementd en las de bajo grado (110). Por otro lado, la pobre concordancia
interobservador también es aparente a la hora de distinguir la displasia de bajo grado de la
de alto grado (183). Por ultimo, la dificultad para distinguir fiablemente la displasia asociada
a colitis de los adenomas espordadicos con displasia (184,185).

1 Prevencion 2 Prevencion '3 Prevencion
. . —- r3 . — - ‘/‘ . .
Primaria Secundaria = Terciaria
Curacion mucosa Evitar la progresion neopldsica Evitar la recidiva

= Cribado para detectar y tratar
lesiones displasicas

= Control sostenido de la actividad
inflamatoria

= Detectar y tratar nuevas lesiones
displasicas o cancer

v SASA v Inicio a los 8 afios de enfermedad
0 a los 50 afios de edad!

v' Pancromoendoscopia con biopsias
dirigidas de lesiones sospechosas

v/ Reseccién endoscépica?
v (Procto)colectomia total2
v’ Vigilancia endoscépica cada 1-2

v Tiopurinas?
v’ Bioldgicos?

= o afios
v’ Reseccién endoscépica2
v’ Colectomia2
Riesgo alto Riesgo intermedio Riesgo bajo
* Colitis extensa con actividad grave  * Colitis extensa con actividad * CU o Crohn con <50% extension,
* Estenosis o displasia en los moderada/leve no activa y sin factores de riesgo
ultimos 5 afios * Pseudopdlipos intermedio o alto

* CCRen FPG <50 afios * CCRen FPG 2 50 afios
* Colangitis esclerosante primaria

} ! !

Pancromoendoscopia Pancromoendoscopia Pancromoendoscopia
cada 1-2 afios cada 2-3 afios cada 5 afios

Limitaciones de la endoscopia con biopsias:
Baja tasa de deteccion de displasias
Baja concordancia entre endoscopistas
Baja concordancia entre patélogos/as®
Alta tasa de lesiones ‘indefinidas para displasia’ (ID)

Figura 14 | Prevencidn del CCR asociado a la Ell (simplificado) y estratificacion del riesgo
para los intervalos del cribado mediante pancromoendoscopia

Recomendaciones de la AEG. 1, Lo que ocurra primero. 2, El tamafio y nimero de las
lesiones, la viabilidad de una reseccidn en bloque y completa, y la presencia de displasia
de alto grado o cancer en la lesion o la mucosa adyacente definiran el tipo de tratamiento
definitivo. 3, Para diferenciar displasia de bajo grado, displasia de alto grado y lesiones
reactivas. Abreviaturas: FPG, familiar de primer grado; CU, colitis ulcerosa. Fuente:
elaboracién propia inspirada por Cubiella J, et al. Gastroenterol Hepatol (2018).
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Las dificultades para detectar y diagnosticar con precision la displasia como lesidn premaligna
del CCR asociado a la colitis y las desventajas de la colonoscopia como método invasivo y
costoso han llevado a la busqueda de biomarcadores alternativos, mds robustos, objetivos y
minimamente o no invasivos (186). La idea es disponer de biomarcadores en heces, sangre o
biopsias rectales que permitan una mejor estratificacion del riesgo para presentar displasia o
cancer. En este escenario solo se haria una colonoscopia completa en caso de positividad del
biomarcador. En cambio, si el resultado fuera negativo, se continuaria con el cribado anual
mediante la determinacion del biomarcador poco o no invasivo. Para poder evitar la
colonoscopia como prueba de cribado, los biomarcadores tienen que ser muy sensibles para
detectar la displasia y al mismo tiempo lo mas especifico posible para evitar exploraciones
innecesarias. Dos aspectos de la fisiopatologia del CCR asociado a la colitis han despertado
gran esperanza en el desarrollo de tales biomarcadores. Primero, se han detectado
alteraciones moleculares asociadas a la displasia antes de la aparicion de displasias
macroscépicamente visibles siendo potenciales biomarcadores precoces de la progresion
neoplasica. Por ejemplo, la inestabilidad cromosdmica y las variantes patogénicas en el gen
TP53 se asocian a la progresion neoplasica en los pacientes con colitis ulcerosa, son eventos
tempranos en la carcinogénesis y potencialmente detectables en sangre (121,187,188). Sin
embargo, si bien el CCR asociado a la colitis se distingue molecularmente del CCR esporadico
en que el Ultimo solo presenta variantes patogénicas en el TP53 en fases tardias, es obvio que
no deja de ser un marcador poco especifico para el CCR asociado a la colitis (188). De la misma
manera es evidente, que la prueba de sangre oculta en heces — muy valiosa en el cribado del
CCR esporadico, no sirve para la deteccidn precoz de cancer en los pacientes con Ell, ya que
la mucosa inflamada y friable ocasionaria demasiados falsos positivos. Segundo, se han
detectado alteraciones moleculares que estdn presentes tanto en biopsias de lesiones
neoplasicas como en las de tejido distante no-neoplasico, pero no en pacientes sin presencia
de displasia o cancer. Similar al SPS, esta observacién fortalece la hipdtesis de que existe un
defecto de campo que predispone a la progresidon neoplasica también en la colitis ulcerosa.
Por ejemplo, en un estudio el promotor del gen EYA4 se encontrd hipermetilado en mucosa
de lesiones neoplasicas y no-neoplasicas de pacientes con neoplasia, pero no en pacientes sin
evidencia de la misma (189). Ademas, en un estudio que analizé la expresion génica en
biopsias rectales de pacientes que presentaron una progresion neoplasica comparado con los
gue no la presentaron, se describié un panel de veinte genes que era capaz de distinguir los
pacientes con cancer con una precision del 83% y tenia un valor predictivo negativo del 100%
(190). Aunque han sido estudios con un numero reducido de pacientes y aun faltan estudios
de validacién, es evidente que abren la puerta a buscar biomarcadores prondsticos en
biopsias rectales sin evidencia de displasia. Los microARN son candidatos ideales para
biomarcadores debido a su pequefo tamafio, estabilidad en muestras bioldgicas,
disponibilidad en muestras de sangre (microARN circulantes), capacidad de regular cientos de
ARNm, y su numero total relativamente pequefio en comparacion con los ARNm (fig. 13). Es
mas, los microARN se han relacionado con procesos patogénicos como las vias de sefalizacién
inflamatoria, la transicion epitelio-mesénquima, las células madre cancerosas y la metastasis

73



(191-193). En el CCR asociado a la colitis, la evidencia sobre el papel de los microARN en la
inflamacién y la carcinogénesis es menos abundante en comparacién con el CCR esporadico,
pero varios estudios han encontrado resultados preliminares prometedores (137,194,195).
Aunque la mayoria de los estudios anteriores se centraron en patrones de expresion
especificos de la enfermedad tanto en la colitis ulcerosa como en la enfermedad de Crohn,
algunos han identificado microARNs expresados diferencialmente en el CCR asociado a la
colitis (138,196-198). No obstante, estos estudios tienen varias limitaciones: un tamafo
muestral pequefio, la ausencia de validacidén en cohortes independientes, la falta de inclusién
de la displasia como lesidén premaligna, y la ausencia de comparacion del perfil de expresion
con el CCR esporadico. A pesar del creciente conocimiento de los microARN como reguladores
tanto en la inflamacién mantenida y la carcinogénesis asociada a la inflamacidn, estos
procesos aun no se entienden en profundidad y se necesita mas investigacion para encontrar
biomarcadores para el uso clinico, por lo que este ha sido uno de los principales objetivos de
esta tesis.

1.3.3. Vigilancia en el Sindrome de Poliposis Serrada

La Evolucidn de las GPC sobre la Prevencion del SPS
En el primer capitulo de la introduccidn se ha descrito que el SPS se diagnostica en

aproximadamente una de cada 200 colonoscopias de cribado debidas a una prueba de sangre
oculta en heces positiva (48,199). Aunque era bien conocido que algunos pacientes
presentaban multiples y/o grandes pdlipos hiperplasicos y, de hecho, se describié este
sindrome hace ya mas de cuarenta afos, no se recomendd un seguimiento endoscépico
especifico hasta al menos la primera década de los afios 2000, dado que se consideraba que
su lesion de base no tenia potencial de malignizacion (46,200,201). No obstante, al observar
una prevalencia de CCR mucho mayor en pacientes con SPS comparado con la poblacién
general y una incidencia acumulada durante su seguimiento también mayor (hasta el 7% en
algunas series), se empezd a reconocer el papel de las lesiones serradas como lesiones
preneoplasicas y recomendar su tratamiento y vigilancia de forma mas estrecha (50,202—
204). Ademas, se empezd a considerar el adenocarcinoma serrado como una nueva
subentidad fenotipica y molecular de CCR y su relacién con las lesiones serradas como sus
posibles precursoras (88,101). Como consecuencia, en 2010 la OMS definié los primeros
criterios unificados para diagnosticar el SPS (fig. 15) lo cual ayudd a estandarizar el manejo y
facilitar la investigacion sobre esta nueva entidad (205). En 2012, un panel de expertos/as
publicé la primera GPC que recomendd la reseccion de todas las lesiones serradas. Esto incluia
también a los pdlipos hiperpldsicos con la Unica excepcion de los PH menores a4 mm en recto-
sigma. En aquellos casos diagnosticados con CCR o en los que no se consiguiera la reseccion
endoscépica de todas las lesiones serradas por su multiplicidad o dificil localizacidn, se
recomendaba la reseccidon quirurgica (55). Estas medidas suponen el primer paso en el
manejo del SPS a la que se denomina fase de control de pdlipos o ‘clearance’, en inglés.
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2010 2019

I. 25 polipos serrados proximales =P |. 25 polipos serrados proximales
al sigma siendo 2 0 mds >10 mm al recto, todos 25 mm y al
menos dos 210 mm

Il. Cualquier nUmero de pdlipos

serrados proximales al sigma en Il. >20 pdlipos serrados de
un familiar de ler grado con SPS cualquier tamano, distribuido
por todo el colon, pero al menos
lll. >20 pdlipos serrados de 5 proximales al recto

cualquier tamafio, pero
distribuido por todo el colon

Figura 15 | Definicidn antigua y actual del Sindrome de Poliposis Serrada

El panel de expertos/as también recomendd el seguimiento endoscdpico anual de estos
pacientes siendo este el segundo paso en el manejo del SPS y la fase de vigilancia o
‘surveillance’, en inglés. Ademas, se sugirid empezar el cribado de los familiares de primer
grado mediante colonoscopia a partir de los cuarenta afos o diez afios antes del diagndstico
de SPS en el familiar afecto mas joven, continuando con intervalos de cinco afios 0 menos en
funcién de la presencia, numero y tamafio de los pdlipos serrados detectados, si bien los
autores ya advirtieron de que la base cientifica aun era débil para esta recomendacién (55).
Estos consejos aumentaron notablemente el nimero de colonoscopias en estos pacientes —
una prueba no exenta de riesgos y con baja-moderada aceptacién por parte de la poblacién.
Ademas, durante los afios subsiguientes se vio en los estudios prospectivos y/o multicéntricos
que la gran mayoria de los CCR se diagnostica en el momento del diagndstico de SPSy que su
incidencia durante el seguimiento era menor que la anteriormente descrita (51-53,206).
Aunque es posible que las tasas de incidencia mas reducidas se aproximen mejor a la realidad
debido a la mejor calidad de disefio de estos estudios mas recientes, también es verdad que
se realizaron en centros de tercer nivel con endoscopistas bien concienciados de esta entidad
y bien entrenados en la deteccidn y reseccion de las lesiones serradas llevando a un mejor
nivel de control del sindrome. Por otro lado, se vio que la agregacién familiar era poco
frecuente y el estudio prospectivo de Hazewinkel y colegas del 2015 demostré un bajo
rendimiento de la colonoscopia de cribado en FPG para detectar CCR (no se detectd ningun
caso en 77 FPG de 36 pacientes indices con SPS) (63). Como consecuencia, se propuso que
una vigilancia anual para los FPG con alguna lesidn serrada (antiguo criterio Il de la OMS) era
excesiva y que seria mejor individualizar la estrategia en funcién del numero, tamafio y
patologia de las lesiones encontradas (207). Ademads, en 2019 el antiguo criterio Il quedd
obsoleto en la nueva definicidn del SPS de la OMS (fig. 15). También era evidente que el SPS
presenta fenotipos muy variables con riesgos de CCR bien diferentes. Asi, la combinacion de
los criterios | y Ill parecié tener mayor riesgo de desarrollar neoplasias avanzadas que el
criterio | solo y este mayor que el criterio Il solo (53,208,209). Adicionalmente, se
identificaron factores de riesgo de desarrollar CCR independientes como son la presencia de
varias lesiones proximales (es decir, al angulo esplénico), la presencia de lesiones mayores de
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10 mm y/o con displasia y la presencia de adenomas avanzados (52,209). En base de estas
observaciones y la reducida incidencia durante la vigilancia (surveillance), siempre y cuando
se hayan erradicado todas las lesiones serradas en la primera fase (clearance), se ha
propuesto que se pueden relajar los intervalos de vigilancia y personalizar en funcién del
fenotipo concreto (53). No obstante, aun faltan variables utiles para identificar aquellos
pacientes con bajo riesgo de lesiones incidentes.

En este sentido, a dia de hoy las GPC estan sujetas a la actualizacion frecuente basandose en
la nueva evidencia cientifica. La Sociedad Europea de Endoscopia Gastrointestinal (ESGE,
2019) tiene publicada la guia mas reciente y recomienda realizar la siguiente colonoscopia en
un ano en presencia de una o mas lesiones avanzadas (definidas como mayores de 9 mm,
cualquier tipo de displasia en una LS, displasia de alto grado en un adenoma, componente
velloso en un adenoma o un adenoma serrado tradicional), cuando hay cinco o mas lesiones
no avanzadas o cuando se ha tenido que realizar una reseccidon quirurgica por CCR. En
ausencia de estos factores, la ESGE recomienda un intervalo de dos afios (161). La ESGE sigue
recomendando el cribado en los FPG de afectos por SPS, empezando a los 45 afos y con una
periodicidad de cinco aiflos (o menos en funcién de los pdlipos encontrados). En vista de la
baja evidencia de riesgo de CCR en los FPG, en nuestro centro (Hospital Clinic de Barcelona)
hemos decidido en el protocolo actual no realizar seguimiento endoscépico en aquellos FPG
sin diagndstico de SPS ni lesidn serrada en la colonoscopia de cribado y derivarlos al programa
de cribado poblacional. Aparte de que aun faltan estudios sobre su coste-efectividad, a dia de
hoy existen varias otras cuestiones sin resolver en el cribado y seguimiento del SPS. Primero,
aquellos pacientes que son potenciales candidatos a tratamiento quirdrgico, sea por
imposibilidad de control endoscdpico de las lesiones serradas o por haber detectado un
cancer invasivo, no estd claro cudl es la estrategia quirdrgica mdas oportuna
(proctocolectomia, colectomia total o segmentaria) y tampoco hay datos sobre la efectividad
del seguimiento endoscopico del remanente rectal o coldnico postcirugia. En un pequefo
estudio retrospectivo de 48 pacientes con una mediana de seguimiento de cinco afios post-
colectomia (sub)total no se detecté ningln cdncer y el riesgo de neoplasia avanzada era
inferior al veinte por ciento, lo cual hace cuestionar la utilidad de unos intervalos de vigilancia
estrechos en estos pacientes (206).

El tiempo del fin de seguimiento es otro tema no resuelto. No existen datos especificos para
el SPS, pero para el cribado de CCR esporadico se ha estimado que la edad éptima para
suspenderlo se encuentra entre los 75 y 85 afios, ya que a partir de esta edad otras causas de
muerte superan aquella por CCR (210). Basandose en estas estimaciones, la ESGE recomienda
en su GPC del 2016 sobre el seguimiento post-polipectomia un fin de vigilancia entre 75y 85
anos, individualizando cada caso en funcidn de la calidad y expectativa de vida del paciente,
sus comorbilidades y los hallazgos en la ultima colonoscopia. La ESGE repite esta declaracion
en su actualizacién del 2020 y sin concretar sobre el SPS por falta de nueva evidencia
(211,212).
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El Manejo de los oligo-SPS o SPS-like
También falta evidencia sobre el manejo éptimo de pacientes que presentan una Unica lesién

serrada de gran tamafio (=20 mm), o varias lesiones serradas, pero sin cumplir los criterios de
la OMS para SPS. Esta situacion se ha denominado oligo-SPS o SPS-like. Un estudio de Australia
del 2018 sugirio que el numero de polipos y las caracteristicas clinicas no diferian entre los
pacientes con SPSy oligo-SPS y que la frecuencia de displasia en las lesiones de mayor tamafio
era similar en ambos grupos. Por eso, concluyeron que los pacientes con oligo-SPS
probablemente podrian beneficiarse de la misma vigilancia. Sin embargo, este estudio fue
unicéntrico, retrospectivo y solo incluyé a 67 pacientes con SPS, 53 pacientes con una lesién
serrada solitaria 220 mm y 26 con oligo-SPS (213). También hay que enfatizar que una gran
parte de pacientes con oligo-SPS podria ser en realidad un SPS no diagnosticado debido a
lesiones no detectadas. De hecho, en un estudio prospectivo, el diagndstico de SPS se triplicd
en la colonoscopia de control un afo después en los pacientes con alguna lesion serrada en
la primera colonoscopia (49). Esta falta de deteccion de lesiones y, como consecuencia, los
diagnosticos perdidos de SPS es de facto el mayor problema en el manejo de estos individuos
hoy en dia. Por ello, similar a lo que esta publicado para mejorar la deteccidon de adenomas,
para conseguir una buena tasa de deteccidn de lesiones serradas es imprescindible una alta
calidad de la técnica endoscdpica que incluya una correcta preparacion del colon, un tiempo
suficiente de retirada (superior a siete minutos) y un adecuado nivel de entrenamiento del
endoscopista (214,215). En comparacién a los adenomas, las lesiones serradas presentan
unas caracteristicas morfoldgicas y topoldgicas que afiaden una dificultad adicional para su
deteccidn, puesto que suelen ser planas, palidas, a menudo cubiertas por moco y localizadas
en colon derecho, de tal forma que incluso lesiones grandes pueden pasar desapercibidas (fig.
4) (216,217). Como consecuencia, la tasa de canceres de intervalo, definido como el cancer
que ocurre tras una colonoscopia sin cancer, es especialmente alta en estos pacientes. Asi, en
un estudio poblacional de Paises Bajos, cada punto de aumento de la tasa de deteccién de
lesiones serradas (TDLS), disminuye el riesgo de un cancer de intervalo en un 7%, por lo que
los autores concluyeron que la implementacién de la monitorizacion de la TDLS (junto con la
tasa de deteccion de adenomas) podria optimizar la prevencion del CCR (218). Sin embargo,
faltan datos para definir la TDLS dptima, ya que existe una gran heterogeneidad en la
prevalencia de las lesiones serradas entre los diferentes estudios debido a las diferentes
definiciones de estas en el pasado. En una revisidn sistematica y metaanalisis reciente se ha
estimado una prevalencia de lesiones serradas sésiles del 2% y de lesiones serradas
proximales del 10% en la poblacién de riesgo medio (219).
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Figura 16 | Manejo del SPS y FPG con SPS segtn la guia de la ESGE (2019)

Grafica: elaboracién propia. Referencia de la guia: Van Leerdam M et al. Endoscopy (2019).
Abreviaturas: BBPS, Boston Bowel Preparation Scale; ESGE, Sociedad Europea de
Endoscopia Gastrointestinal; FPG, familiar de primer grado; SPS, Sindrome de Poliposis
Serrada.

Las Técnicas Endoscdpicas Avanzadas para Mejorar la Deteccion de Lesiones Serradas
Con la intencién de aumentar la deteccidon de las lesiones serradas se han empezado a

investigar varias técnicas endoscépicas avanzadas para mejorar su visualizacion, pero la
evidencia sobre su utilidad aun es contradictoria. Un estudio espafiol multicéntrico encontro
que la pancromoendoscopia mejora significativamente la tasa de deteccién de lesiones
serradas (TDLS) proximales al sigma comparado con luz blanca y alta definicion (0,40 vs. 0,24,
P=0,001) (220). Otro estudio aleatorizado y controlado reciente demostré que el uso de una
solucion con acido acético en lugar de una solucidn salina normal para irrigar el colon durante
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la endoscopia también podria mejorar la deteccién de lesiones serradas sésiles (221). En
cuanto a las técnicas de cromoendoscopia virtual, la cual se basa en la modificacion digital
post-procesamiento de la imagen e incrementa el contraste de la superficie mucosa y/o de
estructuras vasculares en tiempo real, un metaanalisis del 2019 compard el NBI (Olympus), el
iScan (Pentax), el BLI y el LCI (ambos de Fujifilm) con luz blanca y alta definicién, y solo
demostré superioridad para el NBI (222). Este resultado fue corroborado en otro metaanalisis
del 2020 que incluyd seis estudios con NBI (223). Por otro lado, un estudio prospectivo
reciente del 2022 ha demostrado que LCl también es capaz de detectar mas lesiones serradas,
mientras que otro estudio del 2021 concluyd que el NBI no mejoraba la tasa de deteccion de
lesiones serradas, siempre y cuando las endoscopias fueran realizadas por endoscopistas
experimentados (224,225). Ademas, otro estudio aleatorizado y controlado que comparé el
NBI con luz blanca y alta definicion tampoco demostré mayores tasas de deteccidén en
pacientes que habian tenido alguna lesidn serrada previa pero sin cumplir los criterios para el
SPS (226). Existe evidencia de al menos tres metaandlisis, que sugiere que las técnicas que
usan agua (recambio de agua o sumersidn en agua) en lugar de gas para la exploracién del
colon podrian favorecer la deteccion de lesiones serradas (223,227,228). El hecho de que las
lesiones serradas a menudo son planas o plano-elevadas dificulta su deteccidn,
particularmente cuando se encuentran detras de un pliegue o en un dngulo. Para no perder
estas lesiones, el endoscopista ha de adoptar una maniobra de entrar y salir varias veces por
cada pliegue idealmente aplanandolo mediante la punta del endoscopio. Sin embargo, estas
maniobras aumentan considerablemente el tiempo de exploracidn. Por eso, la industria ha
desarrollado un amplio abanico de complementos que se conectan en la punta del
endoscopio (ingl. add-on) que ayudan a aplanar pasivamente los pliegues durante la retirada
del endoscopio. Un metaanalisis del 2020 analizd los resultados de doce estudios con
diferentes add-ons (endocap: 2; endocuff: 3; endocuff vision: 3; endorings: 2; G-EYE: 1,
Amplif-EYE: 1) y encontré que estos complementos podrian ser de utilidad para mejorar la
deteccidn de las lesiones serradas, particularmente el endocuff vision con el que observaron
casi una duplicacion en la deteccidon de las mismas (RR=1,88; 95%IC 1,11 — 3,19(223). No
obstante, en un estudio espafiol multicéntrico del 2019, que no esta incluido en este
metaanalisis, y que analizo el endocuff en pacientes con SPS en fase de vigilancia, su uso no
aumenté significativamente el nimero de lesiones serradas detectadas por paciente
comparado con luz blanca y alta definicién (5,8 vs. 5,0, respectivamente; P=0,36) (229). En
conclusién, las recomendaciones sobre el uso de técnicas endoscdpicas avanzadas en el
diagndstico y/o seguimiento de lesiones serradas se ven obstaculizadas por una falta de
evidencia clara. También hay que tener en cuenta que la mayoria de los estudios se han
llevado a cabo en centros expertos y que probablemente exista un sesgo de publicacién a
favor de resultados positivos. Ademas, su aceptacion en la practica clinica va a depender
también de factores practicos: su potencial para alargar o acortar el tiempo de exploracion,
el entrenamiento previo necesario por parte del endoscopista y, evidentemente, su coste
adicional y su disponibilidad. Para el SPS faltan estudios sobre estos aspectos.
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Biomarcadores Genéticos y Epigenéticos para el Riesgo de SPS y CCR
La observacion de una cierta agregacion familiar del SPS, asi como un aumento de riesgo de

CCR en los pacientes ha llevado a la busqueda de variantes genéticas en linea germinal que
pudieran conferir una predisposicion para su desarrollo, y asi identificar individuos que se
beneficiaran de un cribado y/o vigilancia endoscépica mas rigurosos. Sin embargo, a dia de
hoy no se han podido cumplir estos objetivos. Si bien es cierto que se han identificado
variantes patogénicas en algunos individuos y familias, por ejemplo, de los genes RNF43,
MUTYH y PTEN, estas solo se encuentran en un nimero muy reducido de afectos. Ademas,
MUTYH y PTEN suelen presentar cuadros clinicos que se solapan con otros sindromes
polipdsicos debido a la presencia de un gran nimero de adenomas o hamartomas. Como
consecuencia, su utilidad como biomarcador especifico para el SPS es, como minimo,
cuestionable (230-233). Las variantes patogénicas en el gen RNF43 — un regulador negativo
de la via de sefnalizacion WNT, son las que mds se han asociado con la via serrada. No
obstante, un estudio reciente del 2021 no encontré ninguna variante patogénica
constitucional en este gen. Asimismo, al analizar las mutaciones somaticas en lesiones
serradas esporadicas y adenomas convencionales en pacientes con sindrome de Lynch, este
estudio concluyd que su aparicién no era ni un evento temprano en la carcinogénesis del CCR
serrado ni especifico para las lesiones serradas (234). Debido a la falta de evidencia,
actualmente ninguna sociedad cientifica recomienda el uso de pruebas genéticas, con la
excepcion de la Sociedad Britanica de Gastroenterologia, la cual recomienda considerar el
estudio genético mediante paneles en los afectos menores a cincuenta anos, en familias con
multiples afectos y si se detecta displasia en alguna de las lesiones (166). El Colegio Americano
de Gastroenterologia en su guia mas antigua del 2015 solo recomienda el andlisis del gen
MUTYH en los pacientes con SPS si presentan multiples adenomas concomitantes (235). Los
resultados de los estudios mas recientes que usan paneles han sido mas esperanzadores,
aunque el numero de los individuos analizados suele ser limitado y la interpretacién de las
variantes encontradas pueden causar dudas. En un estudio del 2022 en el que se usé un panel
de quince genes en 73 de 173 pacientes con SPS se pudo identificar una variante patogénica
en 7 de 73 individuos (9,6%): MUTYH (n=2), SMAD4 (n=1), CHEK2 (n=2), POLD1 (n=1) y RNF43
(n=1) (21). Sin embargo, hay que hacer hincapié en que la evidencia disponible sugiere que la
agregacion familiar probablemente sea poco frecuente, que la predisposicion siga un patron
poligénico y que la base de la patogenia del SPS sean los cambios epigenéticos,
particularmente en las fases iniciales. Esto también explicaria su mayor asociacion con
factores ambientales como el consumo del tabaco (236). Por eso, resulta muy atractivo buscar
nuevos biomarcadores a nivel de la metilacién del ADN. Otro punto a su favor es que se han
detectado alteraciones epigenéticas en mucosa de aspecto macro y microscdpicamente
normal (96). La observacién de que los pacientes con antecedentes de cancer o pélipos
colorrectales son mas propensos a desarrollar lesiones metacrdnicas que aquellos sin estas
lesiones previas, ha llevado a la hipétesis de la cancerizacion del campo (o defecto del campo)
(237,238). Segun esta hipdtesis, algunas alteraciones genéticas y epigenéticas surgen en el
epitelio colénico de forma parcheada (en campos) y predisponen a la formacién de pélipos'y,
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finalmente, cancer. Esto es particularmente evidente para las lesiones serradas proximales
donde la metilacién aberrante del ADN de un panel de genes especifico (panel ‘CIMP’)
detectado en la mucosa normal se asocié con la presencia de lesiones serradas proximales
avanzadas (239). Desde un punto de vista clinico, se ha propuesto que estas alteraciones en
la mucosa normal podrian aprovecharse como una herramienta para identificar de forma muy
precoz a los pacientes con alto riesgo de presentar o desarrollar lesiones (96). Sin embargo,
las implicaciones clinicas de esta hipdtesis aln no se han estudiado en profundidad. La
vigilancia mediante colonoscopia intensiva en el SPS es costosa e incdmodo para los
pacientes. Ademas, estudios recientes sugieren que el riesgo de desarrollar cdncer bajo
vigilancia es bajo y que los pacientes con menor riesgo podrian beneficiarse de la relajacion
de los intervalos (53). Para optimizar el manejo de estos pacientes, esta claro que primero
debemos comprender mejor los fundamentos moleculares de la via serrada para luego
disponer de biomarcadores moleculares para una mejor prediccion del riesgo de cancer. El
segundo proyecto de esta tesis pretende contribuir a este objetivo.

1.4.El Microambiente Tumoral del Cancer Colorrectal

1.4.1. ElIRol del MAT para la Iniciacion, Progresion y Metastasis

Los Rasgos Distintivos del Cancer
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Figura 17 | Rasgos Distintivos del Cancer
Gréfica extraida y traducida de: Hanahan D., Cancer Discov. 2022 Jan;12(1):31-46.
doi: 10.1158/2159-8290.CD-21-1059
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En 2011, con el fin de guiar la investigacion y el desarrollo de nuevas terapias, Hanahan
y Weinberg presentaron un modelo organizativo con el que intentaron gestionar la
complejidad molecular y celular de cualquier tipo de cancer a través de la definicién de ocho
rasgos distintivos, que en una actualizacidon del 2022 fueron ampliados a catorce (fig. 17)
(240,241). En los capitulos previos de la introduccion se han explicado algunos de los
mecanismos que subyacen a los cuatro primeros rasgos en el CCR: [1] la proliferacidon
sostenida (activacién de la via MAPK), [2] la evasion de las seiiales supresoras de
crecimiento, [3] la resistencia a la muerte celular (apoptosis, TP53), y, [4] la adquisicion de
una inmortalidad replicativa, es decir un estado stem cell-like (activacién de la via WNT).
Cuando un tumor crece rapidamente, sus células pronto entraran en una competicion por
oxigeno, nutrientes y sefiales de crecimiento lo cual causara la muerte de muchas de ellas.
Como consecuencia, solo aquellas células que tengan una ventaja selectiva y estén altamente
adaptadas a este entorno hostil y con capacidad de reprogramar su metabolismo energético
— conocido como efecto Warburg y otro de los rasgos distintivos del cdncer [5], podrdn
sobrevivir (242). Si bien este mecanismo puede contrarrestar algunos de los efectos del estrés
metabdlico causado por la escasez de oxigeno y nutrientes, la muerte celular sera inevitable
en el centro del tumor, si éste sigue creciendo. Para garantizar su supervivencia, el tumor
buscara cambiar su microambiente de tal manera que genere nuevos vasos sanguineos con
el fin de aumentar el aporte de nutrientes — un proceso llamado angiogénesis [6] (243). Bajo
condiciones de hipoxia, el factor de transcripcion HIF1A (o subunidad alfa del factor 1
inducible por hipoxia) no es hidroxilado en sus restos prolinicos lo cual previene su
degradacion y permite su traslocacidn al nucleo donde activara la transcripcion de unos
sesenta genes. Uno de ellos es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el cual es
secretado por las células cancerigenas a su entorno y facilita la migracién y la proliferacion de
células endoteliales formando nuevos vasos sanguineos. El VEGF media este efecto a través
de los receptores VEGFR1 y VEGFR2 y sus correspondientes vias de sefializacion (243). Otros
dos rasgos distintivos de los canceres segun Hanahan y Weinberg son: [7] su capacidad de
invasidn y metastatizacion, y [8] la capacidad de evadir la respuesta inmune contra las
células cancerigenas (240). Estos dos rasgos hacen aun mas evidente que un cancer avanzado
no esta compuesto solo por células cancerigenas, sino que para su progresion depende de
otras células, de apariencia normal, pero que éste corrompe con el fin de su supervivencia.

La Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM) y la Migracion Celular Colectiva (MCC)
En condiciones sanas, la arquitectura normal de una cripta coldnica esta garantizada no solo

a través de mecanismos de control de division celular y apoptosis, sino también por factores
mecanicos. Entre estos destacan la adhesion intercelular (por ejemplo, mediante las
cadherinas y claudinas), asi como la adherencia de las células epiteliales con los componentes
del estroma (por ejemplo, el coldgeno). La pérdida de estos mecanismos contribuye a la
distorsionada arquitectura de un cancer. Asi, en la secuencia adenoma-carcinoma del CCR se
han observado cambios en la expresion de las moléculas de adhesién (244). Para que una
célula tumoral logre la infiltracidn tisular, esta no solo tiene que haber perdido su polarizacion
y la conexién con sus células vecinas, sino también haber ganado la capacidad de contraerse
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y migrar. Este proceso se conoce como transicion epitelio-mesénquima (TEM) en
consonancia con la observacion que las células tumorales en el frente de invasion presentan
caracteristicas fenotipicas y perfiles de expresion génica parecidos a las células
mesenquimales semejantes a fibroblastos (245,246). Ademas, estas células secretan enzimas
(por ejemplo, metaloproteinasas) que favorecen la degradacion del colageno extracelulary el
remodelamiento de la matriz para asi facilitar la migracién de las células tumorales hacia los
vasos sanguineos y linfaticos — paso previo a su invasidn vascular y linfatica, y diseminacion
metastdsica. Por otro lado, se ha visto que las células tumorales que presentan la capacidad
de sembrar nuevos tumores tras su inoculacion en ratones muestran caracteristicas
fenotipicas de las células madre de la cripta coldnica normal (resumidas bajo el término inglés
‘stemness’). Debido a la expresidon de varios marcadores conocidos para células madre
intestinales (por ejemplo, el LGR5) se les ha denominado células madre cancerigenas (o
cancer stem cells, CSC) (247,248). Tres de los rasgos que comparten las CSCs con las células
madre normales son: uno, su capacidad de auto-renovarse; dos, su plasticidad fenotipica, es
decir su capacidad de transformarse de forma bidireccional en formas mas maduras (a través
del proceso de diferenciacidon) o mas stem cell-like (a través de des-diferenciacion), y tres, su
posibilidad de adoptar un estado quiescente en el que no se dividen, pero mantienen esta
capacidad para el futuro. De hecho, este ultimo rasgo podria explicar la resistencia de estas
células a las terapias anti-proliferativas y la ocurrencia de metdstasis a distancia tras una
reseccion con intencién curativa y afios sin evidencia clinica de enfermedad tumoral (77,249).
El hecho de que solo las células con rasgos de stemness son capaces de crecer metastasis es
una de las razones por la que sigue habiendo controversia sobre el concepto de la TEM en el
CCR (250). Por ejemplo, alin no estd claro si las células tumorales solo realizan una TEM parcial
manteniendo un cierto estado de stemness que les permitiria la proliferacion una vez llegadas
el sitio metastasico, o si alli experimentan la inversion de este proceso adoptando
nuevamente caracteristicas de células epiteliales (transicidn mesénquima-epitelio) (241).
Ademds, para el CCR (entre otros cdnceres) hay evidencia sobre una via alternativa de
invasion y metastatizacion: la migracion celular colectiva (MCC). Esta se refiere al movimiento
coordinado de grupos de células cancerosas que migran como una entidad colectiva en lugar
de individualmente, manteniendo sus contactos intercelulares y una polarizacién antero-
posterior dentro del grupo (251). De hecho, en un estudio reciente, publicado por Adria
Canellas de nuestro grupo, las células residuales y ocultas responsables de la recaida
metastdsica tras reseccidn curativa de un CCR primario no estaban ni diferenciadas ni stem
cell-like, pero mostraron un incremento de la expresion de moléculas de adhesidn intercelular
y de migracién (252).

Los Fibroblastos asociados al Cancer (CAFs)
Fibroblastos son células que en condiciones sanas otorgan estructura y estabilidad a los

tejidos. Bajo condiciones de dafio tisular, por ejemplo, durante un proceso inflamatorio en
una herida, estas se activan (ahora llamados miofibroblastos) y desarrollan la capacidad de
contraerse, secretar componentes de la matriz extracelular, liberar moléculas sefializadoras
que estimulan la formacién de nuevos vasos (por ejemplo, el VEGF) y limitan la reaccion
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inflamatoria (por ejemplo, el TGF-B). El objetivo de estas medidas es reparar el dafio tisular.
La escasez de oxigeno y nutrientes en el centro de un tumor en rapida expansidn causara la
muerte de muchas células tumorales dejando un dafo tisular notable e induciendo una fuerte
reaccion inflamatoria con el reclutamiento y la activacién de diferentes células inmune al
mismo tiempo que la activacidn de los fibroblastos (ahora llamados fibroblastos asociados el
cancer o ‘CAFs’, por sus siglas en inglés). Al contrario de lo que ocurre en una herida normal,
los procesos de activacion y terminacidén de la respuesta inmune y reparacion tisular por
fibroblastos y re-epitelializacidon no ocurren de forma coordinada en un cancer por lo que no
acaban siendo exitosas. Esta observacion ha motivado a algunos autores a comparar el cancer
con una herida que nunca se cura (253). Adicionalmente, algunas células tumorales pueden
secretar varias citoquinas para asi generar un nicho (o estroma) que les protege de estimulos
anti-proliferativos, de la destruccién por células inmunes y favorece su proliferacién e
invasion. Por ejemplo, se ha observado que el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), secretado por células tumorales, puede convertir los fibroblastos en CAFs. Asimismo,
el TGF-f puede inducir la migracidn de células madre mesenquimales desde la médula ésea
al sitio del cancer en donde se diferencian en células semejantes a fibroblastos asociados al
cancer (o ‘CAF-like’, en inglés) (254). Los CAFs y los CAF-like dentro del estroma tumoral
liberan citoquinas que promueven la supervivencia del tumor y facilitan su evasién inmune
(255).

El Ciclo de Inmunidad contra el Cancer
Hace ya mas de 100 afos que se formuld la hipdtesis de la inmunovigilancia, segun la cual una

de las tareas esenciales del sistema inmune de organismos multicelulares complejos es
detectar y eliminar células aberrantes previniendo la formacion de neoplasias (P. Ehrlich,
1909) (256). Mas tarde, el proceso aberrante por el que se desarrollan neoplasias a pesar de
la inmunovigilancia se ha llegado a conocer como inmunoedicién (o inmunocorreccion) (257).
Este proceso se divide en tres fases: durante la primera fase, las células tumorales iniciales
son eliminadas de forma eficiente por las células inmunes, entre las que destacan las células
asesinas naturales (o células NK), las células T cooperadoras CD4+ (o células Th), y las células
T citotéxicas CD8+ (o células Tc). La segunda fase estaria marcada por un equilibrio entre
células inmunes antitumorales y células neoplasicas emergentes. Debido a la creciente
presion selectiva sobre las células tumorales, aquellas que logren escapar la destruccién
inmune seran cada vez mas prevalentes permitiendo eventualmente la formacién de un
tumor clinicamente detectable. EI mecanismo repetitivo por el que el sistema inmune
patrulla, reconoce y destruye células tumorales esta resumido en el ciclo de inmunidad contra
el cancer (fig. 18). Este ciclo comienza con la captura y presentacién de neoantigenos por
parte de las células presentadoras de antigenos (células ‘APC’, por sus siglas en inglés) que
luego migran a los ganglios linfaticos donde activan aquellas células T que tengan un receptor
de la célula T compatible (‘TCR’). A continuacidn, las células T activadas se dirigen al sitio del
tumor donde reconocen y destruyen efectivamente las células cancerosas (258). Al analizar
el microambiente de varios tumores se ha observado una enorme variabilidad del grado de
infiltracién por linfocitos intratumorales y se ha visto que esta se correlaciona con la carga
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mutagénica del tumor y el prondstico (259,260). Asi, aquellos tumores con alto nivel
mutagénico (por ejemplo, el melanoma o el cancer de pulmdn), generan también un mayor
numero de neoantigenos. Los neoantigenos se originan de ciertas mutaciones en el ADN de
las células tumorales conduciendo a la expresidn de péptidos o pequefias proteinas
estructuralmente distintas (y generalmente no funcionales) a las de las células sanas por lo
gue son capaces de provocar una fuerte reaccion inmunogénica impulsada por las células T
(261). Esta observacidon también se ha confirmado para el CCR, en el que se ha observado una
mayor infiltracion por linfocitos T en aquellos subtipos con alta carga mutacional debido a un
defecto en el sistema de reparacién del ADN — sea por mutacién o bien por silenciamiento
epigenético de los genes del sistema de reparacidon de emparejamientos erroneos (Mismatch
Repair, en inglés; ‘MMR’) (262). En cuanto se haya eliminado el agresor, cada reacciéon inmune
tiene que ser terminada de forma regulada para evitar la sobreestimulacién y la
autoinmunidad resultando en dafio innecesario al tejido sano. Para este fin, el ciclo de
inmunidad contra el cancer dispone de dos principales puntos de control inmunitario:
primero, en el momento de la activacion por células APC, los linfocitos T activados empiezan
también a expresar en su superficie las proteinas asociadas a los linfocitos T citotdxicos 4
(CTLA-4, por sus siglas en inglés). Estas compiten con los receptores CD28 para los ligandos
CD80/86 expresados en células APC. Mientras CD28 es un factor coactivador para las células
T, CTLA-4 envia una sefial inhibitoria a las células T superando al CD28, ya que se une con
mayor afinidad y avidez a sus ligandos CD80/86. Esta sefial acaba ralentizando el progreso del
ciclo de lainmunidad (263,264). El segundo punto de control inmunitario importante se halla
en el sitio del tumor donde aparecen diversos tipos de células con capacidad inmuno-
inhibitoria a través de la expresion de los ligandos 1 o 2 de la muerte programada (PD-L1/2,
por sus siglas en inglés). Estos se unen al receptor de muerte programada 1 (PD-1) expresado
en la superficie de las células T. La activacién de la via de sefalizacién del PD-1 causa la
internalizacion del TCR —indispensable para el reconocimiento de los neoantigenos, frena su
proliferacidn a través de la inhibicidn de la expresidn de la interleucina-2 y finalmente induce
la apoptosis (265). Entre las células que potencialmente expresan el PD-L1 se hallan los
macroéfagos, las células supresoras derivadas de los progenitores mieloides (‘MDSC’, por sus
siglas en inglés) y las células T reguladoras (‘Treg’). Las Treg, en condiciones sanas, son un
componente crucial de la tolerancia periférica en diferentes tejidos incluida la mucosa
coldnica y contribuyen a evitar la autoinmunidad.
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Figura 18 | El ciclo de inmunidad contra el cancer
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El ciclo de la inmunidad contra el cdncer hace ver claramente qué mecanismos del
microambiente pueden favorecer la entrada de un tumor original en la fase tres de la
inmunoedicién, cuando estan alterados. Primero, aquellas células tumorales que hayan
perdido la expresidon del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (‘MHC-I’, por sus
siglas en inglés) o que tengan un defecto en el procesamiento de los neoantigenos, no los
presentaran en su superficie y como consecuencia serdn invisibles para el TCR evadiendo asi
su destruccion y contribuyendo cada vez mds a la masa tumoral (266). Segundo, la misma
célula cancerigena puede sobre-expresar en su superficie el PD-L1 y asi activar la via del PD-1
en la célula T citotéxica transmitiéndole una sefial inhibitoria y apoptdtica, y evitando asi su
destruccion (267). Al mismo tiempo, el PD-L1 es capaz de reducir la apoptosis en las Tregs
(268). Tercero, la célula tumoral u otras células del microambiente tumoral pueden secretar
citoquinas y quimioquinas que favorecen un microambiente en el que predomina la actividad
de las células inmuno-inhibitorias o reguladoras sobre la de las proinflamatorias vy
antitumorales (269). Esto el tumor lo puede lograr [1] a través de la activacion de células
reguladoras ya residentes en el microambiente como los Tregs que pueden inhibir
directamente las células T o interactuar con células APC para inhibir la expresion de factores
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coestimuladores; [2] a través del reclutamiento de células inmunosupresoras desde la médula
6sea, por ejemplo los MDSCs mediante citoquinas como la IL-6 y la IL-10; o [3] a través del
cambio de la polarizacién (es decir, del fenotipo) de ciertas células. Aqui cabe mencionar que
mientras que algunos tipos de células tienen un efecto claramente antitumoral (por ejemplo,
las células NK o las células Tc), muchos otros tipos de células del microambiente tumoral
(inmunes y no inmunes) pueden tener un rol dual, es decir tener un efecto antitumoral o
procancerigeno dependiendo del contexto concreto del microambiente en un momento
determinado (270). Sin entrar demasiado en detalle, a continuacién, se explicaran dos
ejemplos importantes. Primero, como componentes esenciales de la inmunidad innata, los
macréfagos en su polarizacion M1, presentan un potente efecto proinflamatorio, ayudan a la
eliminacion de las células tumorales y, en menor medida, participan en la activacién de la
inmunidad adquirida en su funcién como células presentadoras de antigenos. Sin embargo,
cuando cambia el contexto, los macréfagos asociados al tumor (‘TAMS’, por sus siglas en
inglés), ahora en su polarizacion M2, muestran una fuerte actividad inmunosupresora
inhibiendo directamente las células T citotdxicas (por ejemplo, a través de la via PD-L1 — PD-
1) o indirectamente a través de la inhibicién de la presentacién de neoantigenos ligados al
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-II) en las APCs (por ejemplo, por IL-10)
(271). Segundo, los fibroblastos son muy prevalentes en algunos subtipos de CCR. En una fase
de activacidn inicial, generalmente proinflamatoria y antitumoral, la produccién y depdsito
de fibras de coldgeno puede incluso ayudar a limitar el crecimiento tumoral. Sin embargo,
conforme aumenta su grado de activacion, el creciente depdsito de matriz extracelular y la
contraccion de la misma (lo cual le confiere la tipica rigidez y dureza de un tumor avanzado)
no solo excluye las células T del centro del tumor de forma mecdnica, sino también favorece
la liberacion de citoquinas inmunosupresoras almacenadas en la matriz como el TGF-3 (272).
Los mecanismos celulares y moleculares del microambiente que favorecen la supervivencia y
el crecimiento de un tumor no solo son necesarios en su sitio primario, sino también son
cruciales en el sitio metastasico. Segun la hipdtesis de “la semilla y la tierra”, una célula
cancerigena (la semilla) solo lograria crecer una metastasis (la planta), si el tejido destino (la
tierra) presenta un microambiente con las condiciones oportunas para su extravasacion,
nidacidn, crecimiento, y evasiéon de las sefiales apoptodticas y de la destrucciéon inmune
(273,274). En el CCR, el lugar metastdsico mas frecuente es el higado. Esto se explica no solo
por su localizacién anatdmica siendo el érgano diana de la circulacién portal, sino también
por su ambiente de inmunotolerancia periférica — necesaria por la exposicidén constante de
este 6rgano a una multitud de antigenos inocuos de alimentos provenientes de los intestinos.
Se han identificado diferentes mecanismos que subyacen esta inmunotolerancia hepatica,
como la induccion de Tregs o la eliminacidn de células T efectoras (274,275). En este sentido,
se ha demostrado que pacientes con metastasis hepaticas presentan una menor diversidad y
funcién de células T no solo intratumorales sino también sistémicas, lo cual lleva a una menor
supervivencia en pacientes con metastasis hepdticas comparado con otros tipos de
metastasis, independientemente de su carga mutacional. Estudios preclinicos sugieren que
los macréfagos CD1lb+ con actividad inmunosupresora podrian ser la fuente de la
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eliminacion de las células T a través de la via del ligando FasL (276). Ademas, los datos
sugieren que las metastasis hepaticas tienen la capacidad de reclutar macroéfagos derivados
de monocitos periféricos y polarizarlos de tal manera que contribuyen al ambiente
inmunosupresor de la metastasis. Como consecuencia se ha visto que las respuestas a las
inmunoterapias actuales que pretenden aumentar la respuesta antitumoral de las células T
en pacientes con metastasis hepaticas son notoriamente muy reducidas (ver capitulo 5 de la
introduccion). Este ejemplo pone de manifiesto las sinergias que se generan entre los
mecanismos normales de inmunotolerancia de un tejido sano y los mecanismos de
inmunosupresion de los que se puede abusar un tumor a su favor. Por ultimo, otra manera
de ‘preparar’ el microambiente de un potencial sitio metastasico incluso antes de la llegada
de la primera célula tumoral es a través de vesiculas extracelulares. Estas son particulas con
una membrana bicapa lipidica que son secretadas de las células tumorales, sirven de
comunicacion intercelular y pueden contener una gran variedad de moléculas como acidos
nucleicos incluyendo ARNm y microARN, citoquinas, quimioquinas, factores proangiogénicos
y otros factores que regulan potencialmente una multitud de procesos celulares y
transforman el microambiente tumoral (277). El hecho de que almacenan importante
informacién del tumor y que son facilmente detectables en sangre periférica, las hace muy
atractivas como herramientas diagndsticas, por ejemplo, para predecir respuestas y
resistencias a los tratamientos.

1.4.2. EI MAT como Diana Terapéutica

Clasicamente, la célula cancerigena (epitelial) ha sido la principal diana de los
tratamientos sistémicos para la eliminacién completa de un tumor y prevenir su recaida (en
fases precoces) o la reduccidn de la masa tumoral (en fase paliativa). Igual que la radioterapia,
la mayoria de las quimioterapias clasicas (es decir, 5-fluorouracilo, oxaliplatino, irinotecan)
actuan de forma semiselectiva sobre células proliferantes, lo cual no solo explica la mayoria
de sus efectos adversos sino también la elevada tasa de recidivas debido a la resistencia de
células tumorales quiescentes. Estas pueden reentrar en fase proliferativa, incluso tras afios
de latencia (278). Para superar estas limitaciones han emergido nuevos tratamientos dirigidos
a las células tumorales, que bloquean vias de sefalizacién especificas, por ejemplo el EGFR
(cetuximab, panitumumab), HER2/neu (lapatinib, trastuzumab), RAF (encorafenib,
dabrafenib, vemurafenib), MEK (selumetinib, trametinib, binimetinib) y WNT (napabucasin
[BBI-608]) (279). Sin embargo, para el CCR, los éxitos con estos agentes han sido muy
limitados hasta la fecha incluso cuando se utilizaban en combinacién y en colectivos muy
seleccionados, es decir con alteraciones en las correspondientes vias de sefializacidon (por
ejemplo, dabrafenib o vemurafenib solo en pacientes con la variante patogénica BRAFV600E).
El rol del MAT en la progresidon y la metastatizacion asi como su impacto sobre el prondstico
han inspirado el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a sus mecanismos moleculares
subyacentes y estas son motivo de nueva esperanza para el tratamiento del CCR (274,280).
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Inhibicion de la Angiogénesis

El aumento de la vascularizacién es una observacién frecuente en muchos tumores incluido
el CCR y hacia mucho tiempo que se postulaba como una potencial diana terapéutica (281).
A dia de hoy se han identificado cinco isoformas del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF-A — VEGF-E) y tres subtipos de receptores (VEGFR-1 — VEGFR-3) que regulan la
angiogénesis y la linfangiogénesis. La isoforma que mas se ha visto sobreexpresada en y
secretada por células tumorales es el VEGF-A, el cual ejerce su funcidn principalmente a través
del VEGFR-2. Estas revelaciones permitieron el desarrollo de anticuerpos monoclonales
especificos (282). Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal contra el VEGF-A, demostrd
disminuir la densidad de los vasos intratumorales y reducir el crecimiento tumoral in vivo (tras
lainoculacién de diferentes lineas celulares en ratones atimicos), pero no de las mismas lineas
celulares in vitro, lo cual confirmé su accién sobre el MAT (283). A continuacion, bevacizumab
demostrd su utilidad y seguridad en combinacion con quimioterapia en varios ensayos clinicos
de fase | a lll, por lo que fue aprobado por las autoridades para el tratamiento del CCR en
2004 (FDA) y 2005 (EMA), y es considerado hoy en dia un tratamiento de primera linea en el
CCR metastasico (282). Un reciente metaanalisis del 2019 que incluyé siete ensayos
aleatorizados confirmd la mejoria de la supervivencia global y de la supervivencia libre de
progresion con la adicion de bevacizumab a la quimioterapia frente a quimioterapia solo
como primera linea en el CCR metastdsico (284).

Inhibicion de los Puntos de Control Inmunitario (Immune Checkpoint Inhibitors)
El descubrimiento de los puntos de control inmunitario propicié la idea de que se podria

potenciar la capacidad natural de nuestro sistema inmune para eliminar células cancerigenas,
mediante el bloqueo de estos receptores (285). Esto parecia especialmente atractivo en
aquellos tumores que mostraran una intensa infiltracion por linfocitos inducida por la
presencia de numerosos neoantigenos secundaria a una alta carga mutacional y que al mismo
tiempo presentaran una sobreexpresién del PD-L1 (286). El tratamiento con anticuerpos
monoclonales contra el PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) o el PD-L1 (atezolizumab,
avelumab, durvalumab) supondria, en estos casos, una desinhibicion de una respuesta
inmune natural que habia sido reprimida por el tumor a través de la sobreexpresion del PD-
L1 (287-289). Ejemplos de tumores con alta carga mutacional y muy inmunogénicos son el
melanoma, el carcinoma pulmonar de células grandes y el carcinoma de células renales, por
lo que fueron estos los primeros en los que se demostré la efectividad y la seguridad de los
inhibidores de los puntos de control inmunitario (IPCI) (287). En cambio, los primeros
resultados con IPCls en el CCR metastdsico fueron decepcionantes (287,288). Sin embargo,
cuando se incluyeron solo aquellos CCR metastasicos con inestabilidad de microsatélites (MSI-
H) y/o sistema de reparacién de emparejamientos erréneos deficiente (MMRd), los cuales
son mas mutagénicos e inmunogénicos, los resultados fueron mas prometedores (290). Si
bien se han sugerido la carga mutacional y la expresidon de PD-L1 como predictores de la
respuesta a los IPCls, esto no se ha podido confirmar en todos los estudios y por lo tanto
existe mucha controversia sobre su utilidad (290-293). Ademas, existe evidencia de estudios
preclinicos que sugiere que la efectividad de los anticuerpos dirigidos contra la via PD-1/PD-
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L1 probablemente no se deba a la sobreexpresién de PD-L1 en las células tumorales sino en
las células presentadoras de antigenos en el MAT (es decir, las células dendriticas y los
macroéfagos) (294). Otra cuestidon no resuelta hoy en dia es si el efecto de los anti-PD-1 y anti-
PD-L1 es mediado por una reactivacion de los linfocitos intratumorales ya presentes en el
MAT o si este se debe a un reclutamiento de nuevos clones de células T especificos contra el
cancer (295-297). Otra diana de la inmunoterapia es el CTLA-4, el cual es expresado en las
células T del ganglio linfatico y previene la activacién de estas cuando interactua con los
ligandos B7.1y B7.2 de las células APC siendo ellas las presentadoras de los neoantigenos del
tumor. El bloqueo del CTLA-4 mediante anticuerpos monoclonales (por ejemplo,
tremelimumab e ipilimumab) permite la activacién de las células T previo a su proliferacion y
su infiltracion en el tumor potenciando asi la respuesta inmune contra éste — una respuesta
gue en estudios preclinicos se mantuvo incluso tras una exposicidn secundaria sin nuevo
tratamiento (264,289). En los primeros estudios clinicos, ipilimumab mostré una clara mejoria
de la supervivencia en el melanoma metastasico pretratado (298). Sin embargo, similar a los
anti-PD1/PD-L1, la monoterapia con anti-CTLA-4 (tremelimumab) en el CCR metastasico y
refractario a quimioterapia no mostré un beneficio en un colectivo no seleccionado, pero si
resulté prometedor cuando se usaba (ipilimumab) en combinacidn con anti-PD-1 (nivolumab)
en los CCRs metastdsicos con MSI-H y/o MMRd (299,300). Por ultimo, cabe mencionar que se
han identificado diversas moléculas co-inhibitorias expresadas en las células T que son
potenciales dianas terapéuticas (por ejemplo, LAG-3, TIM-3 y TIGIT). Asimismo, otra
estrategia en investigacion consiste en el desarrollo de agonistas de receptores
coestimuladores de la respuesta T (por ejemplo, para el OX40, GITR y 4-1BB). Puesto que
pocas de estas ultimas terapias han superado los estudios de la fase | en el CCR y no son
relevantes en esta tesis, no se explicaran en detalle y se refiere al lector a las correspondientes
revisiones (289,301).

Inhibicién del TGF-3
Estudios experimentales mas recientes han logrado revelar algunos de los mecanismos de un

estroma enriquecido por TGF- que facilitan la evasion inmune y la formacidn de metastasis
(302—-304). En un estudio de Calon y colegas del 2012 se inyectaron células humanas de CCR
de control (KM12L4a%°N) y células de CCR secretoras de TGF-B (KM12L4a"™"?) en el ciego de
ratones atimicos. Se observé que ambas dieron lugar a tumores agresivos, pero en el ultimo
caso las metastasis hepdticas y pulmonares fueron mas frecuentes (305). Tras inyeccion
intraesplénica se confirmd que el estroma activado por el TGF-3 producido por estas células
favorecia la formacion de metastasis hepaticas las cuales presentaban una intensa reaccion
desmoplastica. En este modelo, todas las lineas celulares tenian la via de sefializacién del TGF-
B inactivada y se detectd la respuesta del TGF-f3 solo en el estroma y no en las células
epiteliales (305). En el estudio de Tauriello y colegas del 2018, se inyectaron organoides
tumorales (MTO, por sus siglas en inglés) con mutaciones en los genes Apc, Kras, Tgfbr2 y
Tp53 en ratones singénicos con sistema inmune intacto. En este modelo, se observd que las
metadstasis hepdticas en fases iniciales estaban densamente infiltradas por linfocitos, pero

90



perdian esta infiltracidn conforme crecian, dejando los linfocitos al margen de las metdstasis
—un efecto llamado inmunoexclusion (303). Las metdstasis presentaban las caracteristicas de
un CCR con microsatélites estables (MSS) junto con un fuerte incremento en la actividad del
TGF- en su estroma, siendo los fibroblastos los mayores contribuyentes a la produccién de
este. A continuacidn, el tratamiento de los ratones con galunisertib —un inhibidor del receptor
del TGF-B 1 (TGFBR1), once dias después de la inyeccion de los MTO en el ciego, redujo el
tamafio del tumor primario, redujo la extension de la carcinomatosis y bloqued la aparicién
de metastasis hepaticas. Asimismo, cuando inyectaban los MTO de forma intraesplénica para
generar directamente metdstasis hepaticas, la mayoria de los ratones permanecio libre de
metadstasis después de mas de 300 dias de seguimiento. Lo mismo ocurrié cuando se utilizé
un modelo de ratén recombinante en el que se podia inactivar el receptor del TGF-§§ 2
(TGFBR2) en fibroblastos, células endoteliales y leucocitos mediante la recombinacion
inducible por tamoxifeno. Estos resultados subrayan el rol del estroma en la medicidn de los
efectos del TGF-B. Ademas, galunisertib solo anulé la capacidad metastasica en aquellos
canceres con mutacioén inactivante en la via del TGF-3 (Smad4) pero no en los individuos wild-
type. A continuacién, cuando se inactivaron las células CD8+ mediante un anticuerpo anti-
CD8, se elimind el efecto inhibidor de galunisertib sobre la formacidn de metastasis, lo cual
sugirié que el efecto terapéutico de galunisertib fue potenciar el efecto citotdxico de las
células T. Bajo tratamiento con galunisertib, aumenté el reclutamiento de células CD3+ y
CD4+, y se activaron las células T cooperadoras y citotéxicas. Por ultimo, cuando se volvié a
exponer a los ratones supervivientes al mismo tumor, los ratones rechazaron el tumor en dos
semanas sin ningun tratamiento adicional, lo cual sugirié una inmunizacién contra el mismo.
Sin embargo, este no fue el caso cuando se bloquearon los linfocitos CD8+ o en ratones naive.
En resumen, la inhibicidn de TGF-B aumenta el nimero de células inmunitarias activadas. No
obstante, aunque los ratones mostraron menos metastasis, resulté que solo unos pocos
mostraron remision completa. Al analizar en profundidad los puntos de control inmunitario,
se observé una sobreexpresion de PD-1 y un reclutamiento de células estromales positivas
para PD-L1 (principalmente macréfagos). El tratamiento de ratones con enfermedad
metastasica con anti-PD-L1 en monoterapia solo tuvo un efecto terapéutico muy modesto
sobre la supervivencia. Sin embargo, el tratamiento combinado con galunisertib y anticuerpos
anti-PD-L1 indujo una respuesta inmunitaria pronunciada con un aumento de las células T
CD4+ y CD8+, y los ratones mostraron una supervivencia prolongada durante mas de un afo
después de la interrupcidn del tratamiento. Por lo tanto, en este estudio la inmunoterapia
dual parece curar las metdstasis establecidas en los CCR con MSS de alta capacidad de
inmunoexclusion (303).
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1.5. Nuevos Tratamientos del Cancer Colorrectal

1.5.1. Introduccion

Los pilares del tratamiento del CCR son la reseccidon endoscdpica o quirdrgica, la
guimioterapia convencional, la radioterapia, las terapias sistémicas dirigidas y, de mas
reciente introduccion, lainmunoterapia. La eleccién de un tratamiento o de una determinada
combinacion y secuencia de tratamientos dependera de varios factores relacionados con las
caracteristicas del paciente, del tumor y del perfil de eficacia y seguridad de las diferentes
opciones terapéuticas. En ciertas regiones del mundo, la disponibilidad o el coste de un
determinado tratamiento pueden ser otros factores que influyan en la decision terapéutica
(306). Generalmente, los factores mas importantes son la calidad de vida del paciente pre-
tratamiento medida como el performance status, la localizacién del tumor, su estadio y, cada
vez mas, propiedades genéticas y moleculares del tumor. Asi, la Sociedad Europea de
Oncologia Médica (ESMO), en su guia del 2020 sobre CCR localizados, recomienda indicar un
tratamiento adyuvante segun el riesgo de recurrencia (alto), el beneficio esperado del
tratamiento (alto) y el riesgo de toxicidad (bajo) (307). Mientras que la reseccidn endoscopica
de un tumor pT1 sin factores de riesgo o la reseccidén quirdrgica de un pT1 con factores de
riesgo o de un estadio Il sin factores de riesgo pueden ser suficientes y curativos, la terapia
serd cada vez mas compleja y las tasas de curaciéon y/o respuesta cada vez menores, cuanto
mas avanzado sea el tumor: ver guias de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM)
(308); de la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) (309); y de la Sociedad Americana
de Oncologia Clinica (ASCO) (306). Desde los afios 50 del siglo pasado y durante muchas
décadas, el Unico tratamiento sistémico disponible para el CCR era el 5-fluorouracilo (5-FU) —
un antimetabolito que interfiere con la sintesis del ADN, y, en menor medida, del ARN
causando la apoptosis de células con rapida division celular (310). Este mecanismo explica no
solo su efecto deseado sobre el crecimiento tumoral, sino también sus efectos adversos
debidos a la destruccion de células sanas que también presentan una alta tasa de division
celular, por ejemplo, la mucosa intestinal (vémitos y diarrea), el foliculo capilar (efluvio
anageno), las células hematopoyéticas (anemia, leucopenia), etcétera. A partir de los afios 90
del siglo pasado, dos nuevas sustancias fueron introducidas: un alquilante que causa la
formacion de puentes cruzados entre las bases del ADN (oxaliplatino, aprobado por la FDA en
2002) y un inhibidor de la topoisomerasa | (irinotecan, aprobado por la FDA en 1996). De
forma similar al 5-FU, estos compuestos interfieren con la sintesis del ADN por lo que también
actuan de forma semiselectiva sobre células en rapido crecimiento y tienen efectos adversos
similares. La combinacion de estos con el 5-FU (abreviado FOLFOX y FOLFIRI,
respectivamente) mejoraron significativamente las tasas de respuesta, por lo que hoy en dia
todas las guias de practica clinica europeas y americanas las consideran como primera linea
de tratamiento sistémico de los estadios avanzados (>lll) y de algunos casos de estadio Il con
factores de riesgo: SEOM (308), ESMO (309) y ASCO (306). Sin embargo, es evidente que su
efecto sigue siendo limitado y causan importantes efectos adversos. Asi, en un reciente
metaandlisis del 2017, la mediana de supervivencia libre de progresion con doble terapia
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(FOLFOX o FOLFIRI) en el CCR metastasico fue de nueve meses y la de supervivencia global
veintiun meses. El mismo metaandlisis encontrdé que la combinacién de los tres farmacos
(FOLFOXIRI) mejoraba los resultados significativamente. No obstante, ni este triple
tratamiento conseguia medianas de supervivencia global superiores a los 30 meses (311). Una
de las posibles razones por las que el efecto de estos fdrmacos es limitado radica en el hecho
de que no eliminan subpoblaciones de células tumorales que se encuentren en estado
guiescente — definido por una baja proliferacién y unas caracteristicas semejantes a células
mesenquimales y/o células madre capaces de reentrar en fase proliferativa incluso tras afios
de latencia y dar lugar a una recurrencia (278). Otro estudio similar, mds reciente, ha
encontrado que la célula de origen de la recurrencia podria ser una determinada célula madre
cancerigena dentro del tumor, que bajo quimioterapia reduce su programa WNT y entra en
un estado latente con un perfil de expresidn génica que se asemeja a un progenitor intestinal
fetal facilitando asi la regeneracion del tumor (312).

Una verdadera revolucién en los afios 2000 fue el desarrollo de las terapias dirigidas. Se
denominan asi porque estan dirigidas especificamente a las células epiteliales neoplasicas y
bloguean receptores o moléculas de sus vias de sefializacion que se encuentren alteradas.
Esto la hacen con mayor independencia del estado de replicacion del ADN, por lo que
aumentan la eficacia y presentan menos efectos adversos (313). Finalmente, con las
revelaciones sobre el microambiente tumoral (ver capitulo cuatro de la introduccidn), la
inmunoterapia es la protagonista mas reciente a entrar en el escenario del tratamiento del
CCR durante la segunda década de los afios 2000 (290). No estd al alcance de esta tesis
describir todas las modalidades de tratamiento del CCR. Como se ha visto antes, el CCR
metastdsico sigue presentando una supervivencia miserable por lo que la siguiente seccién
se centrara en éste. Después de un breve resumen de lo que han conseguido las nuevas
terapias dirigidas al microambiente tumoral incluida la inmunoterapia, se discutird la
creciente necesidad de disponer de nuevos métodos para predecir la respuesta teniendo en
cuenta que las terapias del futuro seran cada vez mas personalizadas.

1.5.2. Tratamientos dirigidos al Microambiente Tumoral

Inhibidores de la Angiogénesis

Las revelaciones sobre la importancia del microambiente tumoral para la supervivencia y
diseminacidon del tumor han llevado al desarrollo de terapias que ya no tienen la célula
neoplasica epitelial como diana sino las demas células y componentes que también forman la
masa tumoral. Esto ha supuesto un verdadero cambio de paradigma en el tratamiento
sistémico del CCR. El primer tratamiento aprobado (en 2004) que se dirige al MAT en lugar de
a la célula cancerigena, fue el bevacizumab — un anticuerpo monoclonal contra el factor de
crecimiento del endotelio vascular A (VEGF-A). Desde entonces, la evidencia sobre su
efectividad ha hecho que todas las guias de practica clinica (GPC) lo hayan incluido en sus
recomendaciones como posible adyuvante en el tratamiento de primera linea en la mayoria
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de los diferentes escenarios moleculares del CCR metastasico. Asi, su indicacién actualmente
se contempla en: 1) los CCR que presentan variantes patogénicas en los genes RAS o BRAF
por lo que no son candidatos para tratamiento con anti-EGFR (por ejemplo, cetuximab o
panitumumab); 2) los CCR en los que se desconoce el estado mutacional del RAS; 3) los CCR
RAS wild-type con localizacidn en colon izquierdo; y 4) como alternativa al anti-EGFR en los
CCR RAS wild-type con localizacion derecha (ver las guias de la SEOM (308), ESMO (309), ASCO
(306) y NCCN (314)). Un reciente metaanalisis que incluyé once estudios aleatorizados y
controlados con mas de tres mil pacientes demostrd que la tasa de respuesta objetiva en
pacientes con CCR avanzado fue casi tres veces superior para la combinacién de bevacizumab
con FOLFOX comparado con FOLFOX solo, mientras que la tasa de efectos adversos solo fue
un 30% mads alta (315). Otro metaandlisis reciente de estudios observacionales sugirié que la
adicion de bevacizumab a la quimioterapia en el escenario neoadyuvante en pacientes con
metdstasis hepaticas potencialmente resecables, mejoraba las respuestas patoldgicas vy
podria incrementar la supervivencia (316). Por ultimo, un metaanalisis de Japdén del 2021
sugirid que la combinacion de 5-FU con bevacizumab como tratamiento de mantenimiento
tras quimioterapia de induccidn aumentaba significativamente la supervivencia global y libre
de progresién comparado con no mantenimiento y con cada tratamiento en monoterapia
(317). A pesar de todo el entusiasmo, los efectos observados en todos los estudios en cuanto
a supervivencia global siempre han sido como mucho moderados y la resistencia también es
un reto con los anti-VEGF. Dos posibles mecanismos que podrian explicarla son la
sobreexpresidon y secrecion de la angiopoyetina por parte del tumor con la consiguiente
activacion de una via alternativa de angiogénesis, y la sobreexpresion del factor de
crecimiento de los fibroblastos (FGF) (313). Para superar la resistencia en el primer caso, se
ha desarrollado un farmaco que bloguea al mismo tiempo el receptor-2 del VEGF vy la
angiopoyetina-1 — el regorafenib, el cual ya esta incluido en las GPC si bien solo como tercera
linea de tratamiento y en pacientes muy seleccionados. Es probable que se extienda su
indicacion en el futuro puesto que ya existe un metaanalisis que demuestra su utilidad como
adyuvante a la quimioterapia en el tratamiento de segunda linea, particularmente en los CCR
con variantes patogénicas en BRAF o KRAS (318). El aflibercept (bloquea el VEGF-A y VEGF-B)
y el ramucirumab (bloquea el VEGFR2) son otros dos farmacos que se estan ensayando en
estudios de fase lll.

Llama la atencién que la mayoria de los tratamientos dirigidos contra dianas moleculares sélo
se emplean en fases avanzadas del CCR cuando el paciente ya presenta metastasis a distancia.
Ademas, los ensayos clinicos suelen examinar los farmacos nuevos en contexto de canceres
refractarios a multiples lineas de tratamiento previo. Es evidente que cuanto mas avanzado
se encuentra un tumor, mas dificil es de tratar debido a su creciente heterogeneidad genética,
epigenética y celular intratumoral que resultan de la presién selectiva por la inmunidad
antitumoral del paciente y las terapias antineopldsicas, y desemboca en una (casi) inevitable
resistencia farmacoldgica. De ahi se explican las bajas tasas de respuesta generalmente
observadas con los farmacos nuevos. En cambio, el uso de estas terapias (cetuximab,
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panitumumab, bevacizumab) como primera linea y/o en fases menos avanzadas podria
mostrar potencialmente mejores resultados. No obstante, la evidencia actual de ensayos
clinicos de fase Ill sugiere que la adicion de anti-EGFR o anti-VEGF a la quimioterapia
adyuvante del CCR resecado en estadio lll o estadio Il de alto riesgo no confiere mejores
resultados que la quimioterapia sola (319-321).

Inmunoterapia — Inhibidores del Punto de Control Inmunitario (IPCl)

Los IPCl son los farmacos mas recientes que se han incorporado al armamento para tratar el
CCR metastasico. Los primeros estudios de fase Il con pembrolizumab (Keytruda®) — un anti-
PD1, en pacientes que habian progresado tras dos o mas lineas de tratamientos previos
demostraron una tasa de respuesta objetiva de entre el 28% y 52%, y una tasa de
supervivencia libre de progresion al afio de hasta el 78% (322-324). Las respuestas con
nivolumab (Opdivo®) — otro anti-PD1, en el estudio de Overman y colegas en 2017 fueron algo
inferiores, pero aumentaron cuando se combind con ipilimumab (Yervoy®) — un anti-CTLA-4,
lo cual obtuvo una tasa de respuesta objetiva del 49%, respuesta completa del 4%, y una tasa
de supervivencia libre de progresion al afio del 71% (300,325). Sin embargo, estos resultados
solo se observaron para los CCR con alta inestabilidad de microsatélites (MSI-H) y/o sistema
de reparacion del ADN deficiente (MMRd), mientras que la respuesta para los tumores con
microsatélites estables (MSS) o MMR competente (MMRp) era practicamente nula en estos
primeros estudios. En vista de estos resultados la FDA aceleré el proceso de aprobacién de
estos farmacos para el tratamiento del CCR metastasico, MSI-H/MMRd y pretratado. Como
consecuencia, la GPC mas reciente (ASCO, 2020) los ha incluido como tratamiento de segunda
o tercera linea si no se habian usado como segunda (306). La GPC mas reciente de la SEOM
(2019) afirmé que los IPCI son una opcidn en el caso de CCR metastasico, MSI-H/MMRd y
resistente al tratamiento convencional, incluso cuando aln no estaban aprobados por la EMA,
hecho que ya ha cambiado® (308). Otro estudio sugirié que el pembrolizumab podria ser mas
efectivo cuando los pacientes habian recibido menos lineas de tratamiento previo. Asi,
aunque la tasa de respuesta objetiva fue igual entre los que habian recibido una linea previa
comparado con dos o mas, la tasa de respuesta completa fue superior (8% vs. 3%,
respectivamente) y también la tasa de supervivencia libre de progresion al afio era mayor
(41% vs. 34%, respectivamente) (326). Es mds, un estudio de fase Ill que compard el
pembrolizumab como primera linea con la quimioterapia convencional (mFOLFOX6 o FOLFIRI)
demostrd que pembrolizumab fue superior en cuanto a tasa de respuesta objetiva (44% vs.
33%), tasa de supervivencia libre de progresion al afio (55% vs. 37%) y supervivencia global
(mediana no alcanzada para pembrolizumab vs. 36,7 meses para la quimioterapia
convencional), y eso incluso con menos efectos adversos (327). Estos resultados propiciaron
gue la FDA aprobara el pembrolizumab como primera linea de tratamiento en los CCR MSI-
H/MMRd en el afio 2020 (328). Para la combinacién de nivolumab e ipilimumab como primera

3 para Keytruda®: https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/keytruda
Para Opdivo®: https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/opdivo
Para Yervoy®: https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/yervoy
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linea de tratamiento, un estudio de fase Il de Lenz y colegas publicado en 2022 mostré tasas
de respuesta objetiva (69%) y tasas de respuesta completa (13%) superiores a las previamente
publicadas por el mismo grupo cuando se utilizé tras dos o0 mas lineas de tratamiento previas
(49% vy 4%, respectivamente) (300,329). Si bien este estudio carecia de brazo de control con
guimioterapia como tratamiento estandar, este estudio supone evidencia preliminar de que
no solo el pembrolizumab, sino también la combinaciéon de nivolumab e ipilimumab, podria
ser efectiva para el tratamiento de primera linea en los CCR metastasicos MSI-H/MMRd. La
observacion de que la inmunoterapia en el melanoma daba mejores resultados en estadios
precoces, motivé a Chalabi y colegas a diseiar un estudio en el cual administraron nivolumab
e ipilimumab como tratamiento neoadyuvante en pacientes con CCR de fases I, 1l y Ill. El
razonamiento detras del estudio fue que los estadios mas precoces podrian responder mejor
debido a una menor carga tumoral y un menor grado de inmunosupresion sistémica.
Asimismo, en su estudio también incluyeron tumores tipo MSS/MMRp con la idea de que
algunos de ellos podrian presentar aun cierta infiltracién por linfocitos T debido a un menor
grado de inmunoexclusion. Notablemente, este estudio no solo demostré una respuesta
objetiva del 100% de los MSI-H/MMRd (con un 27% de respuesta completa y desaparicion del
tumor), sino también un 27% de respuesta objetiva de los MSS/MMRp (con un 13% de
respuesta completa) — un subtipo de CCR que hasta la fecha se pensaba que tenia una
resistencia intrinseca a los IPCl (330). Actualmente, varios estudios estan en marcha que
intentan superar esta resistencia mediante diversas estrategias (290). La idea fundamental
radica en usar técnicas (la radioterapia, por ejemplo) y/o farmacos que incrementan la carga
mutacional del tumor y al mismo tiempo inducen la apoptosis o necrosis tumoral para asi
facilitar la liberacidon de neoantigenos previo al tratamiento con IPCI conduciendo a una
mayor activacion y proliferacidn linfocitica. Asi, en un estudio de fase Il reciente, se trataron
135 pacientes con CCR metastdsico con temozolomida, un alquilante del ADN que induce
hipermutacién. El 88% de estos pacientes habian recibido como minimo dos lineas previas de
tratamiento y todos los tumores eran MSS/MMRp y presentaban silenciamiento del gen
MGMT — un biomarcador validado para predecir la respuesta a la temozolomida. Los 33
pacientes que no murieron ni progresaron bajo tratamiento con temozolomida, luego
recibieron inmunoterapia con nivolumab e ipilimumab y se observé una tasa de respuesta
objetiva del 45% y una tasa de supervivencia libre de progresidn al afio del 25%. Los datos de
estos ultimos estudios suponen una prueba de concepto que algunos CCR MSS/MMRp tanto
en fases precoces como en fases metastasicas podrian ser tributarias de inmunoterapia, si
bien aun no esta claro cuales son las estrategias mdas oportunas.

Terapias Dirigidas al Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-)

El TGF-B no habia sido un candidato ideal para desarrollar tratamientos dirigidos a bloquear
su sefializacion, debido a su rol dual en la carcinogénesis, ya que presenta actividad anti- y
pro-tumoral. Sin embargo, aumenta la evidencia sefalando que en fases avanzadas
claramente favorece la metastatizacién (331). Varios estudios preclinicos con modelos
murinos sugieren que la inhibicion del TGF-3 previene la invasién y la metastatizacion del CCR
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(303,332-334). Es mas, el estudio de Tauriello y colegas del 2018 demostré que la
combinacidn de IPCI con un inhibidor del TGF-f podria curar las metastasis hepaticas en un
modelo con CCR MSS/MMRp (303). Durante la ultima década se han desarrollado varios
tratamientos capaces de inhibir la sefializacién mediada por el TGF-§3 siendo las moléculas
pequefias (por ejemplo, galunisertib [LY2157299], vactosertib [TEW-7197] y LY2109761) y los
anticuerpos monoclonales (por ejemplo, fresolimumab) los mas atractivos (331,335).
Inicialmente hubo dudas sobre la seguridad de los inhibidores del TGF-f y algun ensayo tuvo
que suspenderse precozmente debido a efectos cardiotéxicos (la sefializacion del TGF-f3 estd
implicada en la ontogénesis del corazén y los grandes vasos). No obstante, el desarrollo de
una nueva generacion de inhibidores como el galunisertib y la optimizacién de las pautas de
administracién, mejoraron el perfil de seguridad y disiparon estas dudas (336). Asi, la gran
mayoria de los ensayos de fase | demostré una buena tolerabilidad. A dia de hoy existen muy
escasos ensayos clinicos sobre su uso en el CCR metastasico, pero resultados en otros
canceres (sobre todo pancredtico, hepatocelular, glioblastoma y de células renales) han sido
prometedores. Por ejemplo, en un ensayo aleatorizado (2:1) y controlado con placebo de fase
Ib/Il, la adicién de galunisertib a gemcitabina en el tratamiento de 156 cdnceres pancreaticos
metastdsicos resultd en una mejoria de la supervivencia global (15,5 meses vs. 9,9 meses;
P=0,10) (337). En su estudio, Melisi y colegas identificaron varios biomarcadores candidatos,
incluidos algunos microARNs, que predecian la respuesta al tratamiento. Otro ensayo, no
controlado, con galunisertib como segunda linea de tratamiento (tras sorafenib) de
carcinoma hepatocelular mostré una mejoria de la supervivencia en aquellos pacientes que
presentaban una alfa-fetoproteina y expresion de TGF-B inicialmente bajas pero con
reduccion de mas del 20% bajo tratamiento (338). Para el CCR metastasico, hasta la fecha solo
hay datos anecddticos de ensayos clinicos, pero existe un ensayo de fase | en marcha que esta
explorando la combinacion de vactosertib y pembrolizumab en CCR metastasico
(NCT03724851), otro ensayo de fase | con la combinacién de LY3200882 y capecitabina en
CCR avanzado resistente y con estroma activado por TGF-$ (NCT04031872), y, por ultimo, un
ensayo de fase Il con combinacion de galunisertib, radioquimioterapia (5-FU + capecitabina)
y posterior reseccion en cancer rectal avanzado (estadio II-IV) (NCT02688712). Ademads, hay
varios estudios en marcha con otros inhibidores del TGF-f3 en tumores sélidos avanzados. La
experiencia preliminar de los estudios previamente citados sugiere que solo un subgrupo de
pacientes se beneficiara del tratamiento con inhibidores del TGF-3, previsiblemente aquellos
con un estroma enriquecido por TGF-f3 solapando con el subtipo molecular de consenso 4
(CMS4). Sin embargo, esta hipotesis todavia no se ha demostrado. Es evidente que una
adecuada seleccidn de pacientes solo sera exitosa si el disefio de futuras terapias va
acompafiado del desarrollo de biomarcadores u otras herramientas predictivas.

1.5.3. Prediccién de la Respuesta Terapéutica

Como hemos visto, las opciones terapéuticas con farmacos sistémicos contra el CCR
estan creciendo rapidamente. No solo siguen surgiendo nuevos agentes, sino que también, la
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combinacién oportuna de varios de ellos o con otras modalidades de tratamiento (la
radioterapia, por ejemplo), potencialmente puede incrementar el éxito terapéutico. Las
nuevas terapias derivan de la comprension mas profunda de las alteraciones moleculares en
las células tumorales y su microambiente mediante el estudio ‘dmico’ exhaustivo, es decir
gendmico, epigendmico, transcriptdmico, protedmico, metabolémico, y en un futuro
probablemente también, microbidmico. La tecnologia a dia de hoy es tan avanzada que es
capaz de secuenciar el ADN y el ARN a nivel de células individuales. La multitud de opciones
terapéuticas por un lado y la singularidad de combinacidn de alteraciones moleculares en un
tumor por otro, generan una creciente necesidad de disponer de herramientas para predecir
a cual de las diversas opciones respondera un paciente concreto. Asi pues, estamos viviendo
la transicion hacia una medicina personalizada o ‘de precisidén’ en la cual se elegira un
tratamiento no sdélo a base de sus caracteristicas anatomopatoldgicas (como la localizacién,
el estadiaje y el grado histoldgico) sino también de sus caracteristicas moleculares, y esta lista
se estd ampliando continuamente. Asi, la SEOM en su GPC del 2019 recomienda el
tratamiento con anti-EGFR solo en casos sin evidencia de variantes patogénicas en los genes
BRAF y KRAS. Asimismo, la SEOM contempla que la sobreexpresion o la amplificacidn del gen
HER2/neu puede ser un biomarcador para el tratamiento con trastuzumab + lapatinib, y el
estado de MSI-H/MMRd para el tratamiento con IPCls (308). La utilidad de las variantes
patogénicas en el gen RAS como predictor negativo de respuesta al tratamiento con anti-EGFR
estd bien documentada con un metaanalisis que demuestra que los pacientes con tumores
RAS wild-type se benefician de la adicidn del cetuximab o panitumumab en términos de
respuesta objetiva, supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad (339). Sin
embargo, visto desde otro angulo, el estado wild-type del gen RAS no es un buen predictor
de respuesta a los anti-EGFR, ya que las tasas de respuesta objetiva entre los estudios citados
en este metaanalisis varian entre el 16% y 66%, comparado con el 0% al 46% sin afiadir anti-
EGFR. En otras palabras, entre un 44% y 84% no responderan a la adicion del anti-EGFR,
aunque tengan un estado wild-type. También hay que recalcar que con las técnicas de
secuenciacion masiva se siguen descubriendo nuevas variantes en los genes RAS y no siempre
esta clara su contribucién a la resistencia terapéutica (340). Este ejemplo ilustra que las
decisiones terapéuticas son cada vez mdas complejas y requieren la intervencion de equipos
multidisciplinares que incluyen no solo a oncélogos, radioterapeutas y cirujanos, sino también
a anatomopatologos, genetistas, y tal vez a bidlogos moleculares.

En el caso de los IPCls, los ensayos clinicos demostraron una respuesta solo en aquellos CCR
metastdsicos que eran MMRd o MSI-H (290). Esto esta en linea con la l6gica de que un tumor
con MMRd producira mas neoantigenos capaces de inducir una potente reaccion
inmunoldgica reflejada en una densa infiltracién por linfocitos. Al mismo tiempo, estos
linfocitos quedarian inhibidos por el tumor a través de la expresidn de los receptores PD-1
y/o PD-L1 y la consiguiente activacion de las vias de los puntos de control inmunitario. Los
IPCls actuarian a través de una des-inhibicion de la reaccién inmunolégica en un tumor
inherentemente inmunogénico. Siguiendo este razonamiento, se ha propuesto la falta de
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expresion de una o mas de las proteinas del sistema MMR mediante inmunohistoquimica
(MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2) como un biomarcador para la respuesta al tratamiento con
IPCls, incluso independiente del tipo de tumor primario (323). Como alternativa, se puede
analizar el estado mutacional de determinados microsatélites, cuya inestabilidad es un
marcador subrogado y bien validado del MMR deficiente. Similar a lo que hemos comentado
con los anti-EGFR y el estado mutacional de los genes RAS, el estado de MMRp o MSS son
muy buenos predictores negativos, pero el estado MMRd y/o MSI-H no garantiza un beneficio
con los IPCIs en los CCR metastasicos, ya que solo se observé una respuesta en alrededor del
40% de los casos (ver apartado anterior). Ademas, como hemos visto, tampoco parece ser un
predictor ideal en el escenario de tratamiento neoadyuvante de estadios no metastasicos, ya
gue un pequefio grupo de pacientes puede responder aun teniendo un tumor MMRp/MSS
(330). Para optimizar la seleccién de pacientes, se han propuesto otros potenciales
predictores como la carga mutacional del tumor, la infiltracidn intratumoral por linfocitos T y
la expresién de PD-1 y/o PD-L1 como biomarcadores candidatos (341). Por ejemplo, Le y sus
colegas trataron solo a aquellos pacientes con IPCls cuyo cancer tenia un sistema MMR
deficiente y al mismo tiempo mostraban un alto nimero de mutaciones somaticas. No
obstante, igualmente solo algo mas del 50% mostraron algun tipo de respuesta objetiva (323).
Aunque la expresion del PD-L1 se ha asociado con un peor prondstico en un metaanalisis
reciente, su valor como predictor terapéutico es muy controvertido y faltan estudios con
numeros de participantes adecuados (342,343). Asi pues, aunque los biomarcadores
mencionados han mejorado la seleccidn de pacientes para tratamiento con IPCls, es evidente
gue su capacidad predictiva sigue siendo muy limitada por lo que se estan buscando nuevas
tecnologias para predecir la respuesta.

En entornos preclinicos, los sistemas de cultivo clasicos de lineas celulares tumorales han sido
muy Utiles para estudiar, con alto rendimiento, los efectos antiproliferativos de la
quimioterapia sobre las células tumorales (344). Sin embargo, los tumores evolucionan a
partir de muchos subclones con diferentes alteraciones genéticas y perfiles de expresion que
conducen a una gran heterogeneidad en su capacidad para crecer, invadir, hacer metastasis
y responder a los tratamientos (345). Como un desarrollo adicional de los cultivos celulares
clasicos, hoy en dia se pueden generar in vitro pequenos fragmentos de tumor llamados
organoides a partir de biopsias tumorales derivadas del paciente (‘PDO’, por sus siglas en
inglés). Los PDO recapitulan de manera tridimensional parte de la heterogeneidad
intratumoral del paciente (346). No obstante, una desventaja de los PDO de primera
generacion sigue siendo que derivan solo de las células epiteliales del tumor y carecen de
todas las partes del microambiente tumoral, incluidos los fibroblastos, los macréfagos, los
linfocitos T infiltrantes y otras muchas células del sistema inmunitario, por lo que no son utiles
para evaluar los tratamientos dirigidos a estos componentes (346).

Otra alternativa usada en entornos preclinicos son los xenoinjertos derivados de pacientes.
Esta técnica intenta aislar células tumorales del paciente e implantarlas en ratones con el fin
de recapitular su crecimiento dentro de un estroma mas natural. Esta técnica permite un
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mejor estudio de la heterogeneidad intratumoral y de las interacciones celulares bajo el
efecto de diferentes terapias. Los ultimos avances tecnoldgicos han hecho posible el
trasplante ortotdpico de células humanas de CCR en el colon murino e incluso la generacion
de metastasis hepaticas a través de la inyeccidn intraesplénica o intraportal de células
tumorales. No obstante, la gran limitacion de esta técnica radica en la necesidad de usar
ratones atimicos, es decir sin sistema inmune adaptativo para asi evitar el rechazo de las
células malignas humanas. Por lo tanto, no sirve tampoco para evaluar la respuesta a terapias
que van dirigidas a estos componentes. Aunque se estan desarrollando modelos de ratones
humanizados, es decir con sistema inmune humano intacto, otra limitacion de los
xenoinjertos es que es una técnica laboriosa y que no permite probar muchos tratamientos
en paralelo sin provocar un gasto financiero y de animales elevados — un aspecto bioético que
esta preocupando a una creciente parte de nuestra sociedad (347).

Mas recientemente, se han descrito dos técnicas que intentan cultivar muestras tumorales
en una interfaz aire-liquido (‘ALI’, por sus siglas en inglés), sin paso previo de disgregacion. La
idea es mantener el microambiente intacto y facilitar su supervivencia y crecimiento a través
de la difusion de nutrientes y factores de crecimiento desde la fase liquida (abajo) y el oxigeno
desde la fase aérea (arriba) (fig. 19). Brevemente, la primera técnica corta una muestra
tumoral en fragmentos muy pequefios de unos 500 — 1.000 um (llamados air liquid interfase
organoids en inglés, abreviado ‘ALIO’). Luego, se resuspenden los fragmentos tumorales en
una matriz extracelular sin paso previo de disgregacion enzimdatica manteniendo asi el
estroma intacto, y se coloca esta suspensidon en un inserto con membrana permeable
generando la interfaz aire-liquido (fig. 19a) (348). La segunda técnica utiliza una vibrdtomo
para realizar cortes gruesos (de unos 250 um) de una muestra tumoral previa inclusién en un
molde de agarosa, igualmente con la idea de mantener intacto el estroma. Los cortes se
transfieren a una membrana permeable que esta flotante en el medio de cultivo (ahora
llamados cultivos organotipicos, abreviado ‘COT’) generando asi la interfaz aire-liquido similar
a los ALIOs (fig. 19b) (349). Tedricamente, ambas técnicas permiten explorar el efecto de
diferentes tratamientos — estén dirigidos a las células tumorales o a su microambiente, sobre
su viabilidad bajo evaluacidn histopatoldgica e inmunofenotipica directas. Asi, Neal y colegas
en 2018 pudieron demostrar que los ALIOs derivados de diferentes tumores humanos son
capaces de recapitular in vitro la respuesta al tratamiento con anti-PD-1 (nivolumab)
consistente en una expansion y activacion de linfocitos intratumorales. Ademas, confirmaron
un efecto citotdxico dependiente del nivolumab (348). Este estudio demostrd la viabilidad de
modelar los efectos de tratamientos dirigidos al microambiente tumoral in vitro. Si se
optimizan los protocolos, los ALIOs y los COTs podrian albergar un gran potencial como
herramienta de la medicina personalizada mejorando la seleccion de terapias a base del
comportamiento biolégico in vitro de una muestra de tumor concreto, similar a los
antibiogramas utilizados en enfermedades infecciosas. No obstante, esto aun no se ha
demostrado para el tratamiento con IPCls de metdstasis de CCR. Por eso, el tercer proyecto
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de esta tesis intentard probar esta hipdtesis mediante un modelo murino de metastasis
hepaticas de CCR.
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Figura 19 | Esquema de un cultivo de organoides con interfaz aire-liquido (ALIO)
(arriba) y de un cultivo organotipico (COT) (abajo).
Para detalles: ver texto. Grafica: elaboracién propia.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS & OBJETIVOS

2.1.Justificacion General de la Tesis

El Cancer Colorrectal (CCR) supone el paradigma de una enfermedad tributaria de medidas
preventivas, ya que es una patologia muy prevalente en nuestra sociedad, se conocen bien
sus factores de riesgo e historia natural, y existen pruebas y tratamientos eficaces para su
deteccion y eliminacién en fase premaligna o muy precoz mejorando asi su incidencia y
morbimortalidad.

Mientras que el cribado de la poblacion de riesgo medio y la vigilancia de las formas de alto
riesgo han mejorado notablemente la incidencia y el prondstico, la prevencién del CCR
asociado a la Colitis Ulcerosa (CCR-CU) y al Sindrome de Poliposis Serrada (SPS) es subdptima.
En ambos casos se basa en realizar colonoscopias periddicas, un proceso costoso para los
sistemas de salud e incdmodo para los pacientes. Ademas, la deteccién de las lesiones
precursoras suele ser dificil por sus caracteristicas morfoldgicas. Otra particularidad de ambas
condiciones es la presencia de un defecto de campo, presente en mucosa de aspecto normal,
que predispone a la formacion de multiples lesiones a lo largo del colon con potencial de
malignizacién. Se ha demostrado que las alteraciones moleculares subyacentes al defecto de
campo podrian servir de biomarcadores precoces.

La epigenética estudia los procesos que regulan la expresion génica y engloban la metilacién
del ADN, las modificaciones de las histonas y la expresion de ARN no codificantes. Estos
procesos no solo ayudan a entender mejor la fisiopatologia del CCR mas alla de las variantes
génicas, sino también han demostrado su utilidad como fuente de potenciales
biomarcadores. En particular, la hipermetilacion del ADN en regiones promotoras es un
hallazgo frecuente de la via serrada. Por otro lado, los microARNs estan implicados en varias
vias de sefializacion del CCR esporadico y de procesos inflamatorios, y existe evidencia
preliminar sobre su rol en el CCR asociado a la enfermedad inflamatoria intestinal. Por lo
tanto, es oportuno explorar si se pueden aprovechar las alteraciones de la metilacién del ADN
y la expresion de microARNs para mejorar el diagndstico del CCR asociado al SPS y a la Colitis
Ulcerosa (CU), respectivamente.

Por otro lado, casi la mitad de los pacientes diagnosticados con CCR morird a causa de una
recurrencia o por enfermedad metastasica a pesar de los tratamientos adyuvantes que se
utilizan en la actualidad. La experiencia clinica ha demostrado que las respuestas a los
tratamientos antineoplasicos son altamente individuales, incluso dentro de una entidad
especifica de cancer, como el cancer de colon. Ademas, la heterogeneidad intratumoral, la
cual es cada vez mayor conforme va avanzando el estadio, dificulta la posibilidad de curar a
los pacientes completamente de cada una de las células cancerosas con las estrategias
terapéuticas actuales. Por esta razon, se reivindican enfoques terapéuticos personalizados
qgue combinan diferentes tratamientos y se dirigen a vias moleculares alteradas especificas a
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nivel individual. A medida que ha avanzado nuestra comprension molecular de la biologia
tumoral, en los ultimos anos se ha identificado una multitud de dianas susceptibles del
desarrollo de medicamentos especificos, lo cual ha facilitado el desarrollo de una plétora de
nuevos farmacos prometedores. A pesar de todo el entusiasmo, una implementacién rapida
a la practica clinica se ve obstaculizada por el hecho de que es muy dificil producir evidencia
cientifica de eficacia a escala clinica, ya que solo se beneficiara un pequefio subconjunto de
pacientes. Por lo tanto, necesitamos herramientas de diagndéstico que permitan predecir la
respuesta al tratamiento a nivel individual.

La medicina personalizada aplicada al CCR pretende ajustar las medidas preventivas,
diagnosticas y terapéuticas al perfil de riesgo individual de cada paciente, pero las
herramientas en uso clinico actual para conseguirlo aun son escasas.

2.2.Las Hipotesis de la Tesis

Hipdtesis 1:

El CCR-CU y el CCR esporadico tienen un perfil de expresion de microARNs diferente y
algunos microARNs son potenciales biomarcadores especificos y precoces para la
progresion neopldsica en la colitis ulcerosa.

Hipdtesis 2:

El defecto de campo por hipermetilacion del ADN constituye un mecanismo de
carcinogénesis en el SPS y podria ser un biomarcador para la deteccidon del SPS y de un
mayor riesgo de CCR en los pacientes afectados.

Hipdtesis 3:

Los organoides tumorales de segunda generacidn, cultivados en condiciones de interfaz
aire-liquido (ALIO) y los cultivos organotipicos (COT) capturan la mayor parte de la
heterogeneidad intratumoral, recapitulan la interaccion entre el tumor y el microambiente
tumoral (MAT) y pueden explotarse para estudiar in vitro la respuesta a tratamientos
dirigidos contra componentes clave del MAT, como el TGF- y PD-L1, que han demostrado
ser esenciales para la diseminacion metastasica.

2.3.Los Objetivos Generales y Especificos de la Tesis

Objetivo General 1:

El primer objetivo general de la tesis es identificar y validar biomarcadores tipo microARN en
tejido para diferenciar las lesiones con displasia asociadas a la CU de larga evolucién de los
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adenomas esporadicos con el fin de detectar aquellos pacientes con riesgo de progresion
neoplasica en la CU.

Objetivo General 2:

El segundo objetivo general es describir el fendmeno de hipermetilacion del ADN en mucosa
normal de pacientes con SPS, identificar potenciales biomarcadores para esta entidad y
analizar su asociacidon con el desarrollo de CCR.

Objetivo General 3:

El tercer objetivo general es desarrollar y evaluar, mediante la investigacién bascia, una
metodologia que permita la prediccidn de la respuesta a terapias dirigidas al microambiente
tumoral usando un modelo murino.

Objetivos Especificos de la Tesis

1. Analizar el perfil de expresién de microARNs preseleccionados mediante tarjetas
microfluidicas en muestras parafinadas de pacientes con CU de larga evolucidn con
displasia y/o CCR en zonas silentes, pero previamente afectadas por CU (cohorte de
estudio). Analizar el patron de expresion a lo largo de la secuencia mucosa normal —
displasia — carcinoma.

2. Analizar el perfil de expresidn de microARNs en muestras parafinadas de mucosa
normal, adenomas y CCR esporadicos provenientes de la poblacion de cribado de
riesgo medio (cohorte de control). Analizar el patréon de expresion a lo largo de la
secuencia esporadica: mucosa normal —adenoma — carcinoma.

3. Comparar los perfiles de expresién de las dos cohortes (estudio y control) con el fin de
identificar aquellos microARNs que presentan una desregulacién progresiva y
consistente a lo largo de las dos secuencias (CU versus espordadica), y que al mismo
tiempo son especificos para la CU y detectan la displasia asociada a la CU con alta
fiabilidad.

4. Mediante PCR cuantitativa en tiempo real, validar aquellos microARNs con mayor
capacidad para detectar la displasia en una cohorte independiente y prospectiva de
las dos secuencias.

5. Analizar el perfil de metilacién del ADN en la mucosa normal de pacientes con SPS 'y
su asociacion con el desarrollo de CCR.

6. Comparar el perfil de metilacion del ADN en mucosa normal en diferentes segmentos
del colon en pacientes con SPS, y su asociacion con el desarrollo de CCR.

7. Analizar la relacién de la metilacidn del ADN con factores como el consumo de tabaco
y la obesidad en pacientes con SPS, y su asociacidn con el desarrollo de CCR.

8. Validar los resultados obtenidos en una poblacién independiente de pacientes con
SPS.
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10.

11.

12

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

Analizar el perfil de metilaciéon del ADN en lesiones serradas y comparar con aquel
detectado en mucosa normal.

En un modelo murino de CCR, definir los puntos temporales en los que el sistema
inmunitario se excluye o se pierde completamente en el MAT in vivo y en qué
momento el MAT se enriquece en TGF-p.

Generar cultivos con interfaz aire-liquido de explantes de metdstasis hepaticas
generadas a partir de la inyeccidn de organoides tumorales derivados de ratones
(ALIO) y optimizar el protocolo para asegurar la mejor viabilidad de las células
cancerosas y todos los componentes del MAT.

. Comparar la composicion de los ALIOs, incluidas las células cancerosas y los

componentes del MAT, con el tejido metastasico inicial y analizar su evolucién a lo
largo del tiempo en condiciones de cultivo con interfaz aire-liquido.

Evaluar la respuesta al tratamiento in vivo de los ratones con anti-TGF-f solo
(galunisertib), anti-PD-L1 solo (nivolumab) o anti-TGF-B y anti-PD-L1 combinados
(galunisertib + nivolumab) mediante bioluminiscencia in vivo tras inyeccion de
organoides tumorales en ratones.

Evaluar la respuesta al tratamiento in vitro de los ALIO con anti-TGF-B solo
(galunisertib), anti-PD-L1 solo (nivolumab) o anti-TGF-B y anti-PD-L1 combinados
(galunisertib + nivolumab).

Comparar la respuesta in vitro con aquella in vivo.

Analizar la expresion de genes relacionados con la activaciéon de células T, con el
cambio de fenotipo de macrofagos y fibroblastos en respuesta a los diferentes
tratamientos.

Generar cultivos organotipicos a partir de cortes de metastasis hepaticas y evaluacion
de la viabilidad de las células tumorales.

Evaluar la respuesta al tratamiento in vitro de los COTs con anti-TGF-B solo
(galunisertib), anti-PD-L1 solo (nivolumab) o anti-TGF-B y anti-PD-L1 combinados
(galunisertib + nivolumab).

Comparar los resultados con los experimentos in vivo y con los ALIO.
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3. MATERIAL, METODOS & RESULTADOS

3.1.Resultados del Primer Proyecto
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Resumen (traduccion):

INTRODUCCION:

El cdncer colorrectal (CCR) es una complicacion potencialmente mortal de la colitis ulcerosa
(CU) de larga evolucién. Los microARN son reguladores epigenéticos implicados en el
desarrollo del CCR asociado a la CU (CCR-CU). Sin embargo, su papel como potenciales
biomarcadores en mucosa para la progresion neoplasica no se ha estudiado adecuadamente.

METODOS:

En este estudio, analizamos la expresion de 96 microARNs preseleccionados en tejido humano
fijado en formalina e incluido en parafina de 52 biopsias de casos (20 de mucosa normal, 20
de displasia y 12 de CCR-CU) y 50 biopsias de controles (10 de mucosa normal, 21 de
adenomas esporadicos y 19 de CCR esporadicos) utilizando tarjetas microfluidicas
personalizables tipo Custom TaqgMan Array Cards. Para la validacidn de los microARNs
desregulados, se realizd una reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa individual en
tiempo real en una cohorte independiente de 50 casos (13 de mucosa normal, 25 de displasia
y 12 de CCR-CU) y 46 controles (7 de mucosa normal, 19 de adenomas esporadicos, y 20 de
CCR esporadicos).

RESULTADOS:

Encontramos que sesenta y cuatro microARNs estaban desregulados diferencialmente a lo
largo de la secuencia del CCR-CU. Se eligieron ocho de estos microARNs para la fase de
validacién. Confirmamos que miR-31, -106a y -135b estaban significativamente desregulados
entre la mucosa normal y la displasia, asi como a lo largo de la secuencia de CCR-CU (todos
P<0,01). Se confirmd que estos microARNs también tenian una expresion diferencial
significativa en comparacion con el CCR esporadico (todos P<0,05).

DISCUSION:
Los CCR esporadicos y asociados a la CU tienen patrones de expresion de microARNs distintos
y algunos microARNSs indican una progresion neoplasica temprana.

PDF del articulo: ver siguiente pagina.
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ARTICLE

Differentially Deregulated MicroRNAs as Novel
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Ulcerative Colitis
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INTRODUCTION: Colorectal cancer (CRC) is a potentially life-threatening complication of long-standing ulcerative colitis
(UC). MicroRNAs (miRNA) are epigenetic regulators that have been involved in the development of UC-
associated CRC. However, their role as potential mucosal biomarkers of neoplastic progression has not
been adequately studied.

METHODS: In this study, we analyzed the expression of 96 preselected miRNAs in human formalin-fixed and
paraffin-embedded tissue of 52 case biopsies (20 normal mucosa, 20 dysplasia, and 12 UC-associated
CRCs) and 50 control biopsies (10 normal mucosa, 21 sporadic adenomas, and 19 sporadic CRCs) by
using Custom TaqMan Array Cards. For validation of deregulated miRNAs, we performed individual
quantitative real-time polymerase chain reaction in an independent cohort of 50 cases (13 normal
mucosa, 25 dysplasia, and 12 UC-associated CRCs) and 46 controls (7 normal mucosa, 19 sporadic
adenomas, and 20 sporadic CRCs).
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RESULTS:

Sixty-four miRNAs were found to be differentially deregulated in the UC-associated CRC sequence.

Eight of these miRNAs were chosen for further validation. We confirmed miR-31, -106a, and -135b to
be significantly deregulated between normal mucosa and dysplasia, as well as across the UC-associated
CRC sequence (all P< 0.01). Notably, these miRNAs also confirmed to have a significant differential
expression compared with sporadic CRC (all P< 0.05).

DISCUSSION:
indicate early neoplastic progression.

UC-associated and sporadic CRCs have distinct miRNA expression patterns, and some miRNAs

SUPPLEMENTARY MATERIAL accompanies this paper at http://links.lww.com/CTG/A803, http://links.lww.com/CTG/A804, http://links.lww.com/CTG/A805, http:/

links.lww.com/CTG/A806, and http:/links.lww.com/CTG/A807.
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INTRODUCTION

Inflammatory bowel disease (IBD) has been associated to a higher
risk of developing colorectal cancer (CRC) (1,2), and a recent
large population-based cohort study concluded that the risk of
diagnosis of CRC in patients with IBD has not declined signifi-
cantly in the past 35 years (3).

Current surveillance strategies aim to identify dysplasia, which
is considered a premalignant lesion and thus associated with a
high risk to develop CRC. Although there is only evidence from
case series and cohort studies, most of the societies recommend
1- to 5-yearly colonoscopy for surveillance starting from 8 to 10
years of disease onset, unless specific risk factors for dysplasia,
such as primary sclerosing cholangitis, are also present (4,5).

However, there are several shortcomings when it comes to
detect and diagnose dysplasia accurately. First, their low de-
tection rates during surveillance colonoscopy (6,7). In fact,
interval cancers are significantly more frequent in IBD-
associated cases compared with sporadic cases and are most
likely due to not detected or not completely resected dysplastic
lesions (8). Second, the poor interobserver agreement among
both endoscopists and pathologists to distinguish dysplastic
from inflammation-associated morphologic alterations. Third,
this poor interobserver agreement is also applicable when dif-
ferentiating low-grade dysplasia from high-grade dysplasia (9).
And fourth, the difficulty in reliably distinguishing colitis-
associated dysplasia from sporadic adenomas by histopathol-
ogists (10,11).

The difficulties to accurately detect and diagnose dysplasia as
the premalignant lesion of colitis-associated cancer haveled to the
search for more robust, objective, and minimally or noninvasive
biomarkers (12). MicroRNAs (miRNAs) are ideal candidates for
biomarkers because of their small size, stability in biological
samples, availability in blood samples (circulating miRNAs),
ability to regulate hundreds of mRNAs, and their relatively small
total number compared with mRNAs. Moreover, miRNAs have
been linked to pathogenic processes such as inflammation sig-
naling, endothelial-mesenchymal transition, cancer stem cells,
and metastatization (13-15).

In UC-associated CRC (UC-CRC), the evidence about the role
of miRNAs in inflammation and carcinogenesis is less abundant
compared with sporadic CRC (Sp-CRC), but several studies have
found promising preliminary results (16-18). Although most of
the previous studies had focused on disease-specific expression
patterns in both ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease, some
recent studies aimed to identify differentially expressed miRNAs
in UC-CRC (19-22). However, there is only a handful of studies

Clinical and Translational Gastroenterology

that analyzed single miRNAs associated to UC-CRC, but their
sample sizes were rather low, they were not validated with in-
dependent cohorts, dysplasia was not considered, or specificity
for UC-associated CRC over sporadic CRC was not addressed.

Despite the burgeoning knowledge of miRNAs as regulators in
both maintained inflammation and inflammation-associated
carcinogenesis, these processes are not fully understood, and
more research is needed to find biomarkers for clinical use. Our
study aimed to find miRNAs that are differentially and specifically
expressed in the colorectal carcinogenesis associated with UC and
could serve as biomarkers to improve the detection of UC-
associated dysplasia (UC-Dys).

MATERIAL AND METHODS

Patients and sample cohorts

The study group included 103 tissue specimens from 94 patients
with UC who were referred for dysplasia screening or diagnosed with
a CRC arising on a colitic area and fulfilling all the following eligi-
bility criteria: (i) endoscopically and pathologically confirmed UC
proximal to the rectum, (ii) disease duration of at least 8 years, and
(iii) absence of clinical activity (i.e., noninvasive 6-point partial Mayo
Score (23) <3), to avoid bias introduced by inflammatory processes.
To be considered as a UC-associated lesion, dysplasias and CRCs
had to be arisen in areas previously affected by chronic in-
flammation. The control group included 96 tissue specimens from
96 different individuals from the FIT-based organized Barcelona-
Eixample-Esquerra population CRC Screening Program, in which
all individuals aged 50-69 years are invited to participate, and a FIT
cutoft of =20 g of hemoglobin/g of feces is used to indicate a
colonoscopy. Personal history of CRC, adenoma, or inflammatory
bowel disease, a family history of CRC (defined as those individuals
with 2 first-degree relatives with CRC or 1 diagnosed before the age
of 60), known hereditary CRC syndromes, severe coexisting illness,
colonoscopy performed within the past 5 years, previous colectomy,
and contraindication for colonoscopy are considered definitive or
temporary exclusion criteria for screening.

The samples from the study group and the control group were
each divided to form 2 independent cohorts: (i) a discovery cohort
with 52 samples from the study group (20 UC normal mucosa
biopsies [UC-NM], 20 UC-associated dysplastic lesions [UC-
Dys], and 12 UC-associated colorectal cancers [UC-CRC]) and
50 samples from the control group (10 normal mucosa biopsies
[Sp-NM], 21 sporadic adenomas [Sp-Ad], and 19 sporadic CRC
[Sp-CRC]) (Figure 1). All samples derived from different unique
patients except for 3 patients of the study group who provided 1
sample of normal mucosa and 1 sample of dysplasia and 2
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patients who provided 2 samples of dysplasia. (ii) The validation
cohort was composed of 51 samples from the study group: 14 UC-
NM, 25 UC-Dys, and 12 UC-CRC and 46 samples from the
control group: 7 Sp-NM, 19 Sp-Ad, and 20 Sp-CRC (Figure 1). All
samples derived from different patients except for 4 patients who
provided 2 samples of dysplasia. Sporadic adenomas in patients
with UC were disregarded in this study.

Tissue samples of normal mucosa, UC-associated dysplasia,
and sporadic adenoma were obtained by colonoscopy, whereas
CRC specimens derived from surgical blocks. All samples were
fixed by immersion in buffered formalin immediately after the
colonoscopy or surgery and then processed and embedded in
paraffin (FFPE). All specimens were evaluated by pathologists at
each participating institution, according to the Vienna classifi-
cation and the seventh edition of the American Joint Committee
on Cancer tumor, node, metastasis grading system. Before RNA
extraction, microdissection of relevant tissue was performed by
using a biopsy punch device.

RNA extraction from FFPE specimens

RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (ref. AM1975,
Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) was used to
extract total RNA from tissue cores, according to the manufacturer’s
protocol. RNA concentration was determined with a NanoDrop
1000 spectrophotometer (NanoDrop, Wilmington, DE).

Quantitative reverse-transcription PCR assays

For the discovery phase, 96 miRNAs were selected after a com-
prehensive literature and database research based on their pre-
viously described functions in cell cycle control, signal transduction,
cell-cell interaction, inflammation, and tumorigenesis, as well as
their potential biomarker role in colorectal cancer or colitis-
associated cancer. We used 96-well Custom TaqMan Array
Microfluidic Cards (ref. 4342261; Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) for the evaluation of miRNA ex-
pression levels in patient samples. All RNA samples were first
reverse-transcribed to cDNA by using the TagMan MicroRNA
Reverse-Transcription Kit (ref. 4366596; Applied Biosystems)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 100 ng of
RNA was reverse-transcribed in a final volume of 15 L per reaction
under the following conditions: 30 minutes at 16°C, 30 minutes at
42°C, and 5 minutes at 85°C. Then, the cDNA was preamplified for
14 cycles using the TagMan PreAmp Master Mix (ref. 4488593;
Applied Biosystems) combined with the corresponding Custom
TagMan PreAmp primer pool. The preamplified cDNA was either
directly processed or stored at —20°C but for no longer than 64
hours. For quantitative real-time polymerase chain reaction (qQRT-
PCR), each of the 4 microfluidic card’s ports were filled with 100 w.L
of reaction volume from a master mix consisting of 225 wL TagMan
Universal Master Mix II No UNG (ref. 4440048; Applied Bio-
systems), 4.5 wL of preamplified and 1:4 diluted cDNA (at a con-
centration of 0.142 ng/pL), and nuclease-free water up to 450 pL.
The qRT-PCR was run on a 7900HT Fast Real-Time PCR in-
strument (ref. 4351405; Applied Biosystems) using the following
conditions: hold for 10 minutes at 95°C, then 15 seconds at 95°C,
and 1 minute at 60°C for 40 cycles. All qRT-PCR reactions were
performed in duplicate for each sample and miRNA assay. Ct
values were calculated from automatic threshold. RNU66, RNU48,
RNU44, and RNU6b were initially included as endogenous con-
trols for normalization, but data analysis showed that miR-30a-5p,
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miR-30e, and miR-28 were more stably expressed across all sam-
ples and were therefore used as better controls for our study.

TaqgMan MicroRNA Assays (ref. 4449142; Applied Biosystems)
were used to validate differential miRNA expression in 97 samples
by qRT-PCR. RNA was diluted to 4 ng/pnL, and 10 ng was used as a
template for each reverse-transcription reaction. All qRT-PCR
reactions were performed on a ViiA 7 Real-Time PCR instrument
(ref. 4453534; Applied Biosystems) in triplicate for each sample
and miRNA. Thermal conditions were as follows: hold 10 minutes
at 95°C, then 15 seconds at 95°C, and 1 minute at 60°C for up to 50
cycles to detect any expression possible. CT values were calculated
from automatic threshold, and only those below 40 were regarded
for final analysis. As in the discovery phase, miR-30a-5p, miR-30e,
and miR-28 were used as endogenous controls.

Statistical analysis

Statistics of clinical and pathological characteristics were calcu-
lated with GraphPad Prism (version 9.1.2). The unpaired Student
t test and Fisher exact test were used where applicable for dif-
ferences between study groups. All statistics of experimental data
including all plots were calculated and generated with R software.
We did not perform an interplate normalization because the
principal component analysis did not show a batch effect.
Quantitative RT-PCR results were analyzed by standard 2-class
unpaired Welch ¢ test and ANOVA where applicable. Finally, for
each selected miRNA, box and whisker plots and receiver oper-
ating characteristic (ROC) curves were generated, and the area
under the curve (AUC) was analyzed to test the performance of
the different models.

RESULTS

Characteristics of the study cohorts

Patients included in the discovery and validation cohorts pre-
sented similar distribution of sex and age at study inclusion and
diagnosis between all cases and controls. However, for the dis-
covery phase, patients of the study group were slightly younger
(52 vs 57 years, P = 0.02), and advanced-stage tumors (III/IV)
were twice as frequent in the UC-associated CRC group com-
pared with the sporadic CRC group (41.6 vs 21%, respectively),
but which was not statistically significant (Table 1). For a few
patients in both study groups, more than 1 sample was available.
Precisely, for 3 patients, 1 sample of normal mucosa and 1 sample
of dysplasia were available; for 6 patients, 2 samples of dysplasia
were available. By contrast, all samples of both control groups
came from different patients, resulting in a total of 102 samples
from 97 patients in the discovery cohort and 97 samples from 93
patients in the validation cohort. Regarding the group of UC-
associated dysplasia, in the discovery cohort, 18 and 2 of 20 were
low-grade and high-grade dysplasia, respectively, whereas in the
validation cohort, 100% were low-grade dysplasia. All sporadic
adenomas were tubular adenomas with low-grade dysplasia ex-
cept for a single one in the discovery cohort that was a tubulo-
villous adenoma with high-grade dysplasia (Table 1 and Figure 1).

MiRNA:s are differentially expressed across the colitis-associated
cancer sequence

We found 64 miRNAs that were differentially deregulated across
the UC-associated CRC sequence, whereas 65 miRNAs were al-
tered in the sporadic CRC sequence (see Supplementary Table S1,
Supplementary Digital Content 1, http://links.Iww.com/CTG/A803).
We compared the 2 sequences of differentially expressed miRNAs
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Figure 1. Study flowchart. AUROC, area under the receiver operating curve; Sp-Ad, sporadic adenoma; Sp-CRC, sporadic colorectal cancer; Sp-NM,
sporadic normal mucosa; UC, ulcerative colitis; UC-CRC, ulcerative colitis—associated colorectal cancer; UC-Dys, ulcerative colitis—associated dysplasia;

UC-NM, UC-associated normal mucosa.

(ANOVA P < 0.05) and found that most of the miRNAs were
shared between the 2 sequences. However, we also found 9 miR-
NAs that were only differentially regulated in the UC-associated
sequence, whereas 10 were only significant for the sporadic se-
quence (see Supplementary Table S1, Supplementary Digital
Content 1, http://links Iww.com/CTG/A803). We next filtered the
significantly deregulated miRNAs by those who showed the largest
difference in relative expression levels between normal mucosa
(UC-NM) and UC-associated CRC (UC-CRC). For a difference
greater than 1.0, we retrieved 21 miRNAs that were upregulated
and 11 that were downregulated (see Supplementary Table S1,
Supplementary Digital Content 1, http://links.Iww.com/CTG/A803).
Interestingly, within each group (ie, upregulated and down-
regulated), they showed different types of change in expression level.
For instance, within the upregulated group, although some were only
overexpressed in the cancer or in the dysplasia with respect to normal
mucosa, others showed a consistent upregulation across the UC-
associated sequence (Figure 2). We also compared the miRNA
expression profiles between UC-CRCs and Sp-CRCs and

Clinical and Translational Gastroenterology

retrieved 47 miRNAs that showed statistically significant differ-
ences between both entities. Thirty of these miRNAs showed a
more than 2-fold difference, 9 of which were higher expressed in
the UC-associated CRCs, whereas 21 were higher expressed in the
sporadic CRCs (Figure 3a; see Supplementary Table S2, Supple-
mentary Digital Content 2, http://links Iww.com/CTG/A804).

miRNAs are potential mucosal biomarkers for dysplasia in
patients with ulcerative colitis

When compared with normal colonic mucosa of patients with
UC, dysplastic lesions showed a distinct miRNA expression
profile (Figure 3b; see Supplementary Table S3, Supplementary
Digital Content 3, http://links.lww.com/CTG/A805). In ac-
cordance with our main objective of discovering tissue bio-
markers for identification of dysplasia associated to UC and
which at the same time were highly specific for neoplastic
progression associated to UC rather than the sporadic
adenoma-carcinoma sequence, we used the following criteria
for selecting the miRNAs for the validation phase: (i) miRNAs
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Table 1. Clinical characteristics of the patients within the different groups

Discovery (N = 97)

Differentially Deregulated MicroRNAs

Validation (N = 93)

Study group Control group P Study group Control group P
Total patients, n 47 50 47 46
Sex
Female, n (%) 16 (34) 23 (46) 0.30 17 (36%) 23 (50) 0.21
Age
Mean age at inclusion, yr (SD) 52 (13.8) 57 (3.1) 0.02 56 (12.2) 57 (3.5) 0.64
Mean age at diagnosis UC, y (SD) 36 (18.4) NA NA 38(14.1) NA NA
UC-associated dysplasia, n 20 25
Low-grade/high-grade, n (%) 18/2 (90/10) 25/0 (100/0)
Sporadic adenoma, n 21 0.61 19 0.99
Low-grade/high-grade, n (%) 20/1 (95/5) 19/0 (100/0)
Sex
Female, n (%) 7 (35) 9 (43) 0.75 10 (40) 10 (53) 0.54
Age
Mean age at inclusion, yr (SD) 53 (13.0) 58 (0.8) 0.08 56 (12.9) 58(1.2) 0.51
Mean age at diagnosis UC, yr (SD) 36 (14.6) NA NA 38(14.7) NA NA
Carcinomas, n 12 19 12 20
Sex
Female, n (%) 3(25) 9 (47) 0.27 5(42) 9 (45) 0.99
Age
Mean age at inclusion, yr (SD) 56.9 (16.4) 54.4(2.9) 0.52 60 (12.8) 55(2.7) 0.09
Mean age at diagnosis CRC, yr (SD) 57.8 (17.5) 54.4 (2.9) 0.42 58 (12.5) 55 (2.7) 0.32
At between diagnosis UC and CRC, yr (SD) 135(11.3) NA NA 14.9(9.3) NA NA
TNM, n (%)
In situ 0(0) 6(31.6) 0(0) 0(0)
| 2(16.7) 9(47.4) 4(33.3) 9 (45)
Il 4(33.3) 0(0) 5(41.7) 2(10)
0.22 0.21
I 1(8.3) 2(10.5) 3(25) 6 (30)
I\ 4(33.3) 2(10.5) 0(0) 1(5)
Unknown 1(8.3) 0(0) 0(0) 2(10)
Location®
Proximal/distal, n (%) 3/8 (25/67) 2/17 (11/89) 0.33 3/6 (25/50) 5/15 (25/75) 0.67
Unknown 1(8) 0() 3(25) 0O
Adjuvant treatment, n (%)
Yes/no 5/5 (42/42) 4/15 (21/79) 0.20 9/3 (75/25) 11/9 (55/45) 0.45
Unknown 2(16.7) 0(0) 0(0) 0(0)

CRC, colorectal cancer; TNM, tumor, node, metastasis; UC, ulcerative colitis; NA, not applicable. P-values <0.05 are highlighted in bold.

?Proximal and distal to the splenic flexure.

that showed a significant deregulation between normal mucosa,
dysplasia, and cancer, (ii) miRNAs that showed a consistent de-
regulation across the UC-associated sequence meaning that those
miRNAs dysregulated in the dysplasia cases that did not show a
dysregulation of higher magnitude in cancer were not regarded as
meaningful, (iii) miRNAs with a significantly different expression
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level in the colitis-associated cancers compared with the sporadic
cancers (Figure 3A; see Supplementary Table S2, Supplementary
Digital Content 2, http://links.lww.com/CTG/A804), and (iv)
miRNAs that showed a differential expression between normal
mucosa of patients with UC and UC-associated dysplasia
(Figure 3B; see Supplementary Table S3, Supplementary Digital
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Figure 2. Behavior of selected differentially deregulated miRNAs across the UC-associated CRC sequence in the discovery phase. CRC, colorectal cancer;

miRNA, microRNA; UC, ulcerative colitis.

Content 3, http://links.lww.com/CTG/A805). Accordingly, we
only considered those miRNAs for which the levels of specificity
according to their ROC curves were at least 0.7 or higher when
discriminating dysplasia from corresponding normal mucosa.

We identified 6 miRNAs from the discovery phase that ful-
filled each of these criteria: miR-20b, -24, -31, -106a, and -135b, all
of which were upregulated across the sequence, and miR-let-7f,
which was downregulated (Table 2).

Clinical and Translational Gastroenterology

Successful validation of the miRNA biomarkers in the
validation cohort

The 6 miRNAs that fulfilled the above conditions were chosen for
further validation. Moreover, we decided to include also miR-195
and miR-29a into the analysis because they also correlated well
with carcinogenesis and were accurate discriminators for dys-
plasia, although failed to show statistically significant differences
between sporadic and UC-associated cancer. As shown in Table 2
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Figure 3. (a) Heatmap of selected microRNAs differentiating the expression patterns of UC-associated CRC (UC-CRC) in light blue and sporadic CRC
(Sp-CRC)in pink. (b) Heatmap of selected microRNAs differentiating the expression patterns of UC-associated dysplasia (UC-DYS) in light blue and normal

colonic mucosa of patients with UC (UC-NM) in pink.

(and Supplementary Table S4, Supplementary Digital Content 4,
http://links.Ilww.com/CTG/A806), we positively validated the
expression of 3 of 8 miRNAs: miR-31, -106a, and -135b, all of
which were upregulated. Box plots and ROC curves of these 3
miRNAs are shown in Figure 4.

Contrarily, miR-195 showed a statistically significant down-
regulation in dysplasia (P = 0.0002), but in the UC-CRC group, it
was expressed at the same level as in normal mucosa (P = 0.65),
results not consistent with those of the discovery phase (see Sup-
plementary Figures S5, Supplementary Digital Content 5,
http://links.lww.com/CTG/A807). On the other hand, miR-20b
showed a consistent and statistically significant deregulation
across the UC-associated and sporadic CRC sequences in both
the discovery and validation cohort, but in the latter, it failed to
show significant differences between the UC-CRC and Sp-CRC
cases (P = 0.11) (Table 2). Finally, miR-24 did not show any
differences across the UC-associated CRC sequence, and miR-
29a and miR-let-7f did not show differences between normal
mucosa and dysplasia (see Supplementary Table S4, Supple-
mentary Digital Content 4, http://links.lww.com/CTG/A806
and Supplementary Figures S5, Supplementary Digital Content
5, http://links.lww.com/CTG/A807).

DISCUSSION

CRC is still a severe and life-threatening complication of long-
standing UC; thus, screening and early treatment of premalignant
lesions are decisive to decrease morbidity and mortality. Current
surveillance strategies aim to identify dysplasia by periodic
colonoscopies; however, there are important difficulties to detect
and diagnose dysplasia accurately, and colonoscopy is still an

American College of Gastroenterology

invasive procedure, costly, and uncomfortable for patients.
Therefore, there is a substantial need to find new biomarkers that
can predict dysplasia or cancer noninvasively.

miRNAs represent a crucial part in the complex network of
epigenetic regulation and have become potential biomarkers for
UC-CRC. However, there is still a need to improve the diagnostic
performance based on the detection of miRNAs species and validate
the findings. Indeed, there have been previous attempts to distin-
guish IBD related to sporadic colonic neoplasia with some success,
but observations are not consistent. Histological differentiation of
colitis-associated CRC from sporadic CRC is not possible. Com-
monly, studies have considered those CRC arising in an area with
known previous inflammation as colitis-associated CRC (24). Also,
colitis-associated CRC is often labeled at biobanks as CRC without
including any specification of their relationship with colitis, which
makes their identification and differentiation from sporadic CRC
difficult. We addressed this limitation in our study by including as
UC-CRC only those cases that occurred in patients with known
longstanding UC and that raised in areas with previous colitis (i.e., a
proximal CRC in a patient with distal longstanding UC would not
have been included in the study). Moreover, to ensure that our
results would not be biased toward inflammation, we only included
dysplasias and CRCs from patients with UC in clinical remission.
We cannot exclude, however, that there was some degree of mi-
croscopic inflammation in some of the samples, but we believe that
the impact was minimal. On the other hand, we recruited as spo-
radic CRCs only those cases diagnosed through a population-based
CRC screening program in asymptomatic individuals where pa-
tients with IBD are specifically excluded.

One major strength of our study is that we mirror the path-
ophysiologic cascade of carcinogenesis of both the UC-CRC and
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Table 2. Results for discovery phase and validation phase for 8 validated microRNAs (bold = positively validated)

Discovery Validation

UC-NM vs UC-NMvs UC-CRC UC-CRCvs UC-NM vs UC-NM vs UC-CRC UC-CRCvs

UC-Dys, UC-Dys, sequence, Sp-CRC, UC-Dys, UC-Dys, sequence, Sp-CRC,
miRNA Student P AUROC ANOVA P Student P Student P AUROC ANOVA P Student P
let-7f 0.003 0.720 0.012 5.20E-04 0.707 0.554 0.006 0.384
miR-20b 2.92E-04 0.820 1.58E-06 0.005 0.016 0.734 3.10E-06 0.110
miR-24 1.60E-06 0.900 2.22E-08 0.045 0.199 0.620 0.140 7.26E-04
miR-29a 3.90E-07 0.920 2.21E-09 0.062 0.645 0.517 0.003 0.021
miR-31 0.002 0.760 4.87E-06 0.020 2.64E-04 0.774 1.90E-06 0.015
miR-106a 6.16E-06 0.900 1.69E-06 0.001 0.002 0.777 0.003 0.012
miR-135b 4.57E-09 0.960 1.65E-13 0.010 5.12E-08 0.923 4.40E-05 0.040
miR-195 8.42E-04 0.800 4.33E-07 0.611 1.45E-04 0.831 1.40E-04 2.44E-04

AUROC, area under the receiver operating curve; Sp-CRC, sporadic colorectal cancer; UC-CRC, ulcerative colitis—associated colorectal cancer; UC-Dys, ulcerative

colitis—associated dysplasia; UC-NM, ulcerative colitis—associated normal mucosa.

Sp-CRC sequence by analyzing samples of the intermediate steps,
i.e., dysplasia for UC-CRC and sporadic adenoma for Sp-CRC.
By doing so, we found sixty-4 differentially deregulated miRNAs
for the UC-CRC sequence, which is comparable with previous
studies (20-22,25). We observed that most miRNAs were
equally deregulated across the UC-CRC and Sp-CRC sequence,
whereas some miRNA species were exclusively deregulated
across the UC-CRC sequence, for instance, downregulated miR-
192 and upregulated miR-126, indicating that although both
processes share a wide range of common features, they have
indeed distinct miRNA expression patterns. We also found
miRNAs that were associated with both UC-CRC and Sp-CRC
development but on statistically significant different levels (e.g.,
miR-31 being higher expressed in the UC-CRC sequence),
which might reflect a different relevance for the carcinogenesis
such as faster progression or higher grade of invasion or because
of the underlying inflammation in UC-CRC. Hence, another
strength of our study was that we considered these significantly
different levels as one of the relevant criteria to select miRNAs
for further validation.

The results of our study also suggest that miRNAs are linked
to different stages of carcinogenesis. For example, miR-126 and
-490 were only upregulated in cancer and not in dysplasia,
suggesting they are late events, whereas others (e.g., miR-20b,
-31, and -106a) seemed to be early events because they were
already upregulated in the dysplasia yet on a lower level than in
the cancer. We hypothesize that those miRNAs altered early
during carcinogenesis and that maintain or further enhance this
deregulation in cancer are of most interest as biomarkers be-
cause they could be an early predictor for a higher risk to develop
cancer. In this study, more than 90% of UC-associated dysplasia
were classified as low grade, whereas 95% of adenomas were
tubular adenomas with low-grade dysplasia. Hence, the number
of samples of high-grade dysplasia was too low to perform a
subgroup analysis.

Our main goal was to find miRNAs to be as specific as pos-
sible for colitis-associated dysplasia that have a high potential
for moving on to cancer. Therefore, we applied very restrictive
criteria to identify candidate mucosal miRNA biomarkers that
would not only accurately discriminate dysplasia from normal
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mucosa but also indicate a higher risk of CRC and are differ-
entially expressed in UC-CRC compared with Sp-CRC. Despite
this narrow definition, we achieved to identify 6 candidates, 3 of
which were positively validated in an independent cohort. All 3
validated miRNAs (i.e., miR-31, -106a, and -135b) have been
previously described for various cancer types including CRC
and have been associated with different cancer-related pathways
such as RAS signaling for miR-31 (26) and Wnt/B-catenin,
PI3K/AKT, TGFBR2, and PTEN for miR-135 (27-30). Most
intriguingly, miR-31 has been linked to IBD-associated CRC
(21,31). On the other hand, miR-106a, whose role in cancer cell
proliferation, migration, and invasion has been widely described
for CRC (32), has also been proven to distinguish between CD
and UC as well as to classify indeterminate IBD, but our findings
also suggest a novel role of this miRNA in IBD-associated car-
cinogenesis (33). MiR-135, which has been proposed as a po-
tential noninvasive biomarker in stool for sporadic CRC and
advanced adenoma, has not shown any diagnostic value in pa-
tients with IBD so far, and therefore, its association with UC-
CRC is a truly novel finding of our study (34).

Despite our promising results, we also acknowledge some
limitations of our study. First, the number of samples is still
limited; nevertheless, we were able to identify numerous highly
relevant biomarker candidates and validated some of them. Sec-
ond, the design of the study was retrospective, and the samples in
the UC-CRC sequence were mostly derived from different pa-
tients, which does not allow inferring causality. Third, we did not
correlate the results to clinical data, such as grade of in-
flammation, tumor stage, or disease-free survival, because these
data were either not available or the retrospective design did not
allow its usage.

In our opinion, the ideal future perspective for miRNAs as
biomarkers is their utility as a nonminimally or minimally
invasive screening method in blood, stool, or rectal biopsy to
identify patients with a high chance of having premalignant or
cancerous lesions. If tested positive, in a next step, patients
would undergo colonoscopy-driven biopsies or resections to
further evaluate and stratify according to individual risk
profiles and better rationalize surveillance and treatment
strategies.
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Figure 4. Left: Boxand whisker plots for relative expression of validated microRNAs comparing the UC-associated (left) and the sporadic sequence (right):
miRNA-31 (a, b), miR-106a (c, d), and miR-135b (e, f). Right: Sensitivities, specificities, and receiver operating curve for discriminating between normal
mucosa and dysplasia of the ulcerative colitis cases. Sp-Ad, sporadic adenoma; Sp-CRC, sporadic CRC; Sp-NM, sporadic normal mucosa; UC-CRC, UC-
associated colorectal cancer; UC-Dys, UC-associated dysplasia; UC-NM, ulcerative colitis—associated normal mucosa.

American College of Gastroenterology Clinical and Translational Gastroenterology

9

INFLAMMATORY BOWEL DISEASE

121




IS LGHIBA+ZNBEAAIAYO QAEIITIHSAL IKLRQOAEIEAHIQIANA

UMY EXOMADUOINXYOHISABZIUTM+erNIOH L UINREE AeRIIN GUgHAa 107016 M sfes.inol it u-upay pppepIswvieq

2202/0c/60 Uo

Quintanilla et al.

Our study revealed differentially expressed miRNAs for UC-
associated dysplasia and cancer. Most importantly, some of these
were found to be specific for colitis-associated compared with
sporadic colorectal cancer. They were also further validated in an
independent cohort. Based on our and previous results, future
research should focus on developing and evaluating noninvasive
miRNA panels until they are robust enough as diagnostic tools
before entering further validation on a large scale in clinical
settings.
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Study Highlights
WHAT IS KNOWN

\/ Colorectal cancer (CRC) is a feared complication of ulcerative
colitis (UC).
Its prevention is based on endoscopic detection of dysplasia,
but this strategy has important limitations.

\/ MicroRNAs (miRNAs) are important regulators of gene
expression and are ideal biomarker candidates.

\/ miRNAs have been associated with sporadic and UC-
associated CRC.

WHAT IS NEW HERE

\/ Sporadic and UC-associated CRCs have distinct miRNA
expression patterns.

miRNAs are potential biomarkers for dysplasia in patients
with UC.

Some miRNAs show a gradual increase during neoplastic
progression in UC.

\/ MiR-31, -106a, and -135b have been validated as potential
mucosal biomarker candidates for neoplastic progression.

REFERENCES

1. Stewenius J, Adnerhill I, Anderson H, et al. Incidence of colorectal cancer
and all cause mortality in non-selected patients with ulcerative colitis and
indeterminate colitis in Malmo, Sweden. Int ] Color Dis 1995;10(2):117-22.

2. Manninen P, Karvonen AL, Huhtala H, et al. The risk of colorectal cancer
in patients with inflammatory bowel diseases in Finland: A follow-up of
20 years. ] Crohns Colitis 2013;7(11):e551-7.

3. Soderlund S, Brandt L, Lapidus A, et al. Decreasing time-trends of
colorectal cancer in a large cohort of patients with inflammatory bowel
disease. Gastroenterology 2009;136(5):1561-7; quiz 1818-9.

4. Magro F, Gionchetti P, Eliakim R, et al. Third European Evidence-based
Consensus on Diagnosis and Management of Ulcerative Colitis. Part 1:
Definitions, diagnosis, extra-intestinal manifestations, pregnancy, cancer
surveillance, surgery, and ileo-anal pouch disorders. ] Crohns Colitis
2017;11(6):649-70.

5. Rutegard M, Palmqvist R, Stenling R, et al. Efficiency of colorectal cancer
surveillance in patients with ulcerative colitis: 38 years’ experience in a
patient cohort from a defined population area. Scand J Surg 2017;106(2):
133-8.

6. Eluri S, Parian AM, Limketkai BN, et al. Nearly a third of high-grade
dysplasia and colorectal cancer is undetected in patients with
inflammatory bowel disease. Dig Dis Sci 2017;62(12):3586-93.

7. Moussata D, Allez M, Cazals-Hatem D, et al. Are random biopsies still
useful for the detection of neoplasia in patients with IBD undergoing
surveillance colonoscopy with chromoendoscopy? Gut 2018;67:616-24.

8. Sanduleanu S, Rutter MD. Interval colorectal cancers in inflammatory
bowel disease: The grim statistics and true stories. Gastrointest Endosc
Clin N Am 2014;24(3):337-48.

9. Melville DM, Jass JR, Morson BC, et al. Observer study of the grading of
dysplasia in ulcerative colitis: Comparison with clinical outcome. Hum
Pathol 1989;20(10):1008-14.

10. Neumann H, Vieth M, Langner C, et al. Cancer risk in IBD: How to
diagnose and how to manage DALM and ALM. World ] Gastroenterol
2011;17(27):3184-91.

11. Hirata L. The present status and problems with diagnosis and
management of dysplasia/colitic cancer in ulcerative colitis. Clin J
Gastroenterol 2008;1(4):139-44.

12. Chen R, Lai LA, Brentnall TA, et al. Biomarkers for colitis-associated
colorectal cancer. World J Gastroenterol 2016;22(35):7882-91.

13. Guo Y, Bao Y, Yang W. Regulatory miRNAs in colorectal carcinogenesis
and metastasis. Int ] Mol Sci 2017;18(4):890.

14. Rahmani F, Avan A, Hashemy SI, et al. Role of Wnt/B-catenin signaling
regulatory microRNAs in the pathogenesis of colorectal cancer. J Cell
Physiol 2018;233(2):811-7.

VOLUME 13 | JULY 2022 www.clintranslgastro.com

122




2202/0c/60 Uo

G LGHOBA+EHERAAAAVO/YOAEIDYIASALLIAHPOOAEIEAHDII/AOA

UMY EXOMADUOINXYOHISGBZIUTM+BYNION L WNOTIZ L ABYHASSHNAUE Aq B1o/wod mm| sfeuinoly:dny wouy papeojumoq

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

. Strubberg AM, Madison BB. MicroRNAs in the etiology of colorectal

cancer: Pathways and clinical implications. Dis Model Mech 2017;10(3):
197-214.

. Hutchison J, Cohen Z, Onyeagucha BC, et al. How microRNAs influence

both hereditary and inflammatory-mediated colon cancers. Cancer Genet
2013;206(9-10):309-16.

. Bocchetti M, Ferraro M, Ricciardiello F, et al. The role of microRNAs in

development of colitis-associated colorectal cancer. Int ] Mol Sci 2021;
22(8):3967.

. James J, Riis L, Malham M, et al. MicroRNA biomarkers in IBD-

differential diagnosis and prediction of colitis-associated cancer. Int ] Mol
Sci 2020;21(21):1-19.

. Chapman CG, Pekow J. The emerging role of miRNAs in inflammatory

bowel disease: A review. Therap Adv Gastroenterol 2015;8(1):4-22.
Kanaan Z, Rai SN, Eichenberger MR, et al. Differential microRNA
expression tracks neoplastic progression in inflammatory bowel disease-
associated colorectal cancer. Hum Mutat 2012;33(3):551-60.

Olaru AV, Selaru FM, Mori Y, et al. Dynamic changes in the expression of
MicroRNA-31 during inflammatory bowel disease-associated neoplastic
transformation. Inflamm Bowel Dis 2011;17(1):221-31.

Olaru AV, Yamanaka S, Vazquez C, et al. MicroRNA-224 negatively
regulates p21 expression during late neoplastic progression in
inflammatory bowel disease. Inflamm Bowel Dis 2013;19(3):471-80.
Schroeder K, Tremaine W, Ilstrup D. Coated oral 5-aminosalicylic acid
therapy for mildly to moderately active ulcerative colitis. A randomized
study. N Engl ] Med 1987;317(26):1625-9.

Sebastian S, Hernandez V, Myrelid P, et al. Colorectal cancer in
inflammatory bowel disease: Results of the 3rd ECCO pathogenesis
scientific workshop (I). ] Crohns Colitis 2014;8(1):5-18.

Tan YG, Zhang YF, Guo CJ, et al. Screening of differentially expressed
microRNA in ulcerative colitis related colorectal cancer. Asian Pac ] Trop
Med 2013;6(12):972-6.

Sun D, Yu F, Ma Y, et al. MicroRNA-31 activates the RAS pathway and
functions as an oncogenic MicroRNA in human colorectal cancer by

American College of Gastroenterology

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34,

Differentially Deregulated MicroRNAs

repressing RAS p21 GTPase activating protein 1 (RASA1). ] Biol Chem
2013;288(13):9508-18.

Valeri N, Braconi C, Gasparini P, et al. MicroRNA-135b promotes cancer
progression by acting as a downstream effector of oncogenic pathways in
colon cancer. Cancer Cell 2014;25(4):469-83.

Liu B, Liu Y, Zhao L, et al. Upregulation of microRNA-135b and
microRNA-182 promotes chemoresistance of colorectal cancer by
targeting ST6GGALNAC2 via PI3K/AKT pathway. Mol Carcinog 2017;
56(12):2669-80.

LiJ, Liang H, Bai M, et al. miR-135b promotes cancer progression by
targeting transforming growth factor beta receptor II (TGFBR2) in
colorectal cancer. PLoS One 2015;10(6):e0130194.

Xiang S, Fang J, Wang S, et al. MicroRNA135b regulates the stability of
PTEN and promotes glycolysis by targeting USP13 in human colorectal
cancers. Oncol Rep 2015;33(3):1342-8.

Liu Z, Bai ], Zhang L, et al. Conditional knockout of microRNA-31
promotes the development of colitis associated cancer. Biochem Biophys
Res Commun 2017;490(1):62-8.

Feng B, Dong TT, Wang LL, et al. Colorectal cancer migration and
invasion initiated by microRNA-106a. PLoS One 2012;7(8):e43452.

Lin J, Cao Q, Zhang J, et al. MicroRNA expression patterns in
indeterminate inflammatory bowel disease. Mod Pathol 2013;26(1):
148-54.

Wu W, Wang Z, Yang P, et al. MicroRNA-135b regulates metastasis
suppressor 1 expression and promotes migration and invasion in
colorectal cancer. Mol Cell Biochem 2014;388(1-2):249-59.

Open Access This is an open access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution-Non Commercial-No Derivatives License 4.0
(CCBY-NC-ND), where it is permissible to download and share the work pro-
vided it is properly cited. The work cannot be changed in any way or used
commercially without permission from the journal.

Clinical and Translational Gastroenterology

123




3.2.Resultados del Segundo Proyecto

El Anadlisis Panepigendmico de la Metilacion del ADN en Mucosa Normal
Identifica la Hipermetilacion del HLA-F como un Nuevo Biomarcador
Candidato para el Sindrome de Poliposis Serrada

Epigenome-wide DNA Methylation Profiling of Normal Mucosa Reveals HLA-F
Hypermethylation as a Biomarker Candidate for Serrated Polyposis Syndrome
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Resumen (traduccion):

El sindrome de poliposis serrada (SPS) se asocia con un alto riesgo de CCR. La hipermetilacién
intensa de los promotores es un hallazgo molecular frecuente en la via serrada y puede estar
presente en la mucosa normal que predispone a la formacién de lesiones serradas. Para
identificar nuevos biomarcadores para el SPS, se analizaron muestras frescas congeladas de
mucosa normal de 50 pacientes con SPS y 19 individuos sanos utilizando la tecnologia 850K
BeadChip (Infinium). Los niveles de metilacion aberrante se correlacionaron con la expresion
génica utilizando una herramienta de analisis del transcriptoma de nueva generacion. Se
realizaron dos pasos de validacidon en cohortes independientes: primero, en tejido de mucosa
normal fijado en formalina e incluido en parafina; y segundo, sobre 24 lesiones serradas. Los
genes hipermetilados con mayor frecuencia fueron HLA-F, SLFN12, HLA-DMA y RARRES3; y
los genes hipometilados con mayor frecuencia fueron PIWIL1 y ANK3 (AP = 10%; P < 0,05).
Los niveles de expresion de HLA-F, SLFN12 y HLA-DMA fueron significativamente diferentes
entre pacientes con SPS e individuos sanos y correlacionaron bien con el estado de metilacion
del gen correspondiente (aumento >20%; r > 0,55; P < 0,001). También se encontrd una
hipermetilacidn significativa de los sitios CpG en el cuerpo del gen HLA-F en lesiones serradas
(AP = 23%; tasa de descubrimiento falso = 0,01). El estudio panepigenémico de metilacién ha
revelado numerosos CpG diferencialmente metilados en mucosa normal de pacientes con
SPS. La hipermetilacidn significativa de HLA-F es un nuevo candidato como biomarcador para
el SPS.

PDF del articulo: ver siguiente pagina.
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DNA Methylation Profiling of SPS

Serrated polyposis syndrome (SPS) is characterized by the
presence of multiple and/or large serrated polyps along the
colorectum. According to the 2019 updated World Health
Organization definition, at least one of the following two
criteria need to be fulfilled to establish the diagnosis of SPS:
at least five serrated polyps proximal to the rectum, of which
at least two are >10 mm; and >20 serrated polyps of any
size along the colon, of which at least five are located
proximal to the rectum.’ Serrated polyposis syndrome is
currently perceived as a highly relevant disease because of
three reasons: first, with increasingly implemented colo-
rectal cancer (CRC) screening programs, the prevalence of
SPS seems to be much higher than previously assumed
(approximately 1 in 200 screening colonoscopies in fecal
occult blood test screening programs)’; second, given their
morphologic characteristics (pale, small, flat, and often
covered by mucus), serrated lesions are often missed and the
prevalence of SPS is likely even higher than the actual re-
ported®; and, third, SPS has been associated with a higher
risk for developing CRC and therefore surveillance pro-
grams need to be implemented.* °

In addition to the long-known adenoma-carcinoma
sequence, around 10% to 15% of all sporadic CRCs are
believed to arise from the serrated pathway, with the
serrated lesion as their precursor.”* However, the enormous
phenotypic, genomic, and epigenomic heterogeneity of
serrated lesions is posing a challenge in sorting out the
underlying molecular mechanisms, which are still widely
unknown. In this sense, the serrated pathway can arise from
hyperplastic polyps (HPs), sessile serrated lesions (SSLs),
and traditional serrated adenomas, and all show different
morphologic characteristics and molecular features. In
addition, some SSLs might progress to serrated adenocar-
cinoma, whereas others develop as conventional CRC with
histologic and molecular features of microsatellite instability
high cancers.” Nonetheless, one common histologic feature
of all the subtypes is the saw-tooth shape of the crypt base,
which is believed to arise from altered apoptotic path-
ways.'”'" Serrated polyposis syndrome has been associated
with hypermethylation of multiple gene promoters. In a
study published in 2006, Minoo et al'” analyzed the DNA
methylation at promoters of 14 markers and found a higher
methylation level in patients with SPS compared with those
with serrated lesions but without fulfilling criteria for SPS.
More important, these differences were even more evident
when normal mucosa was analyzed.'> More recent studies
have shown that, compared with conventional adenomas,
SSLs show more hypermethylation, particularly in CpG
islands and shores.'” In addition, an important fraction of
serrated CRCs present the so-called CpG island methylator
phenotype (CIMP), and this is associated to various mo-
lecular features and risk factors, including BRAF mutation,
microsatellite instability, proximal tumor site, female sex,
older age, and smoking.'"* Another frequent finding of
sporadic CRCs, overlapping with the serrated pathway, is
the presence of microsatellite instability secondary to MLH]

The Journal of Molecular Diagnostics m jmdjournal.org

promoter hypermethylation.'* A third molecular mechanism
hypothesized to initiate the serrated pathway is based on
activating mutations in the mitogen-activated protein kinase
pathway. Particularly, BRAF mutations have been associ-
ated with a high level of promoter methylation and MLHI
silencing.'>'®

The observation that patients with a history of colorectal
polyps or cancer are more likely to develop metachronous
lesions than those without such previous lesions has led to
the field cancerization (or field defect) hypothesis.'”'® Thus
far, some genetic and epigenetic alterations have been
identified that arise in the colonic epithelium in a patchy
way (fields) and predispose to the formation of polyps and
eventually cancer, yet the mucosa appears macroscopically
and microscopically normal.'® This has become particularly
evident for proximal serrated lesions where aberrant DNA
methylation of a specific gene panel (CIMP panel) detected
in normal mucosa was associated with the presence of
advanced proximal serrated lesions.”” From a clinical
viewpoint, it has been proposed that these aberrations in
normal mucosa could be leveraged as a tool to identify
patients early at risk for harboring or developing lesions. '
However, the clinical implications of this hypothesis
remain largely unexplored.

Intense colonoscopy surveillance for SPS is costly and
uncomfortable for patients. Besides, recent studies suggest
that the risk of developing cancer under surveillance is low
and that lower-risk patients could benefit from relaxation of
the intervals.” To optimize patient management, it is clear
that we first need to better understand the molecular fun-
damentals of the serrated pathway to then dispose of mo-
lecular biomarkers for a better cancer risk prediction.

This study describes the methylation profile of normal
mucosa in a large cohort of SPS and identified biomarker
candidates for SPS. We also aimed to verify the field defect
hypothesis by comparing the methylation profiles found in
normal mucosa and in serrated polyp tissue.'®

Materials and Methods
Study Design

This study consisted of four phases (Figure 1). In the
exploratory phase, a genome-wide methylation analysis was
performed using the 850K Epic BeadChip Array (Infinium)
in fresh-frozen tissue samples of normal colon mucosa from
50 patients diagnosed with SPS and 19 individuals without
colorectal neoplasia. Because aberrant methylation has been
shown to differ along the colorectum,”’ samples from the
proximal and distal colon were obtained. Proximal colon
was defined as proximal to the splenic flexure. The gene
expression was then analyzed in the same cohort and sam-
ples and the expression levels were correlated with the
methylation status of the corresponding differentially
methylated regions (DMRs). In the next step, the results in
formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue samples of
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Methylation analysis
Infinium Epic BeadChip (850,000 CpGs)

138 Fresh-frozen samples from normal mucosa
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Figure 1  Study flowchart. *From each patient, one sample from the

proximal colon and one sample from the distal colon were obtained. CRC,
colorectal cancer; DMC, differentially methylated CpG; DMR, differentially
methylated region; FFPE, formalin fixed, paraffin embedded; HP, hyper-
plastic polyp; SSL, sessile serrated lesion; SPS, serrated polyposis
syndrome.

the normal mucosa of an independent cohort of 17 SPS
patients and 10 individuals without colorectal neoplasia
were validated. As a further validation step, genome-wide
methylation analysis was performed using the same tech-
nique to interrogate differentially methylated CpGs directly
in FFPE tissue of serrated lesions derived from another in-
dependent cohort: 6 HPs and 18 SSLs.

676

Study Population

Patients with SPS for the exploratory phase were prospec-
tively recruited between 2016 and 2018 at the High-Risk
CRC Clinic from the Hospital Clinic of Barcelona (Barce-
lona, Spain). For the validation cohort, patients were
recruited retrospectively from the same clinic attended be-
tween 2004 and 2016.

Patients included in this study fulfilled criterion I and/or
III, according to the 2010 World Health Organization
criteria: criterion I, five or more serrated polyps proximal to
the sigmoid and at least two of them measure >10 mm; and
criterion III, >20 serrated polyps of any size at any
localization.

Healthy controls with a normal colonoscopy (ie, without
any adenoma, serrated lesion, or any other lesion) in the
exploratory and validation phase derived from the CRC
screening programs at the General Hospital of Alicante and
the Hospital Clinic of Barcelona, respectively. In both cases,
they were matched for age and sex with the study cohorts.
Briefly, in these average risk, population-based screening
programs, asymptomatic residents, aged 50 to 69 years, are
identified by the community health registry and invited for
CRC screening based on fecal immunochemical testing.”” In
those with a positive result (>155 ng Hb/mL; OC-
SENSOR; Eiken Chemical Co., Taito-ku, Tokyo, Japan),
a colonoscopy is performed. In this program, patients with a
history of CRC, adenoma, inflammatory bowel disease,
family history of hereditary or familial CRC, severe co-
morbidity, or previous colectomy are excluded, because
these patients are considered high risk and may be under
different programs of surveillance or screening. Those pa-
tients with a normal colonoscopy (ie, without any pathol-
ogy) were eligible to serve as healthy controls for the
present study, and biopsies from the proximal and distal
colon were taken.

The study was conducted according to the guidelines of
the Declaration of Helsinki. Informed consent was retrieved
from all patients, and the study was approved by our local
ethics committee by February 29, 2016 (registered HCB/
2016/0099).

Tissue Samples

Fresh-Frozen Samples (Exploratory Cohort)

Fresh-frozen normal mucosa tissue samples (from the
proximal and distal colon) from patients with SPS were
obtained during the surveillance colonoscopies.'™* After the
biopsy, samples were stored in RNAlater solution (reference
AM7021; Invitrogen, Waltham, MA) at —80°C in the
freezer at the laboratories of Institut d’Investigacions Bio-
mediques August Pi i Sunyer (Barcelona, Spain).

FFPE Samples (Validation Cohort)
FFPE tissue samples of normal mucosa from patients who
had previously received partial or total colectomy because
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of SPS with (N = 7) or without (N = 10) CRC were ob-
tained. Samples were collected from the proximal and distal
colon. An expert pathologist (M.C.) confirmed histologi-
cally that the sample only contained normal mucosa and not
tumor or serrated lesions. The epithelial compartment
comprised about 80% to 90% of each sample and therefore
microdissection was not performed.

Tissue Samples from Serrated Lesions

Serrated polyp samples that were enrolled as a second
validation step were obtained by endoscopic mucosal
resection between 2014 and 2018. Each serrated polyp was
classified as HP and SSL to the World Health Organization
classification.

DNA and RNA Extraction

Fresh-frozen samples were disaggregated by using UFO
beads (Stainless Steel UFO Beads 3.5 mm RNAse free;
reference F7SSUFO35-RNA; Cultek, Madrid, Spain) and
the TissueLyser LT (reference 85600; Qiagen, Hilden,
Germany). Genomic DNA from the tissue samples was
extracted using the PureLink Genomic DNA MiniKit
following the manufacturer’s instructions (reference K1820-
02; Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA).

Table 1  Study Population

Characteristic SPS group Healthy controls

Discovery Phase
Total, n 50 19

Age, mean (SD), years 59 (7.5) 62 (4.9)
Sex: female, n (%) 19 (38) 6 (32)
Tobacco use, n (%)
Smoker 26 (52) 4 (21)
Nonsmoker 13 (26) 3 (16)
Unknown 11 (22) 12 (63)
2010 WHO subtype, N (%) NA
I 15 (30)
11 15 (30)
I+ 11 20 (40)
CRC, n (%) 4 (8) NA
Validation Phase
Total, N 17 10
Age, mean (SD), years 60 (5.0) 62 (6.4)
Sex: female, n (%) 9 (53) 6 (60)
Tobacco use, n (%)
Smoker 10 (59) 7 (70)
Nonsmoker 3 (18) 3 (30)
Unknown 4 (23) 0 (0)
2010 WHO subtype, n (%) NA
I 4 (24)
III 6 (35)
I+ 11 7 (41)
CRC, n (%) 7 (41) NA

CRC, colorectal cancer; NA, not applicable; SPS, serrated polyposis syn-
drome; WHO, World Health Organization.
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The double-stranded DNA concentration was measured by a
fluorometric method (Qubit 3.0; reference Q33216; Invi-
trogen). For gene expression analysis, RNA was extracted
using the Rneasy miniKit following the manufacturer’s in-
structions (reference 74104; Qiagen). Quality and quantity
of RNA samples were measured on an automated electro-
phoresis TapeStation System Device (RNA ScreenTape
Analysis; Agilent Technologies, Santa Clara, CA). The
extracted DNA and RNA were then stored at —20°C and
—80°C, respectively, which allowed adequate preservation
of the quality of DNA and RNA for subsequent analysis of
methylation and gene expression, respectively.

Human Methylation 850K Epic BeadChip Array

Global methylome analysis was performed by using an 850K
Epic BeadChip Array (reference WG-317-1003; Illumina,
San Diego, CA). This kit targets >850,000 CpG sites on a
single-nucleotide level and covers CpGs located in CpG
islands and outside of islands (ie, in shores and opensea areas).
A CpG island is defined as a region of 500 to 2000 nucleo-
tides, of which >55% are CpGs. The shores extend around
2000 bp upstream and downstream from the islands, whereas
opensea represents areas with CpGs not related to CpG islands
and that have a low CpG content. On the other hand, the 850K
Epic BeadChip Array (Infinium) covers CpGs located in
promoter regions but also in gene bodies and intergenic
regions. Promoter regions of miRNAs were also covered.

In the case of the FFPE samples, the Infinium HD FFPE
DNA Restore Kit (reference WG-321-1002; Illumina) was
used previously to allow DNA recovery for the subsequent
analysis using the Infinium platform.”* Briefly, 1 pg of
DNA was treated with sodium bisulfite (EZ DNA
Methylation-Gold kit; reference D5005; Zymo Research,
Tustin, CA). Subsequently, an isothermal amplification was
performed at 37°C, followed by enzymatic fragmentation,
purification, and hybridization (all according to the manu-
facturer’s instructions).

The sets of methylation data were extracted using the
GenomeStudio software v2011.1 (Illumina). Methylation
values for individual CpG sites were obtained as B-values,
calculated as the ratio of the methylated signal intensity/the
sum of both methylated and unmethylated signals after
background subtraction. The B-values were reported as a
DNA methylation score, ranging from 0 (completely
unmethylated) to 1 (completely methylated). To correct for
the bias introduced by different bead types in the methyl-
ation array, a P-mixture quantile normalization method,
described by Teschendorff et al*® (2013), and which is
included in the R package Chip Analysis Methylation
Pipeline (ChAMP) for Infinium Illumina EPIC chips was
used.”® The batch effect was corrected by using the open-
source Bioconductor package ChAMP version 2.8.9 with
default parameters.”’ This R package also generates the
gene set enrichment analysis and DMR analysis (ie, differ-
entially methylated regions). A differentially methylated
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region is a set of multiple CpGs, usually adjacent to each
other, which display a predicted strong functional and
regional correlation alongside the genome and possibly
form a functional unit for the transcriptional regulation.® To
detect DMRs between two populations on normalized
B-values, the Bioconductor package bump hunter was used
with default parameters,” included in the ChAMP. DMR
function was assessed, to estimate regions for which a
genomic profile deviates from its baseline value.
Differentially methylated cytosines and regions between
groups (SPS and healthy) were assessed by linear models, ™
including clinical covariates: age, sex, colon location (prox-
imal and distal), and tobacco use after a logit transforming of
B-values. Because differences in normal mucosa were pre-
dicted to be subtle, a difference in the relative methylation
level (AR value) of >0.1 (ie, an absolute 10% increase or
decrease) was defined as clinically relevant and an adjusted P
value (Benjamini-Hochberg method) of <0.05 as statistically
significant (adjusted for sex, age, tobacco use, and location).
In the case of polyp tissue, a AP value of >0.2 (ie, an absolute
20% increase or decrease) was defined as clinically relevant
and an adjusted P value of <0.05 as statistically significant.

Gene Expression Analysis

A next-generation, gene-level, expression-profiling tool was
used according the manufacturer’s protocol, to analyze the
expression levels of >20,000 genes in a transcriptome-wide
manner (Human Clariom S Assay; reference 902927,
ThermoFisher Scientific). The raw gene expression was
processed using bioconductor tools.”' Briefly, the entrez-
based probe definition,*” normalization using rma, and dif-
ferential expressed ranking using moderated #-statistics were
used.”” Correlation between genes and differentially meth-
ylated regions was computed using Spearman correlation. A
fold change of at least +1.1 (ie, a 10% increase or decrease
in expression level) with a P value of <0.05 was considered
as relevant and statistically significant.

Results
Characteristics of the Study Cohorts

Clinical characteristics of the study cohorts are summarized in
Table 1. Mean age in the discovery phase was 59 and 62 years
for patients with SPS and healthy controls, respectively. Of
the 50 SPS cases, four patients had CRC (8%) in the discovery
phase. In the validation cohort, mean age was 60 and 62 years
for patients with SPS and healthy individuals, respectively.
There were seven cases of CRC in the SPS group (41%).

Discovery of Differentially Methylated CpGs in Fresh-
Frozen Tissue

The aim was to identify differentially methylated CpGs
(DMCs) as potential biomarkers for patients with SPS.

The Journal of Molecular Diagnostics m jmdjournal.org

Following the field defect hypothesis, we sought to identify
DMCs in normal mucosa between patients with SPS and
healthy controls. After adjusting for age, sex, colon location
(proximal and distal), and tobacco use, 34 differentially
hypermethylated and 36 differentially hypomethylated
CpGs were found (Supplemental Table S1). Both events,
hypermethylation and hypomethylation, occurred predomi-
nantly in promoter regions and gene bodies and not in
intergenic regions (Figure 2A). Opensea areas (ie, CpGs
unrelated to CpG islands) were almost twice as frequently
affected as CpG islands or shores (Figure 2B). Those
differentially hypermethylated and hypomethylated CpGs
not related to intergenic regions corresponded to 18 and 27
genes, respectively (Supplemental Table S1). For most
genes, only one CpG site was affected; however, some
showed a differential methylation level at multiple CpG
sites. The most hypermethylated CpG regions (ie, with more
than one CpG site affected) were HLA-F, SLFNI12, B2M,
HLA-DMA, and RARRES3, and the most hypomethylated
genes were PIWILI and ANK3 (Supplemental Table S1).

Because SPS subtypes are phenotypically different, their
methylation profiles were next studied separately
(Supplemental Figure S1). No significant differences were
observed between World Health Organization 2010 subtype
I (N = 15) and subtype III (N = 15) (Supplemental Table
S2 and Supplemental Figure S1). When compared with
normal mucosa of healthy individuals, subtype III did not
show any relevant aberration in its methylation profile
(Supplemental Table S3), whereas subtype I showed eight
DMC:s (all hypomethylated), seven of which corresponded
to six genes and one to an intergenic region (Supplemental
Table S4).

The methylation profiles were also compared between
SPS patients with history of CRC (N = 4) and those
without CRC (N = 46), but no substantial differences were
observed. Only four CpGs were statistically significant after
adjustment by Benjamini-Hochberg method (cg11699261,
€g23979401, cg20106822, and cg12842231). All four CpGs
were located in opensea areas and in the gene body of their
corresponding gene: PBLD, LOC728723, MYOM?2, and
KIAA1671 (Supplemental Table S5).

Discovery of Differentially Methylated Regions in
Fresh-Frozen Tissue

Differential methylation of a single CpG site is highly
relevant for biomarker discovery. However, because previ-
ous studies have found CpGs strongly correlated across the
genome in a functional and regional manner, DMRs were
studied next.”®** DMRs are genomic regions with multiple
adjacent CpG sites that are differentially methylated and
possibly form a functional unit involved in transcriptional
regulation. Fifty-seven differentially hypermethylated and
155 hypomethylated regions (P < 0.05) were retrieved be-
tween patients with SPS and healthy individuals
(Supplemental Table S6). Four of these DMR-defined genes
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Table 2 Differentially Methylated CpGs with Best Discriminatory Performance and Good Correlation with GE
ME
Gene CHR CpG Gene location CpG location Direction
HLA-F 6 cg12588917 Body Island Hyper
€g24351901 Body Island Hyper
€g15331332 Body Shore Hyper
€g23892836 Body Island Hyper
cg07016276 Body Island Hyper
€g00504902 Body Shore Hyper
SLFN12 17 cg19566405 TSS1500 Opensea Hyper
€g05174890 TSS1500 Opensea Hyper
€g11346248 TSS1500 Opensea Hyper
€g03251655 First exon Opensea Hyper
€g21697381 TSS1500 Opensea Hyper
HLA-DMA 6 cg02806715 Body Opensea Hyper
€g24129356 First exon Opensea Hyper
UBE2L6 11 €g27429749 Body Shore Hyper
ANK3 10 cgl14274656 First exon Opensea Hypo
€g16134349 First exon Opensea Hypo
BST2 19 cg11558551 TSS200 Opensea Hyper
HLA-DPA1 6 cg12858166 3'UTR Opensea Hyper

(table continues)

CHR, chromosome; GE, gene expression; Hyper, hypermethylation; Hypo, hypomethylation; ME, gene methylation; TSS, transcription start site; UTR, un-

translated region.

overlapped with our findings of the single CpG analysis
described above: HLA-F, SLFNI12, and HLA-DPAI (all
three hypermethylated) and PIWILI (hypomethylated)
(Figure 2, C—F).

Colorectal Location Impacts Substantially on the
Methylation Profile

Differential aberrant methylation has been described in the
different parts of the colorectum.>® Therefore, from each
patient with SPS and healthy individual a pair of one
proximal and one distal biopsy specimen were included.
When stratified by location, 339 DMCs were retrieved be-
tween SPS and healthy individuals if only the proximal
location was analyzed (Supplemental Table S7) and 343
DMCs if only the distal location was analyzed
(Supplemental Table S8). Interestingly, an important pre-
dominance of hypomethylation events in both locations
(325 of 339 proximally and 330 of 343 distally) as well as a
predominance of opensea DMCs (209 of 339 proximally
and 204 of 343 distally) was found. To evaluate the stability
of the methylome, the profile of the healthy individuals was
analyzed by age group and no significant correlation was
found between age and global methylation status for the
proximal or the distal location [R = —0.12 (P = 0.64)
versus R = 0.38 (P = 0.11), respectively] (Supplemental
Figure S2, A and B). Regarding sex, a minimum tendency
of higher methylation was found for female patients, but this
was only significant for the distal location (P = 0.021)
(Supplemental Figure S2, C and D).
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Correlation with Gene Expression

To validate the functional impact of aberrant methylation
observed in normal mucosa, the correlation of the methyl-
ation level of the differentially methylated CpGs was further
studied with the expression level of their corresponding
gene in the same fresh-frozen samples. Fifty genes showed a
strong correlation (r > 0.7; P < 0.05), and 1934 genes
showed a moderate correlation (0.3 < r < 0.7; P < 0.05)
(Supplemental Table S9). The corresponding CpGs of seven
of the genes with a moderate correlation (» > 0.3) showed
highly significant differences in their methylation levels (A
> 0.1; P < 0.0001) and significant fold changes in their
expression levels (fold change > 1.1; P < 0.05): HLA-F,
SLFNI12, HLA-DMA, UBE2L6, ANK3, BST2, and HLA-
DPAI (Table 2 and Figure 3).

Independent Validation in FFPE Samples of Normal
Mucosa of Patients with SPS

To validate the results, FFPE samples of normal-appearing
mucosa from the proximal and distal colon of an indepen-
dent cohort of 17 SPS patients and 10 healthy individuals
were analyzed (Supplemental Table S10). When analyzed
by gene, two genes could be positively validated: HLA-F,
which showed a significant hypermethylation in both fresh-
frozen and paraffin-embedded specimens; and KLFII,
which showed a significant hypomethylation in both spec-
imens (Table 3 and Supplemental Tables S1 and S10). Of
note, HLA-F was one of the genes that showed a moderate
correlation between its methylation status and gene
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Table 2 (continued)

ME GE Correlation of ME-GE
AR Methylation P value Direction Fold change P value r P value

0.145 1.2 x 1071 Down —1.246 0.001 —0.631 0

0.144 2.4 x 107°

0.142 6.7 x 107°

0.129 3.5 x 107°

0.101 4.6 x 10°°

0.102 2.2 x 10°°

0.130 2.2 x 1078 Down —1.223 0.000 —0.583 0

0.113 7.4 x 1077

0.110 6.8 x 1078

0.100 1.5 x 1077

0.100 7.5 x 1078

0.126 1.0 x 1071 Down —1.276 0.000 —0.578 0

0.121 5.3 x 1071

0.117 2.2 x 107° Down —1.193 0.038 —0.521 7.3 x 1071
—0.117 3.0 x 1078 Down —1.140 0.033 —0.409 1.0 x 107°
—0.104 5.0 x 1078

0.102 5.0 x 1078 Down —1.361 0.000 —0.380 6.0 x 107°

0.104 1.1 x 1072 Down —1.198 0.003 —0.315 2.0 x 1074
expression levels (r = —0.631) in the exploratory phase of 3044 genes (Supplemental Table S12). Furthermore, nine
the study. shared genes that harbored DMCs in both cohorts were

Similar to the analysis in fresh-frozen samples, in FFPE
tissue, no statistically significant aberrant methylation pro-
files were found between patients with CRC (N = 7) and
those without (N = 10). Of 1208 CpGs that showed >10%
increase or decrease in their methylation level, none reached
statistical significance after adjustment (Supplemental Table
S11).

Validation in FFPE Samples of Polyp Tissue

We next hypothesized that the changes detected in normal
mucosa (field defect) predispose for the development of
serrated polyps and thus should be present in preneoplastic
lesions. To confirm this hypothesis, the differential
methylation pattern of an independent cohort of 24 serrated
lesions (6 HPs and 18 SSLs) were analyzed and compared
with 7 healthy controls. Because pathologic tissue was
predicted to harbor more epigenetic changes compared with
normal mucosa, more stringent parameters were predefined
for the detection of differences in methylation levels and
27,062 significantly hypermethylated and 9677 significantly
hypomethylated CpG sites were identified. When looking at
DMCs in promoter regions, almost 10 times more hyper-
methylated DMCs (13,999 CpGs) than hypomethylated
DMCs (1418 CpGs) were detected. Hypermethylated
DMCs not related to intergenic regions corresponded to
4203 genes, and hypomethylated CpGs corresponded to

The Journal of Molecular Diagnostics m jmdjournal.org

identified, of which three were hypermethylated (HLA-F,
CDC42SE2, and RBMSI) and six were differentially
hypomethylated (MUC21, ANK3, SNX29, TRERFI, KLF12,
and AGPAT4).

In summary, HLA-F was found to be differentially
hypermethylated in fresh-frozen samples of normal mucosa
of SPS patients, correlating well with gene expression, and
differentially hypermethylated in FFPE samples of an in-
dependent cohort as well as in FFPE samples of serrated
lesions (Figure 4).

Gene Set Enrichment Analysis

To better understand the possible functional implications of
the genes related to the DMCs found herein, a gene set
enrichment analysis was performed on the list of DMCs found
in the fresh-frozen samples. By using the Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes software v92.0 (https://www.genome.
Jp/kegg), a significant enrichment was identified in 24
different gene sets with an adjusted P value of <0.05
(Supplemental Table S13). Overall, there was an enrich-
ment in gene sets related to DNA methylation, cancer (also
colon cancer), morphogenesis (homeobox genes), embryonic
stem cell identity, cell-cell adhesion, and immune response,
particularly IgA production and antigen processing and pre-
sentation. Intriguingly, none of the typical genes linked to the
CIMP was enriched in our data set.
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Figure 3  For the three genes (rows) with best differences in methylation levels (left panels) and expression levels (middle panels) as well as good

correlation between expression and methylation (right panels), box-and-whisker plots and correlation curves are displayed: HLA-F, SLFN12, and HLA-DMA. For
differences in methylation levels, one representative CpG site is shown. For both methylation and gene expression levels, differences are disclosed by group
and location: distal colon of healthy control (C.D), proximal colon of healthy control (C.P), distal colon of serrated polyposis syndrome (SPS; SPS.D), and
proximal colon of SPS (SPS.P). *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. HLA, human leukocyte antigen.

Discussion

The pathogenesis of SPS remains elusive. In this study, for
the first time, the methylation profile of >850,000 CpGs
was analyzed in normal mucosa of patients with SPS to
explore the field defect of cancerization in this disease. The

682

results support the existence of a methylation field defect in
normal mucosa between patients with SPS and healthy
individuals. The fact that the differential methylation levels
of some DMCs inversely correlated with the expression
levels of their corresponding gene suggests that these
phenomena have a functional impact and thus underlines
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Table 3  Validated Differentially Methylated and Expressed Genes in FFPE

Gene CHR CpG Methylation AB P value Gene location CpG location

HLA-F 6 €g22298860 Hyper 0.145 2.0 x 1077 TSS1500 Shore
€g26751972 Hyper 0.143 4.6 x 107° Body Island
cg11768167 Hyper 0.101 1.1 x 107° TSS1500 Shore
cg11587584 Hyper 0.101 1.6 x 10°* Body Shore

KLF11 2 905647197 Hypo —0.156 2.0 x 107° 7551500 Shore
€q18424122 Hypo —0.148 9.2 x 107° T$51500 Shore
cg01354088 Hypo —0.123 2.5 x 1074 TSS1500 Island
912005760 Hypo —0.113 1.1 x 107 TSS1500 Island
cg15123428 Hypo —0.110 3.2 x 1074 Body Shore
€g11249298 Hypo —0.107 1.8 x 1078 Body Shore

CHR, chromosome; FFPE, formalin fixed, paraffin embedded; Hyper, hypermethylation; Hypo, hypomethylation; TSS, transcription start site.

their relevance. Finally, the hypermethylation of the gene
body of HLA-F in formalin-fixed tissue was validated in an
independent cohort and in serrated polyp tissue, high-
lighting it as a promising biomarker candidate for the field
defect in SPS.

In a former study by Minoo et al,'> DNA hyper-
methylation of a limited panel of the so-called CIMP
markers was found to be more extensive in serrated polyps
from patients with SPS compared with patients without
criteria for SPS, although the number of patients (N = 3 in
the SPS group, and N = 9 in non-SPS group) was limited.
In the same study, this difference was even more apparent in
normal mucosa of the proximal colon. Our results are in line
with that preliminary observation using a high-throughput
analysis of methylation. However, notably, no significant
differences were found in any of the previously described
CIMP markers in normal colonic mucosa. Instead, in
serrated polyp tissue, intense promoter hypermethylation
was found in most of the previously described CIMP
markers (ie, NEUROGI, RUNX3, CACNAIG, MLHI,
CDKN2A, RASSF2, and MGMT), suggesting that they may
not be present at early disease stages but rather in developed

serrated polyps.*>*° Another interesting finding of our re-
sults is that, apart from CpG islands in promoters, aberrant
CpGs in opensea areas and CpGs located in gene bodies
represent a meaningful proportion of the differential
methylation observed in normal mucosa. Nonetheless, the
technology used in our study still captures only 3% to 4% of
around 28 million CpG sites in the human DNA, and higher
yields are expected with the advent of even more advanced
technologies in the near future.

In this study, we tested the hypothesis that the methyl-
ation field defect in normal mucosa could potentially be
used to identify patients with SPS at higher risk for CRC.
However, no significant differences were detected in the
aberrant methylation between patients with and without
CRC in none of the two independent cohorts analyzed.
Because the absolute numbers of cases with CRC were
rather low in both cohorts (4 of 50 and 7 of 17, respectively)
and because of the underlying heterogeneity of the disease,
increasing the number of CRC cases may lead to significant
results in larger cohorts. However, it is also possible that
those alterations necessary for polyp formation and cancer
progression are only measurable in the developed lesions

HLA-F hypermethylation as a biomarker for SPS
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and not in the normal mucosa. This would explain the
observation that a substantially higher number of DMCs
were found in direct polyp tissue compared with normal-
appearing mucosa.

Hypermethylation of the gene body of HLA-F has
emerged as the most consistent biomarker candidate for
SPS because it showed the highest number of DMCs, it
was validated in an independent cohort of patients, and it
was validated in serrated polyp tissues. In addition, HLA-F
was significantly underexpressed in the normal mucosa,
with an inverse correlation with the methylation status. In
the literature, the function of HLA-F is still not fully
elucidated, but it is clear that it participates in human
peptide presentation to natural killer cell receptors and
regulates immune response.”’ Furthermore, the expression
of HLA-F and other human leukocyte antigen (HLA)
molecules has been linked to several cancers of the
digestive system in the literature,”® *' but the association
of its methylation status with a precancerous condition like
SPS is truly a novel finding of our study. Garcia-Solano
et al,*” in a study comparing the methylation profile of
serrated adenocarcinomas and tumors with sporadic mi-
crosatellite instability, found that hypermethylation of
HILA-DOA was associated with tumors with sporadic mi-
crosatellite instability, with an inverse correlation in the
expression levels. Interestingly, HLA-DOA was also found
to be differentially methylated in serrated polyp tissues
(Supplemental Table S12) but not in the normal mucosa of
patients with SPS, indicating that it may be a later event in
polyp formation. Besides from HLA-F, other HLA mole-
cules were found to be differentially methylated, such as
HLA-DMA and HLA-DPA1 when looking at single DMCs
as well as HLA-E, HLA-J, and HLA-DPA1 when looking
at DMRs (Supplemental Table S6). In some cases, their
higher methylation status correlated with lower expression
levels. HLA class I molecules seem to play an important
role for immune surveillance of cancer cells, and our study
generates the hypothesis of their involvement in cancer
initiation and progression in SPS.*

There are some limitations in this study. First, the results
were not technically validated with a different technique,
such as pyrosequencing.”> However, a clinical validation
was performed in an independent cohort of patients using
the same method, which has been extensively demonstrated
to be robust. Second, even though so far we have analyzed
the largest cohort of patients with SPS for their methylation
profile in normal mucosa, the number of cases was not large
enough to perform an adequate subgroup analysis
comparing the World Health Organization I and II criteria,
or patients with and without CRC. Third, with the
comparative and cross-sectional design, it is impossible to
perform causal inference between methylation status and
expression levels, and the significance of the identified
genes and SPS carcinogenesis. There is abundant evidence
for the relation between gene promoter hypermethylation
and down-regulation of gene expression.** However, many
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other processes influence gene expression, such as histone
modifications, miRNAs, and long noncoding RNAs, which
all interplay in a complex regulatory network.”*’ More-
over, the effects of hypermethylation or hypomethylation of
intergenic regions on gene expression are more elusive, and
it is likely that most of the epigenetic alterations observed
are passenger events rather than causative ones.*® Finally,
this study constitutes a proof-of-concept study that supports
the existence of a certain methylation field defect in SPS that
needs to be validated in further investigations.

In conclusion, in this study, we describe the existence of
aberrant methylation in the normal mucosa of patients with
SPS, associated with changes in the expression of the
affected genes. From a clinical perspective, it would be
desirable not only to properly diagnose this disease, but also
to detect those patients at higher risk of developing colo-
rectal cancer to improve surveillance programs and reduce
the burden of colonoscopies. Prospective studies with serial
sampling of normal mucosa, serrated polyp tissue, and
serrated adenocarcinoma can provide deeper pathophysio-
logical insights and facilitate the discovery of biomarkers
for cancer risk.

Conclusions

e Epigenome-wide DNA methylation analysis (by 850K
InfiniumEpic BeadChip Kit) is capable of identifying
numerous DMCs and DMRs in fresh-frozen samples of
normal mucosa of patients with SPS.

e Two genes with DMCs have been validated in FFPE
samples of an independent cohort of SPS patients: HLA-F
and KLFI1.

e Seven genes showed significant changes in their expres-
sion levels, and these correlated well with the methylation
status of their corresponding CpGs.

e Some validated DMCs are also present in polyp tissue
alongside additional epigenetic changes: HLA-F,
CDC42SE2, RBMSI, MUC21, PRRI2, ANK3, SNX29,
TRERFI, KLF12, and AGPATA4.

e There is an enrichment in methylation changes in genes
involved in cancer pathways and immune response, but
their possible role in the colorectal carcinogenesis needs
to be elucidated.
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3.3. Resultados del Tercer Proyecto

Organoides de Cancer Colorrectal Cultivados con Interfaz Aire-Liquido para
Evaluar la Respuesta a Terapias Dirigidas al Microambiente Tumoral

3.3.1. Generaciéon de Metastasis Hepaticas de Cancer Colorrectal

El objetivo general del tercer proyecto de la tesis ha sido probar si dos tipos de cultivos
con interfaz aire-liquido eran capaces de mantener el microambiente tumoral y predecir la
respuesta a tratamientos dirigidos al microambiente tumoral (MAT). A dia de hoy, la
inmunoterapia en el CCR estd indicada en pacientes con enfermedad metastasica, por lo que
en esta tesis se ha utilizado un modelo preclinico de metastasis hepaticas generadas a partir
de la inyeccion intraesplénica de organoides de CCR murinos. Los organoides usados en esta
tesis, MTO129 y MTO204, se obtuvieron a partir de metastasis originadas por CCR en ratones
con mutaciones en los genes Apc, Kras, Trp53 y Tgfbr2, y mostraron capacidad invasora y
metastdsica (ver ‘Material y Métodos’). En esta tesis se denominan organoides de ‘primera
generacion’ (MTO 1.0, por sus siglas en inglés Mouse Tumor Organoid) porque solo estan
compuestos por células tumorales epiteliales mientras que los organoides generados a partir
de las metastasis hepaticas y cultivados con interfaz aire-liquido se consideran de ‘segunda
generacién’ (MTO 2.0 o ALIO, por sus siglas en inglés Air-Liquid Interface Organoids), puesto
qgue contienen componentes del MAT. Incluidos en una matriz de extracto de membrana basal
(BME, del inglés Basement Membrane Extract), los MTO 1.0 mostraron un rapido crecimiento
bajo el efecto de un suplemento minimo de factores de crecimiento en el medio de cultivo:
el factor de crecimiento epidérmico [EGF] y Noggin — un antagonista de los ligandos de la
proteina morfogénica 6sea (BMP) para prevenir su diferenciacién espontdnea (fig. 20a) (350).
Partiendo de células individuales, hasta el tercer dia se formaron MTOs de entre 50y 100 um.
Los organoides derivados de CCR mostraron una arquitectura mas densa en su interior con
una pared mds gruesa en comparacion a los organoides derivados de mucosa coldnica normal
cuya estructura era mas quistica con una pared mas fina (fig. 20b). La expresién de la proteina
fluorescente verde (GFP) y de la enzima luciferasa (bioluminiscencia) permitieron monitorizar
el crecimiento y la viabilidad de los MTO 1.0 in vivo e in vitro (fig. 20c y 21b, c). Para generar
metastasis, se disgregaron los MTO 1.0 al tercer dia de cultivo y se inyectaron de forma
intraesplénica en ratones singénicos de la cepa C57BL/6j generando el crecimiento de
metdstasis hepaticas en unos pocos dias (fig. 21a — f). Analizando la progresiéon en el tiempo,
se observd que las metastasis en fases iniciales, compuestas por unas pocas células, no
estaban infiltrados por linfocitos, mientras que en fases intermedias presentaban una densa
infiltracidn linfocitica, la cual se perdio en fases tardias cuando se habia dado el fenémeno de
inmunoexclusién del centro de las metastasis (fig. 22) (302). Por lo tanto, para el presente
proyecto, era evidente que el momento adecuado para la administracidon de la inmunoterapia
debia ser en una fase intermedia, anterior a la completa inmunoexclusion de las metastasis.
No obstante, al mismo tiempo las metastasis debian tener un tamafo suficiente que
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permitiera la microdiseccidn previa a la generacidn de los ALIOs. Para conseguir el equilibrio
entre ambos objetivos, se ensayaron diferentes condiciones de inyeccién de organoides y
diferentes tiempos de sacrificio del animal con los siguientes resultados: primero, un nimero
elevado de células (dos millones) con un tiempo corto de incubacién (sacrificio al dia siete),
generaba un gran numero de metdstasis siendo demasiado pequefias para su microdiseccién.
Segundo, la inyeccidn de un nimero bajo de células (300.000) alargaba demasiado el tiempo
de crecimiento (mds de cuatro semanas) siendo poco practico. Se concluyé que el nimero
6ptimo de células por inyectar era 500.000, ya que generaban metastasis microdiseccionables
en un tiempo razonable (menos de tres semanas) (fig. 21d, f). Tercero, en cuanto a la
inyeccion de células individuales (es decir con organoides completamente disgregados),
comparado con la inyeccion de organoides intactos, se observd que las metastasis generadas
a partir de organoides fragmentados tenian un tamafo éptimo para su microdiseccion. Los
cortes de histologia con tinciones de hematoxilina y eosina e inmunofluorescencia del Epcam,
CD3 y Ki67 confirmaron la presencia de células de adenocarcinoma con diferentes grados de
proliferacién y de infiltracion por linfocitos (fig. 22). Se observé que cuanto mas tarde se
sacrificaban los animales, la inmunoexclusion de las metdstasis era mayor, de tal forma que
alrededor del dia 16-18 practicamente no se identificaban linfocitos intratumorales. Dado que
la inmunoterapia sélo podia ser eficaz en presencia de estas células, se concluydé que el
momento éptimo para el sacrificio de los animales era entre los dias 14 y 16.

a Dl'a 0 Dia 1l Dia 2 D|’a 3 Dia 4

D Terg -,

Barras de escala =100 um

Normal Cancer

Barra =100 pm

Figura 20 | Crecimiento de MTOs (Mouse Tumor Organoids)

a-c, Organoides de CCR derivados de ratones (‘MTOs’) portadores de cuatro mutaciones

driver (Apcﬂ/ ﬂ, KrasLSL'GlZD, Tgfbrzﬂ/ ﬂ, Trp53ﬂ/ fI) y que expresan los reporteros GFP, tomato y

luciferasa, han sido cultivados en gotas de extracto de membrana basal (BME). a,
Formacion de organoides desde células individuales y crecimiento durante 4 dias. Barras
de escala, 100 um. b, Comparacién de un organoide de mucosa coldnica normal (pared fina
y mas quistico) con un organoide de céncer colorrectal (pared gruesa y mas denso). c,
Tamariio de los organoides el dia de su inyeccidn intraesplénica tras disolucién del BME con
solucion salina ‘HBSS’ fria. Barras de escala, 100 um.
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Figura 21 | Generacidn de metastasis hepaticas

a, Esquema de generacion de metdstasis hepaticas a partir de la inyeccién de MTOs. b,
Imagen de bioluminiscencia in vivo al dia 0, 7 y 14 tras inyeccién de 500.000 células de
MTOs (en forma de organoides fragmentados o “clusters”). c, Bioluminiscencia en fotones
por segundo, relativa al dia 0, tras inyeccion de 500.000 células en forma de células
individuales vs. clusters. Los clusters presentan un crecimiento mas rapido (escala log10).
d+f, caracteristicas macroscépicas de las metdstasis tras inyeccion de organoides
fragmentados (clusters) (sacrificio al dia 14) y e, de células individuales (sacrificio al dia 21).
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Dia 14 tras inyeccion de 500K células en forma de organoides pequefios

Metastasis infiltradas por células T Metastasis excluidas de células T

Tomato

CD3

Figura 22 | Infiltracion linfocitica de las metdstasis hepaticas al dia 14

Caracteristicas microscépicas de las metastasis hepaticas a los 14 dias tras inyeccidén de
500.000 células en forma de clusters. Panel arriba, inmunohistoquimica (IHQ) para
tomato (reportero de las células tumorales). Panel abajo, IHQ para CD3 (marcador de
células T). Al dia 14, algunas metastasis aun estan densamente infiltradas por células T
(los dos ejemplos a la izquierda) mientras que otras ya estan excluidas (los dos ejemplos
a la derecha). Barras de escala, 250 um.

3.3.2. Generacion de los Organoides de Segunda Generacién (ALIO)

Tras sacrificar los ratones entre los dias 14 y 16 y extraer las metdstasis hepaticas
mediante microdiseccidn, se generaron los cultivos con interfaz aire-liquido para establecer
los ALIOs (fig. 23a). Para este tipo de cultivo, se utilizaron placas multipocillo combinadas con
insertos de cultivo celular con una membrana de poliéster (PET) transparente en su base con
poros de 0,4 um, que permite la difusién del medio (fig. 23b, ver también el capitulo de
‘Material y Métodos’). Para evaluar el impacto sobre la viabilidad tisular se repitié esta técnica
utilizando diferentes condiciones experimentales incluyendo distintos tipos y combinaciones
de matriz extracelular y distintos medios de cultivo con combinaciones diferentes de factores
de crecimiento. También se valoré sumergir el tejido completamente en medio (sin crear una
interfaz aire-liquido), asi como el cultivo de metdstasis integras (sin paso previo de disgregar
mecanicamente el tejido), para evaluar si estos factores podian influir en la viabilidad de los
cultivos. La viabilidad celular se cuantific6 mediante ensayos de luciferina, histologia con
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inmunofluorescencia y citometria de flujo, y se obtuvieron los siguientes resultados: primero,
era necesario cortar las metastasis originales en fragmentos muy pequefos,
presumiblemente para facilitar la difusidn de oxigeno y nutrientes en un tejido que ya no esta
conectado al torrente sanguineo. Segundo, la evaluacién mediante bioluminiscencia sugirio
que la interfaz aire-liquido era ventajosa comparada con sumergir completamente los
organoides en medio de cultivo (fig. 24d), lo que se tradujo en una mejor calidad de la
histologia de las muestras. Tercero, los fibroblastos y las células inmunes del MAT
sobrevivieron mejor cuando se cultivaban en colageno en lugar de en BME. Las células
tumorales, que se suelen cultivar en BME y estan adaptados a esta matriz, mostraban una
supervivencia y un crecimiento sostenidos también en coldgeno en presencia de medio
condicionado conteniendo el factor WNT (fig. 24b — f). Cuarto, el uso de galunisertib — un
inhibidor del TGF-B —favorece la proliferacién de células tumorales (al inhibir la diferenciacién
espontdnea), pero a la vez parecia inhibir la supervivencia de los fibroblastos, aunque esta
observacion no era consistente en todos los experimentos. Por lo tanto, su uso es
problematico en los cultivos de los ALIOs.
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Figura 23 | Esquema de la generacidn de cultivos ALIO
a-b, Esquema de un experimento tipico con cultivos con interfaz aire-liquido. Sacrificio del animal

entre dia 14 y 16. Después del explante de los higados y microdiseccion de las metastasis, estas se
disgregan mecanicamente con un bisturi hasta que el tejido esté casi liquido (no mas de 10 minutos
para evitar un dafo tisular excesivo). El tejido homogeneizado se resuspende en una matriz
(colageno, BME, o mezcla de ambos) con una ratio de 1:10 y se coloca encima de una capa de
matriz acelular del mismo material previamente preparada dentro de un inserto. Se usan insertos
adaptados para placas de 6 y 12 multipocillos. Al final del experimento, se fija el tejido con
paraformaldehido (PFA) al 4% durante 16 horas. Al dia siguiente, se extrae la matriz del inserto y
se coloca en un microcasete de histologia. Para mas detalles, ver capitulo de ‘Material y Métodos'.
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Figura 24 | Optimizacion de las condiciones de cultivo

a — d, Evolucion de la bioluminiscencia de las células tumorales como marcador de viabilidad en
diferentes matrices y con medios de cultivo; en fotones por segundo, normalizada al dia 0. e,
Aspecto de un cultivo ‘ALI’ en coldgeno tras 7 dias de cultivo (inmunohistoquimica [IHQ] para
tomato como reportero de las células tumorales). Se observan unos 15 organoides de segunda
generacion (ALIOs). Barra de escala, 2,5 mm. f, Aspecto de un organoide en cultivo ‘ALI’ (ALIO) por
microscopia de campo claro e IHQ para tomato comparando su cultivo en colageno y en BME.
*Crecimiento espiculado desde su centro mds denso hacia la periferia. Barras de escala, 250 um.




3.3.3. Caracterizacion de los ALIOs

La caracterizacién de la composicion celular de los organoides a diferentes tiempos
(precoz y tardio) en comparacion con las metastasis hepaticas originales se realizdé una vez
optimizadas las condiciones de cultivo. Notablemente, los ALIOs reflejaban la heterogeneidad
entre las metastasis y se identificaron al menos cuatro fenotipos histoldgicos de metastasis y
organoides diferentes (fig. 25y 26):

i.  Organoides con una baja infiltracion de células inmunes y un gran compartimento
epitelial que proliferaba activamente (fig. 25a)

ii. Organoides en que las células epiteliales eran menos abundantes y mostraban una
intensa presencia de fibroblastos (fig. 25b)

iii.  Organoides con un compartimento epitelial marginal y apoptosis en el centro con una
alta infiltracion de células mieloides (fig. 25c)

iv.  Organoides completamente necrdticos, que sélo mostraban una fina capa externa de
células tumorales epiteliales (fig. 26, paneles superiores correspondientes al
organoide 2).

Estos fenotipos parecian mantenerse a lo largo del tiempo (hasta 10 dias) aunque con una
tendencia natural a la muerte celular tras periodos de cultivo prolongados, a pesar de
refrescar el medio de cultivo a diario (fig. 26). Finalmente, se intentd pasar los organoides
mediante una ligera digestién, pero se observd que, mientras las células epiteliales
sobrevivian bien, se perdia casi completamente el microambiente tumoral. Por lo tanto, se
descarto pasar los cultivos.

El analisis de la composicion del microambiente tumoral mediante citometria de flujo
representé un desafio dada la gran dificultad de obtener un nimero adecuado de células vivas
en el citdmetro de flujo, incluso a partir de cultivos mostrando una buena viabilidad por
bioluminiscencia y por microscopia de inmunofluorescencia. Se testaron diferentes
protocolos de digestidon y disociacion mecanica lo que consiguidé aumentar el rendimiento del
numero absoluto de células vivas, si bien el porcentaje continué siendo inferior al 10% (fig.
35). Sin embargo, independientemente del protocolo aplicado, era evidente una tendencia al
aumento de la fraccién epitelial (EpCAM+), mientras que la fraccién de células inmunes
(CD45+) disminuia a lo largo del tiempo, manteniéndose estable la fraccién de los linfocitos T
(CD3+) (fig. 34a).

Figura 25 (siguiente pagina) | Caracterizacion histologica de tres fenotipos diferentes (a
- c) de metastasis hepaticas y de tres ALIOs reminiscentes de las metastasis
Inmunohistoquimica (IHQ) para Epcam (células tumorales epiteliales), Ki67 (proliferacién),

aSMA (fibroblastos asociados al cancer), CD3 (células T), caspasa-3 (apoptosis) y/o CD11b
(macrofagos asociados al cancer). Se muestra el fenotipo de la metastasis hepatica (panel
de arriba) y el ALIO con un fenotipo reminiscente de la metdstasis (panel de abajo). Ver texto
para detalles descriptivos. Barras de escala, 250 um. P>
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Figura 25 | Caracterizacion histoldgica de tres fenotipos diferentes (a — c) de metastasis
hepaticas y de tres ALIOs reminiscentes de las metastasis
Para descripcidn, ver pdagina anterior.
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Dia 4
ALIO 2 ALIO 1

ALIO 3

Dia 7
ALIO 1

ALIO 2

Figura 26 | Caracterizacion histolégica de los ALIO al dia 4 y al dia 7 de su cultivo
Inmunohistoquimica (IHQ) o inmunofluorescencia (IF) para Epcam (células tumorales), Ki67

(proliferacién), aSMA (fibroblastos), CD3 (células T) y/o caspasa-3 (apoptosis). Tanto al dia 4 como
al dia 7 se siguen observando diferentes fenotipos de organoides. Los organoides 1 del dia 4 y del
dia 7 contindan proliferando (demostrado por la positividad para Ki67), pero al dia 7 el fenotipo P>
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Figura 26 (continuacion)

apoptotico es mas prevalente que el proliferativo (demostrado por la positividad para la
caspasa-3). Al dia 4 existen organoides con un centro apoptdtico, particularmente aquellos
con una intensa infiltracion por fibroblastos (aSMA). Mientras que al dia 4 aun se observan
organoides infiltrados por células T, al dia 7 ya se han perdido estas células en practicamente
todos los organoides. Barras de escala, 250 um.

3.3.4. El Efecto de la Inmunoterapia sobre los ALIOs

El objetivo de esta fase del proyecto fue comprobar la utilidad de los ALIOs como modelo
preclinico para testar tratamientos dirigidos contra componentes del MAT y no contra las
células epiteliales como es el caso de las quimioterapias convencionales. Para este fin, se
trataron ALIOs con anticuerpos anti-PD-1 (10 pg/ml), anti-PD-L1 (10 ug/ml), galunisertib en
diferentes concentraciones (4, 20 y 100 uM), combinacién de galunisertib y anti-PD-1 o anti-
PD-L1, y control (IgG [10 pg/ml] + vehiculo [DMSOQ]) (fig. 27a). Galunisertib se incluyd en estos
experimentos para inhibir la sefializacién mediada por TGF-, ya que el equipo del Dr. Batlle
habia demostrado previamente que la inhibicidn del TGF-$ aumenta la eficacia de las terapias
anti-PD-1 o anti-PD-L1 (303).

En estos experimentos, se observd que después de una fase inicial de crecimiento tumoral
similar para todas las condiciones, tanto el tratamiento con anti-PD-1 como con anti-PD-L1
inducia una importante disminucién de la viabilidad a partir del dia cuatro (fig. 27b — c).
Normalizada al dia cero y comparada con el control, la viabilidad de los organoides tratados
con anti-PD-1 o con anti-PD-L1 era del 27% y 33%, respectivamente (P<0,01). Ademas,
confirmamos que este efecto no dependia de la activacién previa de los linfocitos con los
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (fig. 28a). Si bien existia una tendencia hacia una menor
viabilidad con activacidn previa, estas diferencias no eran estadisticamente significativas, con
la excepcién de los organoides tratados con galunisertib (fig. 28a).

En contraposicion al efecto observado con anti-PD-1 y anti-PD-L1, el galunisertib en
monoterapia no repercutia en la viabilidad de los organoides. De hecho, en la mayoria de los
experimentos el galunisertib parecia favorecer el crecimiento y mantenimiento de las células
tumorales (fig. 27b). El tratamiento combinado de galunisertib y anti-PD-1 o anti-PD-L1
reducia la viabilidad de los organoides a niveles similares a los observados con las
monoterapias (a un 20% comparado con el control en ambos casos) de forma que el
galunisertib no parecia aportar ningun efecto (fig. 27b — c). La inmunohistoquimica de CD3
confirmd la infiltracién de los organoides por células T bajo tratamiento con anti-PD-L1 (fig.
28c). La inmunofluorescencia con anticuerpos contra Ki67 confirmd que los organoides
tratados con inmunoterapia carecian de células proliferativas y que, en su lugar, la practica
totalidad del organoide presentaba un estado mayoritariamente apoptotico y no sélo en su
centro (ilustrado por la intensa expresion de la caspasa-3) (fig. 29).
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Los experimentos anteriormente explicados se ejecutaron con muestras de metdastasis
hepaticas generadas a partir de la inyeccién del organoide murino MTO129. Se reprodujeron
estos experimentos con metastasis generadas a partir de otro organoide murino de la
coleccion de nuestro laboratorio — el MTO204. Este conlleva las mismas mutaciones que el
MTO129 (es decir Apc, Kras, Trp53, y Tgfbrl), pero se derivo a partir del CCR de un ratén
diferente. En los experimentos in vivo mostraba un comportamiento invasivo igual que el
MTO129, pero era menos sensible a la inmunoterapia. Sin embargo, cuando se trataron los
ALIOs del MTO204 con inmunoterapia, éstos mostraban respuestas muy similares al MTO129
(fig. 28Db).
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Figura 27 | Efectos de la inmunoterapia sobre los ALIOs in vitro (1)
a, Configuracidn experimental. Tras poner los organoides 2.0 en cultivo con interfaz aire-

liqguido (ALIO) y realizar una medicidon basal de la bioluminiscencia (‘BLI’, del inglés
Bioluminescence Imaging), al dia cero, se afiadid el tratamiento al medio de cultivo. Al
dia dos se realizd una segunda medicidon y se refrescé el medio con tratamiento.
Evaluacion final de la respuesta al dia 4. b, Evolucién de la viabilidad medida por BLI en
fotones por segundo a lo largo de siete dias, normalizada al dia cero, con los ALIOs
generados a través de metdstasis hepaticas del MTO129 y sometidos a los tratamientos
indicados. Grafica representativa de siete experimentos independientes con al menos
cuatro réplicas por condicion. Media + EEM (abreviado de error estdndar de la media).p>
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Figura 27 (continuacion)
¢, Viabilidad al dia cuatro, medida por BLI y normalizada al dia cero, para los tratamientos
indicados. **P<0,01.
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Figura 28 | Efectos de la inmunoterapia sobre los ALIOs in vitro (Il)

a, Viabilidad al dia cuatro, medida por BLI y normalizada al dia cero y al control (IgG +
vehiculo) comparando los ALIOs que habian sido activados mediante aCD3 y aCD28 con
los que no habian sido activados. Gréafica representativa de dos experimentos P>
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Figura 28 (continuacion)

independientes con al menos cuatro réplicas por condicidon. Media + EEM. ****P<0,0001.
b, Viabilidad al dia cuatro, medida por BLI en fotones por segundo y normalizada al dia
cero, con los ALIOs generados a través de metdstasis hepaticas del MTO204 y sometidos a
los tratamientos indicados. Grafica representativa de dos experimentos independientes
con seis réplicas por condicién. Media + EEM. **P<0,01. ¢, Inmunohistoquimica para
Epcam (células tumorales) y CD3 (linfocitos T). Metastasis hepatica representativa que
muestra infiltracion linfocitica y una arquitectura intacta de las células epiteliales
(derecha). Mantenimiento de la infiltracidn linfocitica y destruccién del componente
epitelial bajo inmunoterapia con aPD-L1 (medio) y aPD-L1 + galunisertib (derecha). Barras
de escala, 250 um.

Epcam + DAPI Ki67 + DAPI Caspasa-3 Epcam + Ki67 + Caspasa-3

IgG + vehiculo

aPD-L1 + Gal

Barras de escala = 250 um

Figura 29 | Efectos de la inmunoterapia sobre los ALIOs in vitro (lll)

Inmunofluorescencia para DAPI (nucleos, azul), Epcam (células tumorales, verde), Ki67
(proliferacidn, rojo) y caspasa-3 (apoptosis, amarrillo) comparando un ALIO tratado con
control (IgG + vehiculo) y con doble inmunoterapia (aPD-L1 + galunisertib). Desaparicion
completa de la proliferacion y apoptosis de la totalidad del ALIO sometido a inmunoterapia.
Barras de escala, 250 um.
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En ALIOs generados a partir de metastasis hepaticas derivadas de ratones atimicos suizos
(‘swiss nude’, los cuales carecen de sistema inmune adaptativo) no se observé diferencia
alguna entre el tratamiento con anti-PD-L1 y el control sugiriendo que el efecto observado
anteriormente en ratones inmunocompetentes era verdaderamente inmunomediado y no un
efecto meramente téxico de los anticuerpos (fig. 30a — b). La histologia e inmunohistoquimica
confirmaron que los ALIOs se encontraban en buenas condiciones, independientemente del
tratamiento aplicado (fig. 30c).
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Figura 30 | Efectos de la inmunoterapia sobre ALIOs provenientes de ratones atimicos
a-b, Efectos de la inmunoterapia sobre la viabilidad de los ALIOs derivados de metastasis

hepaticas en ratones atimicos (‘swiss nude’) medida por BLI (fotones/segundo, P>
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Figura 30 | (continuacion)
normalizada al dia cero). Grafica representativa de dos experimentos independientes con

seis réplicas por condicion. Media + EEM. ns, no significativo. ¢, Inmunohistoquimica (IHQ)
para Epcam (células epiteliales) y CD3 (linfocitos T). La metastasis hepatica original no
muestra ningun linfocito (izquierda). Los correspondientes ALIOs muestran una
arquitectura epitelial intacta independientemente del tratamiento aplicado. Barras de

escala, 250 um.

El tratamiento de los ALIOs con el doble de la concentracién del anti-PD-L1 (20 pg/ml vs. 10
ug/ml), resulté en una menor viabilidad relativa al control: 6,1% vs. 25%, respectivamente
(P=0,0071), sugiriendo una relacion dosis-efecto (fig. 31a). En cambio, el aumento, incluso a
dosis muy altas de galunisertib (5, 20 y 100 uM) no causo efecto alguno (fig. 31b) — un hallazgo
en contraposicion a las observaciones en los experimentos in vivo, en los que tres dosis de
galunisertib intraperitoneales fueron capaces de inducir una cierta infiltracién linfocitica y
reducir significativamente el nimero de metastasis, si bien no curaba a los animales (fig. 32,
reproducida de Tauriello D et al., Nature, 2018).
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Figura 31 | Escalada de dosis de la inmunoterapia en ALIOs
a-—b, efectos con dosis altas de aPD-L1 (a) y de galunisertib (b) sobre ALIOs derivados de

ratones C57BL/6j. a, BLI en fotones por segundo, normalizada al dia cero y al IgG. b, BLI
en fotones por segundo, normalizada al dia cero. ns, no significativo.
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Figura 32 | Efectos de la inmunoterapia en ratones in vivo

Tratamiento de ratones C57BL/6j con metastasis hepaticas tras inyeccion del MTO129 de
forma intraesplénica (dia 0). Se empezd la inmunoterapia (Ab) al dia 14 del crecimiento
metastasico, se continud durante 14 dias y se realizé seguimiento posterior de los ratones
durante >400 dias. a, NUmero de metdstasis por higado (izquierda) y sobrevivencia global
(curva de Kaplan-Meier, derecha) segun los diferentes tratamientos. Azul, control
(vehiculo + IgG); rojo, galunisertib + IgG; verde, vehiculo + anti-PD-L1; lila, galunisertib +
anti-PD-L1. b, Inmunohistoquimica demostrando la infiltraciéon tumoral por linfocitos T
colaboradores (CD4, panel de arriba) y citotéxicos (CD8, panel de abajo) bajo los
tratamientos indicados. El nimero en cada foto indica la densidad de células por mm?2,

Barras de escala, 500 um. Figura reproducida de Tauriello D et al., Nature (2018), doi:
10.1038/nature25492

Por ultimo, observamos que las metdstasis hepaticas pequefias se encontraban mucho mas
infiltradas por células T que las metdstasis de mayor tamafio, que mayoritariamente
presentaban un fenotipo inmunoexcluido (fig. 33a). Basandonos en estas observaciones,
planteamos la hipdtesis de que cultivos generados a partir de metastasis pequefias podrian
mostrar una respuesta a la inmunoterapia mds intensa. Primero, observamos que los cultivos
derivados de metastasis pequefias mostraban un crecimiento mucho mas rapido que aquellos
derivados de metastasis grandes, de forma que su seial de bioluminiscencia era seis veces
mas elevada al dia cuatro (fig. 33b — c). Sorprendentemente, detectamos esta diferencia en

155



el crecimiento a pesar de que ambos cultivos — derivados de metastasis pequefas o grandes,
partian de la misma cantidad de tejido. En cuanto al efecto del tratamiento, la inmunoterapia
combinada causaba una reducciéon mas intensa de la viabilidad de los organoides derivados
de metastasis pequefias comparados con las grandes, si bien esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (93,4% vs. 80,1%; P=0,056) (fig. 33c —d).
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Figura 33 | Respuesta en ALIOs derivados de metastasis grandes vs. pequeias
a, Inmunohistoquimica para Epcam (células epiteliales) y CD3 (linfocitos) de una

metdstasis hepdtica grande (izquierda; barra, 1 mm) y pequeia (derecha; barra, 500 um).
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Figura 33 (continuacion)

Las fotos confirman la mayor densidad de infiltracion por células T (CD3+) en las
metastasis pequeias. b — d, efectos de la inmunoterapia sobre la viabilidad de los ALIOs
derivados de metastasis hepaticas grandes comparado con pequefias, medida por BLI en
fotones por segundo, normalizada al dia cero. Seis réplicas por condicion. Media = EEM.

Los tratamientos con inhibidores de los puntos de control inmunitario — como son los
anticuerpos contra el PD-1 o el PD-L1, constituyen sélo una de multiples estrategias
potenciales para manipular el microambiente tumoral con la intencién de restablecer la
respuesta inmune contra las células cancerigenas. Los mecanismos de la evasidon inmune por
parte del tumor son complejos y la investigacidn basica sigue revelando mas actores celulares
y moleculares que juegan un papel y podrian ser, por tanto, potenciales dianas terapéuticas.
En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que sélo una terapia combinada con un
inhibidor del TGF-B y del PD-L1 fue capaz de curar a los ratones con metdstasis hepaticas (fig.
32, Tauriello D et al., Nature, 2018)(303). Por otro lado, un grupo de la Universidad de
Michigan demostrd recientemente que las metastasis hepaticas aumentaban el numero de
macrofagos CD11b+ y que estas células tenian un efecto inmunoinhibidor induciendo la
apoptosis en las células T citotdxicas a través de la seiializacidn del ligando FAS. Ademas,
demostraron que sdlo el doble bloqueo — es decir, del PD-L1 de la célula T y del macréfago
CD11b+, era capaz de generar una respuesta contra el tumor y no los dos tratamientos en
monoterapia (Yu J et al., Nature Medicine, 2021) (276).

Dado que en los experimentos anteriormente explicados no se observd un claro efecto del
galunisertib, nos preguntamos si el sistema de cultivo ALIO era capaz de reproducir in vitro
los resultados de los tratamientos dirigidos contra los macrofagos del estudio mencionado,
sobre todo porque en nuestras metastasis hepaticas también se observé una intensa
infiltracién por células CD11b+y que, incluso, su numero relativo a la totalidad de las células
inmunes (CD45) aumentaba en cultivo mientras que el de las células T disminuia (fig. 34a —
b). En consonancia con los hallazgos del estudio citado, en los cultivos ALIO tampoco
observamos ningun efecto del tratamiento con anti-CSF-1R en monoterapia y sélo un efecto
no significativo con el anti-PD-L1 (fig. 34c). En lo que se refiere a las terapias combinadas,
observamos una tendencia de efecto con doble terapia (anti-CSF-1R y anti-PD-L1) no
significativa, mientras que el tratamiento triple entre anti-PD-L1, anti-CSF-1R y anti-TGF- si
era muy significativo comparado con el control con una media de bioluminiscencia
normalizada al dia cero de 3,1 vs. 21,3 (P=0,0026) (fig. 34c).
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Figura 34 | Efectos de la triple inmunoterapia (adicion de tratamiento dirigido a los
macrofagos)

a, Variacion de la composicion de las metdstasis en relacion a las células epiteliales
(Epcam), células del sistema inmune (CD45), linfocitos T (CD3), macrdfagos (CD11b) y
fibroblastos (CD140b) analizada por citometria de flujo tras la digestién de las metastasis
hepaticas (higado) y ALIOs en los dias indicados. Los paneles de la derecha muestran un
resultado representativo del analisis de linfocitos CD11b+. b, Imagenes representativas del
anadlisis por inmunohistoquimica mostrando la presencia de macréfagos (CD11b) y
linfocitos T (CD3) en dos ALIOs comparado con la metdstasis original. Barra de escala, 250
um. ¢, Viabilidad de los ALIOs sometidos a los tratamientos indicados, ensayada por
bioluminiscencia en fotones por segundo, normalizada al dia cero. Grafica representativa
de dos experimentos independientes con seis réplicas por condicion.
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Figura 35 | Efectos de la triple inmunoterapia (adicidn de tratamiento dirigido a los
macréfagos) medidos mediante citometria de flujo
La grafica muestra la viabilidad al dia 4 de los ALIOs sometidos a los tratamientos
indicados, ensayada por citometria de flujo (FACS) y medida en porcentaje de células vivas
del total de células individuales. Las muestras para este analisis provienen de los ALIOs
del experimento de la figura 34, medidos mediante bioluminiscencia previo a su
disagregacién y preparacion para la citometria de flujo. La grafica demuestra la reducida
cantidad de células vivas al dia cuatro del cultivo ya bajo condiciones de control (IgG,
<10%).
Anteriormente se ha mencionado que el hecho de que los ALIOs de metastasis derivadas de
ratones que carecen de sistema inmune adaptativo no mostraran respuesta a la
inmunoterapia era sugestivo de un efecto verdaderamente inmunomediado.
Adicionalmente, nos propusimos demostrar de forma directa la sobreexpresién de
marcadores de activacién en las células T. Esta tarea presentd dificultades técnicas, ya que la
calidad del ADN complementario (cDNA) para el estudio de expresion génica era claramente
subdptima tras la extraccion del ARN de los ALIOs. Hipotetizamos que la intensa muerte
celular inducida por el tratamiento y por las condiciones del cultivo al cuarto dia causaba
demasiada fragmentacion del ARN por las ARNasas. Para solucionar este problema, se intenté
tratar a los organoides con dosis mas altas del anti-PD-L1 para inducir una respuesta mas
rapida y extraer el ARNm a las 48 horas cuando los cultivos todavia se encontraban en buenas
condiciones. La bioluminiscencia confirmé un efecto significativo del tratamiento combinado
entre anti-PD-L1 y galunisertib al dia dos (fig. 36a). Sin embargo, a pesar de la optimizacion
del protocolo, sélo se pudo demostrar una sobreexpresion de algunos marcadores, pero no
de todos ellos. Se detectd un aumento de los marcadores CD3, CD8 y granzima B, mientras
que este incremento en la expresion no fue evidente para la perforina ni para el interferdn
gamma (fig. 36b). Es mas, en los tratamientos que contenian el inhibidor del TGF-B
(galunisertib solo o galunisertib + anti-PD-L1), pero no con anti-PD-L1 en monoterapia, se
observé una disminucién de la expresion del aSMA — marcador de fibroblastos activados y
asociados al cancer, de los que se ha hipotetizado en la literatura y en nuestro laboratorio
gue tienen un importante efecto inmunoinhibidor. Si bien la ausencia de respuesta en cultivos
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derivados de ratones sin inmunidad adaptativa y la sobreexpresidon de algunos marcadores
de activacion linfocitica sugirié un efecto inmunomediado, debemos admitir que la calidad
del ARN en muchos casos fue subdptima y, por tanto, no permite extraer conclusiones
definitivas.

En resumen, hemos probado un nuevo sistema de cultivo de cancer in vitro que pretende
mantener el microambiente tumoral y servir como herramienta para predecir la respuesta a
diferentes tratamientos dirigidos contra éste, precisamente anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-TGF-3
y anti-CSF-1R. Hemos demostrado que los organoides mantienen gran parte del
microambiente y que los diferentes tratamientos son capaces de inducir una respuesta
especifica. Sin embargo, la respuesta observada en muchos casos no se corresponde con la
respuesta observada en los experimentos in vivo, lo que hace cuestionar la utilidad de este
sistema a dia de hoy. Por ejemplo, anti-PD-L1 mostré un claro efecto en la mayoria de
nuestros experimentos en monoterapia, lo que no se corresponde ni con los experimentos in
vivo ni con los resultados de los ensayos con esta terapia en pacientes.
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Figura 36 | Marcadores de activacion linfocitica en los ALIOs

a, Viabilidad de los ALIOs tras 48 horas de tratamiento con las terapias indicadas, ensayada
por bioluminiscencia (BLI) en fotones por segundo, normalizada al dia cero. *P<0,05. b,
Efecto de los tratamientos indicados sobre marcadores de activacién de células T
analizados mediante PCR cuantitativa en muestras de ARNm. Referencia = IgG + vehiculo.
GZMB, granzima B; PRF1, perforina 1; IFNG, interferén gamma.
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3.3.5. Cultivos Organotipicos.

Las dificultades para mantener una buena viabilidad de los organoides y la discordancia
entre los resultados de los ALIOs y los experimentos in vivo nos motivaron a buscar sistemas
in vitro alternativos. Muy recientemente, el grupo del Dr. Manuel Valiente del CNIO en Madrid
describié otro tipo de cultivo que permite el estudio del microambiente tumoral (de
metastasis cerebrales en su caso) con los llamados cultivos organotipicos (COT). Este sistema
consiste en poner en cultivo cortes enteros y semi-gruesos (250 um) del tejido tumoral. Estos
cortes se realizan en un vibratomo previa inclusion del tejido en un molde de agarosa al 4%.
A continuacion, los cortes se colocan por encima de una membrana flotante en el medio de
cultivo generando de esta manera una interfaz aire-liquido que permite la difusién del 02
desde arriba y del medio desde abajo, similar a los cultivos ALIOs (fig. 37). La ventaja de esta
técnica radica en que no es necesario manipulary cortar el tejido ni suspenderlo en una matriz
artificial como el colageno. Tras una fase de optimizacion del protocolo para adaptarlo a los
requerimientos del tejido hepatico, se confirmé que la arquitectura tisular se mantenia mas
intacta que en el caso de los ALIOs (fig. 38a). Sin embargo, a la hora de tratar los COTs con
inmunoterapia, observamos la misma respuesta que con los ALIOs, es decir una muy clara
disminucion de la viabilidad con el anti-PD-L1 en monoterapia, ninguna respuesta con el
galunisertib y una respuesta de la terapia combinada al nivel de la monoterapia con anti-PD-
L1 (fig. 38a —b). La inmunofluorescencia del marcador CD3 confirmaba que existia una mayor
infiltracién por células T en las metdstasis tratadas con anti-PD-L1 (aproximadamente el
doble) (fig. 38d — e). Asimismo, la ausencia de respuesta en COTs derivados de ratones
atimicos (swiss nude) confirmaba que el efecto era inmunomediado (fig. 38c).
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Figura 37 | Cultivos Organotipicos
Proceso experimental de los cultivos organotipicos (COT). Para mds detalles, ver texto.
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Figura 38 | Efectos de la inmunoterapia sobre los Cultivos Organotipicos
a, Inmunofluorescencia (IF) al dia cero (izquierda, verde = Epcam) y al dia tres sin

tratamiento (medio, rojo = Epcam) y con doble tratamiento (derecha, rojo = Epcam). Azul
= DAPI. b, Bioluminiscencia al tercer dia medida en fotones por segundo, normalizada al
dia cero y relativa al tratamiento control (CTRL = IgG + vehiculo). ****P<0,0001 ¢, Mismo
experimento, pero en ratones sin inmunidad adaptativa (swiss nude). ns, no significativo.
d, Analisis del drea de células T en porcentaje del area total. Cada punto representa una
metastasis. *P<0,05 e, Inmunofluorescencia para Epcam (rojo) y CD3 = células T (verde).
Se muestra una metastasis representativa para las tres condiciones. Barras de escala, 250
um.
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3.4. Material & Métodos del Tercer Proyecto
La investigacion del tercer proyecto de la tesis ha sido de caracter fundamental. Se realizaron
experimentos in vitro e in vivo con modelos murinos.

3.4.1. Aspectos éticos

Los experimentos con los animales se llevaron cabo en el estabulario del Institut de
Recerca Biomédica (IRB Barcelona). Se disefiaron los experimentos con el fin de garantizar los
principios de las tres “Rs” —Reduccion, Refinamiento y Reemplazo — para mejorar el bienestar
de los animales. Se cumplié siempre la normativa vigente europea (DIRECTIVA 2010/63/UE)
y espafiola (Real Decreto 53/2013) relativa a la proteccién de los animales utilizados para fines
cientificos. La cria, el cuidado y las manipulaciones de los animales fueron siempre efectuados
por personal capacitado y acreditado por las autoridades competentes. Los ratones se
mantuvieron en una instalacién libre de patdgenos especificos (SPF) con un ciclo de luz-
oscuridad de doce horas y se les dio acceso ad libitum a una dieta estandar y agua. Los
experimentos estaban contemplados en los procedimientos 9162P1 y 9162P2 aprobados por
la Generalitat de Catalunya (Documento M0348). Todos los ratones fueron monitorizados de
cerca por el doctorando, técnicos del estabulario y por un cientifico veterinario independiente
responsable del bienestar animal. El doctorando disponia del reconocimiento de las funciones
de Cuidado, Eutanasia, Realizacion de Procedimientos, y Disefio de Proyectos vy
Procedimientos (funciones a, b, cy d) y realizé los experimentos animales bajo la supervisién
de un veterinario. El presente proyecto fue aprobado por parte del Comité de Etica
de Experimentacion Animal (CEEA) del IRB con cédigo CEEA-PCB-20-021.

3.4.2. Ratones modificados genéticamente

Para este proyecto se disponia de una coleccién de diferentes organoides tumorales de
primera generacién derivados de ratones (MTOs). Esta coleccion pertenecia al laboratorio de
Cancer Colorrectal (investigador principal: Dr. Eduard Batlle) y los MTOs estaban almacenados
en contenedores de nitrégeno liquido a -196 °C los cuales se encontraban en las instalaciones
del IRB Barcelona. Los MTOs se habian generado previo al inicio de este proyecto a partir de
tumores primarios o metdastasis murinos al cruzar ratones C57BL/6j (JANVIER LABS)
genéticamente modificados para obtener ratones homocigotos mutantes simples, dobles,
triples o cuadruples con diferentes combinaciones de las siguientes mutaciones driver del
CCR: Apc®/f (A), Kras'st-6120 (K), Tgfbr2®/f (T) y Trp53%/f (P) (85,303). Ademads, todos los ratones
expresaban la proteina fluorescente verde intensificada (eGFP, por sus siglas en inglés)
inducible por tamoxifeno como reportero de la presencia de Lgr5 — un marcador de células
madre de CCR (Lgr5¢CFP-ceERT2 (1) (78,351). Es de destacar que el noventa por ciento de los
ratones LAKTP desarrollaron adenocarcinomas invasivos y el cuarenta por ciento desarrollé
metdstasis en el higado, el pulmdn o una carcinomatosis peritoneal (303). Para el presente
proyecto, se utilizaron el MTO129 y el MTO204. Los tumores primarios a partir de los cuales
se generaron estos MTOs metastasicos se originaron en el ciego (MT0129) o en el duodeno
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(MTO204) de ratones diferentes que compartian las mismas mutaciones driver. Las
mutaciones en los ratones de origen eran homocigotas para Tgfbr2 y Trp53, y heterocigotas
para Kras y Lgr5CFP<reERT2 para el gen Apc, los ratones eran heterocigotos en el caso del
MTO129, y homocigotos en MTO204.

3.4.3. Cultivos de organoides derivados de ratones (MTOs)

Tras recuperar los MTOs del nitrégeno liquido, se descongelaron rapidamente en un baio
a 37 °C, yluego se lavaron y centrifugaron dos veces para eliminar el dimetilsulféxido (DMSO)
del medio de congelacion. Luego, se resuspendieron los MTOs en extracto frio de membrana
basal (BME, por sus siglas en inglés) (R&D Systems, Bio-Techne, Minneapolis, MN, EE. UU.,
ref. 3532-005-02). Se usé un BME diluido al 66% con medio de cultivo avanzado
(AADMEM/F12 + HEPES 10 mM + GlutaMAX 1X [para referencias ver tabla de fungibles]) y se
sembraron gotas de 20-30 plL en placas de seis pocillos. Por cada pocillo se sembraron unas
veinte gotas de BME lo cual correspondia a aproximadamente 150.000 células. Después de
su solidificaciéon en la incubadora durante diez minutos, se afiadid medio de cultivo para
MTOs, consistente en ADDMEM/F12, HEPES 10 mM, GlutaMAX 1X, B27 1:50, Noggin 100
ug/ml, EGF 50 ug/mly LY2157299 2 uM [ver tabla de fungibles]). Los MTOs se pasaron dos
veces por semana para seguir expandiéndolos, o en caso necesario, para repostar el stock.
Para ello, se disgregaron mecanicamente las gotas de BME y posteriormente se incubaron
con tripsina (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU., ref. 25200056) durante
5 minutos con el fin de obtener organoides fragmentados, antes de volver a sembrarlos en
nuevas gotas de BME al 66%. Para su almacenamiento, se resuspendieron en medio de
congelacion (45% AdDMEM/F12, 45% suero fetal bovino [FBS], 10% DMSO, HEPES 1 mM,
GlutaMAX 1X) y se guardaron en el congelador a -80 °C (periodos cortos de tiempo) o en
nitrogeno liquido (periodos prolongados).

3.4.4. Generacidon de metastasis hepaticas en ratones

Se generaron las metastasis hepaticas inyectando diferentes nimeros de células de MTOs
en el bazo de ratones singénicos C57BL/6j. En los experimentos se valoré el crecimiento de
metastasis tras la inyeccién de células tumorales individuales obtenidas por digestion
completa de los MTOs, en comparacion con la inyeccién en forma de organoides
fragmentados (clusters de 10-20 células) sin paso previo de digestion enzimatica. En el primer
caso, se realizd la disgregacion incubando los organoides a 37 °C durante 5-10 minutos en
TripLE (Gibco, ref. 12563011) ademds de disgregarlos mecdnicamente mediante pipeteo
hasta obtener células individuales. En el segundo caso, para mantener los organoides
intactos, se resuspendieron en una solucion salina balanceada de Hank (HBSS, por sus siglas
en inglés) dejandolos reposar 20 minutos sobre hielo para asi romper el BME previo a su
centrifugacién. A continuacidn, se resuspendieron las células individuales o los organoides en
HBSS a la concentracién deseada y se inyectaron 70 plL por ratdn, conteniendo un numero
variable de células dependiendo del experimento. Después de la inyeccidn de las células, los
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ratones se sometieron a esplenectomia total para asi evitar el crecimiento tumoral
intraesplénico. Todos los procedimientos quirurgicos se llevaron a cabo bajo medidas de
asepsia y antisepsia y bajo anestesia general con isoflurano. Al finalizar la cirugia, se cerrd la
herida con una sutura de la capa muscular y un clip cutdneo, y se administré una sola
inyeccion de buprenorfina por via subcutanea para conseguir la analgesia. Todos los MTOs
estaban equipados con el vector mCherry-luciferasa, lo cual permitid6 monitorizar el
crecimiento metastasico mediante bioluminiscencia tras la inyeccién de luciferina de forma
retroocular (RESEM BV, Lijnden, Paises Bajos) y mediciéon de la luz emitida mediante un
sistema de imdgenes in vivo (Xenogen IVIS Spectrum, PerkinElmer, Waltham, MA, EE. UU.). Al
confirmar un crecimiento suficiente de metdstasis hepaticas y antes de observar signos de
sufrimiento del animal, se sacrificé realizando la eutanasia. Luego, se procedid a la
hepatectomia y a la separacion de las metastasis del tejido hepdtico sano (microdiseccion).
Para evitar la contaminacién y la desecacion del tejido, se lavé con AADMEM/F12
suplementado con normocina 50 mg/mly se realizé la microdiseccion dentro de una campana
bioldgica con flujo laminar y en una placa de Petri con HBSS estéril sobre hielo.

3.4.5. Generacién de organoides de segunda generacion en interfaz aire-liquido (ALIO)

Para el cultivo con interfaz aire-liquido, se usaron placas multipocillo de seis o doce
pocillos en los que se colocaron insertos de cultivo celular que llevaban una membrana de
poliéster (PET) transparente con poros de 0,4 um (Falcon, Corning, New York, EE. UU. ref.
353180; o Millipore, ref. PICM03050). Se afiadié 1 ml (6 pocillos) 0 330 pL (12 pocillos) de una
solucion de gel en el fondo de los insertos y se dejo polimerizar a 37 °C durante treinta
minutos. En este proyecto se probaron diferentes tipos de soluciones de gel consistentes en
una mezcla de una unidad de medio de cultivo estéril concentrado al 10X (DMEM/F-12, Gibco,
ref. 12500096), una unidad de tampdn de reconstitucion estéril (2,2 g de NaHCO3 en 100 mi
de NaOH 0,05 N y HEPES 200 mM) y ocho unidades de una matriz que podria ser colageno
(Cultrex® Rat Collagen I, R&D Systems; o Cellmatrix Type I-A, Fujifilm Wako Pure Chemical
Corporation, Japon) o una mezcla 1:1 de coldgeno y BME (Cultrex® Basement Membrane
Extract, Type 2, R&D Systems). Tras disgregar mecanicamente el tejido hasta que estuviera
casi liquido, se resuspendid en la solucion de gel con una ratio de 1:10 y se pipeted en el
inserto por encima de la capa acelular previamente preparada. Se dejé polimerizar en la
incubadora a 37 °C durante 30 minutos, y luego se afiadié el medio de cultivo. En la primera
fase de este proyecto, se probaron diferentes medios de cultivo con el fin de maximizar el
crecimiento tumoral y optimizar la viabilidad de todos los componentes del MAT. En los
ensayos con tratamiento de los ALIO, el cultivo celular base estaba compuesto por 45% de
medio condicionado de WNT, noggin y R-spondin, 45% de ADDMEM/F12 (+ HEPES 1 mM +
GlutaMAX 1X), 10% FBS, suplemento B27 a 1:50, nicotinamida 10 mM, n-acetilcisteina 1 mM,
EGF 50 pg/ml, interleucina-2 recombinante 10 ng/ml y normocina 100 ug/ml (para
referencias ver tabla de fungibles). A este medio se le afiadid el tratamiento correspondiente
segun el experimento: IgG 10 pug/ml, anti-PD-1 10 pg/ml, anti-PD-L1 10 ug/ml o 20 ug/ml,
galunisertib 5, 20 0 100 uM, anti-CSF-1R 5 pg/ml, o combinaciones de ellos (referencias en la
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tabla de fungibles). Ademas, en algunos experimentos se activaron los linfocitos afiadiendo
anticuerpos anti-CD3e clon 145-2C11 (RUO) a una concentracion de 0,5 pg/ml (BD
Pharmingen, BD, ref. 557306) y anti-CD28 clon 37.51 a una concentracion de 50 ng/ml (BD
Pharmingen, ref. 553295) al medio de cultivo.

3.4.6. Produccién de medio condicionado por WNT, Noggin y R-Spondin 1 (WNR)

Para generar medio condicionado se usaron células productoras de WNT, R-Spondin 1y
Noggin (L-WRN CRL-3276™, ATCC, Manassas, VA, EE. UU.). Se descongelaron rapidamente las
células en un bano de agua a 37 °C, se sembraron con medio precalentado de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, ref. 41966-029) con FBS al 10%, y se incubaron en
la incubadora a 37 °Cy CO; al 5%. Después de 24 horas de incubacién, se cambio el medio de
cultivo, ahora suplementado con 0,5 mg/ml de G-418 (Promega, Madison, WI, EE. UU., ref.
V8091) y 0,5 mg/ml de higromicina B (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ref. 10687010).
Cuando las células tenian una confluencia de aproximadamente el 80%, se dividieron en
cuatro flascones de 175 ml con 25 ml de medio de cultivo DMEM y FBS al 10%, sin antibidticos.
Tras una incubacién de entre tres y cuatro dias, cuando las células estaban confluentes, se
cambié el medio por otras 24 horas y después se empezo a recoger el medio condicionado
cada 24 horas hasta un total de cuatro veces. Después de la ultima recogida, se mezclaron
todas las recogidas, se centrifugd el medio condicionado para eliminar restos celulares y se
filtré por filtros de 0,22 um (Millipore, Merck, ref. SLGS033SB). El buen funcionamiento del
medio condicionado WNR fue comprobado mediante dos abordajes: primero, organoides de
mucosa coldnica normal mostraban un rapido crecimiento y buena viabilidad con el medio
WNR (+ FBS 10% + EGF 50 pg/ml) mientras que aquellos cultivados con medio basal (solo
DMEM + FBS 10% + EGF 50 pg/ml) no eran viables después de siete dias de cultivo; segundo,
comparado con medio basal, el medio condicionado por WNR indujo claramente la expresion
de genes dianas del factor WNT en células HEK293T (3-5X para Axin2 y 1,5-4,5X para EphB3).

3.4.7. Generacién de cultivos organotipicos (COT)

Para los cultivos organotipicos, se preparé agarosa de bajo punto de fusién al 4%. Para
ello, se disolvieron 2g de NuSieve™ GTG™ Agarosa (baja fusidn) (Lonza, Basilea, Suiza, ref.
50080) en 50 ml de HBSS y se hirvieron tres veces en el microondas, luego se atemperaron a
42 °C en un bafio de agua hasta que desaparecieron las burbujas. En una placa de Petri sobre
hielo, se separaron los |6bulos hepaticos y se cortaron en dos mitades si eran demasiado
grandes para el molde. Se llenaron moldes desechables de 22 x 22 mm (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, EE. UU., ref. 70182) con agarosa al 4% y se sumergié una pieza de l6bulo
hepatico portador de metdstasis reteniéndolo mediante dos puntas de pipeta hasta que la
agarosa empezara a solidificarse. Luego, se incubaron los moldes en hielo hasta que la agarosa
se solidificd por completo. A continuacion, se liberaron los bloques de agarosa del molde, se
recortaron y se fijaron con superpegamento en la parte inferior del portamuestras de un
vibratomo (Leica VT1000S, Leica Biosystems, Wetzlar, Alemania). Se montd el portamuestras
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en el vibratomo, se llené con HBSS suplementado (HBSS 10X, HEPES pH 7,4 1M, D-Glucosa
1M, CaCl; 100 mM, MgCl> 100 mM, NaHCOs 1 M, penicilina 100 unidades/ml y estreptomicina
100 pg/ml) y se mantuvo frio poniéndole hielo alrededor. Se cortaron los blogues con una
frecuencia de 5, una velocidad de 5 y un espesor de corte de 250 um. Se recogieron los cortes
con un pincel y se colocaron en una placa de Petri con HBSS suplementado. Para el cultivo de
los cortes se usaron placas con 24 pocillos llenados cada uno con 500 pL de medio de cultivo
(con o sin tratamiento). Se colocaron cuidadosamente las membranas permeables encima del
medio asegurandose de que flotaran libremente, pero sin sumergirse en el medio (Whatman®
Nucleopore™ Track-Etched Membranes 0,8 um, Sigma-Aldrich, ref. WHA10417301). Luego,
se recogieron los cortes de higado con dos espatulas y se estiraron cautelosamente sobre las
membranas permeables asegurandose de que estuvieran correctamente expuestos al aire y
no sumergidos en el medio para asi generar una interfaz aire-liquido.

3.4.8. Bioluminiscencia

Todos los MTOs estaban marcados con el vector mCherry-luciferasa, lo cual permitid
analizar el crecimiento metastasico in vivo, asi como la proliferacion de las células epiteliales
tumorales de los ALIOs y de los COTs in vitro mediante la bioluminiscencia de la proteina
luciferina activada por la luciferasa. En los experimentos in vivo, se inyectaron 50 uL de
luciferina a una concentracion de 15 mg/ml en el plexo venoso retroocular (concentracién
final aproximada de 20 mg/kg). Se realizd este procedimiento bajo anestesia general y local
del animal, administrando isoflurano por via inhalatoria y una gota de un anestésico
oftdlmico, respectivamente. A los tres a cinco minutos se procedié con la medicion de la seial
de bioluminiscencia (Xenogen IVIS Spectrum, PerkinElmer). En el caso de los cultivos ALIOs y
COTs, se cambid el medio de cultivo por un medio suplementado con luciferina a una
concentracién de 150 pg/ml 30 minutos antes de la medicidn. En los experimentos iniciales
se objetivd que el pico de sefal en los cultivos se alcanzaba entre los 20 y 30 minutos desde
la adicidon de la luciferina. Para la adquisicidon de los datos se uso el software Living Image®
(PerkinElmer, version 4.5.4) desde donde se exportaron al GraphPad Prism (versién 9) para el
analisis estadistico y generacion de graficas.

3.4.9. Histopatologia, inmunofluorescencia e inmunohistoquimica

Fijacidn, inclusion y cortes

Se fijaron los l6bulos hepaticos en formalina durante la noche, y los ALIOs y COTs en
paraformaldehido al 4%. En caso de los ALIOs se elimind el medio de cultivo y se afiadié 1 ml
de paraformaldehido al pocillo externo y 1 ml al inserto directamente por encima de la matriz
en caso de las placas de seis pocillos (en caso de doce pocillos, 330 L), y se dejé durante
cuatro horas en la nevera a 4 °C. En el caso de los COTs, se sumergieron cautelosamente los
cortes de tejido en el medio, se retiraron las membranas y el medio, se afiadieron 500 uL de
paraformaldehido al pocillo sumergiendo completamente los cortes y se dejaron durante la
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noche en la cdmara fria a 4 °C encima de un agitador orbital. Después de su fijacion, se lavaron
las muestras tres veces con HBSS o D-PBS para eliminar los restos de formalina o
paraformaldehido, respectivamente. Se metieron los |6bulos hepdaticos en un casete de
inclusién para histologia. En caso de los ALIOs, se sacaron del inserto, se eliminaron las capas
de matriz acelular y se colocaron en microcasetes. Finalmente, se incluyeron los Iébulos
hepaticos y ALIOs en parafina y se realizaron cortes de tres um en un microtomo con rotacién
semiautomatica (Leica RM2255, Leica Biosystems, Wetzlar, Alemania) montando los cortes
en un portaobjetos. En el caso de los cortes de los COTs (de 250 um, ya realizados previo a
establecer los cultivos), se realizaron las tinciones de inmunofluorescencia con los cortes
flotando libremente en los pocillos de la placa de 24 pocillos (‘free-floating
immunofluorescence’, en inglés).

Tinciones

Se us6 un sistema automatico de tincidon (Dako CoverStainer, Agilent, Santa Clara, CA, EE.
UU.) para desparafinar y tefiir los cortes de los I6bulos hepdaticos y ALIOs, con el protocolo
estandar de hematoxilina (Dako, Agilent, ref. CS70030-2) y eosina (Dako, Agilent, ref.
CS70130-2). Para las inmunohistoquimicas e inmunofluorescencias, se utilizaron anticuerpos
primarios contra mCherry/tomato (Rockland Immunochemicals, Limerick, PA, EE. UU., ref.
600-401-379) y Epcam (R&D Systems, ref. AF960) para marcar las células tumorales
epiteliales, contra CD3 (abcam, ref. ab16669) para marcar linfocitos T, contra CD11b (abcam,
ref. ab133357) para marcar macréfagos, contra actina de musculo liso alfa (aSMA) (abcam,
ref. ab7817), CD140b (Invitrogen, ref. MA5-14851) o vimentina (abcam, ref. ab92547) para
marcar fibroblastos asociados al cancer, contra Ki67 como marcador de proliferacién (BD
Pharmingen™, ref. 550609) y contra caspasa escindida-3 como marcador de apoptosis (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, EE. UU., ref. 9661). Para las inmunofluorescencias se uso
ademas 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Thermo Fisher Scientific, ref. 62248) para tefiir los
nucleos. Después de incubar con el anticuerpo primario a 4 °C, las muestras fueron incubadas
durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario que se unia
especificamente al anticuerpo primario (ver tabla de fungibles para mas detalles). En caso de
las inmunohistoquimicas, se conjugo el anticuerpo secundario (anti-Rb HRB, Immunologic,
WellMed, Duiven, Paises Bajos, ref. DPVR-HRP) con estreptavidina-peroxidasa (Supelco,
Merck, ref. S2438). Al afiadir perdxido de hidrégeno y diaminobencidina, la peroxidasa libera
protones del perdéxido de hidrégeno y oxida la diaminobencidina a un producto final
marrondceo. En caso de las inmunofluorescencias, se usaron los siguientes anticuerpos
secundarios: anti-conejo 1gG Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen, ref. A-21206), anti-conejo IgG
Alexa Fluor™ 647 (Invitrogen, ref. A-31573), anti-cabra IgG Alexa Fluor™ 568 (Invitrogen, ref.
A-11057), anti-ratén IgG Alexa Fluor™ 647 (Invitrogen, ref. 31571) y anti-rata IgG Alexa Fluor™
488 (Invitrogen, ref. A-21208). Se usaron todos los anticuerpos secundarios a una
concentracion de 1:400. Una vez finalizadas las tinciones, se adquirieron las imagenes de
campo claro con un escéner digital equipado con un objetivo 20X (NanoZoomer-2.0 HT C9600,
Hamamatsu Photonics, Ciudad de Hamamatsu, Japdn). Se visualizaron y analizaron todas las
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imagenes con el software NDP.view 2 U123888-01 (Hamamatsu). Todas las imagenes se
visualizaron con una correccion gamma establecida en 1,8 para campo claro y 1,0 para
inmunofluorescencia.

Las inmunofluorescencias de los cortes de los COTs se realizaron directamente en las placas
de 24 pocillos. Tras tres lavados con 500 uL/pocillo de tampdn de lavado (wash buffer, en
inglés) ‘EnVision Flex’ 1X (Dako, Agilent, Santa Clara, CA, ref. K800721) con Tritédn X-100 al
0,25% (Sigma-Aldrich, ref. T8787), durante cinco minutos, se bloqued la reaccién de la
peroxidasa enddgena con 300 uL/pocillo de Peroxidase-Blocking Solution (Dako REAL, ref.
$2023) durante 10 minutos y se realizaron otros tres lavados con 500 pl/pocillo de wash
buffer-Tritdn. Luego, se incubaron con proteinasa K (Agilent, ref. $3020) y, tras otro paso de
tres lavados, con 300 pL/pocillo de suero normal de burro al 10% (NDS, normal donkey serum,
Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, Reino Unido, ref. JAC-017-000-121), caseina al 2%
(Thermo Fisher Scientific, ref. 37582) y wash buffer-Tritén 0,25% para bloquear la unién a
proteinas no especificas. Tras incubacién durante dos horas a temperatura ambiente en el
agitador orbital, se afiadieron los siguientes anticuerpos primarios: anti-Epcam 1:50 (R&D
Systems, ref. AF960), anti-CD3 1:500 (abcam, Cambridge, Reino Unido, ref. ab16669), anti-
aSMA 1:200 (abcam, ref. ab7817), anti-caspasa escindida-3 1:100 (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EE. UU., ref. 9661) y anti-BrDU (5’-bromo-2’-desoxiuridina) 1:100 (abcam, ref.
ab6326). Tras incubacién durante la noche en la camara fria a 4 °C sobre el agitador orbital y
otros 30 minutos a temperatura ambiente al dia siguiente, se realizaron dos lavados con wash
buffer-Tritdn 0,25% y se incubaron con la mezcla de los anticuerpos secundarios a una dilucion
de 1:400 durante dos horas en el agitador orbital protegido de la luz. Se usaron los siguientes
anticuerpos secundarios: anti-conejo IgG Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen, ref. A-21206), anti-
conejo IgG Alexa Fluor™ 647 (Invitrogen, ref. A-31573), anti-cabra IgG Alexa Fluor™ 568
(Invitrogen, ref. A-11057), anti-ratén 1gG Alexa Fluor™ 647 (Invitrogen, ref. 31571) y anti-rata
IgG Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen, ref. A-21208). En caso de anti-CD3, para amplificar su sefial,
se usé como anticuerpo secundario anti-Rb HRP (Immunologic, ref. DPVR-HRP) junto con
tiramida 488 (Alexa Fluor™ 488 Tyramide Reagent, Invitrogen, ref. B40953). Se bloqued la
tiramida con TNT durante 5 minutos (Tris-HCI 1M, NaCl 5M, Tween® 20 [Sigma-Aldrich, ref.
P1379]). En caso de anti-BrDU, previo a la incubacién con el anticuerpo primario, se incubaron
los cortes en 300 pL/pocillo de acido clorhidrico 1M durante 20 minutos y luego se lavaron
tres veces con wash buffer-Triton 0,25%. Finalmente, se incubaron todos los cortes con DAPI
(Thermo Fisher Scientific, ref. 62248) en una dilucién de 1:2.000 durante veinte minutos y se
hizo un lavado final con wash buffer-Tritén 0,25% antes de montar los cortes en un
portaobjetos y cubrirlos con un cubreobjetos fijandolo con medio de montaje (Dako
Fluorescence Mounting Medium, Agilent, ref. S3023).

3.4.10. Microscopia confocal

Para la adquisicion de imagenes de los cortes gruesos de los COTs (grosor de 250 um) se
utilizé un microscopio confocal con posibilidad de rastrear en tres dimensiones (Laser
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Scanning Confocal Microscope Leica TCS SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Se usé
un objetivo con aumento de 20X y los siguientes ajustes: ancho de 775 um, altura de 775 um,
profundidad de -27,12 um, distancia entre los pasos de 3,01 um, acumulacién de marcos
entre 1y 5, promedio por linea de 2 y potencia de los laseres entre 9 y 20%. Con el software
‘Leica Application Suite X’, se analizaron las imagenes digitales.

3.4.11. Citometria de flujo
Disociacion

Se preparé una solucién de células individuales a partir de las metastasis hepaticas el dia
del sacrificio de los animales y a partir de los ALIOs los dias uno, dos y tres de cultivo. Tras el
explante del higado se separaron cuidadosamente las metdastasis hepaticas del tejido
hepatico normal y se cortaron muy finamente. Luego se incubaron en una solucidn enzimatica
consistente en DMEM (Gibco, ref. 41966-029), FBS al 2% (Gibco, ref. 26140079), colagenasa
IV 200 pg/ml (Sigma-Aldrich, ref. C5138), dispasa Il 200 ug/ml (Sigma-Aldrich, ref. D4693) y
Dnasa | 40 pg/ml (Sigma-Aldrich, ref. 10104159001) durante 30 minutos en la incubadora a
37 °C. Para completar la disgregacion, se pipetearon los restantes agregados celulares varias
veces, se pasaron por un colador de células de 100 pum y luego de 40 um, y se lavaron y
centrifugaron con HBSS. Para eliminar los eritrocitos, se trataron con cloruro amoénico durante
no mas de cinco minutos y se hizo otro lavado antes de analizar la concentracion celular de
una muestra en un dispositivo de contaje automatico previa tincion mediante azul de tripano.
De las metastasis hepaticas se obtuvieron unos seis millones de células vivas para el analisis
citométrico. En caso de los ALIOs, se utilizdé la misma solucion enzimatica para digerir los
organoides, pero se suplementdé con un inhibidor de la quinasa Rho (Y-27632) (Sigma-Aldrich,
ref. SCMOQ75) para evitar al maximo la muerte celular durante el proceso de disociacion.
Ademas, para minimizar la muerte celular y maximizar el nimero de células individuales, se
incubaron los ALIOs solo durante veinte minutos con la solucién enzimatica, pero cada cinco
minutos se pasaron por el vortex (las primeras dos rondas) y se pipetearon varias veces (las
ultimas dos rondas). Tras cada ronda de cinco minutos de incubacién se recogié el
sobrenadante con las células individuales flotantes y se transfirié a un nuevo tubo Falcon con
solucién tamponada (FACS buffer) consistente en HBSS y FBS al 5%, y suplementado con el
inhibidor de la quinasa Rho. Finalmente, se pasaron las células provenientes de los ALIOs por
un colador de 100 pm y luego 40 um, y se contdé la concentracion como descrito
anteriormente obteniendo entre tres cientos mil y dos millones células vivas. En caso de los
ALIOs no se usd cloruro amadnico, puesto que ya no contenian eritrocitos.

Tinciones

Primero, para evitar la unidn de los anticuerpos marcadores a los receptores Fc se trataron
las células con el anticuerpo anti-Mouse CD16/CD32 (Tonbo™, Cytek Biosciences, Fremont,
CA, EE. UU., ref. 70-0161) a una dilucién de 1:100 en FACS buffer durante 10 minutos
protegido de la luz. Después se afiadié la mezcla de los siguientes anticuerpos y diluciones
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(para referencias, ver lista de fungibles): anti-Epcam-BV605 1:300, anti-CD45-PerCP-Cy5
1:500, anti-CD3-PE 1:100, anti-CD11b-BV711 1:200 y anti-CD140b-APC 1:50. Tras incubacién
durante veinte minutos sobre hielo, se lavaron con solo HBSS para eliminar el FBS y se
incubaron con el marcador de viabilidad (LIVE/DEAD™ Fixable Aqua, Molecular Probes by Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, ref. L34966) durante ocho minutos a temperatura
ambiente y protegido de la luz. Tras un lavado con FACS buffer, se incubaron con
paraformaldehido al 4% durante veinte minutos a temperatura ambiente para fijarlas y se
realizaron otros dos lavados con FACS buffer antes de analizarlas mediante un citdmetro de
flujo con cuatro laseres de 405, 488, 561 y 640 nm (BD FACSAria Fusion). Se analizaron los
datos citométricos mediante el software Flowlo, versién 10.7.1.

3.4.12. Analisis de expresién

Extraccion del ARN

Se extrajeron los ALIOs del inserto, se eliminaron las capas acelulares de la matriz, se
afiadieron 700 ul de TRIzol (Invitrogen, ref. 12034977) y se trataron con un disruptor tisular
hasta que los ALIOs estaban completamente disociados. Después de haberlos dejado cinco
minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 200 pL de cloroformo y se centrifugaron a
12.000 g durante 15 minutos a 4 °C. Se recogio el sobrenadante incoloro que contenia el ARN
y se colocd en un tubo nuevo agregando un volumen de etanol al 70%. Después se pasaron
por el vértex y se pipetearon en una columna para extraccion del ARN. Se usé el PureLink™
RNA mini Kit (Thermo Fisher Scientific, ref. 12183025) segun las instrucciones del fabricante.
Al final del procedimiento, se disolvid el ARN extraido en agua destilada ultrapura libre de
ADNasa y ARNasa (Invitrogen, ref. 10977015). Se analizé la calidad del ARN extraido y se midio
su concentracion mediante un método espectrofotométrico (NanoDrop 1000
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific). Se almacenaron las muestras en el congelador
a -80 °C hasta proceder con la sintesis del ADN complementario (cDNA).

Sintesis del ADN complementario

Se usaron 500 ng de ARN para sintetizar el cDNA. Por cada reaccion se mezclaron 5 plL de
tampon a 10X (Applied Biosystems, ref. 4319981), 5 uL de cebadores aleatorios a 10X (Applied
Biosystems, ref. 4319979), 2 uL de deoxinucledsidos trifosfato, ‘dNTP’ a 25X (Applied
Biosystems, ref. 362271), 1 uL de transcriptasa inversa 50 U/uL (Applied Biosystems, ref.
4319983), la cantidad correspondiente de 500 ng de ARN y agua destilada ultrapura libre de
ADNasa y ARNasa hasta llegar a 50 uL. Para la reaccion en cadena de la polimerasa se usé un
termociclador tipo ‘SimpliAmp Thermal Cycler’ de la marca Applied Biosystems (Thermo
Fisher Scientific) realizando los siguientes ciclos: diez minutos a 25 °C, dos horas a 37 °C, cinco
segundos a 85 °Cy finalmente a 16 °C. La concentracion de cDNA al final de la sintesis fueron
10 ng/uL los cuales se diluyeron con agua destilada ultrapura para obtener una concentracion
final de 2 ng/uL. Se guardaron las muestras en el congelador a -20 °C hasta proceder con la
PCR cuantitativa.
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PCR cuantitativa en tiempo real

Para el analisis de expresion se usaron placas de 96 pocillos. En cada pocillo se mezclaron
3 pL (equivalente a 6 ng) de cDNA con 7 plL de la mezcla maestra, la cual consistia en 5 plL de
la mezcla ‘Power SYBR™ Green’ (Applied Biosystems, ref. 4367659), 1 uL de la mezcla de los
cebadores correspondientes a 5 uM y 1 ulL de agua destilada ultrapura. Cada condicion y
cebador se ejecutd en triplicado. Antes de transferir la placa multipocillo al instrumento, esta
fue sellada con una pelicula adhesiva transparente para evitar la evaporacién y la
contaminacién entre pocillos (Applied Biosystems, ref. 4306311). Se realizd la reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (g-RT-PCR) en un instrumento
StepOnePlus (Applied Biosystems) utilizando una temperatura de hibridacidn/extensién a 60
°C durante 35 ciclos. Se utilizé el programa de ‘Cuantificacion — Ct comparativo (AACt)’ con
velocidad de rampa estandar (dos horas). Para el primer andlisis de los datos crudos se uso el
software del instrumento ‘Step One’, versidn v2.3, y luego se exportaron a ‘Microsoft Excel’,
versidn 16 para el andlisis estadistico, y a ‘GraphPad Prism’, version 9 para la generacién de
graficas.

Para el analisis de activacidn linfocitica se usaron los siguientes cebadores cuyas secuencias
se obtuvieron de la base de datos en linea https://www.origene.com/ y se adquirieron a

través de Sigma-Aldrich, Merck (https://www.sigmaaldrich.com/spain.html):

Cd3e: : GCTCCAGGATTTCTCGGAAGTC
: ATGGCTACTGCTGTCAGGTCCA
Cd8a: : ACTACCAAGCCAGTGCTGCGAA

: ATCACAGGCGAAGTCCAATCCG

: CAGGAGAAGACCCAGCAAGTCA

: CTCACAGCTCTAGTCCTCTTGG

: CAGCAACAGCAAGGCGAAAAAGG
: TTTCCGCTTCCTGAGGCTGGAT

: ACACAGTAGAGTGTCGCATGTAC

: GTGGAGCTGTTAAAGTTGCGGG

Gzmb (granzima B):
Ifng (interferén gamma):

Prf1 (perforina 1):

X M 2O M X0 MO MO

Como controles enddgenos se usaron Pplay Thbp cuyas secuencias se obtuvieron de la base
de datos en linea https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/ y que se adquirieron en linea a
través de Sigma-Aldrich, Merck:

Pp1la (peptidil propil isomerasa A): F: GAGCTGTTTGCAGACAAAGTTC
R: CCCTGGCACATGAATCCTGG

Tbp (proteina de unidn a TATA): F: AGAACAATCCAGACTAGCAGCA
R: GGGAACTTCACATCACAGCTC
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Tabla 3 | Recursos y fungibles

COMPANIA, SEDE
RECURSO o FUNGIBLE* MARCA REFERENCIA
PRINCIPAL
LINEAS CELULARES
HEK293T/17 - ATCC, Manassas, VA, EE. UU. CRL-11268™
L-WRN - ATCC, Manassas, VA, EE. UU. CRL-3276™
ORGANOIDES
MTO129 Produccién propia
MTO0204 Produccidn propia
ANIMALES
C57BL/6 ) JANVIER LABS, Saint-Berthevin, )

Crl:NU(Ico)-Foxn1nu (‘swiss nude’)

Francia
Charles River Laboratories,
Wilmington, MA, EE. UU.

Cddigo de cepa:
620

MEDIOS DE CULTIVO

Advanced Dulbecco's Modified Eagle

Thermo Fisher Scientific,

Medium / Ham’s F12 (AdDMEM/F12) = ©'°° Waltham, MA, EE. UU. 12634-010
. Thermo Fisher Scientific,
DMEM/F-12, polvo Gibco Waltham, MA, EE. UU. 12500096
Dulbecco's Modified Eagle Medium . Thermo Fisher Scientific,
(DMEM) Gibco Waltham, MA, EE. UU. 41966-029
OTROS SUPLEMENTOS
L . Thermo Fisher Scientific,
B27 supplement (retinoic acid free) Gibco Waltham, MA, EE. UU. 12587-010
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania D8418
Dulbecco's Phosphate Buffered . N
. . . Thermo Fisher Scientific,
Saline (I?-PBS), no calcium, no Gibco Waltham, MA, EE. UU. 14190-094
magnesium
. . Thermo Fisher Scientific,
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco Waltham, MA, EE. UU. 26140079
. Thermo Fisher Scientific,
GlutaMAX (100x) Gibco Waltham, MA, EE. UU. 35050-038
H?nk s Balan.ced Salt Solu.tlon (HBSS) . Thermo Fisher Scientific,
without Calcium, Magnesium or Gibco Waltham. MA. EE. UU 14185-045
Phenol Red (10X) P e e
H?nk S Balan.ced Salt Solu'tlon (HBSS), . Thermo Fisher Scientific,
without Calcium, Magnesium or Gibco Waltham. MA. EE. UU 10-547F
Phenol Red (1X) Py e e
. Thermo Fisher Scientific,
HEPES 1M (usado a 10 mM) Gibco Waltham, MA, EE. UU. 15630056
Jackson ImmunoResearch
Normal Donkey Serum (NDS) Laboratories Inc., JAC-017-000-121
Cambridgeshire, Reino Unido
UltraPure™ DNase/RNase-Free Invitrogen Thermo Fisher Scientific, 10977015
Distilled Water Waltham, MA, EE. UU.
Enzimas
Cf)llager"lase L LCIAL LA L LT Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania C5138
histolyticum, 80 mg/ml
Dispase® Il, 10 mg/ml Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania D4693
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Dnase |, grade II, from bovine

Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania 10104159001

pancreas, 10 mg/ml
;LLI:/E:ISE TL Research Grade, 50 Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania 5401020001
MultiScribe Reverse Transcriptase 50 . . Thermo Fisher Scientific,
u/ul Applied Biosystems Waltham, MA, EE. UU. 4319983
TrypLE™ Select (1X), without phenol . Thermo Fisher Scientific,
red Gibco Waltham, MA, EE. UU. 12563011
Trypsin-EDTA (0,25%), phenol red . Thermo Fisher Scientific,
(1X) Ells Waltham, MA, EE. UU. LR
MATRICES
Cellmatrix Type I-A (Collagen, Type |, i Fujifilm Wako Pure Chemical 637-00653
3 mg/ml, pH 3.0) Corporation, Chuo-Ku, Japan
Cultrex Basement Membrane Extract, Bio-Techne, Minneapolis, MN,
Type 2, Pathclear (BME) R&D Systems EE. UU. 3532-005-02
Cflltre).( Rat Collagen I, Lower R&D Systems Bio-Techne, Minneapolis, MN, 3443-100-01
Viscosity EE. UU.
ANTIBIOTICOS & ANTIFUNGICOS
Amphotericin B 250 pg/ml Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania A2942
G-418 - Promega, Madison, WI, EE. UU. | V8091

. . Thermo Fisher Scientific,
Hygromycin B (50 mg/ml) Invitrogen Waltham, MA, EE. UU. 10687010
Normocin™ (50 mg/ml) - InvivoGen, Toulouse, Francia ant-nr-1
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml . Thermo Fisher Scientific,
—10.000 pg/ml) CLES Waltham, MA, EE. UU. 15140122
PEPTIDOS & PROTEINAS
Recombinant murine IL-2, 20 pg Thermo Fisher Scientific,
(usado a 10 ng/ml) R Waltham, MA, EE. UU. 212-12
Recombinant Human EGF, (usado a Thermo Fisher Scientific,
50 pg/ml) PeproTech Waltham, MA, EE. UU. AF-100-15
Recombinant Human Noggin (usado BT Thermo Fisher Scientific, 120-10C

a 100 pg/ml)
Recombinant Human R-Spondin-1
(usado a 25 nM)

Produccién propia en colaboracién con Dr. Nick Berrow, coordinador de la

Waltham, MA, EE. UU.

plataforma de expresion proteica en el IRB Barcelona

OTRAS MOLECULAS

5-Bromo-2'-deoxyuridine (5-BrDU)

D-Luciferin K-salt

LIVE/Dead™ Fixable Aqua - Dead Cell
Stain Kit (405 nm)

LY2157299 (Galunisertib) (usado a 2
KM)

N-Acetyl-L-cysteine 500 mM (usado a

Molecular Probes by
Life Technologies

Produccion propia en colaboracién con Dr. Antoni Riera, lider de la “Unidad
de Investigacion en Sintesis Asimétrica”, IRB Barcelona

MedChemExpress, Monmouth
Junction, NJ, EE. UU.

RESEM BV, Lijnden, Paises
Bajos

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.

HY-15910

L34966

1 mM) Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania A7250

Nicotinamide 1M (usado a 10 mM) Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania 72340

Y-27632 dihydrochloride (Rock MedChemExpress, Monmouth HY-10583

inhibitor) (usado a 20 pM) Junction, NJ, EE. UU.

ANTICUERPOS

anti-alpha smooth muscle Actin - ab(?am, Cambridge, Reino ab7817
Unido

anti-BrDU (5-bromo-2-desoxiuridine) - CLEEIi, ColmleE, [RElm ab6326
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abcam, Cambridge, Reino

anti-CD11b - . ab133357
Unido

anti-CD140b (PDGFRB Monoclonal . Thermo Fisher Scientific,

Antibody (R.140.4) Invitrogen Waltham, MA, EE. UU. MAS-14851

anti-CD3 i abc;am, Cambridge, Reino ab16669
Unido

. Cell Signaling Technology,

anti-Cleaved Caspase-3 (Asp175) Danvers, MA 9661

anti-Epcam R&D Systems Bio-Techne, Minneapolis, MN AF960

APC anti-Mouse CD140b Antibody Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 17-1402-82

(PDGFRB) eBioscience™ Waltham, MA, EE. UU.

A - Jackson ImmunoResearch
z':rt‘L":';ﬂ;i‘l\gnzzzﬁr)GA{::'S”re Laboratories Inc., 715-065-150
4 J Cambridgeshire, Reino Unido

Brilliant Violet 605 anti-Mouse i BioLegend, San Diego, CA, EE. 118227

CD326 (Epcam) Uu.

Brilliant Violet 711 anti-Mouse / i BioLegend, San Diego, CA, EE. 101241

human CD11b Uu.

Donkey anti-Goat IgG (H+L) Cross- . L

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa = Invitrogen VeI A i, A-11057
Waltham, MA, EE. UU.

Fluor™ 568

Donkey anti-Mouse IgG (H+L) I-!lghly . Thermo Fisher Scientific,

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, | Invitrogen A-31571
Waltham, MA, EE. UU.

Alexa Fluor™ 647

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Cross- . s

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa = Invitrogen WA R A-21206
Waltham, MA, EE. UU.

Fluor™ 488

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Cross- . L

. . Thermo Fisher Scientific,

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa | Invitrogen Waltham, MA, EE. UU. A-31573

Fluor™ 647

2L A () ngh!y . Thermo Fisher Scientific,

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, | Invitrogen A-21208
Waltham, MA, EE. UU.

Alexa Fluor™ 488

Goat Anti-Rabbit IgG HRP Immunologic WellMed, Duiven, Paises Bajos | DPVR-HRP

Normal Mouse IgG Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania 12-371

PE anti-mouse CD3 Antibody, clone i BioLegend, San Diego, CA, EE. 100205

17A2 (RUO) uu.

PerCP/Cy5.5 anti-Mouse CD45 - LBJ'S Legend, San Diego, CA EE. 3139

Purified Anti-Mouse CD16 / CD32 (Fc ™ Cytek Biosciences, Fremont,

Shield) (2.4G2) Tonbo CA, EE. UU. 70-0161

Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, i BioLegend, San Diego, CA, EE. 124302

PD-L1) Antibody, clone 10F.9G2 uu.

Purified anti-mouse CD279 (PD-1) i BioLegend, San Diego, CA, EE. 114102

Antibody, clone RMP1-14 Uu.

AU EUE e e CTA [ : BioXCell, Lebanon, NH, EE. UU. | BE0213

clone AFS98

Purified Hamster Anti-Mouse CD28 | o, oy ingen™  BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU. 553295

Clone 37.51

Purified Hamster Anti-Mouse CD3e . ™ .

Clone 145-2C11 (RUO) BD Pharmingen BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU. 557306

zl‘gr"f;ess"sn?:jg’;\"t"'("67 BD Pharmingen™ BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU. | 550609

Recombinant Anti-Vimentin antibody i abcam, Cambridge, Reino ab92547

[EPR3776]

Unido

OTROS REACTIVOS
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Thermo Fisher Scientific,

10X RT Buffer Applied Biosystems Waltham, MA, EE. UU. 4319981
e aeaa - Thermo Fisher Scientific,
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) - Waltham, MA, EE. UU. 62248
Thermo Fisher Scientific
™ 5 A ’
Alexa Fluor™ 488 Tyramide Reagent Invitrogen Waltham, MA, EE. UU. B40953
™ - N Thermo Fisher Scientific,
Blocker™ Casein in PBS Thermo Scientific Waltham, MA, EE. UU. 37582
EnVision FLEX Wash Buffer Dako Ci"e”t' SO (51 k800721
Eosin Dako G%llent, Santa Clara, CA, EE. CS70130-2
Hematoxylin Dako Ci"ent' Santa Clara, CA, EE. C570030-2
Peroxidase-Blocking Solution Dako REAL G%llent, Santa Clara, CA, EE. S2023
Thermo Fisher Scientific
™ . . . '
Power SYBR™ Green PCR Master Mix = Applied Biosystems Waltham, MA, EE. UU. 4367659
Proteinase K, Ready-to-Use Dako REAL G%llent, Santa Clara, CA, EE. S3020
Streptavu.il.n—Peromdase ol Supelco Merck, Darmstadt, Alemania S2438
Ultrasensitive
Triton™ X-100 Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania T8787
. Thermo Fisher Scientific,
TRIzol Invitrogen Waltham, MA, EE. UU. 12034977
Tween® 20 Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania P1379
NUCLEOTIDOS
. . . Thermo Fisher Scientific,
10X RT Random Primers Applied Biosystems Waltham, MA, EE. UU. 4319979
. . . Thermo Fisher Scientific,
dNTP Mix 100 mM Applied Biosystems Waltham, MA, EE. UU. 362271
F: GAGCTGTTTGCAGACAAAGTTC
R: CCCTGGCACATGAATCCTGG Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania No aplica
(PPIA)
F: AGAACAATCCAGACTAGCAGCA
R: GGGAACTTCACATCACAGCTC Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania No aplica
(TBP)
F: GCTCCAGGATTTCTCGGAAGTC
R: ATGGCTACTGCTGTCAGGTCCA Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania No aplica
(CD3e)
F: ACTACCAAGCCAGTGCTGCGAA
R: ATCACAGGCGAAGTCCAATCCG Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania No aplica
(CD8a)
F: CAGGAGAAGACCCAGCAAGTCA
R: CTCACAGCTCTAGTCCTCTTGG Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania No aplica
(GzmB)
F: CAGCAACAGCAAGGCGAAAAAGG
R: TTITCCGCTTCCTGAGGCTGGAT Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania No aplica
(IFNG)
F: ACACAGTAGAGTGTCGCATGTAC
R: GTGGAGCTGTTAAAGTTGCGGG Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania No aplica
(PRF1)
KITS COMERCIALES
PureLink™ RNA mini Kit Ambion invitrogen | |1€rmo Fisher Scientific, 12183025

Waltham, MA, EE. UU.
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OTROS FUNGIBLES

Eukitt® Quick-hardening mounting
medium

Falcon® Permeable Support for 12-
well Plate with 0.4 um Transparent
PET Membrane

MicroAmp™ Clear Adhesive Film

Millicell Cell Culture Insert, 30 mm,
hydrophilic PTFE, 0.4 pm

NuSieve™ GTG™ Agarose (low
melting)

Peel Away Disposable Embedding
Mold Square Shape, 22 x 22 mm
Whatman® Nuclepore™ Track-Etched
Membranes 0.8 pm

Sigma-Aldrich

Falcon®

Applied Biosystems

Millipore

Sigma-Aldrich

Merck, Darmstadt, Alemania

Corning, New York, EE. UU.

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.

Merck, Darmstadt, Alemania

Lonza, Basilea, Suiza

Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, EE. UU.

Merck, Darmstadt, Alemania

03989

353180

4306311

PICM03050

50080

70182

WHA10417301

INSTRUMENTOS

Amplificador:

SimplyAmp Thermal Cycler
Bioluminiscencia:

Xenogen IVIS-spectrum

Citometria de flujo:

BD FACSAria Fusion

Escaneo digital:

NanoZoomer 2.0-HT

Medicion de acidos nucleicos:
NanoDrop 1000 Spectrophotometer
Microscopia confocal:

Leica TCS SP5

Microtomo:

Leica RM2255 Fully Automated
Rotary Microtome

PCR en tiempo real:

StepOne Plus Real-Time PCR System
Sistema de tincion automatico:
Dako CoverStainer

Applied Biosystems
by Life Technologies

Applied Biosystems
by Life Technologies

Dako

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.

PerkinElmer, Waltham, MA, EE.

uu.
BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.

Hamamatsu Photonics, Cuidad
de Hamamatsu, Japén
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.

Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania

Leica Biosystems, Wetzlar,
Alemania

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.
Agilent, Santa Clara, CA, EE.
uu.

Vibratomo: i Leica Biosystems, Wetzlar, i
Leica VT1000S Alemania
SOFTWARE

FlowlJo, version 10.7.1
GraphPad Prism, version 9

Leica Application Suite X
Living Image, version 4.5.4
Microsoft Excel, version 16
NDP.view 2 U123888-01

StepOne, version 2.3

BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.
San Diego, CA, EE. UU.

Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania

PerkinElmer, Waltham, MA, EE.

uu.

Microsoft, Redmond, WA, EE.
uu.

Hamamatsu Photonics, Cuidad
de Hamamatsu, Japdn
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.

*Se han listado todos los productos con sus nombres originales en inglés. Los productos en cada categoria estan

ordenados alfabéticamente.
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4. DISCUSION

4.1. Discusion del Primer Proyecto

MicroARNs como Nuevos Biomarcadores para la Progresion Neoplasica en la
Colitis Ulcerosa

El primer proyecto de la presente tesis consistié en encontrar y validar nuevos microARNs
candidatos como potenciales biomarcadores de la progresion neoplasica en la colitis ulcerosa
(CU). El CCR sigue siendo una complicacion grave y potencialmente mortal de la colitis
ulcerosa de larga evolucion; por ello, el cribado y el tratamiento precoz de las lesiones
premalignas son determinantes para disminuir su morbimortalidad. Las estrategias de
vigilancia actuales apuntan a identificar la displasia mediante colonoscopias periddicas; sin
embargo, existen importantes dificultades para detectar y diagnosticar con precision la
displasia, y la colonoscopia sigue siendo un procedimiento invasivo, costoso e incdmodo para
los pacientes. Por lo tanto, existe una necesidad sustancial de encontrar nuevos
biomarcadores que puedan predecir la displasia o el cancer de forma no invasiva.

Los microARNs representan una parte crucial en la compleja red de regulacién epigenética y
se han convertido en biomarcadores potenciales para el CCR-CU. Sin embargo, aun existe la
necesidad de mejorar el rendimiento diagndstico y validar los hallazgos. De hecho, ha habido
intentos previos de distinguir la neoplasia esporadica de aquella asociada a la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (Ell) con cierto éxito, pero las observaciones no son consistentes. No
es posible diferenciar histolédgicamente el CCR asociado a la colitis del CCR esporadico.
Comunmente, los estudios han considerado aquellos CCR que desarrollan en un area con
inflamacién previa conocida como CCR asociado a la colitis (352). Ademas, el CCR asociado a
la colitis a menudo se etiqueta en los biobancos como CCR sin incluir ninguna especificaciéon
de su relacion con la colitis, lo que dificulta su identificacién y diferenciacion del CCR
esporadico. Abordamos esta limitacion en nuestro estudio al incluir como CCR-CU solo
aquellos casos que ocurrieron en pacientes con CU de larga evoluciéon conocida y que
surgieron en dreas con colitis previa (es decir, quedaria excluido un CCR proximal en un
paciente con CU distal de larga duracién). Ademas, para evitar un sesgo de los resultados
hacia la inflamacidn, solo se incluyeron displasias y CCR de pacientes con CU en remisién
clinica. Sin embargo, no podemos excluir que exista algun grado de inflamacidon microscopica
en algunas de las muestras, pero estimamos que el impacto en este caso debe haber sido
minimo. Por otro lado, se reclutaron como CCR esporddicos solo aquellos casos
diagnosticados a través de un programa de deteccidon de CCR basado en una poblacién de
individuos asintomaticos donde los pacientes con Ell estan especificamente excluidos.

Una de las principales fortalezas de nuestro estudio radica en que refleja la cascada
fisiopatolodgica de la carcinogénesis de la secuencia CCR-CU y CCR esporadico mediante el
analisis de muestras de los estados intermedios, es decir, displasia para CCR-CU y adenoma
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esporadico para CCR esporadico. Esta aproximacién nos ha permitido identificar 64
microARNs diferencialmente desregulados para la secuencia CCR-CU, un resultado
comparable con estudios previos (138,197,198,353). Observamos que la mayoria de los
microARN estaban desregulados por igual en la secuencia CCR-CU y CCR esporadico. No
obstante, algunas especies de microARNs se encontraron desreguladas exclusivamente en la
secuencia CCR-CU, por ejemplo, miR-192 infraexpresado y miR-126 sobreexpresado. Estos
resultados sugieren que, aunque ambos procesos comparten una amplia gama de
caracteristicas comunes, tienen distintos patrones de expresion de microARNs. También
encontramos microARNs asociados al desarrollo de CCR-CU y CCR espordadico, pero en
diferentes niveles estadisticamente significativos (por ejemplo, la expresién mas elevada de
miR-31 en la secuencia CCR-CU). Este hallazgo podria reflejar una relevancia diferente para la
carcinogénesis del CCR-CU, causada por una progresion mas rapida o un mayor grado de
invasion o debido a la inflamacién subyacente en esta entidad. Por lo tanto, una fortaleza
adicional de este estudio ha sido considerar los niveles significativamente diferentes como
uno de los criterios relevantes para la seleccion de microARNs para la fase de validacién.

Los resultados de nuestro estudio también sugieren que los microARNs estan vinculados a las
diferentes etapas de la carcinogénesis. Por ejemplo, miR-126 y -490 solo se encuentran
sobreexpresados en muestras de cancer y no de displasia, lo que sugiere que son eventos
tardios. En cambio, otros microARNs (por ejemplo, miR-20b, -31 y -106a) parecen ser eventos
tempranos porque ya se encuentran sobreexpresados en la displasia, aunque en menor
medida que en el cdncer. Nuestra hipotesis es que aquellos microARNs alterados
precozmente durante la carcinogénesis y que mantienen o incrementan su desregulacion en
el cancer son de mayor interés como biomarcadores, ya que podrian representar un predictor
precoz de un mayor riesgo de desarrollar cancer. En este estudio, el nUmero de muestras de
displasia de alto grado no fue suficiente para poder realizar un analisis de subgrupos. Mas del
90% de las displasias asociadas a CU se clasificaron como de bajo grado, mientras que el 95%
de los adenomas fueron adenomas tubulares con displasia de bajo grado.

Nuestro objetivo principal ha sido identificar microARNs que fueran lo mas especifico posible
para la displasia asociada a la colitis con mayor potencial de progresar a cancer. Con este fin,
hemos aplicado criterios restrictivos que nos permitan identificar biomarcadores de
microARN candidatos en muestras de mucosa, que no solo discriminen con precisiéon la
displasia de la mucosa normal, sino que también indiquen un mayor riesgo de CCR y se
expresen de manera diferencial en el CCR-CU en comparacién con el CCR esporadico. A pesar
de lo estricto de esta definicion, hemos identificado seis candidatos, tres de los cuales han
sido validados positivamente en una cohorte independiente. Los tres microARN validados (es
decir, miR-31, -106a y -135b) se habian descrito previamente para varios tipos de cancer,
incluido el CCR, y se habian asociado con diferentes vias cancerigenas, como la sefalizacion
RAS para miR-31 (140), y Wnt/b-catenina, PI3K/AKT, TGFBR2 y PTEN para miR-135 (354-357).
De particular interés es el miR-31, ya que se habia relacionado con el CCR asociado a la Ell
(138,358). Para el miR-106a, cuyo papel en la proliferacién, migracion e invasion de células
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cancerosas habia sido ampliamente descrito para el CCR (359), hemos encontrado en la
literatura que ademas permite distinguir entre enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, asi
como clasificar la Ell indeterminada (360). Ahora, nuestros resultados sugieren un papel
novedoso de este microARN también en la carcinogénesis asociada a la Ell. Por lo que respecta
a miR-135, propuesto como un potencial biomarcador no invasivo en heces para el CCR
esporadico y el adenoma avanzado, no habia mostrado ningun valor diagndstico en pacientes
con Ell hasta el momento, y por lo tanto, su asociacion con el CCR-CU también representa un
hallazgo verdaderamente novedoso del presente estudio (361).

A pesar de lo prometedor de nuestros resultados, también reconocemos algunas limitaciones
de nuestro estudio. Primero, el nimero de muestras es limitado; aun asi, hemos podido
identificar biomarcadores candidatos relevantes y validar algunos de ellos. En segundo lugar,
el disefo del estudio fue retrospectivo y las muestras en la secuencia CCR-CU se derivaron en
su mayoria de diferentes pacientes, lo que no permite inferir causalidad. En tercer lugar, no
hemos correlacionado los resultados con los datos clinicos, como el grado de inflamacién, el
estadio del tumor o la supervivencia libre de enfermedad, porque estos datos no estaban
disponibles o el disefio retrospectivo no permitia su uso.

En nuestra opinion, la perspectiva ideal para los microARN como biomarcadores es su utilidad
como método de deteccidn no invasivo o minimamente invasivo en sangre, heces o biopsia
rectal para identificar pacientes con una alta probabilidad de tener (o desarrollar) lesiones
premalignas o cancerosas. En caso de positividad, se someteria a los pacientes a biopsias o
resecciones dirigidas mediante colonoscopia completa para optimizar de este modo la
evaluacidn y estratificacion segun los perfiles de riesgo individuales y racionalizar mejor las
estrategias de vigilancia y tratamiento.

En conclusidn, nuestro estudio ha revelado microARNs expresados diferencialmente en la
displasia y el CCR-CU. Lo que es mas importante, hemos identificado algunos microARNs
especificos para el CCR-CU en comparacién con el CCR esporadico. Los resultados han sido
validados en una cohorte independiente. De acuerdo a los resultados presentados en este
trabajo, asi como resultados anteriores, la investigacion futura debe centrarse en desarrollar
y evaluar paneles de microARNs no invasivos, con el fin de conseguir herramientas de
diagnodstico suficientemente robustas, antes de una validacion adicional a gran escala en
entornos clinicos.
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4.2. Discusion del Segundo Proyecto

El Anadlisis Panepigendmico de la Metilacion del ADN en Mucosa Normal
Identifica la Hipermetilacion del HLA-F como un Nuevo Biomarcador
Candidato para el Sindrome de Poliposis Serrada

El segundo proyecto de esta tesis tenia como objetivo describir el fendmeno de la metilacion
aberrante como defecto de campo en mucosa normal de pacientes con Sindrome de Poliposis
Serrada (SPS), e identificar biomarcadores que, por un lado, permitan distinguir estos
pacientes de los individuos sanos, e identificar aquellos con SPS con mayor riesgo de
desarrollar CCR por otro. La patogenia del SPS sigue siendo mayormente desconocida. En este
estudio, por primera vez, se ha analizado el perfil de metilacién de mdas de 850.000 CpG en
mucosa normal de pacientes con SPS. Los resultados de este proyecto apoyan la existencia de
un defecto de campo de metilacidén en la mucosa normal entre pacientes con SPS e individuos
sanos. El hecho de que los niveles de metilacidn diferencial de algunas CpGs (DMC, por sus
siglas en inglés) correlacionen inversamente con los niveles de expresion de su gen
correspondiente sugiere que este fendmeno tiene un impacto funcional y, por lo tanto,
subraya su relevancia. Finalmente, la hipermetilacién de la regidn intragénica (gene body) del
gen HLA-F en tejido fijado con formalina se validd en una cohorte independiente y en tejido
procedente de pdlipos serrados, destacandolo como un biomarcador candidato prometedor
para el defecto de campo en el SPS.

En un estudio anterior, Minoo y colegas (96) describieron que la hipermetilacién del ADN de
un panel limitado de los llamados marcadores CIMP era mas extensa en pélipos serrados de
pacientes con SPS en comparacion con pacientes sin criterios para SPS, aunque el nimero de
pacientes (N=3 en el grupo SPS y N=9 en el grupo sin SPS) fue limitado. Esta diferencia se
observé de manera mas evidente en la mucosa normal del colon proximal. Nuestros
resultados, utilizando un analisis de metilacién de alto rendimiento, estan en linea con esta
observacion preliminar. Sin embargo, merece especial mencién que no se encontraron
diferencias significativas en los marcadores CIMP descritos anteriormente en la mucosa
colénica normal. En cambio, en el tejido procedente de pdlipos serrados, se observé una
intensa hipermetilacion de los promotores en la mayoria de los marcadores para CIMP
descritos anteriormente (NEUROG1, RUNX3, CACNA1G, MLH1, CDKN2A, RASSF2 y MGMT),
sugiriendo que la hipermetilacion no acontece en las fases precoces de la enfermedad sino
en polipos serrados ya desarrollados (99,362). Un aspecto interesante de nuestros resultados
ha sido observar que, ademas de las islas CpG en los promotores, los sitios CpG aberrantes en
areas de baja concentracién de los mismos (opensea) y los sitios CpG ubicados en regiones
intragénicas (gene body) representaron una proporcidn significativa de la metilaciéon
diferencial observada en la mucosa normal. No obstante, la tecnologia utilizada en nuestro
estudio Unicamente tiene capacidad para capturar el 3% al 4% de aproximadamente 28

184



millones de sitios CpG en el ADN humano, y se esperan mayores rendimientos con el
advenimiento de tecnologias mds avanzadas en un futuro cercano.

Nuestra hipdtesis partia de que el defecto del campo de metilaciéon en la mucosa normal
podria utilizarse potencialmente para identificar pacientes con SPS con mayor riesgo de CCR.
Sin embargo, no hemos detectado diferencias significativas en la metilacidn aberrante entre
pacientes con y sin CCR en las dos cohortes independientes analizadas. Dada la
heterogeneidad subyacente de la enfermedad, y que el nimero absoluto de casos con CCR
analizado ha sido limitado en ambas cohortes (4 de 50y 7 de 17, respectivamente), es posible
qgue el analisis de un nimero mayor de casos de CCR pueda conducir a resultados
significativos. Sin embargo, también es posible que aquellas alteraciones necesarias para la
formaciéon de pélipos y la progresion a cdncer solo sean detectables en las lesiones
desarrolladas y no en la mucosa normal. Esto explicaria la identificacion de un numero
sustancialmente mayor de DMCs en tejido de pdlipo directo en comparacién con la mucosa
de apariencia normal.

En nuestro estudio, la hipermetilacion del gen HLA-F representa el biomarcador candidato
mas consistente para el SPS, debido a presentar un mayor nimero de DMCs, y a que ha sido
validado en una cohorte independiente de pacientes y en tejido procedente de pélipos
serrados. Ademas, el gen HLA-F se encontré significativamente infraexpresado en la mucosa
normal, con una correlacion inversa a su estado de metilacion. En la literatura, la funcién del
HLA-F aun no esta completamente descrita, pero esta claro que participa en la presentacién
de péptidos humanos a los receptores de células asesinas naturales y regula la respuesta
inmune (363). Ademas, la expresion del HLA-F y otras moléculas de antigeno leucocitario
humano (HLA) se ha relacionado con varios canceres del sistema digestivo en la literatura
(364-367), pero la asociacion de su estado de metilacion con una condicion precancerosa
como el SPS representa verdaderamente un hallazgo novedoso de nuestro estudio.

Garcia-Solano y colegas (103), en un estudio que comparé el perfil de metilacion de
adenocarcinomas serrados y tumores con inestabilidad esporadica de microsatélites,
encontraron que la hipermetilacién del HLA-DOA se asociaba a tumores con inestabilidad de
microsatélites esporadica, presentando una correlacion inversa a sus niveles de expresion.
Curiosamente, también encontramos que HLA-DOA estaba metilado diferencialmente en
tejidos de podlipos serrados (tabla suplementaria S12, ver material online:
10.1016/].jmoldx.2022.03.010), pero no en la mucosa normal de pacientes con SPS, lo que
sugiere que puede ser un evento tardio en la formacion de pdlipos. Aparte del HLA-F,

encontramos otras moléculas HLA que estaban diferencialmente metiladas, como el HLA-
DMA vy el HLA-DPA1 al analizar DMC individuales, asi como HLA-E, HLA-J y HLA-DPA1 al
analizar regiones diferencialmente metiladas (DMR) (tabla suplementaria S6, ver material
online: 10.1016/].jmoldx.2022.03.010). En algunos casos, el estado de hipermetilacién se
correlaciond con niveles de expresién mas bajos. Las moléculas HLA de clase | parecen jugar
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un papel importante en la vigilancia inmunoldgica de las células cancerosas, y nuestro estudio
genera la hipotesis de su participacién en la iniciacidn y progresién del cancer en SPS (368).

Este estudio de nuevo presenta algunas limitaciones. En primer lugar, los resultados no se
han validado con una técnica diferente, como pueda ser la pirosecuenciaciéon (103). Sin
embargo, se realizé una validacidn clinica en una cohorte independiente de pacientes
utilizando el mismo método, que se considera suficientemente robusto. En segundo lugar,
aunque hemos analizado la cohorte mas grande hasta ahora de pacientes con SPS por su perfil
de metilacién en mucosa normal, el nimero de casos no fue lo suficientemente grande como
para realizar un andlisis de subgrupos adecuado comparando los criterios | y Il de la
Organizacion Mundial de la Salud, o pacientes con y sin CCR. En tercer lugar, con el disefio
transversal y comparativo, es imposible realizar una inferencia causal entre el estado de
metilacion y los niveles de expresion, y la importancia de los genes identificados y la
carcinogénesis del SPS. Existe abundante evidencia acerca de la relaciéon entre Ia
hipermetilacion de promotores génicos y la reduccidon de su expresion génica (369). Sin
embargo, otros procesos influyen en la expresidn génica, como las modificaciones de
histonas, los microARN y los ARN largos no codificantes (Inc-RNA), que interactian en una red
reguladora compleja (135,370,371). Ademds, los efectos de la hipermetilacion o
hipometilacion de las regiones intergénicas en la expresion génica son mas dificiles de
comprender, y es probable que la mayoria de las alteraciones epigenéticas observadas sean
eventos pasajeros en lugar de causales (372). Finalmente, este estudio constituye un estudio
de prueba de concepto que respalda la existencia de un cierto defecto de campo de
metilacion en el SPS que necesita ser validado en futuras investigaciones.

En conclusidén, en este estudio describimos la existencia de metilacién aberrante en la mucosa
normal de pacientes con SPS, asociada a cambios en la expresidén de los genes afectados.
Desde una perspectiva clinica, seria deseable no solo diagnosticar correctamente esta
enfermedad, sino también detectar aquellos pacientes con mayor riesgo de desarrollar CCR
para mejorar los programas de vigilancia y reducir la carga de colonoscopias. Los estudios
prospectivos con muestras en serie de mucosa normal, tejido procedente de pdlipo y
adenocarcinoma serrados pueden proporcionar conocimientos fisiopatolégicos mas
profundos y facilitar el descubrimiento de biomarcadores para el riesgo de cancer.
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4.3. Discusion del Tercer Proyecto

Organoides de Cancer Colorrectal Cultivados con Interfaz Aire-Liquido para
Evaluar la Respuesta a Terapias Dirigidas al Microambiente Tumoral

Los esfuerzos invertidos en la deteccién y el tratamiento de las lesiones precursoras y las fases
precoces del CCR durante los ultimos 10-20 afios han conseguido disminuir la incidencia y
mejorar la supervivencia en esta patologia. Sin embargo, un porcentaje significativo de la
poblacién diana no participa en los programas de cribado basados en la colonoscopia, por lo
gue todavia se siguen diagnosticando CCR en fases avanzadas. Asi, un reciente estudio
pragmatico y aleatorizado demostré que la tasa de participacion del grupo invitado a
someterse a la colonoscopia fue solo del 42% y la reduccion de la mortalidad por CCR a los 10
afios comparado con el grupo sin cribado no fue significativo (373). Ademas, estamos viviendo
un preocupante auge de esta patologia en pacientes jovenes que (aun) no se incluyen en los
programas de cribado por lo que se esta esperando un incremento de casos de CCR en
estadios mdas avanzados (4). Al mismo tiempo, los tratamientos para las fases mas avanzadas,
particularmente la fase metastdsica, apenas han conseguido una mejoria de la supervivencia
global con respecto a hace 30 afios (3). Es cierto que la investigacién biomédica durante los
ultimos 20 afos ha identificado numerosas dianas terapéuticas, pero en muchas ocasiones
los nuevos farmacos fracasan en demostrar un beneficio para un gran grupo de pacientes.
Esto se debe a la gran heterogeneidad molecular entre pacientes por un lado y los
mecanismos de resistencia por otro. Dicho de otra manera, los ensayos clinicos aleatorizados
necesitan un numero suficiente de participantes para llegar a la significancia estadistica y
concluir que un tratamiento funciona. Pero este numero es inalcanzable con terapias
altamente personalizadas basandose en multiples alteraciones moleculares potencialmente
susceptibles de farmacoterapia dirigida. Sin embargo, esto no quiere decir que no pueda
haber un paciente que si se beneficia. Ademas, la complejidad molecular y el creciente
numero de farmacos dirigidos disponibles complican cada vez mds la seleccion de un
tratamiento especifico en un paciente determinado. Por estos motivos, se estan explorando
vias para fundamentar la seleccién de farmacos en las caracteristicas singulares de cada
paciente y su tumor —un abordaje que se ha llegado a conocer como medicina personalizada.
Predecir la respuesta a través del andlisis de biomarcadores predictivos es una de las
estrategias de este abordaje en uso clinico ya a dia de hoy. Sin embargo, su potencia
predictiva es claramente insuficiente, puesto que no son capaces de reflejar la complejidad
de los cambios moleculares que induciria el tratamiento. Asi, aunque un CCR presente
inestabilidad de microsatélites y/o pérdida de expresion de los genes de reparacion del ADN
y presente infiltracion por linfocitos, solo un 40% mostrara una respuesta a los IPCls (290).
Por lo tanto, lo ideal seria simular el efecto de un tratamiento sobre un determinado tumor
con todas sus caracteristicas previo a su administracion al paciente, similar a los
antibiogramas que permiten individualizar los tratamientos antibidticos segun Ia
susceptibilidad de la cepa. La idea fundamental es generar una réplica del tumor en pequefo
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y evaluar su comportamiento bajo los potenciales tratamientos los cuales pueden incluir
incluso agentes aun en investigacion. La dificultad de un cancer, no obstante, es su estructura
tridimensional conformada por varios subclones de células epiteliales cancerigenas con
diferentes perfiles genotipicos y fenotipicos. Los organoides tumorales generados desde las
células epiteliales aisladas de una muestra del cancer de un paciente modelan esta
arquitectura tridimensional y recapitulan parte de la heterogeneidad gendmica intratumoral
(374). Esta tecnologia no solo permite establecer biobancos de muestras vivas de CCR de
pacientes, sino también cribar con alto rendimiento una multitud de farmacos y asi
personalizar el tratamiento (375). En estudios preclinicos, los organoides derivados de
pacientes mostraron una alta semejanza genotipica y fenotipica con los tumores originales,
identificaron asociaciones entre farmacos y genes y recapitularon in vitro la respuesta
observada en la clinica (346,375). Sin embargo, estos organoides no son adecuados para el
estudio de farmacos que actuan sobre el microambiente tumoral. Para solucionar este
problema, existen dos modelos en la actualidad: uno, el modelo de la reconstitucion del
microambiente tumoral; y dos, el modelo del microambiente tumoral nativo (376). En el
primer caso, se disocia completamente una muestra del tumor, se separan las diferentes
poblaciones celulares y se crecen organoides tumorales a partir de las células epiteliales. A
continuacion, se co-cultivan estos con las diferentes células del estroma aisladas previamente
del tumor junto o no con células inmunes de una muestra de sangre periférica (377). La obvia
desventaja de este modelo es la completa destruccion de la arquitectura tumoral y la
artificialidad con la que se reconstituye este en el segundo paso. Al mismo tiempo permite
estudiar el efecto de los tratamientos sobre los diferentes tipos de células por separado y
descifrar su interaccion con las células epiteliales. En el segundo caso, se cultivan esferoides
(o clusters de células tumorales) tras una digestion ligera, en sistemas microfluidicas los cuales
permiten controlar la estructura y rigidez de la matriz, la composicion celular, las tasas de
flujo del medio en los microvasos y otras caracteristicas y han sido usados para el estudio del
crecimiento tumoral, la extravasacion de células cancerosas, la angiogénesis y la respuesta
inmunoterapéutica bajo diferentes tratamientos (378). Esta tecnologia también se ha llegado
a conocer como ‘cancer-en-un-chip’. Otro modelo, usado en esta tesis y descrito por Neal y
colegas (2018), es quiza el que menos manipula la arquitectura y composiciéon celular original
del tumor, ya que cultiva directamente pequefios fragmentos tumorales con una interfaz aire-
liquido sin previa disociacién y reconstitucion de sus diferentes poblaciones celulares. En su
trabajo, demostraron que los organoides derivados de pacientes no solo recapitulaban la
composicion del estroma tumoral original sino también el transcriptoma a nivel de células
individualesy el repertorio del receptor de célula T dominante. Ademas, en un modelo murino
confirmaron que la inmunoterapia con anticuerpos anti-PD-1 aplicada a los organoides
inducia la apoptosis celular de los organoides a través de la activacidén y expansion de células
T citotoxicas especificas para antigenos tumorales. Por ultimo, confirmaron que se podia
observar la misma activacidon y expansién de células T junto con la apoptosis tumoral en
organoides generados a partir de tres canceres humanos con alta inmunogenicidad: el
melanoma, el cdncer de células renales y el adenocarcinoma de pulmoén. El objetivo de esta
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tesis era reproducir estas observaciones en un modelo murino de CCR menos inmunogénico
y mas cercano a la realidad. Ademads, debia incluir no solo IPCls, sino también ampliarse por
farmacos con dianas del microambiente distintas al PD-1y PD-L1.

4.3.1. Discusion del Modelo
Metastasis hepaticas a partir de la inyeccidn intraesplénica de MTOs

En el estudio de Neal y colegas, se inyectaron de forma singénica y subcutanea en ratones
C57BI/6 células de la linea celular MC38 (Mouse Colon #38) — una linea de adenocarcinoma
de colon murino conocida por su alta inmunogenicidad. Asi, un estudio reciente demostro
mediante secuenciacién pan-exdmica que esta linea celular contiene mas de 2.700
mutaciones no sindnimas, incluyendo mutaciones en TP53, PTEN, la via del TGF- y en BRAF
el cual esta frecuentemente asociado con el fenotipo MSI-H. El perfil mutacional del MC38
mostraba diferentes firmas incluyendo una del déficit del sistema de reparacién del ADN
(379). Ademas, este estudio demostrd que la inmunoterapia con anti-PD-L1 en ratones que
albergaban MC38 subcutdneo potenciaba la inmunoedicidn (379). El modelo que usaron Neal
y colegas era, por lo tanto, muy inmunogénico. No obstante, la mayoria de los CCR
esporadicos son poco inmunogénicos, por lo que nosotros optamos por un modelo que se
caracterizaba por las tipicas mutaciones de la secuencia adenoma — carcinoma: mutacion del
APC, KRAS, de la via del TGF-B y del TP53. La observacion que las metdstasis hepaticas perdian
rapidamente la infiltracidon por linfocitos mientras crecian, confirmé que nuestro modelo
reflejaba la evasidon inmune que se observa frecuentemente en la practica clinica. Otro motivo
a favor de usar este modelo en la presente tesis era que nuestro grupo habia demostrado
previamente que, aunque presentaba la evasidon inmune se podian curar los ratones de las
metdstasis hepdticas con inmunoterapia cuando se combinaba con el inhibidor del TGF-f3
galunisertib. El objetivo del presente proyecto era, por lo tanto, analizar si este resultado era
reproducible con los ALIOs in vitro.

Otra limitacion del modelo de Neal y colegas, en mi opinidn, era la inyeccidn subcutanea
de las células MC38 ya que es muy cuestionable que el microambiente tumoral del CCR
quedara correctamente reflejado en los ALIOs. El tejido subcutaneo presenta, sin duda, una
composicion celular e histoldgica bien distinta a los sitios metastasicos tipicos del CCR. Por
eso, en nuestro estudio, con el fin de acercar el modelo mas a la realidad bioldgica, optamos
por la inyeccidn intraesplénica de los MTOs para asi generar metdstasis hepaticas siendo el
tipo de metastasis mas frecuentemente observado en el CCR. Es cierto que la inyeccion
intraesplénica tampoco es una via completamente fisioldgica ya que ignora la primera parte
del proceso metastasico, es decir la infiltracion tisular y la invasidn vascular que tiene lugar
en el tumor primario como paso previo a la extravasacion e implantacién en el lugar
metastdsico. Ademas, requiere la esplenectomia posterior a la inyeccion quitando por lo
tanto un dérgano importante del sistema inmune. No obstante, los organoides inyectados en
nuestro estudio provenian de metastasis generadas por adenocarcinomas intestinales y
presentaban una alta capacidad invasora y metastatizadora en estudios previos, por lo que
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teniamos asegurada esta caracteristica (303). Esto se confirmé en el presente proyecto al
observar la generacidn de metastasis hepaticas en practicamente el cien por cien de las
inyecciones intraesplénicas. Por otro lado, el rol del bazo en la inmunidad anticancerigena es
muy limitado y la inyeccidn intraesplénica es técnicamente mas sencilla y menos sujeta a
errores y complicaciones que la inyeccidn intraportal o la implantacién ortotépica en el colon
(380). Por ultimo, una ventaja relevante de usar organoides frente a las simples lineas
celulares consiste en que son estructuras tridimensionales y reflejan un mayor grado de
heterogeneidad intratumoral cuando se implantan en el nicho receptor, mientras que las
lineas celulares solo presentan un unico fenotipo.

4.3.2. Viabilidad y Caracterizacion de los ALIOs y COTs

A pesar de una gran inversion de tiempo y esfuerzo en optimizar el protocolo en términos
de manipulacion de las muestras, condiciones estériles y uso de antibidticos, seleccidn y dosis
de factores de crecimiento y seleccidn de matrices, resulté muy dificil mantener una buena
viabilidad de los ALIOs mas alla de los diez a catorce dias. El aumento de la sefal de
bioluminiscencia y las tinciones para Ki67 durante la primera semana de cultivo confirmé que
las células tumorales se encontraban en modo proliferativo, pero en las histologias era
evidente que los organoides ya presentaban necrosis en su centro. Es cierto que algunos
organoides presentaban necrosis central desde el primer dia, sobre todo si provenian de
metastasis grandes. Por este motivo, intentamos seleccionar metdstasis mas pequefias para
asi evitar poner demasiadas areas necréticas en cultivo desde el principio. No obstante, era
mas dificil separar metdstasis pequeias del tejido hepatico sano que las metdstasis grandes,
por lo que los ALIOs contenian restos de hepatocitos en menor o mayor grado. Esto era
problematico porque la matriz y el medio no estaban adaptados a las necesidades de los
hepatocitos por lo que estos entraban enseguida en apoptosis y contribuian a condiciones de
cultivo subdptimas. También pensamos que los ALIOs generados a partir de metastasis
pequefias mostrarian una mejor respuesta a la inmunoterapia, puesto que estaban menos
inmunoexcluidas (fig. 33a). Sin embargo, solo observamos una discreta mejoria no
significativa en comparacién con ALIOs generados a partir de metdstasis grandes (fig. 33c).
Otro intento para mejorar la viabilidad de los ALIOs consistidé en cortar las metastasis en
fragmentos muy pequefios siguiendo la idea que los nutrientes del medio difundirian mejor
en organoides mas pequeiios y por lo tanto presentarian menos muerte celular en su centro.
De hecho, un estudio con esferoides demostré que aquellos que median mas de 100 — 200
pum ya empezaban a mostrar condiciones hipdxicas en su centro (381). Por eso, Neal y colegas
recomendaron en su trabajo fragmentar el tejido hasta que estuviera casi liquido para asi
conseguir ALIOs lo mas pequefios posibles. Sin embargo, para nosotros era evidente que este
proceso resultaba en un gran numero de células dafiadas, por lo que se tenia que encontrar
el punto medio entre obtener ALIOs lo suficientemente pequefios y limitar el dafio producido
por el acto de fragmentacién. No obstante, la mayoria de nuestros ALIOs median claramente
mas que los 200 um, por lo que la hipoxia central era practicamente inevitable sobre todo
teniendo en cuenta que los ALIOs crecian durante la primera semana. Comparado con los
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ALIOs, los cultivos organotipicos (COTs) presentaban la ventaja de no requerir que el tejido
fuera cortado tan intensamente. De hecho, se realizaron cortes de forma muy estandarizada
en un vibratomo. En este aspecto en este estudio favorecemos el uso de los COTs sobre los
ALIOs porque las metastasis se mantenian mas intactas y mostraban una mejor arquitectura
en las histologias. Aun asi, los COTs tampoco permitieron un cultivo mas alla de los siete a
diez dias, probablemente debido a su grosor de 250 um que ya suponia una barrera para la
difusion homogénea de medio. No intentamos disminuir este grosor, puesto que ya era dificil
la manipulacién de estos cortes finos, sobre todo su arrastre por encima de las membranas
flotantes sin provocar su rotura o encogimiento. Aunque para la investigacion biomédica seria
deseable poder cultivar los ALIOs y los COTs de forma mas prolongada, para una potencial
aplicacion clinica quizd no sea tan relevante. Al contrario, en el entorno clinico se busca
obtener un resultado sobre un tratamiento candidato a la mayor brevedad posible. En su
trabajo, Neal y colegas evaluaron la respuesta a la inmunoterapia a los siete dias. Nosotros
confirmamos que incluso era posible ver diferencias significativas entre los tratamientos
entre el tercer y cuarto dia cuando los ALIOs sin tratamiento aun estaban en fase de expansion
(fig. 27b). Las muestras humanas presentan la dificultad afiadida de contener mayores areas
necroticas, al menos cuando se trata de tumores evolucionados. Para eliminarlas, Neal y
colegas pasaron los ALIOs reduciendo en cada pase la cantidad de necrosis, pero al mismo
tiempo perdieron parte del microambiente tumoral, lo cual hace dudar de la fiabilidad de los
resultados con tratamientos dirigidos hacia el mismo. De cara a una futura aplicacion a
muestras humanas, el correcto muestreo que evitara partes demasiadas necrdticas serd
crucial, pero no es una tarea facil. Ademas, Neal y colegas hicieron hincapié en que el éxito
de generar ALIOs desde muestras humanas dependia de muchos factores como el grado de
diferenciacidn, los tratamientos ya recibidos, la técnica de adquisicién de muestras, las
condiciones iniciales del tejido y el retraso en su procesamiento. Evidentemente, todos estos
factores estan muy controlados en experimentos animales con organoides basados en lineas
celulares o disefiados genéticamente.

Otro aspecto esencial en la utilidad de los ALIOs o COTs para evaluar la respuesta a
tratamientos dirigidos al microambiente tumoral es su capacidad de recapitular y preservar
el mismo. En nuestro estudio hemos demostrado que los ALIOs preservan la composicién de
diferentes células del estroma incluyendo fibroblastos, células Ty macréfagos sugiriendo que
tratamientos dirigidos a estas células podrian tener un efecto sobre el crecimiento o la
viabilidad tumoral. No solo confirmamos la presencia de estas células, sino también pudimos
verificar que la heterogeneidad que existe entre metastasis en diferentes estados de
proliferacién e inmunoexclusién del mismo raton quedaba reflejada en los ALIOs (fig. 25). En
su trabajo, Neal y colegas fueron un paso mas alla y demostraron que los ALIOs no solo
preservaban todos los linajes de células inmunes, sino también identificaron diferentes
estados de células B y T mediante la secuenciacion simultdanea de su ARN (5" RNA-seq) y de
sus receptores de células Ty B (5’ V(D)J-seq), todo ello a nivel de decenas de miles de células
individuales. Asi demostraron que los dos clonotipos de células T mas frecuentes eran
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idénticos en una muestra de cancer renal de células claras y los ALIOs derivados de él, y
descubrieron que en ambos se correspondian con células T agotadas. Esto es especialmente
digno de mencién en que el efecto observado de la inmunoterapia podria provenir de la
reactivacion de aquellas células agotadas. De hecho, tanto en el estudio de Neal y colegas
como en el nuestro, las células T intratumorales eran suficientes para observar una respuesta
bajo inmunoterapia. Aln es motivo de debate general si la inmunoterapia dirigida a la via del
PD1/PD-L1 funciona a través del reclutamiento de nuevos clones de células T especificos del
tumor o de la reactivacién de células T intratumorales (297). En su discusion, Neal y colegas
comentan correctamente que es un verdadero desafio descifrar mediante modelos in vivo las
contribuciones de células inmunes periféricas y de las intratumorales a los efectos de la
inmunoterapia. Los ALIOs, en cambio permitirian el estudio de los procesos intratumorales
de forma aislada. No obstante, es evidente que la carencia de la (neo)vascularizaciéon con
perfusidon sanguinea y el reclutamiento de células de sangre periférica y desde diferentes
sitios extratumorales (como los ganglios linfaticos y la médula ésea) limitan el uso de los ALIOs
y de los COTs para el estudio de los efectos de tratamientos que aumentan (o reducen) el
numero y la actividad de células que a priori no se encuentran dentro del tumor. A modo de
ejemplo, los ALIOs no sirven para analizar los efectos de los tratamientos anti-VEGF/anti-
VEGF-R, ya que las células endoteliales decaen rapidamente en cultivo; y tampoco sirven para
la inmunoterapia dirigida al CTLA-4, ya que su ligando esta expresado mayoritariamente en la
superficie de células T presentes en ganglios linfaticos donde reduce la actividad de estas
células cuando entran en contacto con células presentadoras de antigenos (382). En
conclusion, es obvio que los ALIOs y los COTs en su disefio actual solo tendran una utilidad
para predecir la respuesta a tratamientos que se dirigen exclusivamente a procesos
intratumorales y que no requieren de la participacidon de células de la periferia. Cabe destacar
también que la proporcion de diferentes células parece cambiar con el tiempo en cultivo. Asi
observamos que la proporcion de células epiteliales e inmunes cambiaba a favor de las
epiteliales ya durante los primeros tres dias y que la proporcion de macréfagos y células T
incluso ya era diferente a favor de los macréfagos después de tan solo 24 horas de cultivo (fig.
34a).

4.3.3. Respuesta a los Tratamientos

Neal y colegas pronosticaron que los ALIOs podrian ser aplicados para estudiar otras
inmunoterapias o puntos de control inmunitarios diferentes a la via PD-1/PD-L1, incluidas las
células B, las células asesinas naturales (NK) o los macréfagos, asi como inmunoterapias
basadas en células. Esto nos motivé a confirmar si los ALIOs podian ser utiles para predecir la
respuesta a la inmunoterapia combinada dirigida al anti-PD-L1 y al TGF-3 en un modelo de un
CCR relativamente poco inmunogénico. En resumen, los estudios previos de nuestro grupo
mostraron que los ratones tratados con galunisertib tras inoculacion del organoide MTO129
presentaban menor numero y volumen de metastasis hepaticas y mayor infiltraciéon vy
activacion de linfocitos CD4* y CD8* mientras que los tratados con anti-PD-L1 en monoterapia
no lo hicieron (303). Los ratones tratados con galunisertib presentaban metdstasis
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densamente infiltradas por linfocitos CD4+ y CD8+, asi como un aumento de la infiltracién por
células inmunes PD-L1+. El tratamiento combinado con galunisertib y anti-PD-L1 resultd en
una reduccion considerable del nUmero de metastasis asociado a una prolongacion notable
de la supervivencia de los ratones (no se alcanzé la mediana de supervivencia tras 400 dias
de observacién). Inesperadamente, los resultados tanto con los ALIOs como con los COTs
difirieron sustancialmente de aquellos observados en los experimentos in vivo: ambos
predecian una respuesta positiva con anti-PD-L1 en monoterapia mientras que el tratamiento
con galunisertib no solo no tenia un efecto antitumoral ni siquiera con dosis elevadas, sino
gue incluso parecia ayudar al crecimiento tumoral, al menos en algunos experimentos. En
principio, el galunisertib no deberia ejercer un efecto sustancial sobre las células tumorales,
ya que estas tenian la via del TGF-f mutada. El efecto observado con el tratamiento
combinado, por otro lado, parecia ser mediado por el efecto del anti-PD-L1. Debemos
concluir, por lo tanto, que la capacidad predictiva de los ALIOs es claramente subdptima.

Nuestra primera preocupacién con estos resultados fue que el efecto observado con el anti-
PD-L1 no fuese mediado por los linfocitos sino un mero efecto téxicos. Sin embargo, el hecho
de que no medimos ningun efecto de los anti-PD-L1 en ALIOs (fig. 30) ni COTs (fig. 38c)
provenientes de ratones que carecen de inmunidad adaptativa (swiss nude) habla a favor de
gue estas células eran necesarias para su efecto. No obstante, también es cierto que
observamos una infiltracidn intratumoral por células T muy inferior a la observada en los
experimentos in vivo y también solo hemos podido confirmar la expresidén de algunos, pero
no todos de los marcadores de activacion linfocitica.

Sobre las posibles razones de la discordancia entre los experimentos in vivo con ratones y los
experimentos in vitro con los ALIOs y COTs solo podemos especular. Dado que se inyectaron
los mismos organoides (MTO129) en la misma cepa y género de ratén (masculinos de
C57BI/6j) podemos descartar diferencias genotipicas como una posible fuente de sesgo. Por
otro lado, aunque los ALIOs requieran una cierta disociacion mecanica de las metastasis con
el riesgo de alterar la composicion celular del microambiente durante este proceso, parece
improbable que esto sea la razédn de la discrepancia, ya que observamos los mismos
resultados con los COTs. Estos dejaban las metdstasis intactas incluso dentro su entorno
hepatico habitual, al menos dentro del espacio tridimensional de los cortes de 250 um de
grosor. Una obvia diferencia entre los sistemas in vitro y los animales es su ausencia de
perfusion sanguinea. Nosotros especulamos que los cultivos sufren un mayor grado de
muerte celular inducido por el aporte subdptimo de nutrientes y oxigeno, lo cual podria
liberar un mayor numero de antigenos tumorales potenciando asi la respuesta inmune y
como consecuencia siendo efectiva ya bajo monoterapia con anti-PD-L1 sin la necesidad de
afiadir el galunisertib. En cuanto a los efectos del galunisertib observados in vivo,
experimentos realizados en nuestro laboratorio (por Maria Salvany) tras la finalizacion de esta
tesis sugirieron que se debian, al menos en parte, al reclutamiento de linfocitos T activados
desde la sangre periférica y no tanto a una expansién de los linfocitos intratumorales. Por lo
tanto, no podiamos observar estos efectos con los ALIOs y COTs dada su falta de perfusién
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con sangre periférica. La ausencia de respuesta al galunisertib y la ausencia del efecto
potenciador del galunisertib en los ALIOs y COTs también podrian explicarse por su accién
sobre otras células, los fibroblastos, por ejemplo, para los que las condiciones de cultivo aun
no estan adaptadas dptimamente. Aunque Neal y colegas hayan demostrado una buena
preservacion de varios subtipos y estados de multiples células del MAT, no se puede descartar
que el entorno artificial de la matriz y la composicion del medio de cultivo causen
alteraciones, si bien sutiles, en la composicidn de citoquinas y otras moléculas sefializadoras.
El medio de cultivo esta optimizado para simular las condiciones del stem cell niche y asi
favorecer el crecimiento tumoral, pero quiza no para la preservacion de todas las funciones
de las demas células. Neal y colegas ya observaron que la adicion de la interleucina-2 al medio
de cultivo era necesario para la preservacion prolongada de las células T. Las necesidades de
las condiciones de cultivo para los fibroblastos, macroéfagos y otras células aun son una
incégnita. Por ultimo, la falta de perfusidon sanguinea y linfatica de los ALIOs y COTs también
excluye estos no solo de la infiltracién por células periféricas, sino también de la afluencia e
intercambio de hormonas, factores de crecimiento y otras moléculas sefializadoras de la
circulacidn sistémica. Asi es posible que la extraccion de las metdstasis de su entorno hepatico
genere un entorno menos inmunosupresor por lo que lainmunoterapia con anti-PD-L1 podria
ser efectiva ya sin la adicion del galunisertib. Esto estaria en concordancia con la observacion
de Yu y colegas que el higado supone un ambiente especialmente inmunosupresor (276). En
su estudio, identificaron los macréfagos como potenciales mediadores de este estado
inmunosupresor y consiguieron detener el crecimiento de las metastasis hepaticas de la linea
inmunogénica MC38 con una combinacion de anti-PD-L1 y un tratamiento que depleciona los
macréfagos intrahepaticos mientras que el anti-PD-L1 en monoterapia era ineficaz. En
nuestro estudio con ALIOs generados a partir de metastasis hepaticas, en cambio, no
observamos una mejoria de la respuesta con la adicion de un tratamiento dirigido a los
macrdéfagos, pero si una mejoria significativa con la triple terapia dirigida (al PD-L1, TGF-f y
anti-CSF-1R). Para acabar, hay que subrayar que las reflexiones del ultimo parrafo en este
momento son meras especulaciones que aun no se han podido estudiar a fondo.

4.3.4. Valoracion Global de los Modelos y Futuras Direcciones

Diversos trabajos preclinicos han mostrado el potencial de los organoides derivados de
pacientes (PDO, por sus siglas en inglés) para cribar una multitud de farmacos, identificar
resistencias y vulnerabilidades moleculares especificas de un tumor e individualizar asi las
decisiones terapéuticas (346,377,383—388). En un escenario clinico-diagndstico ideal la
informacién obtenida de los organoides generados partir de biopsias o de muestras de piezas
quirdrgicas complementaria el diagndstico anatomopatoldgico (es decir: TNM, grading e
immunoscore) y molecular incluyendo datos gendmicos (por ejemplo, las variantes
patogénicas de BRAF'®0E y de KRAS), epigenédmicos (biomarcadores a nivel de metilacién de
ADN, p. ej., metilacion del MLH1; modificaciones de histonas y expresion de ARNs no
codificantes, p. ej. miR-21), protedmicos (p. €j., la expresién de proteinas del sistema de
reparacion MMR) y metabolémicos (389). Para ser considerado util en la practica clinica,
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cualquier herramienta tiene que ser evaluada en términos de tiempo, precisidon diagndstica y
estandarizacion (387). Los datos de estudios clinicos que evaltian estos tres factores ain son
muy limitados para los PDOs. En un estudio de Wang y colegas, se evalud la capacidad de los
PDOs para predecir la respuesta a la quimioterapia convencional de CCR en estadio IV. En este
estudio ciego, se consiguieron establecer PDOs de muestras humanas en 77 pacientes (80%
de los casos) y obtener un resultado dentro de una media de 9 dias (rango 7 — 14), lo cual se
puede considerar una demora tolerable hasta la administracion de la primera dosis del
tratamiento en cuestidn en el paciente. La sensibilidad, especificidad y precisién para predecir
la respuesta fueron 63%, 94% y 80%, respectivamente (390). En otro estudio con esferoides
tumorales derivados de 59 pacientes con cdncer gastrico, colorrectal o de mama, se observo
una precision predictiva similar del 93% (387). Es evidente que estos datos prometedores
tienen que ser confirmados en ensayos mas amplios. La evidencia preclinica para la utilidad
de los modelos que intentan modelar el microambiente tumoral es mucho mas limitada aun
y los ensayos clinicos practicamente ausentes. Dado su mayor grado de complejidad es
dudoso que estos modelos consigan el mismo nivel de precisidon para predecir la respuesta a
tratamientos dirigidos al MAT. Si bien los estudios pioneros de Neal y colegas y Zhu y colegas
supusieron una prueba de concepto para ello y el presente proyecto también confirma la
posibilidad de observar efectos inmunomediados, es evidente que aun hay muchas
limitaciones a resolver antes de su aplicacidn en la practica clinica. En cuanto al factor tiempo,
hemos demostrado que un tiempo de cultivo corto puede ser suficiente para evocar una
respuesta. Sin embargo, es muy probable que las muestras humanas necesiten mas tiempo
para establecer los ALIOs no solo porque pueden presentar un crecimiento mas lento que los
modelos murinos, sobre todo cuando el grading es menor, sino también porque puede ser
necesario pasar los ALIOs una (o varias) veces antes de aplicar los tratamientos para asi
eliminar la necrosis intratumoral (ver discusion mads arriba). Otro factor limitante que también
hay que mejorar aun es la viabilidad de los organoides en cultivo. Como hemos visto antes, la
falta de perfusidn sanguinea genera un ambiente hostil para los organoides e induce
rapidamente la apoptosis o incluso necrosis en ellos falsificando los efectos de las terapias.
Para solucionar este problema ya hay varias tecnologias en vias de desarrollo que intentan
agregar una red vascular al sistema de cultivo (391). Por ejemplo, un grupo alemdn demostré
recientemente que la incorporacién de células progenitoras mesodérmicas en organoides
tumorales resulté en la formacién de microvasos dentro de los mismos in vitro con la
capacidad de conectarse, tras su trasplante, a los vasos de un tejido animal bien vascularizado
(392). Otra posibilidad consiste en troquelar la matriz en la que los organoides estan
incorporados para asi formar canales huecos que se siembran con células endoteliales y luego
se conectan a sistemas de microperfusion (393). Estas tecnologias podrian permitir generar
organoides de mayor tamanio, evitar la necrosis central y cultivarlos durante mas tiempo. Este
ultimo aspecto es especialmente relevante para su uso en la investigacion biomédica ya que
el cultivo prolongado podria permitir estudiar los efectos de las terapias o de modificaciones
genéticas y epigenéticas a largo plazo. Un modelo alternativo son los chips microfluidicos. Un
grupo japonés consiguidé generar una red vascular dentro de esferoides tridimensionales que
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se conecté con células endoteliales que habian brotado desde los microcanales de un
dispositivo microfluidico formando una luz continua. Nashimoto y colegas demostraron que
se podian administrar sustancias al interior de los esferoides desde los canales del dispositivo
(394). Otra manipulacién necesaria para mejorar la fiabilidad del comportamiento de los
organoides es su co-cultivo con células periféricas, es decir extratumorales, que podrian ser
reclutadas al tumor bajo diferentes tratamientos. Dijkstra y colegas cocultivaron organoides
de CCR derivados de humanos con células monociticas de sangre periférica autélogas vy
consiguieron demostrar un enriquecimiento de células T citotdxicas reactivas al tumor
asociado al asesinato de los organoides autdlogos (377). A mi mejor saber, aun no se han
intentado cocultivar organoides de segunda generacién (ALIOs) con células de sangre
periférica. Como los ganglios linfaticos desempefan un paso esencial en el ciclo de inmunidad
antitumoral por su funcion de presentar antigenos tumorales a las células T, entre otras
funciones, cocultivar los ALIOs con células de ganglios linfaticos locoregionales autélogos (tras
su reseccién quirurgica), podria ser otra medida para seguir perfeccionando el modelo. Por
ultimo, la inmunidad del CCR no puede ser comprendida plenamente sin tener en
consideracion el microbioma. Por esta razon, la futura investigacién deberia encontrar vias
para cocultivar los ALIOs con muestras del microbioma que es singular en cada paciente. Esto
serd, probablemente, uno de los retos mas grandes debido a la complicada tarea de evitar el
sobrecrecimiento bacteriano y la contaminacién de los cultivos. Para organoides de colon
normal ya existen tecnologias para la microinyeccion de bacterias provenientes de muestras
fecales en la luz de los organoides (395). Se ha demostrado que las comunidades de
microorganismos sobrevivieron, crecieron y mantuvieron su complejidad incluso ante la
presencia de antibidticos para evitar la contaminacidn de los cultivos (395). Holokai y colegas
infectaron organoides gastricos humanos con Helicobacter pylori y los cocultivaron con
linfocitos T citotdxicos y células dendriticas autélogos del paciente. En su estudio
demostraron que la presencia del H. pylori inducia la expresién de PD-L1 y que el tratamiento
con anti-PD-L1 resultd en la muerte del organoide. Concluyen que las células infectadas con
H. pylori que expresan PD-L1 pueden estar protegidas de la respuesta inmune, creando
lesiones premalignas que podrian progresar a cancer gastrico (396).

El dltimo parrafo recoge solo algunos de los avances mas recientes en el modelamiento del
microambiente tumoral y ya pone de manifiesto el creciente nivel de sofisticacion vy
complejidad de estos modelos. De hecho, la presente tesis ya evidencia que el proceso de
generar ALIOs y COTs esta compuesto por multiples pasos delicados, de los cuales cada uno
estd sujeto a posibles fallos e imperfecciones. Por lo tanto, de cara a una futura aplicacion
clinica serd imprescindible estandarizar los procesos y evitar que los protocolos sean
demasiado laboriosos. En ultima instancia también tendran que sostenerse como una
herramienta coste-efectiva, lo cual solo se alcanza si son fiables en su capacidad predictiva y
consumen los minimos recursos posibles.
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5. CONCLUSIONES

El CCR se desarrolla de manera progresiva via distintas lesiones precancerosas partiendo
desde alteraciones moleculares inicialmente invisibles para la endoscopia. Si no se detectan
y tratan en fases precoces, las lesiones avanzardn hasta su diseminacion metastasica
corrompiendo sistematicamente las células de su microambiente a su favor. Una vez
alcanzada esta fase de la enfermedad, el prondstico sigue siendo nefasto hoy igual que hace
30 afos. El cribado poblacional como estrategia de prevencion ha demostrado ser efectivo,
pero las medidas actuales todavia distan de ser perfectas. Sin embargo, aun existen
importantes oportunidades para optimizar la deteccion precoz del CCR y sus lesiones
precursoras. Asimismo, las nuevas terapias con dianas en el microambiente tumoral han
generado nueva esperanza, pero aun no disponemos de herramientas adecuadas para
predecir su respuesta en un paciente concreto. La presente tesis ha explorado tres nuevas
vias diagndsticas para el CCR cubriendo entidades de todo el espectro de su patogenia— desde
la mucosa normal, las lesiones serradas, los adenomas esporadicos y la displasia asociada a la
colitis hasta la enfermedad metastasica. Las conclusiones de la tesis son:

1. Laexpresiéon de microARNs es diferente entre la displasia y el CCR asociado a la colitis.
Algunos microARNs muestran un aumento gradual durante la progresién neoplasica
en la colitis ulcerosa.

2. Los CCR esporadicos y asociados a CU tienen patrones de expresion de microARNs
distintos y algunos de los microARNs son especificos para el CCR asociado a la CU.

3. MiR-31, -106a y -135b han sido validados en una cohorte independiente como
posibles biomarcadores en mucosa para la progresion neoplasica en la CU.

4. Llainvestigacidn futura debe centrarse en desarrollar y evaluar paneles de microARNs
no invasivos hasta que sean lo suficientemente sélidos como herramientas de
diagnostico antes de entrar en una validacién adicional a gran escala en entornos
clinicos.

5. El andlisis panepigendémico de metilacién del ADN (mediante el kit 850K InfiniumEpic
BeadChip) es capaz de identificar numerosos dinucleétidos CGs y regiones de CGs
diferencialmente metilados (DMC y DMR, respectivamente) en muestras frescas
congeladas de mucosa normal de pacientes con SPS. Este resultado refuerza la nocién
de que existe un defecto de campo en el SPS observado en estudios previos.

6. Se han validado dos genes con DMCs en muestras parafinadas de una cohorte
independiente de pacientes con SPS: HLA-Fy KLF11.
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7.

10.

11.

12.

13.

14.

Siete genes mostraron cambios significativos en sus niveles de expresion, y estos se
correlacionaron bien con el estado de metilacidn de sus CGs correspondientes.

Algunos DMCs validados también estan presentes en tejido de pdlipo serrado junto
con cambios epigenéticos adicionales: HLA-F, CDC42SE2, RBMS1, MUC21, PRR12,
ANK3, SNX29, TRERF1, KLF12 y AGPATA4.

Hay un enriquecimiento en los cambios de metilacion en genes implicados en las vias
de seiializacidn del cancer y la respuesta inmunitaria, pero es necesario dilucidar su
posible papel en la carcinogénesis colorrectal.

Los resultados de la tesis sugieren que es posible cultivar fragmentos de tumor
durante al menos una semana manteniendo al mismo tiempo diferentes células del
MAT, incluidos fibroblastos, linfocitos y células mieloides.

Los ALIOs son capaces de reflejar la heterogeneidad que se observa entre las distintas
metastasis originales de un mismo individuo.

Se ha confirmado la factibilidad de inducir y observar respuestas a los inhibidores de
los puntos de control inmunitario en los ALIOs y COTs in vitro.

El hecho de que se observé una respuesta al anti-PD-1 y al anti-PD-L1 a pesar de
tratarse de organoides de unos tumores que muestran una rapida inmunoexclusién
ha sido un resultado totalmente inesperado y no refleja aquella respuesta observada
en los experimentos in vivo con estos tratamientos, por lo que su utilidad en este
momento es al menos cuestionable. Sin embargo, era evidente que la respuesta era
real debido a su reproducibilidad en multiples experimentos, a la respuesta dosis-
efecto y a la ausencia de respuesta en organoides de ratones atimicos.

Las importantes limitaciones de los ALIOs son: (1) La técnica es laboriosa y todavia
requiere una estandarizacion antes de ser aplicada a la clinica. (2) Los ALIOs reflejan
la heterogeneidad intratumoral, pero esto también puede inducir resultados no
consistentes. (3) La viabilidad de los ALIOs sigue siendo un desafio ya que entran
rapidamente en apoptosis y necrosis en su centro y esto puede falsificar las respuestas
a los tratamientos. (4) Fue dificultoso obtener muestras de calidad para otros analisis
(como la citometria de flujo y la expresidn génica). (5) La falta de perfusion sanguinea
limita la reproduccion de algunos efectos de particular importancia en la respuesta
inmunoldgica.
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15.

16.

Los COTs, aunque menos laboriosos y con mejor preservacion de la arquitectura
tisular, tampoco han conseguido recapitular correctamente las respuestas a los
tratamientos.

Sabiendo sus puntos débiles se pueden seguir desarrollando ambos sistemas de
cultivo. La creacién de ALIOs vascularizados o su combinacién con tecnologias
microfluidicas para mejorar su perfusion y viabilidad, y el co-cultivo con células de
sangre periférica (y ganglios linfaticos), seran dos puntos claves para superar sus
debilidades y acercarlos mas a la realidad bioldgica.
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