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4. Estudis amb mostres humanes

4.1 Materials i metodes

4.1.1 Caracteritzacio de cel-lules mononuclears en sang
periférica

Pacients

En aquest estudi es van utilitzar mostres obtingudes de pacients de I'Hospital
Germans Trias i Pujol, de Badalona. Aquestes mostres es van obtenir, previ
consentiment informat, a partir de pacients diagnosticats, o bé de UC, o bé de CRC,
i avaluats en aquest hospital. L’analisi d’aquestes mostres va ser aprovada pel
comite etic de I'Hospital Germans Trias i Pujol, de Badalona.

Es van establir 5 grups de pacients amb un minim de n=12:

* Grup 1): Controls sans (mostres procedents de donants de sang).

* Grup 2): Pacients de UC en remissio clinica durant un minim de 6 mesos i
una evolucié de la malaltia inferior a 5 anys.

* Grup 3): Pacients de UC en remissio clinica durant un minim de 6 mesos i
una evolucié de la malaltia superior a 10 anys si es tracta d’una colitis
extensa (maxima extensioé coneguda durant I’evolucié de la malaltia).

* Grup 4): Pacients de UC en brot d’activitat — en aquest grup, la recollida de
la mostra es va realitzar abans d’iniciar qualsevol tractament especific del
brot —.

* Grup 5): Pacients amb CRC.

Els pacients que complien els criteris d’inclusié es van incorporar a l'estudi
independentment del tractament de manteniment utilitzat, si bé aquest va quedar
registrat. D’especial importancia van ser aquells pacients inclosos al grup 2-3 (en
remissio) i al grup 4 (que durant el periode d’estudi van presentar un brot). Sempre
que va ser possible, es va recollir una nova mostra a aquells pacients del grup 4 que
van entrar en remissio clinica.

Criteris d’inclusié: Pacients d’entre 18 i 70 anys amb UC o CRC documentat per
criteris clinico-endoscopics i histologics al moment de I'estudi o al passat.

Criteris d’exclusid: Pacients menors de 18 i majors de 70 anys, amb historia de HIV,
hepatitis virica, coagulopatia, Us d’anticoagulants, proctitis documentada o
incapacitat per signar el consentiment informat.

Els pacients que complien els criteris d’inclusié es van incorporar a l'estudi

independentment del tractament de manteniment utilitzat, si bé aquest va quedar
registrat i es van analitzar les possibles diferencies entre tractaments.
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4. Estudis amb mostres humanes

Malauradament, no es va poder aconseguir cap mostra de pacients que complissin
les condicions per incloure’ls al grup 2. Aixi doncs, es va haver de treballar
Unicament amb les mostres corresponents als grups 1 (CT), 3,4 5.

Citometria de flux

Es va realitzar I'estudi fenotipic de cel-lules mononuclears de sang periférica dels
pacients per citometria de flux. Es va posar a punt el protocol de marcatge de les
cel-lules utilitzant el panell d’anticossos monoclonals que es mostra a la Taula 4.1.

Taula 4.1. Llistat de marcatges realitzats en I’estudi amb mostres de sang humana..

Tipus cel-lular | PBMCs Humanes

Limfocits T CD3+
Ceél-lules NK CD3- CD56+ CD16+
Limfocits B CD19+

Limfocits Th CD3+ CD4+

Limfocits Th17 CD4+ CD161+ CD56-

Ceél-lules iINKT CD3+ CD161+ TCRVa24+
Limfocits Treg  CD4+ CD25+ Foxp3+ CD127""/"®
Monocits CD14+

Es van dispensar 100uL de sang periférica de cada pacient a tres tubs diferents. Un
dels tubs es va utilitzar per a marcatge exclusivament de proteines de membrana
amb la seglient combinacié d’anticossos conjugats amb fluorocroms
(BDBioscience): CD3e-PerCP, CD161-FITC, CD56-PE, CD14-PECy7, TCRVa24-APC,
CD19-V500, i CD4-V450. (Taula 4.1) El segon tub es va utilitzar per a control de
I'isotip de CD160, amb tots els anticossos del primer tub llevat I'anticds anti-CD161-
FITC. Després d’incubar 15 minuts els anticossos amb la sang periferica, es va afegir
FACSLysing 1X (BDBioscience) per eliminar eritrocits, i es va rentar dues vegades
afegint PBS 1X i centrifugant 5 minuts a 500-g. El pellet resultant es va resuspendre
en 300uL de PBS 1X per emmagatzemar en fred fins el moment de la lectura amb el
citometre de flux.

Pel marcatge de proteines intracel-lulars i de membranes del tercer tub es va
utilitzar la seglient combinacié d’anticossos conjugats amb fluorocroms: CD4-V450,
CD127-APC, CD25-PE, i FoxP3-FITC. (Taula 4.1) El protocol va implicar una incubacio
inicial de 15 minuts de la sang periferica amb els anticossos CD4-V450, CD127-APC, i
CD25-PE, i un rentat amb PBS 1X i centrifugacié de 5 minuts a 500-g. A continuacid,
es va fixar i permeabilitzar. Després de tres rentats, es va incubar el pellet amb
I"anticos de FoxP3 durant 30 minuts. Finalment, les cel-lules obtingudes després de
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rentar, es van resuspendre amb 300 plL de PBS 1X per emmagatzemar en fred fins la
lectura amb el citometre de flux.

Les suspensions marcades es van analitzar amb el citometre de flux FACSCanto I,
del Servei de Citometria de I'lGTP, i el sistema utilitzat pel processament dels
senyals va ser el FACSDiva (que permet una compensacido fora-de-linia i la
configuracié d’escales biexponencials).

4.1.2 Efectes de sobrenedants de monocits sobre la Funcié
Epitelial Barrera en cel-lules Caco-2

En aquest estudi es van utilitzar mostres obtingudes de pacients de I'Hospital de Ia
Santa Creu i Sant Pau, de Barcelona. Aquestes mostres es van obtenir, previ
consentiment informat, a partir d’individus sans o de pacients diagnosticats de UC, i
avaluats en aquest hospital. L’analisi d’aquestes mostres va ser aprovada pel comité
etic de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, de Barcelona.

Els PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) aillats de la sang d’aquests pacients
mitjangant centrifugacid en gradient amb "Ficoll-Hypaque" (Lymphoprep, Axis-
Shield PoC As). Les cel-lules es van rentar dues vegades i es van resuspendre en FCS
(Fetal Calf Serum) amb 10% de DMSO, i van ser conservades en nitrogen liquid fins
al moment de I'estimulacié. Un cop descongelats, els monocits es van separar de la
resta de PBMCs per seleccié negativa mitjangant I'Us del "Human Monocyte
Enrichment KIT" (EasySep Stem Cell). Els monocits purificats es van cultivar en medi
RPMI 1640 (BioWhittaker) + 10% FCS + 2mM de glutamina + 100 U/mL de
penicil-lina + 100 pg/mL d'estreptomicina (Biowhitaker), i es van estimular amb
agonistes de TLRs. Com agonista de TLR4 es va utilitzar LPS (0.01ug/mL), i com
agonista de TLR2, LTA (lipoteichoic acid; acid lipoteitoic) (1 pg /mL). Després d'una
incubacié de 24h amb els lligands, es van recollir els corresponents sobrenedants,
dels quals es va utilitzar una aliquota per a determinar els nivells de TNFa i la resta
es va mantenir a -802C fins al moment de realitzar I’estudi dels seus efectes sobre la
funcid barrera.

Per a estudiar la Funcio Epitelial de Barrera (FEB) es van cultivar cél-lules de la linia
Caco-2 (HPACC 86010202) damunt filtres semipermeables de policarbonat
(Transwells, "BD Falcon Cell Culture Inserts", de BD Biosciences) en medi: DMEM +
10% FBS + 1% NEAA + 2% Pen/Strep (100 U/mL Penicil-lina/ 100mg/mL
Estreptomicina) (Gibco, Life Technologies). Un cop els cultius eren confluents es va
mesurar la Resisténcia Electrica Transepitelial (TEER) mitjancant un lector de
voltatge i resistéencia ("MILLICELL-ERS"; de MILLIPORE). A partir d'aqui, es van
utilitzar els pous en els que el valor de TEER era superior 800 Q-cm2 i en els que hi
havia un refus de Lucifer Yellow (LY) (marcador de permeabilitat paracel-lular)
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superior al 99%. Aquesta situacid s’assolia aproximadament als 20-21 dies post-
confluéncia.

Inicialment es va realitzar un estudi temporal de lectures TEER de les cél-lules Caco-
2 incubades per la part basal amb els sobrenedants procedents de I'estimulacié de
cel-lules RAW264.7 amb LPS (lipopolysaccharide; lipopolisacarid) 100ng/mL per tal
de dimensionar els efectes esperables dels sobrenedants de monocits de pacients
dels quals es coneixia la concentracié de TNFa. Un cop ajustades les condicions, es
va escollir una la concentracié de TNFa (control positiu de disrupcié de barrera) que
va ser de 4ng/mL i es van comparar els seus efectes amb els dels sobrenedants dels
monocits estimulats i també amb els efectes ocasionats pel canvi de medi. Els
resultats es van representar en funcié de la variacié del promig de les lectures dels
replicats de cada situacié experimental en relacié amb el promig dels pous control
(sense tractar). La Figura 4.1 il-lustra els detalls d’aquests experiments.

A

Monocyte supernatant

/‘> y

TLR ligands |

Human Monocyte

C

Figura 4.1. Mesura FEB. A: disseny experimental de les incubacions de les Caco-2 amb sobrenedants
de monocits humans estimulats amb Iligands de TLRs; B: plaques de transwells; C: mesura de la
resisténcia en els cultius dels transwells mitjangant el lector de TEER.

4.1.3 Expressio génica en biopsies de colon

En aquest estudi es van utilitzar mostres obtingudes de pacients de I'Hospital de Ia
Santa Creu i Sant Pau, de Barcelona. Aquestes mostres es van obtenir, previ
consentiment informat, a partir d’individus sans o pacients diagnosticats, o bé de
UC, o bé de CRC, i avaluats en aquest hospital. L’analisi d’aquestes mostres va ser
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aprovada pel comité étic de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, de Barcelona. Es
van incloure: 15 biopsies de colon de pacients amb colitis ulcerosa en fase inactiva
de més de 10 anys d’evolucié obtingudes durant el seguiment rutinari anual; 15
polips de colon de pacients sense signes de malaltia inflamatoria intestinal i amb un
diagnostic histologic que establia que es tractava d’un adenoma vellds o tubulo-
vellos i 15 biopsies de colon sa (control). La seleccid de les biopsies va estar a carrec
del Servei de Patologia Digestiva de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Aquestes
mostres es van utilitzar per la determinacié de I'expressié génica per microarrays
amb el suport de la Plataforma de Bioinformatica de I'Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau. Un cop obtingudes les mostres es van criopreservar rapidament en
RNAlater/-802C en tubs RNasa free. L'extraccié de mRNA de les mostres congelades
es va realitzar mitjangant el kit RNeasy (QlAgen, lzasa, Espanya) seguint les
instruccions del fabricant. La quantitat i qualitat de I’ARN obtingut es va valorar
mitjangant el sistema Experion (Biorad, USA). L'expressié del mRNA es va realitzar
amb Human Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0; d’Affimetrix). L’analisi de patrons
d’expressio geénica del teixit en els diferents grups es va realitzar mitjangant
software especifics per I'analisi massiu de dades (Affymetrix(R) Expression Console
(TM) Software, i R/Bioconductor) i consulta amb bases de dades via informatica.[25]
Aquesta analisi es va portar a terme a la plataforma de Genomica i Transcriptomica
de I'lIB Sant Pau.

4.1.4 Comparacions quantitatives

Les comparacions amb els resultats de les citometries de flux es van fer amb els
valors que superaven el test de Grubbs (per eliminar els outliers, a=0.05), utilitzant
el test ANOVA i els post-test de comparacions multiples Tukey (degut a que teniem
un nombre de grups superior a 3, i n=10-15). Les comparacions entre els diferents
grups es van fer utilitzant el test ANOVA i els post-test de comparacions multiples
Bonferroni (tot i haver més de 2 grups, hi havia algun cas de n=5). El test t- de
Student per a dades no aparellades es va fer servir quan només es feien
comparacions entre 2 grups. L’analisi de les dades dels microarrays van fer servir el
paquet de calculs Oligo (pel pre-processament de les dades)[26] i Limma (per
I'analisi d’expressié diferencial entre els grups)[27]; i el genoma de referéncia
utilitzat va ser hg19.

Els valors P<0.05 es van considerar estadisticament significatius, i els valors P=0.05-
0.07 es van considerar que indicaven una tendéncia.

4.1.5 Ontologia génica

Per estudiar I'expressié genica de les biopsies de colon es va realitzar una analisi
d’ontologia génica (Gene Ontology; GO).
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Tot i que les bases de dades d’expressio genica han estat ampliament utilitzades per
identificar gens i vies com a marcadors de malalties especifiques, per si soles no
poden identificar relacions entre gens dins el sistema d’interés. La identificacid
d’aquestes relacions requereix integrar la interaccié de les xarxes de manera que els
canvis dels perfils d’expressid genica puguin ser plenament entesos. Per aixd s’han
desenvolupat moltes aproximacions informatiques utilitzant anotacions funcionals,
dades d’expressié genica, entre d’altres. De fet, les técniques del genoma sencer
com l'analisi GO han estat utils per estudiar la senyalitzacié en mecanismes
patogenics i en la identificacié de les vies implicades en una amplia varietat de
fenotips entre els quals IBD, UC, CRC, o CAC.

Les primeres aproximacions informatiques desenvolupades per generar hipotesis i
analitzar les dades del genoma complert es basaven en les analisis d’enriquiment.
Aquestes aproximacions es basen en |'anotacié extensiva dels gens humans amb
descripcions dels aspectes biologics dels gens, tals com la seva funcié o la
participacié en vies metaboliques entre d’altres.

Llista de tots els gens

a) d’interés (exemple: tots els
gens del genoma)
v
Gene Ontology D
(GO) Llista de gens
derivada d’un
Llista de les B <— experiment de
anotacions de tot el —> genoma
genoma (KEGG, ...) complert
b)
Gens no

Gens identificats

’ R identificats en
en I'experiment

I'experiment

Gens anotats amb

caracteristica A B

Gens no anotats
amb caracteristica

Figura 4.2. Descripcié de I'analisi d'enriquiment en l'estudi de dades del genoma complert. (a)
Esquema general de I'analisi. Primer de tot es necessita un model de background (exemple: tots els
gens del genoma). Llavors, es compara la distribucié de les anotacions al model background i en el
llistat de gens d’interes obtinguts del nostre experiment del genoma complert (exemple: tots els gens
per damunt d’un cert nombre de fold-change d’un experiment de microarrays) utilitzant comparacions
estadistiques com el test Fischer. Es fa creant la taula de contingéncia mostrada en (b) i aplicant algun
meétode per corregir test multiple, com la correccié de Bonferroni.
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La idea principal de les analisis d’enriquiment és que la llista de gens derivada d’un
experiment del genoma complert, pot ser estadisticament interpretat en algunes de
les seves propietats biologiques (anotacions) quan es comparen amb un llistat de
gens d’interes (normalment el genoma complert). Aquestes propietats biologiques
interpretades aportaran informacié del qué hi ha implicat al fenotip estudiat.
(Figura 4.2)

Per identificar els aspectes interpretables, I'analisi d’enriquiment contrasta les
anotacions del genoma complert amb una llista de gens que se suposa que estan
relacionats amb la malaltia (derivats d’un experiment de genoma complert).
Llavors, es compara el nombre de gens del llistat derivat de I'experiment que té una
anotacié concreta amb el nombre de gens que s’esperaria si el llistat hagués estat
escollit aleatoriament del genoma.

Les analisis d’enriquiment es basen en extenses anotacions geniques d’aspectes
biologics. El genoma huma té uns 200.000 gens, per tant, és important que els
algoritmes que automatitzen aquestes analisis utilitzin anotacions Uniques i ben
identificades. Per aixd és imprescindible utilitzar un vocabulari controlat per anotar
els gens: una llista de termes que descriuen un camp de coneixement. Cada terme
del vocabulari esta identificat inequivocament, evitant confusions o equivocacions
en les anotacions. Mentre que els vocabularis controlats solucionen el problema de
I'automatitzacié de les analisis d’enriquiment, el seu Us té una limitacié: quan es
realitza una analisi del genoma complert, els p-values requerits per una associacié
estadisticament significativa han de ser molt baixos ja que cal fer servir tests de
correccié multiple, que comporten un problema de manca de poténcia estadistica.
Una manera d’esquivar el problema és utilitzar ontologies per anotar gens. Una
ontologia informaticament és un tipus de vocabulari controlat definit per un
conjunt de termes que descriuen el domini del coneixement (per exemple, els
diferents processos biologics en una cel-lula) i les relacions entre ells. Es pot
representar directament per un grafic aciclic en el qual els nodes (nodes) son els
termes que pertanyen al domini del coneixement i les vores (edges) representen les
relacions entre els termes.

Aquesta figura d’ontologies permet la identificacié d’associacions no-Obvies
mitjan¢ant I'associacié d’anotacions utilitzant les relacions entre els termes descrits
en la ontologia. La associacié de les anotacions al llarg de la ontologia augmenta el
poder estadistic de [I'analisi. L'ontologia més emprada per realitzar analisis
d’enriquiment de microarrays és la Gene Ontology (GO) que s’ha utilitzat per anotar
gens humans, tant manualment com electronicament i ha tingut una amplia
cobertura en el genoma.

L'anotacié extensiva dels gens humans amb termes GO i el seu Us en analisi
d’enriquiment amb dades derivades d’experiment del genoma complert, han

aportat evidencies a la biologia de les malalties. S’han utilitzat les associacions entre
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els gens de les llistes dels analisis d’enriquiment de microarrays com a predictors
per identificar nous gens relacionats amb el cancer o per deduir noves anotacions
funcionals en gens associats al cancer ja coneguts.
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4.2 Resultats
4.2.1 Estudi fenotipic
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Figura 4.3. Resultats percentuals de les poblacions de ceél-lules per cada grup de pacients. Els grups
eren n=12-15, i es van descartar les lectures que no van superar el test de Grubbs (x=0.05).
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A la Figura 4.3 es mostren els resultats percentuals de cada poblacié en relacié a la
poblacid total de limfocits per a cada grup d’estudi.

A la Figura 4.4 es mostren percentualment els valors individuals de monocits en
relacidé a leucocits totals (Figura 4.4A) i en relacié a PBMCs (Figura 4.4B) en cada
grup.
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Figura 4.4. Resultats percentuals de les poblacions dels monocits segons dues poblacions de

referéncies. Els grups eren n=12-15, i es van descartar les lectures que no van superar el test de
Grubbs (o =0.05).

En comparar els valors mitjans de cada grup no es van trobar diferencies
significatives (Figura 4.5).

A B
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30- Monocits 301

254 251
2 20 = 207
2 R I —
§ 159 —— E 154
3 o o 404
2104 10

54 54

Controls grup3 grup4 grup 5 Controls grup3 grup4 grup 5

Figura 4.5. Resultats percentuals de les poblacions dels monacits respecte a leucocits totals i a PBMC
totals. Els grups eren n=12-15, i es va utilitzar el test ANOVA i el post-test Tukey.

Els nivells de monocits en els grups de pacients de UC en brot (grup 4) eren
lleugerament superiors als controls en relacié amb el grup control i al grup UC en
remissio, pero les diferencies no van assolir significacié estadistica. Aquest fet ens

va fer descartar el valor d’aquest parametre per a la monitoritzacié de pacients.
(Figura 4.6)
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Figura 4.6. Ratios de les poblacions dels monocits en relacié a leucocits totals (A) o a PBMCs (B).
P<0.05 va ser considerat estadisticament significatiu (*) i P=0.05-0.07 tendéncia (a), i els grups eren
n=12-15, segons el test ANOVA i el post-test Tukey.

A la Figura 4.7 es mostren els resultats percentuals dels nivells de cada poblacié en
els grups dels pacients. Unicament es van observar variacions significatives en la
poblacié de limfocits Th17 (Figura 4.7F), amb un augment significatiu del grup 4
(pacients amb UC en brot) en comparaciéo amb la resta de grups. Es van apreciar
també lleus variacions no significatives, i que es van recalcular dels ratios de cada
grup de pacients amb respecte al grup control (Figura 4.8): tot i aixi les Uniques
poblacions amb variacions significatives van ser els limfocits Th17 (que podrien
tenir interés com a parametre de monitoritzacié de pacients amb UC).

Resum

* Els monocits estan lleugerament augmentats en els pacients de UC en brot,
pero la troballa no és estadisticament significativa i a més ha estat descrita
en fenomens inflamatoris de diversos tipus.

* Els limfocits Th17 es troben augmentades en pacients amb UC en brot.

* Ellimitat nombre de pacients i I’elevada variabilitat, sobre tot en poblacions
molt minoritaries dificulta extreure conclusions més solides pero el
seguiment de l'evolucié de les cel-lules Thl7 és I'Gnic dels parametres
estudiats que podria tenir valor com a biomarcador en la monitoritzacié de
pacients amb UC.
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Figura 4.7. Resultats percentuals de les poblacions dels limfocits i monocits. Poblacions dels limfocits
i de monocits, pels diferents grups de pacients corresponents als grups de control, 3, 4 i 5. P<0.05 va
ser considerat estadisticament significatiu (*) i P=0.05-0.07 tendeéncia (a), i els grups eren n=12-15,
segons el test ANOVA i el post-test Tukey.
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4.2.2 Estudi sobre la funcid barrera

La incubacié de cel-lules Caco-2 (disseny experimental descrit a I'apartat 3 dels
Materials i Metodes d'aquest capitol) amb sobrenedants de monocits va comportar
a una disminucié en la TEER (Figura 4.9). Aquest descens de TEER era més acusat
quan els monocits havien estat estimulats amb lligands TLR2 i TLR4, tant si es
tractava de monocits de pacients de UC com de voluntaris sans.

Variacio de TEER a les incubacions
amb els sobrenedants dels
monocits humans

150+
&
[ 100+ -+ Sa Medi
3 9 -+ SalPS
Zg =~ SalLTA
-g 50 -e- Colitis-Medi
> Colitis-LPS
Colitis-LTA
c 1 ] 1 1
0 24 48 72
Temps (h)

Figura 4.9. Variacio de les lectures de TEER. Variacid (%) de les lectures de TEER de les incubacions
amb sobrenedants de monocits humans en cultius de cel-lules Caco2. Els grups eren n=5-25. La
variacid estadisticament significativa es va analitzar per separat (Figures 4.10i 4.11).

Aquests primers resultats indicarien que tot i que els sobrenedants de monocits no
estimulats dels pacients amb UC i dels controls provoquen efectes diferents,
I’estimulacié amb lligands TLR uniformitza la resposta.

En analitzar els resultats en funcié del temps (Figura 4.10), es va observar una

disminucié estadisticament significativa en tots els casos, més acusada a les 48h
(Figura 4.10B).
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Figura 4.10. Variacié de les lectures de TEER segons els diferents temps d’incubacié. Variacio
percentual de les lectures de TEER de les diferents exposicions de les cel-lules Caco2 a sobrenedants
de monocits humans. Valors de P<0.05 van ser considerat estadisticament significatius (*), i els grups
eren n=5-25, segons el test ANOVA i el post-test Bonferroni.

Per valorar els efectes que podrien tenir els sobrenedants de monocits estimulats
amb lligands de TLRs en comparacié amb els de monocits no estimulats, es van
calcular les variacions percentuals de les TEER per cada grup experimental
(estimulat/ no estimulat): (Figura 4.11). Els resultats van mostrar que la disminucio
de la TEER era percentualment més important en el cas dels pacients amb UC, cosa
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que suggereix que els seus monocits sdon més sensibles o responen més
energicament a I'estimulacio dels receptors TLR, en particular a lligands TLR4 (amb
LPS ales 24h i a les 48h; Figura 4.11A i 4.11B). Aquesta resposta dels monocits dels
pacients amb UC pot ser parcialment responsable d’'un deteriorament més acusat
de la funcié barrera i podria estar implicada en 'aparicié d’un brot.
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Figura 4.11. Ratios de la variacio de les lectures de TEER segons els diferents temps d’exposicio.
Ratios de la variacié de les lectures de TEER de les diferents exposicions de les cél-lules Caco2 a
sobrenedants de monocits humans. Valors de P<0.05 va ser considerat estadisticament significatius
(*), i els grups eren n=5-19, segons el test ANOVA i el post-test Bonferroni.
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Resum

* Els sobrenedants de monocits no estimulats de pacients amb UC, afecten
poc la barrera epitelial intestinal.

* La disminucié de la funcidé barrera estadisticament més significativa es va
produir en els casos dels estimuls amb LPS a les 24h i a les 48h.

® En els malalts de UC, els monocits semblen respondre de manera
exacerbada als lligands TLR4, alliberant mediadors que ocasionen un
deteriorament més important de la funcié barrera en relacié amb el que
succeeix en individus sans.
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4.2.3 Estudi de I'expressio genica

Es van determinar els nivells d’expressié de 70523 gens sobre microarrays. La
identificacio de patrons d’expressié génica en cadascun dels grups considerats es
va realitzar mitjancant la utilitzacié de software especific per a I'analisi massiva de
dades i la consulta en bases de dades via informatica. A causa de la informacié
massiva que s’obté d’aquest tipus d’analisi, es van calcular ratios d’expressié
génica:

* Ade/Col (adenomes/colitis; Ade_Col);

* Ade/Con (adenomes/controls; Ade_Con);

* Col/Con (colitis/controls; Col_Con).

A partir de les ratios d’expressid génica, es va realitzar una analisi no supervisada
per identificar en quins processos GO es trobaven expressions diferencials. (Figura
4.12). Aquestes determinacions i analisis es van portar a terme amb el suport de la
plataforma de Gendmica i Transcriptomica de I'Institut d’Investigacié Biomedica
Sant Pau (IIB Sant Pau) [28].

Gens g ) Bibliografi
estudiats B|b||0fraﬁa i |olgra a
[ Gens d'interés |[«———  Gens Candidats Malaltia (CRC, CAC, UC)

Proteina associada
Relacions a la patologia

Bibliografia GO Proteina de referencia

associada a la patologia
(biomarcadors)

T

Bibliografia

Figura 4.12. Esquema inicial de I’estudi dels resultats dels arrays.

Es va obtenir un llistat basat en anotacions classificades per:
1. Comparacié entre els teixits:
o Adenoma vs control
o Adenoma vs colitis
o Colitis vs control.
2. Les anotacions estaven Up/Down-requlated a les comparacions
plantejades.
3. Tipus d’anotacié:
o Procés biologic (BP; biological process)
o Component cel-lular (CC; cellular component)
o Funcié molecular (MF; molecular function).
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4. P-value associat:
o P-value=0,1
o P-value= 0,05
o P-value=0,01
o P-value=0,005.
5. Comparacié entre bases de dades d’anotacions:
o GO [21]
o KEGG [22]
o Reactome [29].

Seleccid del p-value

Donat I'elevat nombre de gens i anotacions, cal acotar el valor de P de forma que
s’obtingui un nombre abordable de conceptes a analitzar. La Figura 4.13 mostra el
nombre termes GO en funcié de cadascuna de les comparacions i per cada nivell de
significacié (P).

Acotant el valor de P< 0.05 es va aconseguir restringir el volum d’anotacions de
manera que fos assumible la seva analisi.

Va destacar I'abséncia d’anotacions significatives quan es comparaven els grups
Colitis vs Control, tant up com down-regulated. En el cas del grup Col_Con_Down
només hi ha termes significatius a GO-CC (grup Gene Ontology — Cellular
Component). Possiblement, el motiu de I'escassedat de diferéncies es deu al fet
que les mostres del grup colitis provenien de pacients en remissidé, mantinguda
generalment gracies a tractaments farmacologics.

La seleccié es va basar en: la disponibilitat d’anotacions associades a processos

biologics, i la base de dades més actualitzada en el moment de I’analisi (Juliol del
2014), que va ser AmiGO2, basada en anotacions GO [21].
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Figura 4.13. Representacio de les distribucions d'anotacions segons els grups de classificacio i els p-
values. Es van obtenir representacions segons la base de dades consultada (GO, KEGG o Reactome), i
el tipus d’anotacid (procés biologic o BP, component cel-lular o CC, i funcié molecular o MF).
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Relacions de les anotacions

Es va definir una recerca supervisada d’anotacions, per poder treballar amb la
informacid biologica rellevant pel tipus de patologies que estavem estudiant:
1. mitjangant paraules clau presents a les anotacions significatives dels processos
biologics GO obtinguts:
1.1. Relacionades amb la inflamacié: inflammation, permeability, innate
immunity, adaptive immunity;
1.2. Relacionades amb la tumorigénesi: angiogenesis, hypoxia, adhesion,
proliferation, apoptosis;
2. mitjangant I'analisi de les relacions dels processos GO relacionats amb: [30]
2.1. processos cancerigens utilitzant les coincidéncies entre els grups:
2.1.1.Ade_Col_Down vs Ade_Con_Down
2.1.2.Ade_Col_Up vs Ade_Con_Up
2.2. processos inflamatoris utilitzant les coincidéncies entre els grups:
2.2.1.Ade_Col_Down vs Col_Con_Up&Down (per no tenir anotacions
significatives dels processos biologics GO grups Col_Con_Up o
Col_Con_Down, es van utilitzar les dades d’origen encara que no
fossin significatives, que no distingien entre up i down-regulated, per
poder analitzar les coincidéncies)
2.2.2.Ade_Col_Up vs Col_Con_Up&Down
2.3. processos associats amb la proliferacié cel-lular que podrien veure’s
afectats en situacions d’inflamacié cronica, utilitzant les coincidéncies
entre els grups:
2.3.1.Ade_Con_Down vs Col_Con_Up&Down
2.3.2.Ade_Con_Up vs Col_Con_Up&Down

Resultats de les paraules claus

La recerca d’anotacions en els resultats, segons paraules clau, es va realitzar
utilitzant com a referéncia els processos biologics GO (GO-BP) que va presentar la
base de dades QuickGO [31], i posteriorment es buscaven en els resultats de
I"analisi massiva de dades realitzat. Seguidament, es consultava en bases de dades
especialitzades la identitat dels gens alterats en el nostre estudi que es troben
implicats en aquests processos [32].

A la recerca amb paraules clau relacionades amb la inflamacié només es van trobar

coincidéncies amb el grup Col_Con_Up&Down, perd destaca la quantitat de
vegades que apareixen els gens fcerlg i a2m. (Taula 4.9)
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Taula 4.9. Resultats de la recerca amb paraules clau relacionades amb la inflamacié.[35] [36]

Nombre Pr BP-GO coincid amb els microarrays amb gens diferentment
d'entrades GO expressats
Paraula clau associats a la
paraula clau en 3 Gens
la base de dades Terme GO Nom del procés Grup afectats
consultada
. ' Resposta A2m,
Inflammation 21 G0:0006954 inflamatoria Col_Con_Up&Down feerlg, cfh
: a Resposta als
Inflammation 21 G0:0031960 e T Col_Con_Up&Down A2m
. 5 Resposta A2m,
Inflammation 21 G0:0002526 inflamatoria aguda Col_Con_Up&Down feerlg, cfh
Permeability 33 - - -
Innate immunity 110 G0:0045087 ;ens;‘;“a immune  col_con_Up&Down A2m, cfh
Innate immunity 110 G0:0019724 MR tadmediade Col_Con_Up&Down Fcerlg
per cél-lules B
. § Immunitat mediada
Innate immunity 110 G0:0002443 ) Col_Con_Up&Down Fcerlg
per leucocits
Regulacié de la
Innate immunity 110 G0:0045088 resposta immune Col_Con_Up&Down A2m
innata
— . " Resposta immune
Adaptive immunity 89 G0:0002250 adaptativa Col_Con_Up&Down Fcerlg
Regulacié positiva
Adaptive immunity 89 G0:0002821 de la resposta Col_Con_Up&Down Fcerlg
immune adaptativa
Adaptive immunit 89 60:0019724 Immunitat mediada ¢ ¢, ypaD Feer1
aptive immunity H per céllules B ol_Con_Up&Down cerlg
— - Immunitat mediada
Adaptive immunity 89 G0:0002443 per leucocits Col_Con_Up&Down Fcerlg
Adaptive immunity 89 60:0045087 i’:‘ens;‘:ta IMMUNe  co_Con_Up&Down A2m, cfh

A la recerca amb paraules clau relacionades amb la tumorigénesi a més de trobar
coincidéncies amb el grup Col_Con_Up&Down, també es van trobar amb el grup
Ade_Col_Up en el cas de la paraula clau “adhesié”. Els gens que apareixien de
manera més freqlient van ser itga8 i fcerlg. (Taula 4.10)

Aquesta recerca per paraules clau suggeriria I'interés d’analitzar les funcions dels
gens d’aquesta recerca, especialment fcerlg, a2m iitga8.
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Taula 4.10. Resultats de la recerca amb paraules clau relacionades amb la tumorigénesi.[35] [36]

Nombre d'entrades Processos BP-GO coincidents amb els microarrays amb gens diferentment
GO associats a la expressats
Paraula clau paraula clau en la
base de dades Terme GO Nom del procés Grup fG S
consultada afectats
Angiogenesis 21 - - - -
Hypoxia 18 - - - -
Itga8,
. - col14al,

Adhesion 242 G0:0007155 Adhesié cel-lular Col_Con_Up&Down firt3
cxcl12, nrpl

Adhesion 242 G0:0007160 ‘c’:hlﬁlsf WERLE ] @) (B Itga8

hesié .

Adhesion 242 G0:0031589 ':;_IEIS:’ Substrat- ) Con_Up&Down Itga8
Smc2,
ncapg,
zw10,

Segregacio ndc80,
Adhesion 242 G0:0000070 gmiotica gele Ade_Col_Up (HEELEE)
cromatida seh1l,
germana ncaph,
cdc23,
mad2l1,
dsccl
Proliferation 458 - - - -
Regulacio del

Apoptosis 350 G0:0042981 procés Col_Con_Up&Down Fcerlg
d'apoptosis
Regulacio

Apoptosis 350 G0:0043066 :ff:;'s"a ol Col_Con_Up&Down Feerlg

d'apoptosis

Relacions dels GO-BP

Ade_Col Ade_Con
0
73 66 | 23
8 1 2
1 0
3 2 2
187
Col_Con

Figura 4.14. Nombre de processos GO-BP, i les relacions entre els grups de treball. En vermell es
representen el nombre de processos down-regulated, i en verd es representen el nombre de
processos up-regulated. Tot i no distingir entre up o down-regulated en el grup Col_Con, les
coincidencies es representen en verd o vermell segons la coincidencia en els grups Ade_Col o
Ade_Con.
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Per trobar les anotacions dels GO-BP relacionades amb la tumorigenesi, o amb Ila
inflamacié, o amb la inflamacié relacionada amb tumorigenesi, es van realitzar
encreuaments de les dades per trobar les coincidéncies. (Figura 4.14)

Processos relacionats amb tumorigénesi:

A la comparacio dels grups Ade_Col_Down vs Ade_Con_Down no es va trobar cap
coincidéncia, cosa que indicava que no constava als resultats cap procés biologic
down-regulated relacionat amb proliferacié tumoral en els grups de I'estudi.

En canvi, es van obtenir 66 coincidéncies en la comparacié dels grups Ade_Col_Up
vs Ade_Con_Up. | d’aquestes coincidéncies, es van seleccionar els GO-BP que
podrien ser d’interés en el nostre estudi, i aquells processos que presentessin un p-
value ajustat inferior a 0,05. Es va donar el cas que els termes GO:0006974 i el
G0:0034984 eren sinonims (procés definit de la mateixa manera pero classificat de
manera diferent), perd no es van unificar perqué no contenien la mateixa
informacid (el P-value i el llistat de gens afectats segons un procés o I'altre era
diferent). (Taula 4.11)

Taula 4.11. Llistat de processos GO-BP seleccionats en la comparacié entre Ade_Col_Up amb
Ade_Con_Up, pel seu interés en el nostre estudi.

Nombre de gens amb
I’expressio alterada

GO0:0006281 DNA repair 85 1,43E-05
cellular response to DNA

Terme Nom GO P-value ajustat

G0:0006974 . 96 6,22E-04
damage stimulus

G0:0034984 cellular resPonse to DNA 93 2.96E-05
damage stimulus

GO0:0007049  cell cycle 169 1,80E-02

GO0:0000278  mitotic cell cycle 101 3,72E-03

En examinar aquests processos GO, es va trobar que tots coincidien en un grup de
gens alterats. (Figura 4.15 i Taula 4.12)
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Figura 4.15. Representacié mitjangant el software Cytoscape de les comparacions entre els
processos GO i els seus gens associats. Els gens que consten a tots cinc processos GO, estan situats a
la zona central de la figura.

Taula 4.12. Gens que apareixien en tots els GO-BP seleccionats relacionats amb la tumorigénesi.

Identificador Nom Localitzador
Nbn Nibrin NM_002485
Brca2 Breast cancer 2, early onset NM_000059
C19orf62 Chromosome 19 open reading frame 62 NM_001033549
Tp53 Tumor protein p53 NM_000546
Chek1 Chk1 checkpoint homolog (S. Pombe) NM_001114121
Rps27I Ribosomal protein S27-like NM_015920
Cul4a Cullin 4A NM_001008895
polA1 Polymerase (dna directed), alpha 1, catalytic subunit ~ NM_016937
Fam175a Family with sequence similarity 175, member a NM_139076
Dclrela Dna cross-link repair 1a (pso2 homolog, S. Cerevisiae) NM_014881
Brcal Breast cancer 1, early onset NM_007294
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Inflamacioé:

A la comparacié dels grups Ade_Col_Down vs Col_Con_Up&Down es van trobar 3
coincidéncies en GO-BP (Taula 4.13) perd que no contenien cap gen en comu. Es
possible que ens apareguin en aquesta comparacié per estar relacionats amb els
processos de regeneracid tissular associats a la colitis, present als dos grups.

Taula 4.13. Llistat de processos GO-BP seleccionats en la comparacié entre Ade_Col_Down amb
Col_Con_Up&Down.

Nombre de gens amb

Terme Nom GO Fexpressié alterada P-value ajustat
G0:0006629 lipid metabolic process 100 0.000463031
GO0:0009100 glycoprotein metabolic process 30 0.0169017
GO0:0006468  protein phosphorylation 88 0.0115224

En canvi, en comparar Ade_Col_Up vs Col_Con_Up&Down només es va trobar un
GO coincident. (Taula 4.14)

Taula 4.14. Procés GO-BP seleccionat en la comparacié entre Ade_Col_Up amb Col_Con_Up&Down.

Nombre de gens amb
I’expressio alterada

G0:0009308 amine metabolic process 85 9,35E+02

Terme Nom GO P-value ajustat

No es va poder identificar gens concrets que poguessin estar relacionats amb Ia
inflamacié.

Inflamacié relacionada amb tumorigénesi:

Es van comparar també els grups Ade_Con i Col_Con_Up&Down perque la
inflamacié podia aportar estimuls iniciadors de tumors i potenciadors de tumors i
mediadors amb els quals es generaria un microambient favorable pel tumor.

La comparacio entre els grups Ade_Con_Down vs Col_Con_Up&Down va resultar

en dues coincidéncies (Taula 4.15) perd0 que contenien gairebé el mateix:
coincidien en 44 gens. (Figura 4.16 i Taula 4.16)
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Taula 4.15. Procés GO-BP seleccionat en la comparacié entre Ade_Con_Down amb
Col_Con_Up&Down.

Nombre de gens amb

Terme Nom GO , .. P-value ajustat
I’expressio alterada
G0:0030029 actin filament-based process 46 0.0340437
GO:0030036  UCtn cvtoskeleton 44 0.0340437
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Figura 4.16. Representacié mitjangant el software Cytoscape de les comparacions entre els
processos GO i els seus gens associats. Els gens que no coincideixen als dos processos GO, estan
situats a I’'extrem dret de la figura.
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Taula 4.16. Gens que apareixien en tots els GO-BP seleccionats que podrien relacionar la inflamacié
amb la tumorigénesi.

Identificador

Nom

Localitzador

Prex1

Krt19
Lepl
Rhof
Ptk2b
Smad3
Arpc5
Vill
Epb41i3
Cxcl12

Nedd9

Cfl1
Ehd2
Rhou
Fmn1l
Cnni

Rdx
Espn
Fgd6
Gas7
Wasl
Dock2
Arpc2

Shroom3
Arhgef6
Cdc42bpg
Myolf
Ssh2
Ccdc88a

Avil
Wipf1
Rhoj
Pfn2
Eps8
Pdgfa

Myh10
Fgd2
Shci

Evi
Fgd4

Scin
Tesk2
Capzb
Wasf3

Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphate-Dependent Rac
Exchange Factor 1

Keratin 19

Lymphocyte Cytosolic Protein 1 (L-Plastin)

Ras Homolog Gene Family, Member F (In Filopodia)
PTK2B Protein Tyrosine Kinase 2 Beta

SMAD Family Member 3

Actin Related Protein 2/3 Complex, Subunit 5, 16kda
Villin-Like

Erythrocyte Membrane Protein Band 4.1-Like 3

Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 12 (Stromal Cell-Derived Factor 1)

Neural Precursor Cell Expressed, Developmentally Down-
Regulated 9

Cofilin 1 (Non-Muscle)

EH-Domain Containing 2

Ras Homolog Gene Family, Member U

Formin 1

Calponin 1, Basic, Smooth Muscle

Radixin

Espin

FYVE, Rhogef And PH Domain Containing 6

Growth Arrest-Specific 7

Wiskott-Aldrich Syndrome-Like

Dedicator Of Cytokinesis 2

Actin Related Protein 2/3 Complex, Subunit 2, 34kda
Shroom Family Member 3

Rac/Cdc42 Guanine Nucleotide Exchange Factor (GEF) 6
CDC42 Binding Protein Kinase Gamma (DMPK-Like)
Myosin IF

Slingshot Homolog 2 (Drosophila)

Coiled-Coil Domain Containing 88A

Advillin

WAS/WASL Interacting Protein Family, Member 1

Ras Homolog Gene Family, Member J

Profilin 2

Epidermal Growth Factor Receptor Pathway Substrate 8
Platelet-Derived Growth Factor Alpha Polypeptide
Myosin, Heavy Chain 10, Non-Muscle

FYVE, Rhogef And PH Domain Containing 2

SHC (Src Homology 2 Domain Containing) Transforming Protein 1

Enah/Vasp-Like

FYVE, Rhogef And PH Domain Containing 4
Scinderin

Testis-Specific Kinase 2

Capping Protein (Actin Filament) Muscle Z-Line, Beta
WAS Protein Family, Member 3

NM_020820

NM_002276
NM_002298
NM_019034
NM_004103
NM_001145102
NM_005717
NM_015873
NM_012307
NM_000609

NM_006403

NM_005507
NM_014601
NM_021205
NM_001103184
NM_001299
NM_002906
NM_031475
NM_018351
NM_201433
NM_003941
NM_004946
NM_005731
NM_020859
NM_004840
NM_017525
NM_012335
NM_033389
NM_001135597
NM_006576
NM_001077269
NM_020663
NM_002628
NM_004447
NM_002607
NM_005964
NM_173558
NM_001130040
NM_016337
NM_139241
NM_001112706
NM_007170
NM_004930
NM_006646
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4. Estudis amb mostres humanes

La comparacié entre els grups Ade_Con_Up vs Col_Con_Up&Down va resultar en
dues coincidéncies. (Taula 4.17)

Taula 4.17. Procés GO-BP seleccionat en la comparaci6 entre Ade_Con_Up amb
Col_Con_Up&Down.

Nombre de gens amb

Terme Nom GO , .. P-value ajustat
I’expressio alterada

GO0:0051716  cellular response to stimulus 151 1,65E+03

GO0:0009308 amine metabolic process 93 3,46E+02

En examinar aquests processos GO, es va trobar que tots coincidien en un grup de
4 gens alterats (ATFAC estaria codificada pel mateix gen atf4). (Figura 4.17 i Taula
4.18)
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Figura 4.17. Representacié mitjangant el software Cytoscape de les comparacions entre els

processos GO i els seus gens associats. Els gens que consten als dos processos GO, estan situats a la
zona central de la figura.

G e

Taula 4.18. Gens que apareixien en tots els GO-BP seleccionats relacionats amb la inflamacié.

Identificador Nom Localitzador
Eif2ak4 eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 4 NM_001013703
Polg2 polymerase (DNA directed), gamma 2, accessory subunit NM_007215
activating transcription factor 4 (tax-responsive enhancer element
aus B67); activating transcription factor 4C Alidesieta U
Aars alanyl-tRNA synthetase NM_001605
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4. Estudis amb mostres humanes

Resum

L’analisi massiva de RNA de les biopsies de pacients amb adenomes colorectals,
colitis o individus sans i les consultes de bases de dades especialitzades, ens van
permetre obtenir els seglients resultats:

L'analisi dels processos GO-BP significatius, mitjancant paraules clau
relacionades amb la inflamacié, va mostrar una afectacié dels gens a2m,
fcerlg, i cfh en la majoria dels GO-BP analitzats.
I la mateixa analisi mitjancant paraules clau relacionades amb la
tumorigenesi, es va observar una alteracié dels gens: itga8, coli14al, firt3,
cxcll2, nrpl, smc2, ncapg, zwl0, ndc80, ncapd3, sehll, ncaph, cdc23,
mad2l1, dsccl, i fcerlg.
A través de comparacions entre els grups de processos GO-BP es van
observar relacions significatives entre processos cancerigens i els GO-BP
regulats positivament associats a: la reparacié de I’ADN, la resposta cel-lular
a l'estimul de dany a I’ADN i el cicle cel-lular. També es va trobar la
coincidéncia de la participacié en tots aquests processos GO-BP dels gens
Nbn, Brca2, C190rf62, Tp53, Chekl, Rps27l, Culda, polAl, Fam175a, Dclrela,
i Brcal.
No es van obtenir resultats en la comparacié entre processos GO-BP regulats
negativament en els processos cancerigens.
En les comparacions entre els grups de processos GO-BP es va observar una
relacié significativa entre processos inflamatoris i els GO-BP regulats
positivament que es troben associats al processament metabolic d’amines.
A través de comparacions entre els grups de processos GO-BP es va observar
relacions significatives entre processos inflamatoris i els GO-BP regulats
negativament que es troben associats a: processament metabolic dels lipids,
el processament metabolic de les glicoproteines, i la fosforilacié proteica. En
mirar les possibles coincidencies no es va obtenir cap resultat.

També es va analitzar quins processos GO-BP, podrien relacionar la

proliferacié cel-lular i la inflamacid.

o Els processos regulats positivament que van destacar en la comparacidé van
ser: la resposta cel-lular a estimul, i el processament metabolic d’amines.
| en comparar-los, es va observar que hi havia gens que participaven en
ambdds processos: eif2ak4, polg2, atf4 i aars.

o Els processos regulats negativament que van destacar en la comparacio
van ser: el procés basat en filament d’actina, i I'organitzacio del
citosquelet d’actina. | la seva comparacié va mostrar que hi havia 44 gens
(Taula 8) que participen en els dos processos (tots els associats al procés
d’organitzacio del citosquelet d’actina).
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5. Discussio

5.1 Estudis en el model muri

5.1.1 Evolucid clinica, canvis histopatologics i d’expressio
genica

Els nostres resultats van confirmar I'efecte potenciador de la inflamacié cronica
sobre el procés tumorigenic, escurgant I'evolucidé i agreujant notablement les
lesions a la mucosa del colon. La major part dels canvis observats correlacionen
directament I'augment del nombre de cicles de DSS amb una inflamacié més severa
i una major proliferacié cel-lular. Com en altres estudis [1], la regié que es va veure
més afectada va ser el colon distal. El subministrament ciclic de DSS va produir
reduccions transitories en els pesos dels ratolins que se superaven quan es retirava
el DSS, tornant a un augment progressiu de pes. En el model muri AOM/DSS, la
monitoritzacid a través de criteris clinics (pes corporal i determinacié del DAI)
permet un seguiment longitudinal i podria reproduir I'evolucié clinica d’humans
amb colitis no tractades.

Tot i que el desenvolupament de cancer és factible subministrant Unicament cicles
repetitius de DSS en l'aigua de beguda, I'exposicié requerida és molt llarga i la
incidéncia i/o multiplicitat dels tumors induits és relativament baixa pel fet que la
capacitat del DSS de provocar mutacions és molt limitada, tot i el seu efecte
inflamatori [2]. El model AOM/DSS escollit per a valorar la contribucido de la
inflamacié al desenvolupament del cancer és adient perque permet reproduir els
efectes que provoquen els brots inflamatoris sobre la progressié de lesions
causades per l'administracié d’'un agent mutagen com I'AOM [3]. Donat que
actualment els pacients de colitis reben sistematicament tractament pal-liatiu,
aquest model muri podria ser util per contrastar el valor preventiu de mesures
dietetiques o farmacologiques per reduir el risc de desenvolupar CRC i aportar
dades interessants en relacié als mecanismes que justifiquen els seus efectes, aixi
com per aportar informacid orientativa respecte de possibles biomarcadors que
permetin identificar de manera preco¢ una evolucié cap a processos cancerosos.

L'augment de la multiplicitat tumoral, del pes de la melsa, del ratio pes/longitud, i
de la puntuacié final de la valoracié histologica del colon als grups AD, van
evidenciar el marcat efecte potenciador de la inflamacié sobre la proliferacié. A
I'estudi histologic, va destacar la severitat de les lesions del colon, amb important
participacié limfocitaria, entre els 3 i els 6 cicles de DSS en el model animal
AOM/DSS. El parametre que va destacar va ser el nombre d’ACFs del colon[1], que
son lesions precursores dels cancers de colon induit per agents cancerigens com
I’AOM [4]. Si els animals no reben AOM, els primers canvis morfologics i fenotipics
gue es poden relacionar amb el cancer colorectal associat a colitis es produeixen
entre els 6 i els 9 cicles de DSS.
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També es van realitzar analisis d'expressié geénica i d'immunoreactivitat,
seleccionant gens o proteines implicats en processos proliferacié, inflamacio, i
apoptosi, que a priori poden tenir un paper més rellevant en la tumorigenesi
associada a inflamacid:
* Immunoreactivitat: B-catenina (CTNNB), COX-2, PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) i ciclina D1 (CCND1).
* Expressio génica: ccndl, tgfbl, tir-2, tir-4, tI-9, myd88, cox-2 i bcl-2.

L’activacié de la via Wnt/B-catenina a I'epiteli del colon sembla ser un dels punts
clau al procés d’iniciacié de polips [5], relacié que s'ha demostrat en estudis amb
models murins de cancer colorectal induit per carcinogen [6]. A la literatura hi ha
evidéncies de la relacié entre l'alteracié de I'APC, regulador de la B—catenina, i el
desenvolupament de cancer colorectal [7]. A més del desenvolupament tumoral, la
B—catenina, que forma part del complex E-cadherina/B-catenina/a-catenina de les
Als, juga també un paper important a la inflamacié cronica, i podria ser Gtil com a
biomarcador del cancer associat a colitis [6]. En coincidéncia amb els nostres
resultats, altres autors han assenyalat que |'administraci6 de AOM causa
acumulacié nuclear de B-catenina [8]. Al nucli, la B—catenina forma el complex
transcripcional B—catenina/TCF/LEF (T cell factor/lymphocyte enhancer factor), i
s'inicia la transcripcié de gens vinculats a processos de proliferacié, com ccnd1 i cox-
2 [9] [10]. La hiperactivitat d’aquesta via, per tant, seria en part responsable del
desenvolupament dels tumors [11]. (Figura D.2)

Els nostres resultats mostren un augment de la d'immunoreactivitat per la CCND1 i
PCNA, ambdds associats a la proliferacié. La CCND1 regula el cicle cel-lular (forma
complex amb CDK4 o amb CDK®6, en la transicio de I'etapa G, a la S) i el PCNA és un
cofactor de la DNA polimerasa delta [12]. La localitzacié del marcatge assenyalava
les zones on es trobava una activitat replicativa, confirmant una major proliferacié
en augmentar el grau de displasia i la severitat de la inflamacié. Possiblement,
aquesta activitat replicativa es pot associar amb ['activitat de les vies Wnt i TLR.

L'analisi d’expressio de tgfbl va evidenciar nivells elevats en el teixit inflamat (tant
al grup D com al grup AD) i baixos al teixit no inflamat (al grup A, tant el teixit
tumoral com no tumoral).La via del TGF(transforming growth factor-beta)-B juga un
paper important en la modulacié de la carcinogénesi de colon en humans [13].
Mentre a les cel-lules normals el TGFB atura el cicle cel-lular a I'etapa G; i promou
I"apoptosi [14] [15] [16], en situacions patologiques el TGFB pot potenciar la divisid
cel-lular [17] [16]. Aixi, en un ambient proinflamatori pot predominar la seva accié
proliferativa i no es pot descartar el seu efecte protumorigénic. A la literatura es
parla d'una forta correlacid entre el grau de displasia i I'expressio alterada dels TGFs
en els ACFs, i per aix0 és dificil demostrar canvis d'expressié de prou magnitud en
lesions molt incipients [17] (tot i que els teixits estudiats al nostre treball
presentaven ACFs i criptes amb diferents graus de displasia, i hem observat canvis
d’expressio de tgfb1). (Figura D.11)
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La familia dels TLRs té un paper clau en la deteccidé de patogens i la iniciacié de
respostes inflamatories [18]. La seva activacié sembla tenir un paper rellevant en la
generacio de displasies com evidencia el fet que ratolins germ free no desenvolupin
displasies ni cancer colorectal associat a colitis [19] [20]. També s’ha demostrat que
la senyalitzacié alterada de les vies TLR pot agreujar el dany tissular, provocar una
inflamacié persistent, i propiciar fenomens de tumorigénesi associada a inflamacié
[21] [19]. El TLR2 sembla tenir un paper protector del desenvolupament de cancer
colorectal associat a colitis en el model muri AOM/DSS [22]. En canvi, en estudis de
pacients amb IBD no es troben variacions de tir-2 [23], cosa que concorda amb els
nostres resultats amb el model muri. Pel que fa a tir-4, s’ha trobat sobreexpressat
en biopsies de pacients amb UC i CD [24], alteracié que també vam observar en el
teixit no tumoral del grup AD. Recentment s’ha descrit que el bloqueig de TLR-4
amb anticossos redueix la mida dels tumors, suggerint que I'absencia de TLR-4
protegiria del desenvolupament de displasia [25]. Els nostres resultats també
suggereixen la participacié de TLR-4 en la tumorigénesi: trobem nivells d'expressid
elevats en el teixit no tumoral i baixos en els tumors del grup AD. En la literatura
també es destaca la importancia de TLR-9 en I'homeostasi intestinal [26] exercint
una doble funcié: al domini basolateral TLR-9 produeix la degradacié de IkBa i
I'activacié de la via NF-kB, mentre que I'estimulacié del TLR-9 apical condueix a
I'acumulacié IkBa ubiquitinat al citoplasma, evitant I’activacié de NF-kB [26]. A més,
I'estimulacid del TLR-9 apical confereix refractarietat a posteriors estimulacions [26]
i, tIr-9 presenta nivells d'expressid elevats en pacients amb colitis activa [27]. Aixi
doncs, considerem els nivells d’expressié alts de t/Ir-9 observats en teixit no tumoral
del grup AD com a indicadors d'un estadi inflamatori cronic anterior a l'aparicié de
displasies. Caldria estudiar si hi pot haver una relacié entre la hiperactivitat de TLR-4
i la inactivacié de TLR-9 en el CAC. També hem volgut tenir en compte la implicacié
d'una proteina adaptadora important en la senyalitzacié de la via TLR, la MyD88
[21], que senyalitza i activa diverses cascades de transduccié com les del NF-kB,
MAPKs (mitogen-activated proteinkinases) i membres de la familia del factor
regulador interfero (IFN) [28], activant la resposta immune i afavorint Ia
carcinogenesi [29] [30] [31]. Els nostres resultats mostren que I'expressié de myd88
es manté sense canvis significatius, mentre que els nivells d’expressié génica de tir4
i tlr9 varien, suggerint que altres proteines adaptadores podrien tenir un paper més
rellevant en aquest procés. Una alternativa podria ser TRIF (TICAM), que també pot
arribar a activar NF-kB, important regulador de processos inflamatoris, proliferatius
i antiapoptotics [32] [33], després de la degradacié del seu inhibidor IkBa [32]. La
literatura també indica que en algunes situacions, TRAF6 (tumor-necrosis-factor-
receptor-associated factor 6) pot enllagar-se a TRIF i activar NF-kB [31]. Aixi doncs,
tot i que no trobem una alteracié de I'expressié de myd88 que es correlacioni amb
els canvis observats en tir-4 i tir-9, cal assenyalar que a través de TRIF/TLR4 es
podria modificar I'activacié de NF-kB [34]. També valdria la pena valorar si els canvis
en l'activitat dels TLRs podrien deure's a alteracions en els seus reguladors negatius:
estudis en IECs han evidenciat nivells elevats de TOLLIP (toll-interacting protein;
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proteina amb domini Toll/IL-1R) que atenuen la resposta a LPS [35], mentre que en
malalts de UC s'ha trobat nivells baixos de PPARy (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma; inhibidor de la via NF-kB) [36]. Els resultats dels nostres estudis
suggereixen que TOLLIP i PPARy podrien estar disminuits en els grups que
presenten inflamacid. (Figura D.8)

La ciclooxigenasa (COX) participa en la fase inicial de la sintesi de prostaglandines,
convertint I'acid araquidonic en prostaglandina H,, precursor de la resta de
prostaglandines. Dels tres isoenzims descrits, COX-2 és indetectable a la majoria de
cél-lules normals perd esdevé abundant en macrofags i d’altres cel-lules en una
inflamacié [37]. De fet, NF-kB és un dels factors que controlen I'expressié de cox-2
[38] [3]. També s’ha demostrat que COX-2 s’expressa en els processos de
tumorigenesi en el colon [39], en particular, al citoplasma de les cél-lules d’epiteli
neoplasic de colon, mentre que I'epiteli normal és negatiu per la COX-2 [40]. Altres
estudis amb models murins AOM/DSS, han demostrat que I'expressié de COX-2 esta
incrementada en cel-lules neoplasiques amb mutacions al supressor tumoral Apc
[40], pel que hi pot haver una relacié causa-efecte entre la via Wnt i la COX-2.
L'acumulacié de B-catenina citosolica als grups AD i D suggereix una major
transcripcié de la via Wnt, augmentant aixi els nivells de COX-2. Pero I'expressié de
cox-2 només augmenta significativament al teixit tumoral del grup AD, coincidint
amb altres estudis que han demostrat que la produccié de COX-2 no és la
responsable d’iniciar el desenvolupament de cancer colorectal associat a colitis
[41], tot i que el pot potenciar. Fukata et al van suggerir que I'expressié de COX-2
també és dependent de TLR-4 i Myd88 en les cél-lules epitelials intestinals del
model muri AOM/DSS, on TLR-4 facilita la carcinogénesi incrementant la
proliferacié i inhibint I'apoptosi [42] (la COX-2 aporta resisténcia a I'apoptosi
inhibint la via intrinseca [43]). A més, als nostres resultats es van observar nivells
elevats d’expressio geénica de tir-4 en el teixit no tumoral del colon dels ratolins del
grup AD, la qual podria comportar una sobreproduccié de COX-2 que, al seu torn,
afavoris processos de proliferacié. Seria doncs interessant corroborar aquest Iligam
amb la via Wnt. (Figura D.9)

El factor Bcl-2 forma part d'una familia de proteines que comparteixen almenys un
de quatre dominis BH (homologia bcl-2). Bcl-2 té funcions antiapoptotiques mentre
qgue d’altres membres de la familia sén factors proapototics [44]. L’analisi
d’expressio de bcl-2 va mostrar una important disminucié en grups amb inflamacid,
tant D com AD. Aix0 podria indicar que hi hauria un major nombre de cel-lules en
apoptosi durant la inflamacié. Per tant, s'hauria de valorar o bé mecanismes
antiapoptotics alternatius al Bcl-2, o bé realitzar una analisi més acurat de les
possibles cél-lules resistents a I'apoptosi que poden mantenir-se en la inflamacié
cronica i proliferar (potser una valoracid d'immunoreactivitat enfront del Bcl-2
tissular del colon del grup AD). (Figura D.10)
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Un dltim indicador d’inflamacié analitzat va ser I'expressié d’il10 (Figures 1.16 i
1.22). L'expressio d’il10 disminuia més en els grups amb inflamacid, especialment
en el cas del teixit no tumoral AD. Ates que la IL10 pot induir canvis notables en les
poblacions de limfocits que afecten al desenvolupament tumoral, aquest resultat
fonamenta l'interés d’un estudi fenotipic de les poblacions leucocitaries.

5.1.2 Canvis d’expressio de miRNAs

Un cop analitzats els canvis d’expressié dels gens que hem mencionat, vam
plantejar-nos valorar el nivell d’expressié de determinats miRNA. Dins de
I"amplissim ventall de miRNA descrit vam seleccionar-ne un grup que s’havia
considerat rellevant en anteriors estudis sobre el CRC, prenent com a referéncia el
treball de Slaby et al [45]). En tractar-se de molécules capaces d'afectar més d'un
procés (cada miRNA pot tenir molts mRNAs diana i cada mRNA pot estar regulat per
més d’'un miRNA [46]), I'alteracid de la seva expressié podria contribuir a la iniciacio
del cancer associat a inflamacid, o ser un marcador de la progressié tumoral i la
metastasi [47] [45]. Aixi, per exemple, diversos miRNAs participen en la regulacié de
vies de proliferacié i supressié de tumors ja conegudes, implicades en la patogénesi
del CRC com son les vies Wnt/B-catenina i p53 [45].

Al nostre estudi es va evidenciar I'expressié alterada dels miR-135a, miR-21, miR-
145, i miR-34a en teixit tumoral, que disminuien en preséncia d’inflamacié. En el
model de Slaby (Figura 1.23) s’assenyala que miR-135a augmenta en I'estadi inicial i
miR-21 en diversos estadis del CRC. El fet que en tumors associats a colitis (animals
del lot AD) es trobin disminuits ens va fer pensar que podrien estar implicat en
processos que marquin la diferéncia entre CRC i CAC. Per contra, els canvis trobats
en miR-145 i miR-34a sén en la mateixa direccié que els que es descriuen en el
model esmentat.

Un cop constatades aquestes alteracions, hem realitzat una analisi bioinformatica
dels gens diana candidats dels miRNAs d’interés, assenyalant algunes de les dianes
que a priori poden intervenir en processos tumorigenics. Fruit d’aquesta analisi,
hem ressaltat les seglients dianes dels miRNA d’intereés:
* peramiR-135a: ptk2, stat6, i jak2;
* per a miR-21: pelil, tiam1, fasl, stat3, smad7, il12a, pdcd4, jagl, btg2, i
tgfbr2;
* per a miR-145: rtkn, angpt2, smad3, ctnnd1, tgfbr2, irs1, socs7, birc5, pak4,
i kif4;
* iperamiR-34a: notchl, lef1, notch2, vcl, jag1, wntl, i bcl2.

A partir d'aguestes associacions miRNA-mRNA diana, hem realitzat una recerca
bibliografica per analitzar les possibles repercussions que suposaria el canvi
d'expressid dels miRNAs associats a inflamacid i tumorigénesi.
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La via del Wnt/B-catenina

En absencia del lligand Wnt, la B-catenina citoplasmatica és fosforilada rapidament
per APC, CKla (casein kinase | «) i per GSK3B (glycogen synthase kinase 38)
activada amb la qual forma un complex estable. Aquestes fosforilacions eviten
I’'acumulacié de B-catenina, que és ubiquitinitzada i degradada [11]. (Figura D.1)

S’ha demostrat que la proteina antitumoral APC és diana del miR-135a, de manera
que lI'expressio elevada de miR-135a promou la progressiéo d’adenomes colorectals
a adenocarcinomes [11] per l'activacié de la via Wnt/B-catenina [48]. Els nostres
resultats dels grups AD mostren una disminucié de I'expressié del miR-135a
juntament amb un augment del marcatge de B-catenina citoplasmatica (analisi per
IHQ; Figura 1.11), cosa que suggereix que l'increment d'APC no tingués prou entitat
per, evitar I'acumulacié de la B-catenina al citoplasma.(Figura D.1)

Degradation

Figura D.1. Mecanisme a través del qual s'elimina normalment la B-catenina del citoplasma.[11] [48]
En una situacid normal, la B-catenina no s’acumula al citoplasma ni es transloca al nucli perque
existeixen mecanismes que ho eviten.

A la via canonica del Wnt, la unié de Wnt al receptor transmembrana FZD (Frizzled)
forma un complex amb els co-receptors LRP (Low-density-lipoprotein receptor-
related protein; LRP5/6), que fosforila i activa Dsh (Disheveled). L'activacié de Dsh
inhibeix GSK3p i, per tant, deixa de formar un complex estable amb la B-catenina,
disminuint la degradacié d’aquesta per ubiquitinitzacié i degradacié proteosomal.
Es produiria, doncs, una acumulacié de B-catenina en citoplasma i nucli, on
interactua amb co-reguladors de transcripcié que inclouen el complex TCF/LEF per
formar un complex B-catenina/LEF/TCF. Aquest complex regula la transcripcié de
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multiples gens implicats en proliferacié cel-lular, diferenciaci6, supervivencia i
apoptosi, que inclouen c-myc, c-jun, aktl, B-catenina, tiam1 (T-cell lymphoma
invasion and metastasis 1), stat3 (signal transducer and activator of transcription 3),
survivina (birc5), o ciclina d1 [49] [50] [11] [51]. (Figura D.2)

p120 @

C-Jun
C-Myc
BIRC3

~ TIAM1
HOAG/E_ b-catenin STAT3
AKT1
miR-34a LEF/TCF Cyclin D1

B-catenin

C Un ik S’.‘Q'..v

Figura D.2. Via canonica, amb lligand Wnt.[50] [11] [51] [10] [52] [53] [54]

PAK4 (p21 activated kinase 4) forma part d'una familia de serin/treonin
proteincinases, que regulen la reorganitzacié citoesquelética, la motilitat cel-lular, el
desenvolupament embrionari, la supervivéncia i la regulacié genica. S’ha demostrat
gue la sobreexpressié de PAK4 permet la formacié de tumors, i la seva supressio la
inhibeix; aix0 és perquée constitutivament PAK4 modula la senyalitzacié de la B-
catenina [51] [53]. Segons el nostre estudi, PAK4 seria diana del miR-145, i la
disminucié dels nivells d’expressié de miR-145 en tumors del grup AD i I'acumulacié
de la B-catenina al nucli, serien compatibles amb un augment dels nivells de PAKA4.
La catenina 6-1 (p120) és part del complex E-cadherina-catenines i modula PAK4.
S’ha demostrat p120 és diana de miR-145, contribuint a la translocacié aberrant de
la B-catenina per part de PAK4 en els grups que presenten disminucio dels nivells de
miR-145 [52] [10]. (Figura D.2)

Segons els estudis que hem realitzat, Wntl seria diana de miR-34a, pel que la via
no-canonica de Wnt també podia estar activada en el grup AD (amb el miR-34a
disminuit). En aquesta via, la B-catenina no es veu afectada, sind que s’activen
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molecules efectores com les INKs (c-Jun N-terminal kinase) [49]. Alguns estudis
sobre models AOM/DSS mostren que I'augment de I'activitat de les JNKs accelera la
tumorigenesi [55]; i en d'altres, la perdua de JNK resulta en una expressié elevada
de B-catenina i dels gens diana del complex B-catenina/TCF[11]. Per aixo, la via no-
canonica Wnt no semblaria tenir un paper clau en el desenvolupament tumoral del

grup AD. (Figura D.3)
T e
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miR 145
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Degradation
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Gens diana

miR-34a )
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Figura D.3. Via no-canonica, amb lligand Wnt. [49] [11]

Entre els reguladors positius del complex B-catenina/TCF/LEF es troben TIAM1 (T
lymphoma invasion and metastasis 1) i STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3).(Figura D.4) Tiam1 es troba sobreexpressat en molts CRCs, i és
possible que pugui funcionar com a regulador positiu de la via Wnt candnica. TIAM1
és una diana corroborada de miR-21 [56] i un mediador de la via Wnt (a través de
I'activacié de la GTPasa Racl, activa el complex B-catenina/TCF [5] [50]). TIAM1
podria doncs potenciar la proliferacié tumoral en el model AOM/DSS: el grup AD va
presentar disminucié del miR-21, de manera que els tumors del grup AD podrien
tenir una alta expressié de TIAM1 que retroalimentés la tumorigénesi a través de la
via Wnt. (Figura D.4A) El complex B-catenina/TCF4 també regula el promotor del
gen stat3, i 'STAT3 activat indueix I'acumulacid citoplasmatica de la B-catenina [11].
Els nostres resultats donarien suport a la importancia d’aguest mecanisme de
retroalimentacid, que es pot relacionar amb nivells alts de STAT3 per la disminucié
de miR-21 en tumors del grup AD del model muri estudiat.(Figura D.4B)
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Figura D.4. Regulacié positiva del complex B-catenina/TCF/LEF. A) Regulacié pel TIAM1; i B) regulacio
per I'STAT3. [5] [50] [56] [11] [57]

Entre els reguladors negatius del complex B-catenina/TCF/LEF hi ha el KLF4
(Kriippel-like factor 4). Aquest factor de transcripcio es troba altament expressat en
I'intesti huma normal, és critic per la diferenciacid intestinal i inhibeix la
senyalitzaci6 de Wnt a través de la interaccié directa amb el complex B-
catenina/TCF4 [11]. El miR-145 té KLF4 com a diana directa [58], de manera que
caldria esperar uns nivells elevats de KLF4 al grup AD. L’alta incidéncia de tumors en
aquest grup fa pensar que I'accié de KLF4 podria ser una resposta compensatoria a
I"activacié de diverses vies tumorigéniques.

L'acumulacié de B-catenina observada, que activaria la proliferacié cel-lular a través
del complex B-catenina/LEF/TCF [11], també es podria deure a altres motius
independents de la via Wnt. (Figura D.5) Un d’ells seria la dissociacio del complex E-
cadherina/a-catenina/B-catenina (Figura D.5: #), que depén també de la
fosforilacié de B-catenina a través de: (i) I'activacido d’EGFR, i (ii) la fosforilacid de la
a-catenina [11]. Un altre motiu seria I'activitat de I’AKT1 (PKB) (Figura D.5: @),
mediador principal de la via PI3K/AKT activat indirectament per PTK2 (Protein
Tyrosin Kinase 2; o bé FAK; Focal Adhesion Kinase). Segons el nostre estudi, PKT2
seria una diana candidata del miR-135a, pel que, en els tumors del grup AD, la via
PI3K/AKT podria estar sobreactivada, augmentant la proliferacié cel-lular. L'AKT
també activa la proteina antiapoptotica Survivina/BIRC5, que proposem com a
diana de miR-145, i que esta expressada en la majoria de cancers com a resultat de
I"activacié de diversos factors de transcripcié oncogenics com NF-kB, STAT3, Notch, i
el complex B-catenina/LEF/TCF [11] [59] [60]. També hi ha publicacions que han
associat nivells baixos de PDCD4 (programmed cell death 4) amb la inhibicié de la E-
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cadherina i una acumulacié de B-catenina [61]. (Figura D.5:§) Als nostres resultats
proposem PDCD4 com a diana de miR-21. PDCD4 estaria elevat en els tumors del
grup AD i I'acumulacié de B-catenina dependria d’'un mecanisme diferent de PDCD4.

miR-145

Proliferation

b-catenin
LEF/TCF

Gens diana
de la via Wnt

miR-34a

Figura D.5. Altres acumulacions de B-catenina. El significat dels simbols (2, # i §) es troba comentat al
redactat.[60] [11] [61] [59] [62]

Adhesio cel-lular

Les alteracions a les TJs comporten un augment de permeabilitat paracel-lular [63].
En el cas del colon, I'enorme quantitat d’antigens, productes bacterians i estimuls
potencialment inflamatoris a la llum intestinal fa que una major permeabilitat pugui
ser particularment rellevant. L'accés d’aquestes substancies a lI'interstici estimularia
la senyalitzacid TLR, provocant la secrecié de citocines, les quals al seu torn
alterarien també la funcid barrera [64] i afavoririen la sobreexpressié de COX-2, i la
sintesi d'alts nivells de prostaglandines. Aquestes uUltimes promouen la produccié de
factors de creixement, com ara el EGF (epidermal growth factor; factor de
creixement epidermic) [65]. Com a resultat d’aquest procés es pot generar un cercle
viciés en el qual I'increment de permeabilitat reforci respostes proliferatives de
I'epiteli.
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Figura D.6. Model de la participacié de TIAM i Vcl en I'adhesié cel-lular.[66] [63] [68] [59] [69] [70]
[56]

La Vcl, present als complexos de proteines que formen les TJs [63], ha estat
corroborada com a diana de miR-34a en cél-lules Hela [66]. La baixa expressio de
miR-34a en el teixit tumoral del grup AD podria donar lloc a nivells elevats de Vcl,
ocasionant canvis en els mecanismes de tensié del citoesquelet de la cél-lula.
Aquest és un dels factors que podrien contribuir a la displasia observada. (Figura
D.6)

TIAML1 intervé en I'adhesid cel-lular, la motilitat, la resistencia a I'anoikis [67]) i la
progressié del cicle cel-lular [59] [68]. TIAM1 es troba sobreexpressat en el CRC, fet
que esta associat a un alt potencial agressiu i metastatic de CRC [68] [59]. Aix0 es
pot deure al seu rol en el manteniment de les Als i les TJs, i en la polaritzacié apical-
basal de I'epiteli [69]. Considerant que hem trobat nivells baixos de miR-21 i que
TIAM1 n’és una diana corroborada en el CRC [56], podem assumir que TIAM1 es
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troba elevat en el teixit tumoral del grup AD i podria alterar la via Wnt i afavorir les
alteracions observades en I'arquitectura tissular del colon. (Figura D.6)

El p120, possible diana del miR-145, enllagca amb el domini citoplasmatic de les
cadherines i pot promoure la migracié cel-lular [52]. A la vista del fet que no hem
trobat evidéncies de metastasi, proposem que I'augment de p120 que seguiria a la
disminucié del miR-145 actuaria com a modulador de PAK4 (translocant junts la B-
catenina), més que no pas afavorint la migracio cel-lular. (Figura D.7)

Cell
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miR-135a
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Stress fibers i’
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Figura D.7. Representacio de la participacio dels p120 i APC a I’adhesio6 cel-lular.[71] [52] [48]

Via TLR

Diversos miRNAs estan implicats en la regulacié de la senyalitzacié dels TLRs i de
vies de la immunitat innata [21]. Per altra banda, I'activacié dels TLRs pels seus
lligands és capag¢ d’induir miRNAs [72] i alguns d’ells es troben augmentats en
diversos tipus de cancers [73]. Es possible, doncs, que la inflamacié cronica porti a
I'expressié desregulada de miRNAs activats per una sobreexpressié de TLRs, o per
una activacié perllongada dels seus lligands, contribuint a la patogénia de Ia
malaltia [74]. A la Figura D.8 es mostren les principals interaccions conegudes entre
miR-21 i vies TLR.

El miR-21, tot i estar classificat com a ‘onco-miR’ per la seva expressié aberrant en
nombrosos cancers, també és clau en moltes vies d’inflamacié i en la senyalitzacié
dels TLRs [75] [76]. PDCD4, diana corroborada a la literatura[77], és un supressor
tumoral crucial en la regulacié negativa de la resposta inflamatoria a LPS, on actua
com agent antiinflamatori en un feed-back negatiu[78]: I'activitat de NF-kB és
necessaria per a la induccié de miR-21 i, via PDCD4, miR-21 inhibeix NF-kB i les
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seves dianes transcripcionals proinflamatories [75] [79]. La disminucié de miR-21
augmentaria els nivells de PDCD4 i incrementaria I’activacié de NF-kB aixi com de la
citocina proinflamatoria IL-6, i disminuiria els nivells de la citocina antiinflamatoria
IL-10. Precisament als nostres experiments es produeix la disminucié de miR-21 en
els tumors dels grups AD, aix0 suposaria un augment de PDCD4 que afavoreix
I'activacié de NF-kB; malgrat tot, els nostres resultats suggereixen una activacid
considerable de NF-kB al colon dels ratolins amb inflamacié (també en el teixit no
tumoral del grup AD, on el miR-21 es troba elevat i, llavors, PDCD4 estaria
disminuit). Aixo podria deure’s a una altra de les dianes que proposem per miR-21:
Pellinol (Pelil). Pelil és una ubiquitin-ligasa implicada en I'activaci6 d’NF-kB a
través de la senyalitzacié dependent d’IL-1R/TLR, i ja ha estat corroborada com a
diana de miR-21 en teixit hepatic [80]. La disminucié de miR-21 trobada en el grup
AD suggereix que la participacié de Pelil i PDCD4 podria reforgar I'activacio final de
NF-kB en la via dels TLRs. La capacitat de la familia dels Pellinos per enllagar tant
amb IRAK1 com amb TRAF6, els assenyala com elements essencials per I'activacié
final de NF-kB. A més, s’ha observat que Pelil no activa la via de les MAPK,
reforgant I'argument de I'activacié del NF-kB [81] [76] [82]. (Figura D.8)

C-MYC, Pri-miRNA (miR-21), PTK2, COX2
IL-6, IL-19, STAT3, CCND1, Bcl2, TNFa, IL-1

Figura D.8. Via de senyalitzacio dels TLRs.[31] [81] [83] [34] [84] [79]
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Via COX-2

L'activitat de HIF-1a, regulador de VEGF [85] [86], afecta tant a I'angiogénesi
tumoral [87] com a la produccié de COX-2. Segons el nostre estudi predictiu, HIF-1a
és diana potencial del miR-145, reduit en el teixit tumoral del grup AD. De manera
que la disminucié de miR-145 podria potenciar I'angiogenesi via HIF-1a, activant
processos de proliferacié tumoral i afavorint la produccié de COX-2. (Figura D.9)
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Figura D.9. Resum de la implicacié de COX-2, miR-145 i HIF-1a al model muri estudiat.[88] [42]

S’ha descrit també que els monocits circulants TEM (TIE2-expressing monocytes)
humans i murins s’acumulen en arees perivasculars i d’hipoxia dels tumors, i
contribueixen a lI'angiogénesi. Els TEM expressen el fenotip TIE2+ VEGF+ CCR2-
CCR5+. TIE2 és receptor d’ANG2 (angiopoietin-2; ANGPT2), que activa una
vasculogenesi alternativa al VEGF. La hipoxia estimula I'expressié i I'activitat
proangiogénica d’ANG2 en macrofags humans i murins [89]. S’ha vist que el
bloqueig d’ANG2 desactiva els TEMs, inhibint el creixement tumoral, 'angiogenesi i
la metastasi en molts models murins [90] [91]. Hem assenyalat 'ANG2 com a diana
teorica de miR-145, que esta disminuit en el teixit tumoral del grup AD. Aixi, podria
haver-hi un augment d’ANG2, capa¢ de promoure l|'angiogénesi i per tant el
desenvolupament tumoral en concomitancia amb la inflamacié.
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Apoptosi

La disminucié de I'apoptosi pot ser deguda a la inactivacié de factors apoptotics o a
I'activacié de factors antiapoptotics. En aquest treball hem volgut considerar
ambdues possibilitats.

S'ha demostrat que el mecanisme apoptodtic predominant en la UC és la via
extrinseca en la qual intervé FasL [92], una diana tedrica de miR-21. Perd no
observem l'efecte antitumoral que esperariem si FasL augmentés, com caldria
suposar davant una reduccié de miR-21. (Figura D.10). FasL podria estar intervenint
en la mort de les nombroses cél-lules epitelials i immunocits en I'estadi inflamatori,
pero no ser el mecanisme predominant per produir I'apoptosi de cel-lules tumorals.

El supressor tumoral p53 intervé en el cicle cel-lular induint la seva aturada i la
reparacié del DNA, i en I'apoptosi activant mecanismes proapoptotics i inhibint els
antiapoptotics [93]. El p53 és activat per I'expressié desregulada d’oncogens, com c-
Myc i Ras, via ARF-MDM2 [94] [95]. En models AOM/DSS la immunoreactivitat a
p53 s’ha trobat disminuida [96], suggerint una inhibicié de la via de p53 associada a
la inflamacié. També s'ha comprovat que p53 actua com regulador post-
transcripcional modificant els membres de la familia miR-34 [94] i en situacions
d’estres cel-lular podria facilitar la regulacié simultania de diversos processos [94].
Com p53, els membres de la familia miR-34 poden considerar-se supressors
tumorals [45]. En el CRC s’han trobat nivells disminuits del miR-34a [97], que
podrien suposar un avantatge selectiu per les cél-lules cancerigenes, ja que faria
possible la sobreexpressido de dianes relacionades amb processos de proliferacié
cel-lular [94]. MiR-34a té com a dianes BIRC5 i Bcl-2 (també suggerides al nostre
estudi predictiu), entre d'altres [94]. (Figura D.10)

L’activacié de BTG2, via p53, és un altre mecanisme que disminueix la proliferacié i
afavoreix I'apoptosi frenant el desenvolupament tumoral [98]. Segons |'estudi
predictiu que hem realitzat, BTG2 seria diana del miR-21, el qual es troba disminuit
a les mostres de teixit tumoral del grup AD. BTG2 podria ser doncs un senyal
compensatori front a I'activacié d'altres vies tumorigeniques que estaria inhibint la
proliferacié tumoral en el model AOM/DSS. (Figura D.10)

El factor antiapoptotic Bcl-2 és una diana d'interés de miR-34a que ha estat
confirmada [99]. Tot i que la disminucié de miR-34a en el teixit tumoral del grup AD
suposaria un augment dels nivells de Bcl-2, I'analisi d’expressié de bcl-2 va mostrar
una important disminucié en grups amb inflamacié, tant D com AD. Aixd podria
reflectir que en la finestra temporal en la qual hem realitzat I'analisi de Bcl-2,
estiguem veient encara un predomini d’apoptosi relacionat directament amb el
fenomen inflamatori, més que no pas en la tumorigénesi. Aixi, la participacio
d’aquest factor podria tenir un paper més relacionat amb la inflamacié que no pas
amb la tumorigénesi. (Figura D.10)
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Un altre mecanisme antiapoptotic és la inactivacié de la ProCaspasa-8 per part del
PAK4 [100], el qual és una diana de miR-145 suggerida a l'estudi predictiu i
corroborada a la literatura [53]. La disminucié de miR-145 augmentaria els nivells
de PAK4, induint un efecte antiapoptotic a través de la inhibicié de la ProCaspasa-8 i
Bad. De fet, el paper antiapoptotic de miR-145 s’ha demostrat amb la restauracié
dels seus nivells en linies cel-lulars de CRC [101]. KLF4 és una altra diana suggerida
de miR-145 i corroborada en cél-lules mare embrionaries humanes [58]. En linies
cel-lulars intestinals s’ha trobat que KLF4 regularia el pas o cap a I'aturada del cicle
cel-lular o cap a I'apoptosi, depenent de I'abast del dany del DNA [102]. Un ultim
mecanisme antiapoptotic modulat per miR-145 seria el mediador antiapoptotic
RTKN [103], diana de miR-145 corroborada en estudis de cancer de mama [104], i
que segons el nostre estudi predictiu podria estar elevat als tumors del grup AD.
(Figura D.10)

ROS, DNA damage - T
Proliferation {

Proliferation
Apoptosis

Figura D.10. Representacié adaptada de I'apoptosi.[105] [95] [106] [45] [98] [100] [53] [58] [102]
[103]

Via del TGFB

L'estudi predictiu realitzat va suggerir que TGFBR2 podria ser diana de miR-21 i de
miR-145, SMAD3 diana de miR-145, i SMAD7 diana de miR-21. En linies cel-lulars,
altres autors han confirmat TGFBR2 [107] i SMAD7 com a dianes de miR-21 [108]
[109]. Nosaltres hem observat una disminucié d’expressié d’aquests miRNAs en el
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teixit tumoral del grup AD, fet que suggereix que els nivells de les dianes es
trobarien elevats, afavorint la proliferacid. (Figura D.11)

=

miR-145 .——'I miR-145

Proliferation
Apoptosis

TGFB-induced genes

Figura D.11. Model de la possible relacié entre els miRNAs estudiats i les seves dianes a la via
TGFB.[110] [37]

Vies STAT

A l'estudi predictiu que hem realitzat, diversos elements de les vies STATs sén
possibles dianes dels miRNAs que hem trobat modificats: STAT3 (diana de miR-21),
STAT®6 (signal transducer and activator of transcription 6; diana de miR-135a) i JAK2
(Janus kinase 2; diana de 135a). (Figura D.12)

STAT3 participa en processos de proliferacié cel-lular (diferenciacio, regeneracid
cel-lular, angiogenesi i tumorigenesi), apoptosi (evasié de I'apoptosi en tumors),
metastasi i també en la resposta immune (inflamacié i evasié de la resposta
immune en tumors)[111]. La inhibicio de la via JAK2/STAT3 indueix apoptosi en CRC,
a través de la via intrinseca [112]. La proliferacié tumoral observada al grup AD del
nostre estudi reforca la teoria de I'actuacié de JAK2/STAT3 com a mecanisme
antiapoptotic (elevats, en disminuir miR-135a i miR-21). També hi ha evidéncies de
la participacié de STAT3 en molts cancers (inclosos pacients amb CAC) a través de la
cascada NF-kB-IL-6-STAT3 [113] [114], la qual és un important regulador de la
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proliferacié i de la supervivencia de cél-lules epitelials tumorals. El STAT3 epitelial és
intervé en la senyalitzacié d' IL-6, un important promotor tumoral al CAC [115].
S’han trobat nivells elevats d’IL-6 i IL-17A al microambient intestinal, i un increment
de STAT3 fosforilat en els ACFs en models murins AOM/DSS [22]. A més, miR-21
forma part d’un circuit de retroalimentacié tumoro-inflamatori en el que STAT3
activa directament miR-21, i aquest indirectament manté NF-kB activat [116] [21].
Suposem, per tant, que la cascada NF-kB-IL-6-STAT3 es trobaria hiperactivada en el
teixit tumoral del grup AD. (Figura D.12)

A la literatura s’evidencia un increment de STAT6 fosforilat a I'epiteli de colon
d’individus amb UC [117] i una relacié de STAT6 amb el desenvolupament tumoral
[118]. Hi ha estudis que també han relacionat el canvi d’activacié de STAT6 a STAT3
amb I'aparicié de displasies en pacients amb colitis [114]. Al teixit tumoral del grup
AD estudiat, hi vam observar disminucié tant de miR-21 com de miR-135a, de
manera que els nivells de STAT3 i STAT6 aparentment estarien elevats.

C Akt D JAifz ¢— mir1353 |

Figura D.12. Model adaptat de la possible participacié de STAT3 i JAK2 al nostre estudi.[116]

A la literatura es relaciona l'activacié de STAT3 i STAT6 amb la polaritzacié de
macrofags M2, precursors dels macrofags associats a tumors (TAMs). De fet, s’ha
demostrat que l'activacié constitutiva de STAT3 en cel-lules tumorals i en diverses
cel-lules immunes infiltrants en tumors, incloent-hi els TAMs, inhibeix la produccié
de citocines i quimiocines proinflamatories [119]. Aixi doncs, STAT3 i STAT6 podrien
estar implicats en el desenvolupament del CAC, i caldria aclarir el paper que
realitzen. (Figura D.12)

Altres vies

El nostre I'estudi predictiu també va identificar candidats de les vies de la insulina i
Notch: IRS-1 (insulin receptor substrate-1; diana de miR-145; corroborada a la
literatura en mostres de CRC [120] i de UC [121]), Notchl, Notch2 (dianes de miR-
34a), i Jagl (Jagged-1; lligand de Notch, i diana de miR-21 i miR-34a). Son resultats
gue podrien tenir rellevancia perqué s'han trobat relacions amb processos associats
amb tumorigenesi. Pel que fa I'IRS-1, sovint s’han trobat els nivells elevats en
cancers humans i baixos, o fins i tot absents, en condicions fisiologiques [122].
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L'activacié de IRS-1 inhibeix I'apoptosi i la diferenciacid cel-lular [123], i afecta vies
de senvyalitzacié com PI3K/AKT i ERK/MAPK [124] [45]. La disminucio de miR-145
podria, doncs, incrementar la senyalitzaci6 d’aquestes vies i afavorir la
tumorigenesi. Altres evidencies han confirmat per una banda que les vies de
senyalitzacio de Notch i NF-kB regulen respectivament la funcié de cél-lules mare i
la inflamacié a l'intesti [125], i per una altra que les vies Wnt, i Notch, s'han trobat
simultaniament activades en el CRC [126]. Per aix0, estudis exhaustius sobre
aquesta via podrien aportar informacié valuosa sobre el desenvolupament del CAC.

Amb aquests estudis hem volgut realitzar una analisi prospectiva de les possible
consequéncies dels canvis d’expressié d’aquests microRNAs sobre el
desenvolupament tumoral en un context inflamatori. La verificacié del valor de miR-
1350, miR-21, miR-145, i miR-34a com a conjunt biomarcador requeriria valorar si
aquests canvis es reprodueixen en altres models animals de CAC i quantificar els
canvis d’expressié en cadascun dels gens diana indicats, tasca que per la seva
dimensié i complexitat ultrapassa els objectius d’aquest treball.

5.2 Estudis en mostres humanes

5.2.1 Ontologia génica

La identificacié de mutacions en tumors s’ha revelat com una eina atil per predir la
resposta al tractament i ajustar el pronostic dels pacients amb CRC [93]. Més enlla
dels canvis en el DNA, les alteracions de I'expressid genica poden aportar
informacié complementaria, sobretot pel que fa a I'evolucié d’una situacié clinica a
una altra. De fet, alguns autors han comprovat que certs gens implicats en el cancer
tenen expressions semblants en UC i CAC [127] [128], i altres diferents [92] [129]
[128]. En aquest estudi s’han analitzat els canvis d’expressidé genica en mostres
d'individus sans, pacients amb UC o amb CRC, per cercar patrons d’expressio genica
que assenyalin el gir d’una situacié inflamatoria cap a un procés tumorigenic. A
partir dels resultats GO, hem obtingut llistats de grups de gens associats als
processos d’interés que considerem bons candidats a biomarcadors del
desenvolupament del CAC o de processos tumorals associats a inflamacié: brcal,
brca2, nbn, tp53, dock2, cxcl12, a2m, atf4, fcerlg, rhou, smad3, ptk2b, nrp1, itgas, i
eps8.

El grup de gens brcal, brca2, nbn, i tp53, associats a la reparacié del DNA, s’han
seleccionat a partir dels resultats en les comparacions Ade_Col_Up vs Ade_Con_Up;
es tractaria de gens estimulats en adenomes i, per tant, relacionats amb la
tumorigenesi. Destaquen els gens tp53 (p53) i brcal (Breast cancer 1) i brca2
(Breast cancer 2), components del complex proteic encarregat de la supervivencia i
la reparaciéo del DNA. El complex esta format per sensors de dany del DNA i
supressors tumorals, que interaccionen amb la RNA polimerasa Il i els complexos de
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desacetilases d’histona, i controlen la transcripcié actuant sobre I'estructura de la
cromatina. Els components més coneguts d’aquest complex sén BRCA1 i BRCA2,
presents al llistat de gens que hem trobat alterats, pero també conté NBN (nibrin;
NBS1; Nijmegen Breakage Syndrome Protein 1), MLH1, MSH2, i MSH®6, entre d'altres
[130] [131]. BRCAL1 és un supressor tumoral, expressat a la mama i altres teixits,
critic en el manteniment de I'estabilitat genomica [132] [133]. Hi ha autors que han
demostrat la participacio de BRCA1l en la biogenesi de miRNAs a través de
I'activacio de DROSHA, junt amb Smad3 i p53 (a la discussid sobre els resultats del
model muri ja s'han descrit les repercussions de les alteracions d’aquest supressor
tumoral en les patologies que estudiem) [134] [133]. L'abast que podria tenir
I"alteracid génica de BRCAL en el processament de miRNAs, explica part de la seva
importancia en el CRC, i possiblement també en el biaix de UC cap a CAC. El brca2
(Breast cancer 2) és un gen reparador de DNA implicat en la recombinacio
homologa i s’ha demostrat que juga un important paper en la proliferacié en
tumors de prostata, mama o pancrees, entre d’altres [135]. Hi ha estudis que
relacionen la seva mutacié amb el risc de patir CRC [136] [137], cosa que suggereix
el paper de BRCA2 com a gen supressor tumoral en el CRC [135].

El CREB2 (atf4), és un factor de transcripcié que esta alterat a les comparacions
Ade_Col_Down vs Col_Con_Up&Down i Ade_Con_Up vs Col_Con_Up&Down. Tot i
gue les comparacions no semblarien concloents, a la literatura s’indica que CREB2,
junt amb NF-kB, regula I'expressidé de cox-2 [138]; de manera que és un factor de
transcripcié que podria participar en el desenvolupament de cancer de colon
associat a colitis a través de la via de COX-2, és a dir, en la potenciacié de la
proliferacié.

El nostre estudi relaciona la quimiocina CXCL12 (Stromal-derived factor-1; SDF-1)
amb la inflamacid i la tumorigenesi del colon: apareix a la recerca per paraules clau
relacionades amb la tumorigénesi (“Adhesion”) i a la comparacio de
Ade_Con_Down vs Col_Con_Up&Down. En altres estudis s’ha demostrat que
CXCL12, junt amb el seu receptor CXCR4, juga un paper tant en condicions
fisiologiques normals com en la inflamacié de la mucosa intestinal. Altres estudis
amb ratolins amb colitis induida per DSS han demostrat que I'eix quimiotactic
CXCL12/CXCR4 té un paper important en la IBD, en particular en 'UC [139]. Van
demostrar que expressio elevada de cxc/l12 en la mucosa del colon influeix en el
reclutament de cel-lules inflamatories cap al colon inflamat [139]. S’ha suggerit que
I’activacié de CXCL12/CXCR4 a través de I'alteracio d’altres vies, com la senyalitzacio
de TGF-B, pot iniciar el reclutament de cel-lules que promouen la metastasi i
inhibeixen les respostes immunes antitumorals. També s'ha constatat la relacié
entre I'expressié de CXCL12/CXCR4 i la tumorigénesi colorectal [140] [141]. També
s’ha relacionat CXCL12 amb processos d’angiogénesi i metastasi en el colon [140];
en part, a causa de la participacié de CXCL12 en el reclutament de TAMs [142]
[143]. Aixi doncs, CXCL12 és un candidat interessant per realitzar més estudis
relacionats amb el desenvolupament del CAC.
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Al nostre estudi, 'A2M (alpha-2-macroglobulin; alpha-2-M) destaca en la recerca
per paraules clau associades a inflamacid: apareix fins en 6 processos GO alterats,
tots del grup Col_Con_Up&Down. L’A2M és una proteina d’unié multifactorial
inhibidora de proteinases (com la MMP9 [144]), que s'ha trobat disminuida en
estudis amb mostres de pacients amb CRC, i s'ha arribat a suggerir com a
biomarcador de pronostic en pacients amb CRC [145] [146] [147]. També s'ha
associat amb la resposta immune innata, on s'ha trobat evidéncies del paper
regulador dels complexos A2M-proteinases en la resposta immune [148].
Precisament, hi ha evidéncies que demostren que els macrofags detecten Ia
preséncia dels complexos A2M-proteinasa, cosa que incrementa la sintesi de PGE2
en els mateixos macrofags [149]. Potser per aixd A2M s'ha trobat reduit en serum
de pacients amb UC en fase activa en comparacié amb individus sans [150]. Caldria
realitzar estudis que aclareixin la validesa de A2M com a biomarcador en el
desenvolupament de CAC i de quina forma intervé en el procés, per exemple, si
contribueix a la sobreactivacié de la via TLR4 en els macrofags de la lamina propria.

Dock2 (Dedicator Of Cytokinesis 2) i rhou (Ras Homolog Gene Family, Member U;
WRCH1) es van obtenir a partir del llistat de gens en observar quins processos GO
relacionarien la inflamaci6 amb la tumorigéenesi: Ade_Con_Down vs
Col_Con_Up&Down. L’aparicié6 de DOCK2, un factor d’intercanvi de nucleotids de
guanina que promou l'activaci6 de RAC1, en el llistat de coincidéncies de
Ade_Con_Down vs Col_Con_Up&Down suggereix que |'expressido alterada de
DOCK2 podria desestabilitzar la senyalitzacid6 NF-kB i Wnt/B-catenina induint el
desenvolupament tumoral associat a inflamacié. Els senyals de la via Wnt no-
canonica activen la cascada de senyalitzaci6 RHOA/RHOU/RAC/CDC42, entre
d'altres, cosa que afecta la regulacié de la polaritat tissular, el moviment de les
cel-lules i I'adhesié cel-lular [151] [152]. RHOU és un membre de la familia
d’homolegs Ras, i codifica una proteina lligadora de GTPs que pot activar JNK1 i
intervenir els efectes de la senyalitzaci6 Wnt: a través de l'augment de la
fosforilacié de c-Jun, RHOU influeix en la interaccié c-Jun-TCF4 [153] [154]. A més,
hi ha estudis sobre progressié tumoral que han detectat una disminucié de
I'expressié de rhou en CRC [155].

Al nostre estudi també es van seleccionar Ptk2b (Protein Tyrosine Kinase 2 Beta; o
bé FAK2) i eps8 (EGFR Pathway Substrate 8) en el llistat de gens en la recerca dels
processos GO que relacionarien la inflamacié amb la tumorigénesi: Ade_Con_Down
vs Col_Con_Up&Down. La PTK2B és una protein-tirosina cinasa que integra senyals
de factors de creixement i regula processos importants com la supervivencia
cel-lular i I'angiogénesi a través de I'activacié de PI3K, AKT, MAPK i d’altres cascades
de senyalitzacié [62] [16]. PTK2B pot estar implicat en la regulacié coordinada de
I'estructura i la senyalitzacié citoesqueletica [156]: s’ha suggerit que PTK2B és
important per la reorganitzacio citoesqueléetica dels monocits, necessaria per a la
seva motilitat cel-lular i sembla ser un requisit pel seu reclutament in vivo cap a
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punts d’inflamacié [157] [158]. A més, PTK2B participa en la proliferacié tumoral
inhibint I’activitat apoptotica de p53 a través de MDM-2, activant les vies de
senyalitzacid AKT-mTOR, i actuant a I'inici de la via Wnt [62]. Aix0d assenyala PTK2B
com a una prometedora diana terapéutica que cal continuar estudiant. La EPS8 és
un substrat de tirosin-cinases que regula moltes vies de senyalitzacié relacionades
amb la proliferacié i la migracié [159], i podria regular I'expressié de PTK2 a través
de I'activaciéo de mTOR/STAT3 [159]. Hi ha evidéncies d'una variacié de I'expressio
d’eps8 al llarg del desenvolupament i progressié del CRC: s’ha observat una
disminucié en adenomes i carcinomes inicials [160], perd una sobreexpressié en
estadis avancats [159]. Aixi, EPS8 es perfila com un bon candidat per a seguir
I’evolucié en el CAC.

Al llistat de gens en la recerca dels processos GO que relacionarien la inflamacié
amb la tumorigenesi en la comparacié Ade_Con_Down vs Col_Con_Up&Down,
també es va seleccionar Smad3 (SMAD family member 3). Smad3 és activat, junt
amb Smad2, per TGFBR1; posteriorment, Smad4 s’uneix a Smad2/Smad3 i es
transloquen plegats al nucli de la cel-lula, on activen la transcripcié de gens
relacionats amb la via TGF-f [110] [161] [162]. En I'IBD es ddéna un augment
excessiu de Smad7, una molécula de senyalitzacié clau que bloqueja la fosforilacié
de Smad3 i dificulta I'activitat supressora i antiinflamatoria de TGF-B [163]. També
s’ha demostrat que la senyalitzacié de Smad3, alterada per la inflamacié cronica i
eventualment per mutacions somatiques, promou la progressid neoplasica
associada a UC [164] [165]. Per ultim, hi ha evidencies de la implicacié de Smad3,
junt amb p53 i BRCA1, en la maduracié dels miRNAs [133]. Caldria doncs valorar la
inclusido de Smad3 en un patrd d'expressié genica en la monitoritzacié de pacients
amb UC, per la quantitat de proteines que poden alterar la seva activacié.

També vam seleccionar nrpl (Neuropilin-1; NRP1) al llistat de gens associats a
tumorigenesi en la recerca per paraules clau, en concret, en buscar processos GO
relacionats amb I'adhesié cel-lular, i prové del grup Col_Con_Up&Down. Codifica
per una glicoproteina transmembrana que funciona com a receptor multifactorial
en el desenvolupament del sistema nervids i del vascular [166] [167], per0o també
ha estat associada amb un augment d'angiogenesi [167] [166] [168] [169] i
creixement tumoral (suprimint I'apoptosi; s’expressa en tumors gastrointestinals
com el cancer de colon [169]) [168]. En la proliferaciéo tumoral s’ha observat una
sobreexpressié de NRP1 [169], i suposa un marcador de pronostic [170].
Recentment també s’ha trobat que NRP1 jugaria un paper en la resposta immune:
les Treg necessiten la NRP1 per regular la resposta immune antitumoral i resoldre la
inflamacid, i s’ha evidenciat la dependéencia dels Tregs intra-tumorals de la NRP1
[171]. Seria interessant, per tant, realitzar més estudis que ajudin a definir millor el
paper de NRP1 en el desenvolupament de CAC i el seu valor com a possible diana
[166].
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El gen itga8 (integrin alpha 8) consta al llistat de gens alterats en I’analisi del grup
Col_Con_Up&Down, que corresponen a processos GO relacionats amb la
tumorigenesi. La disminucié de I'expressié de molécules d’adhesio cel-lular, com les
integrines, pot frenar la proliferacié cel-lular [16]. De fet, s’ha trobat
sobreexpressada en teixit fibrotic, com la fibrosi pulmonar [172] o la hipertrofia
cardiaca [173], i disminuida en cancers com els mielomes [174]. En I'estudi de R.
Suzuki et al, en canvi, I'expressié de itga8 augmenta en comparar el model muri
AOM/DSS amb un grup de ratolins sans. La itga8, doncs, podria tenir una evolucié
diferent en la tumorigenesi associada a inflamacid, i ser per tant un bon marcador-

El gen fcerlg va apareixer fins en 10 processos GO en la recerca segons paraules
clau, en tots els casos el grup amb l'alteracié va ser Col_Con_Up&Down: 8 GOs
alterats associats amb la inflamacid, i 2 GOs alterats associats amb la tumorigenesi.
El FCER1y és un receptor de la superfamilia de receptors d’immunoglobulines [175],
que forma complexos proteics amb altres subunitats en cél-lules com els macrofags
(s’hi ha trobat trimers: FCERlay,) [176] [175]. La immunoglobulina a la qual
s’enllaga amb més afinitat és la IgE (immunoglobulin E), un subtipus associat a
processos al-lergics [177]. Hi ha estudis que evidencien la implicacié dels receptors
FCER1 (Fc epsilon RI) i IgE en la susceptibilitat a patir inflamacié intestinal [177].
Pero mentre que els humans expressen FCER1y en monocits/macrofags, eosinofils,
cel-lules NK, mastocits i basofils, els ratolins només I'expressen en mastocits i
basofils [178], fet que ha limitat la possibilitat de fer estudis sobre models animals
de colitis. Tot i que els nivells d’expressié de FCER1y no es correlacionen amb la IgE
total en sérum, si que estan modulats per la inflamacié gastrointestinal. Segons la
literatura, I'expressié de FCER1 semblaria estar regulada a nivell proteic més que en
el seu mRNA [175]. EI FCER1y s’expressa al llarg de tot el tracte digestiu, tot i que en
major proporcié en el colon [175] [179]; i també s'expressa en cel-lules epitelials del
colon de pacients amb CRC i en pacients amb inflamacié intestinal [175]. Caldria,
doncs, realitzar més estudis per obtenir més informacié sobre la rellevancia de
FCER1 com a possible biomarcador.
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Taula 1. Relacio de les funcions associades als gens d'interés seleccionats de I'estudi dels processos
GO.
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5.2.2 Resposta secretora dels monocits i funcié barrera

A la literatura s'ha suggerit que en alguns casos les cél-lules de la linia mondcit-
macrofag poden presentar patrons de secrecié alterats, eventualment capagos
d’afectar la integritat de I'epiteli intestinal [180]. L'augment d’expressid genica de
tir-4 i tir-2 trobat en macrofags de la lamina propria de pacients amb IBD [35]
[83]pot estar relacionat amb una eventual alteracié de I'expressié de TLR en els
monocits circulants. A més, la sobreactivacié de les vies dels TLRs a les cel-lules
presentadores d’antigen magnifica la produccié de citocines proinflamatories, que
estimulen la diferenciacié de les cel-lules que participen en la tolerancia a
determinats patogens o cel-lules canceroses (T cap a Thl, Th2, Thl7, i eventualment
cap a Treg) [181] [182] [183]. Certes citocines poden afectar també la permeabilitat
paracel-lular i 'arquitectura de I'epiteli [181] [182] [183]. Assumint que en la UC els
monocits son atrets des de la sang periferica cap al colon, al nostre estudi hem
volgut analitzar fins a quin punt els monocits de pacients de UC poden presentar un
patrd secretor alterat que afecti especificament la funcié barrera. Per tot aixo es
van estimular cultius de monocits, obtinguts de pacients i d'individus sans, amb
lligands deTLR2 i TLR4 i es va valorar si els sobrenedants obtinguts afectaven la
barrera generada in vitro amb cél-lules Caco-2. Els resultats van suggerir que els
monocits responen més marcadament als lligands de TLR-4 en malalts amb UC,
alliberant mediadors que ocasionen un deteriorament més marcat de la funcié
barrera en relaci6 amb la resposta dels individus sans. Per tant, existeix la
possibilitat que la cronificacid de la colitis, i el posterior risc de desenvolupar cancer
colorectal, correspongui a la hiperactivitat de la via TLR4 en els macrofags de la
lamina propria.
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5.2.3 Cerca de poblacions leucocitaries d’interes

Els estudis amb humans estan limitats per moltes consideracions etiques i
practigues que inclouen: (i) la necessitat de procediments repetitius per
monitoritzar la malaltia, (ii) dificultats en el control de variables com la diversitat
genetica individual, el medi ambient (entorn) i la dieta, (iii) accés a pacients en
estadis incipients del desenvolupament de la malaltia, (iv) dificultats en els
reclutaments de pacients i voluntaris dins d’'uns marges temporals acceptables, i v)
el fet que cal aplicar tractaments pel control simptomatic i que no es pot deixar cap
pacient simptomatic sense tractar. Aquests factors han contribuit a la impossibilitat
de reunir el grup de pacients amb UC en remissié que portaven menys temps des
del diagnostic de la malaltia (debutants).

Amb l'estudi citometric realitzat en el model muri voliem mimetitzar la situacié que
correspondria al grup de pacients en brot sense tractar. L'analisi quantitativa i
fenotipica de les poblacions de limfocits partint d‘esplenocits totals, han constatat
variacions diferents en funcié de la preséncia o no de tumorigénesi en animals amb
inflamacié (grups AD vs D). Els canvis observats en els grups D es van considerar
com a variacions molt incipients en comparacié amb els observats als grups AD; de
manera que es van contrastar les poblacions cel-lulars en funcié del nombre de
cicles de DSS que han rebut cada grup d'animals, per observar els canvis
poblacionals relacionats amb la inflamacié cronica i amb el desenvolupament de
tumors associats a colitis. El fet que els nivells de les poblacions de cel-lules T totals,
Th i Tc disminuien progressivament als grups AD mentre que augmentaven en els
grups D va suggerir el potencial interes d’aquestes poblacions com a parametres de
seguiment en pacients amb UC amb risc de patir CAC.

En mostres de sang periferica d'individus sans, pacients amb UC (en remissié o en
brot) o amb CRC esporadic, van destacar uns nivells de cél-lules Th17 i de monocits
significativament majors en pacients amb UC en brot que en remissid. De fet, altres
estudis han trobat elevats els nivells de limfocits Thl7 en sang periférica i en
infiltrats intestinals de pacients amb IBD [184] [185]. En canvi, a les analisis amb el
model muri no es van observar variacions significativa en aquesta poblacid cel-lular.

Per tant, l'estudi fenotipic realitzat no seria concloent per poder establir un
paral-lelisme prou important entre el model muri AOM/DSS i la patologia humana.
També caldria arribar a un nombre molt més ampli de pacients per poder
discriminar el valor de la poblacié Thl7 com a biomarcador en la monitoritzacié de
pacients amb UC, aixi com per avaluar fins a quin punt la medicacié administrada
als pacients afecta els patrons poblacionals que trobem.
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Conclusions

Els estudis realitzats han permeés extraure les seglients conclusions:

1. El model muri AOM/DSS escollit permet fer un seguiment dels efectes que
provoquen els brots inflamatoris sobre la progressié de lesions causades per
I"administracié d’un agent mutagen com I’AOM. Les lesions trobades en el colon de
ratolins que han rebut I'agent mutagen i pateixen diversos episodis de colitis
induida per DSS, sén inflamacio, hiperplasia, adenomes i adenocarcinomes, mentre
gue en abséncia d’episodis inflamatoris només s’observen adenomes, i en un
nombre molt inferior.

2. En ratolins, la reiteracié d’episodis de colitis causada per DSS en l'aigua de
beguda determina I'aparicié d’inflamacié i hiperplasia macroscopiques, i adenomes
encara microscopics.

3. A l'estudi histologic dels colons dels ratolins, el parametre que presenta més
diferencies entre els diferents grups, és el nombre de focus de criptes aberrants, i
és, per tant, el que té un valor discriminatori més elevat. En animals que reben
AOM i DSS, s’observen dos periodes en els quals s'agreugen particularment les
lesions del colon: entre el tercer i el sisé cicle de DSS. En canvi, en els animals que
no han rebut I'agent mutagen, les primeres lesions displasiques apareixen entre el
sise i el nove episodi colitic. La major part dels canvis observats correlacionen
directament I'augment del nombre de cicles de DSS amb una major inflamacid, una
major proliferacié cel-lular i un major nombre de lesions precanceroses.

4. Els tumors que apareixen en un context inflamatori presenten alteracions
significatives en I'expressié dels gens tir4, tir9, cnndl, cox2 i bcl2, mentre que
I'expressidé de tir2, myd88 i tgfbl no es modifica significativament. Aixd suggereix
una implicacié de tir4, tir9, cnnd1, cox2 i bcl2 en el desenvolupament tumoral.

5. La hiperactivacio de TLR4 i la disminucié de I'expressié de TLR9 poden estar
vinculades, contribuint a la péerdua de I'homeodstasi en |'epiteli del colon inflamat.

6. En els tumors colonics dels animals AOM/DSS s’evidencia una disminucio
significativa de I'expressié de miR-135a, miR-21, miR-145, i miR-34a, fet que
condicionaria un increment d'expressié de les seves dianes. La utilitzacié d'eines
bioinformatiques i la recerca bibliografica han permes seleccionar les dianes
d’interes per la seva relacié amb els processos de proliferacid, inflamacid, apoptosi,
angiogeénesi i organitzacid tissular.

7. Les acumulacions citoplasmatica i nuclear de p-catenina evidenciades
immunohistoquimicament concorden amb I'alteracié dels miR-135a, miR-21, miR-
145 i miR-34a; la reduccio dels nivells d’aquests miRNAs afecta la sobreexpressié de
diversos elements capagos de provocar una hiperactivacio de la via canonica Wnt i
de I'AKT1, i la dissociacié del complex E-cadherina/a-catenina/B-catenina. Les
acumulacions de B-catenina, i I'alteracié dels miRNAs estudiats, indiquen canvis que
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comportarien una major activacid de processos proliferatius en els tumors de colon
associats a inflamacié.

8. Les dianes PTK2 (de miR-135a) i WNT1 (de miR-34a) es perfilen com a
possibles responsables de I'acumulacié citosdlica de B-catenina que s'ha observat
en teixits que presentaven proliferacié i displasia. Suggerim que PAK4 i p120, dianes
de miR-145, contribueixen a la translocacié aberrant de la B-catenina cap al nucli.

9. TIAM i STAT3, dianes de miR-21, sén d'especial interés com a marcadors
d’evolucio, ja que actuen com a reguladors positius de la transcripcioé de gens diana
de la via Wnt. Una sobreexpressié de tiam1 i vcl, associades a la disminucié de
I'expressiéo de miR-21 i miR-34a respectivament, a més d’afavorir la transcripcié de
gens de la via Wnt pot propiciar I'alteracié de l'arquitectura tissular de colon
inflamat, ja sén elements que intervenen en el manteniment dels complexos
proteics que formen les TJs de I'epiteli. El seguiment de tiam1 i vcl poden tenir
interés per a monitoritzar la transicid colitis-cancer.

10.El balan¢ apoptosi-proliferacié es pot veure desequilibrat per la
sobreexpressié de birc5 i btg2, dianes de miR-145 i miR-21 respectivament, que sén
inhibidors de I'expressid del supressor tumoral p53. El seguiment de I'expressié de
birc5 i de btg2 poden ser utils com indicadors de progressié tumoral.

11.Tot i la disminucié dels nivells d'expressié del factor antiapoptotic Bcl-2 en els
tumors del grup AD, la resisténcia a I'apoptosi en el teixit tumoral podria estar
mediada per PAK4, KLF4 i RTKN, dianes de miR-145. La inhibicié farmacologica
d’aquests elements pot tenir interées com a mecanisme per a frenar la tumorigéenesi.

12.Altres dianes d’interés putatiu son: Pelil (diana de miR-21), relacionada amb
la regulacié de la via de senyalitzacio dels TLRs; ANG2 i HIF-1a (dianes de miR-145),
implicades en la potenciacié de I'angiogenesi; SMAD3 i IRS-1 (dianes de miR-145),
SMAD7 (diana de miR-21), STAT6, JAK2 (dianes de miR-135a), per la seva
participacid en la regulacio de la via TGFB i la proliferacié tumoral; Jagl (diana de
miR-21) que afecta a la diferenciacid cel-lular, i Notch1, Notch2 (dianes de miR-34a)
pel seu paper clau en la diferenciacié cel-lular i la inhibicié de I'apoptosi.

13.A partir de les mostres de teixit huma sa, colitic i adenomatés, I'analisi GO, la
comparacid entre els diferents grups, i la literatura, ens han permes seleccionar un
[listat de gens candidats a biomarcadors de la tumorigénesi en el colon i que també
podrien estar associats a inflamacid. Entre els gens candidats destaquen:

* gens que participen en la reparacié del DNA: brcal, brca2, nbn, i tp53;
* gens que intervenen en la biogénesi dels miRNAs: smad3 i brcal;

e gens que regulen vies de senyalitzacid relacionades amb la inflamacié:
fcerlg intervé en la inflamacid intestinal (principalment com a receptor
d'IgE); a2m que inhibeix proteinases i intervé en la regulacié de la resposta
immune; dock2 sobre NF-kB; atf4 regula I'expressioé de cox-2; i cxcl12 sobre
la quimiotaxi al tracte digestiu;
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6. Conclusions

* gens que intervenen en vies de proliferacié: dock2, smad3, itga8, eps8,
rhou, inrpl;

* gens que regulen processos d’angiogénesi: ptk2b i nrp1;
* gens que poden afectar a la supervivéencia cel-lular: ptk2b.

Considerem que la quantificacié a gran escala de I'expressié d'aquest llistat de
gens en mostres de colon amb displasies de diferent grau, permetria corroborar
quins d’ells presenten major correlacié amb la severitat de lesions i poden tenir
aplicabilitat com a biomarcadors.

14.la resposta dels monocits de pacients amb UC a lligands de TLR-4, és més
marcada que l'observada en individus sans. El perfil secretor dels monocits de
pacients d'UC, pot condicionar un deteriorament més acusat de la funcidé barrera,
propiciant una activacié immunitaria amb efectes amplificadors sobre la proliferacié
cel-lular. La hiperreactivitat de la via TLR4 en els monocits i els macrofags de la
lamina propria pot contribuir a la cronificacié de la colitis i incrementar el risc de
desenvolupar CRC.

15.En els animals del model AOM/DSS s’observa una disminucié de les
poblacions de cel-lules T totals, Th i Tc, respecte als limfocits totals, mentre que en
els animals que només reben DSS s’observa un augment. Aquest canvi de tendéncia
podria ser reflex del biaix d’una situacié inflamatoria a un procés tumorigenic.
L’elevada variabilitat experimental en altres poblacions cel-lulars que son molt més
minoritaries ha dificultat la demostracié del seu valor com a biomarcadors per al
seguiment de I'evolucio colitis-cancer.

16.Considerem que, tot i les limitacions en el nombre de mostres de que hem
disposat en aquest estudi, l'increment de la poblacié de cel-lules Th17 i de monocits
en mostres de sang periférica de pacients amb UC en brot, tant en comparacié amb
els individus sans com els pacients en remissid, mostra la utilitat d'aquestes
poblacions per a monitoritzar la resposta al tractament de pacients amb UC.

17.Donat que actualment els pacients de colitis reben sistematicament
tractament pal-liatiu, un estudi exhaustiu sobre el model animal emprat en aquest
treball és una bona eina per identificar els mecanismes de transicid inflamacié-
cancer sense la interferéncia ocasionada per la farmacoterapia.

18.El model muri AOM/DSS també pot ser adient per contrastar el valor dels
tractaments preventius de desenvolupament de CRC i per aportar informacié
rellevant sobre els mecanismes que intervenen.
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"After climbing a great hill,
one only finds that there are many more hills to climb."

("Després d'escalar una muntanya molt alta, descobreixes que hi ha moltes altres
muntanyes per escalar.")

Nelson Mandela








