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Llista d’abreviatures

LLISTA D’ABREVIATURES

Nota: Per facilitar la lectura i la comprensié s’ha decidit mantenir les abreviatures en anglés

dels noms de proteines, gens i d’alguns processos (o analisis), amb la seva traduccié en catala

entre paréntesi (quan era possible). Pels noms de farmacs i metabolits s’ha fet servir

directament el catala.

2DG: 2-deoxiglucosa

53BP1: p53-binding protein 1 (proteina de
unié a p53)

5-FU: 5-fluorouracil

ABC: ATP-Binding Cassette (cassette de unid
d'ATP)

ACC: Acetyl-CoA carboxylase (carboxilasa
d'acetil-CoA)

ACMS: a-amino-B-carboximuconat-¢-

semialdehid

ACMSD: a-amino-f-carboximuconate-g-
semialdehide descarboxilase (a-amino-f-

carboximuconat-g-semialdehid descarboxilasa)

ACTAU1: actin alfa 1 (alfa actina 1)

ADN: Acid desoxiribonucleic

ADPR: Ribosa adenosina difosfat

A-EJ: Alternative End Joining (unié d'extrems

alternativa)

AKT: Protein kinase B (quinasa de proteines B)

AML: Leucémia mieloide aguda

AMPK: AMP-activated protein kinase (quinasa
de proteines activada per AMP)

APE1: AP endonuclease 1 (endonuclease AP 1)

ARN: Acid ribonucleic

ATF4: Activating Transcription Factor 4 (factor

de transcripcio activador 4)

ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated (mutat

d'ataxia telangiectasia)

ATMi: ATM inhibitor (inhibidor d'ATM)

ATP: Adenosina trifosfat

ATR: ATM and Rad3-related (relacionat amb
ATM i Rad3)

ATRi: ATR inhibitor (inhibidor d'ATR)

BACH1: BTB and CNC homology 1 (BTBT i
CNC homoleg 1)

BARD1: BRCA1-associated RING domain 1
(associat al domini 1 RING de BRCA1)

BER: Base Excision Repair (reparacio per

excisié de bases)

BNIP3: Bcl-2/adenovirus interacting protein 3

(proteina d'interaccié amb Bcl-2)
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BPE: 3-bromopiruvat

BPTES: Bis-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-

tiadiazol-2-il) etil sulforid

BRCA: BReast CAncer gene (gen del cancer de

mama)

BSA: Albumina de sérum bovi

C2P: Curated gene sets canonical pathways

(Seleccid de gene sets de les vies canodniques)

CD38: Differentiation cluster 38 (Claster de

diferenciacio 38)

CDK: Cyclin-dependent kinase (quinasa

dependent de ciclina)

cDNA: ADN complementari

CDPP: Cisplati

CHIP-seq: Chromatin Immunoprecipitation
Sequencing (seqlienciacio de

immunoprecipitacié de cromatina)

CHK: Checkpoint Kinase (quinasa de punt de

control)

CHX: Cicloheximida

CM-H2DCFA: Diacetat de

diclorodihidrofluoresceina

CoA: Coenzim A

COX5A: Cytochrome c oxidase subunit 5A

(subunitat 5A de la citocrom c oxidasa)

CPA: Ciclofosfamida

CPT1A: Carnitine palmitoyltransferase 1A

(carnitina palmitoiltransferasa 1A)

CTIP: Retinoblastoma binding protein 8

(Proteina d’unié a retinoblastoma 8)

DAB: Diaminobenzidina

DEPMAP: Dependency Map

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

(medi de cultiu modificat de Dulbecco).

DMF: Dimetilfumarat

DMSO: Dimetil sulfoxid

DNA2-BLM: DNA2 helicase and Bloom
syndrome protein (helicasa DNAZ2 i proteina

del sindrome de Bloom)

DNA-PKs: DNA-dependent protein kinases
(quinases de proteines dependents d'ADN).

DOXO: Doxorubicina

DPX: Xilé de dibutilftalat de poliestiré

DSB: Double-Strand Break (trencament de

doble cadena)

ECL: Enhanced Chemiluminescence

(quimioluminescéncia millorada)

EDTA: Acid etilenediaminatetraacétic

EMA: European Medicines Agency (Agéncia

Europea del Medicament)

ERCC: Excision Repair Cross-Complementing

(reparacio6 de creuament excisio)
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EXO1: Exonuclease 1 (exonuclease 1)

FADH2: Dinucleotid de flavina adenina

FDA: Food and Drug Administration

(Administracié d'Aliments i Medicaments)

FDR: False Discovery Rate (Taxa de falsos

descobriments)

FFPE: Formalin-fixed paraffin-embedded (fixat

en formalina inclos en parafina)

FPKM-UQ: Fragments Per Kilobase of
transcript per Million mapped reads - Upper
Quartile (fragments per kilobase de transcrit
per milié de lectures mapejades - quartil

superior)

G6PD: Glucose-6-phosphate dehydrogenase

(deshidrogenasa de glucosa-6-fosfat).

GC/MS: Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (cromatografia de gas-

espectrometria de masses)

GFP: Green Fluorescent Protein (proteina

fluorescent verda)

GLS1: Glutaminase 1 (glutaminasa 1)

GLUT: Glucose Transporter (transportador de

glucosa)

GO: Gene Ontology

GSEA: Gene Set Enrichment Analysis (Analisi

d’enriquimient de gene sets)

GSH: Glutathione (glutatid).

GSSG: Oxidized glutathione (glutatié oxidat).

GSVA: Gene Set Variation Analysis (Analisi de

variacio de gene sets)

GTP: Guanosina trifosfat

Gy: Gray

H2AX: H2A histone family member X (membre
de la familia de histones H2AX)

HER2: Human Epidermal growth factor
Receptor 2 (receptor 2 del factor de

creixement epidérmic huma)

HGSOC: High-grade serous ovarian cancer

(cancer d'ovari serés d'alt grau)

HIF-1: Hypoxia-Inducible Factor 1 (factor
induible per hipoxia 1)

HIFi: Hypoxia-Inducible Factor inhibitor
(inhibidor del factor induible per hipoxia)

HK2: Hexokinase 2 (hexoquinasa 2)

HMOX1: Heme oxygenase 1 (hemo oxigenasa
1)

HR: Homologous Recombination

(recombinacié homologa)

HRD: Homologous Recombination Deficiency

(deficiéncia en recombinacié homologa)

HRE: Hypoxia Response Element (element de

resposta a hipoxia)

HRP: Homologous Recombination Proficient

(competent per recombinacié homologa)

IACS: IACS-010759
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IC50: Concentracio Inhibidora 50

IDH: Isocitrate Dehydrogenase

(deshidrogenasa d'isocitrat)

IHQ: Immunohistoquimica

IRINO: Irinotecan

KEAP1: Kelch-like ECH-associated protein 1
(Proteina 1 associada a Kelch-like ECH)

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (Enciclopédia de Kyoto de gens i

genomes).

RAS: Rat sarcoma virus protein (Proteina de

virus de sarcoma de rata)

KU70-80: Ku70/80 heterodimer (heterodimer
Ku70/80).

LDH: Lactate Dehydrogenase (Lactat

deshidrogenasa).

LIG4: Ligase IV (Lligasa IV).

LOXP: LoxP (sequéncia de reconeixement de

recombinasa Cre)

MADH1: Mothers Against Decapentaplegic

Homolog 1

MAF: Maf protein (proteina Maf).

MCT: Monocarboxylate Transporter

(transportador de monocarboxilats).

MDC1: Mediator of DNA Damage Checkpoint
1 (Mediador del punt de control de dany a
I'’ADN 1)

MDM2: Mouse Double Minute 2

MMR: Mismatched Repair (reparacio de

discordances de bases)

MPC: Mitochondrial Pyruvate Carrier

(transportador de piruvat mitocondrial)

MPCi: MPC inhibitor (inhibidor de MPC)

MRE11: MRE11 Homolog (homoleg de
MRE11)

MRN: MRE11-RAD50-NBS1 complex
(complex MRE11-RAD50-NBS1)

MSH: MutS Homolog (homoleg de MutS)

MSIGDB: Molecular Signatures Database (base

de dades de signatures moleculars)

mTORC: Mammalian Target of Rapamycin
Complex (complex diana de rapamicina en

mamifers)

MYC: MYC oncogene (oncogen MYC)

NAC: N-acetil cisteina

NAD+: Dinucleotid de nicotinamida

NADH: Dinucleotid de nicotinamida reduit

NADP+: Dinucleotid de nicotinamida fosfat

NADPH: Dinucleotid de nicotinamida fosfat
reduit)

NAM: Nicotinamida

NAMN: Mononucleotid de nicotinamida

10
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NAMPT: Nicotinamide
phosphoribosyltransferase (nicotinamida

fosforibosiltransferasa)

NAPRT: Nicotinate phosphoribosyltransferase

(nicotinat fosforibosiltransferasa)

NBS1: Nijmegen breakage syndrome 1

(sindrome de ruptura de Nijmegen 1)

NDUFA4: NADH Oxidoreductase Subunit A4
(Subunitat A4 NADH oxidoreductasa)

NDUFB1: NADH Oxidoreductase Subunit B1
(Subunitat B1 NADH oxidoreductasa)

NER: Nucleotide Excision Repair (reparacié per

excisio de nucleotids)

NES: Normalized enrichement score

(Puntuacié d'enriquiment normalitzada)

NFE2L2: Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Factor nuclear relacionat amb el

factor eritroide 2)

NHEJ: Non-Homologous End Joining (unié

d'extrems no homolegs).

NMN: Mononucleotid de nicotinamida

NMNAT: Nicotinamide mononucleotide

adenylyltransferase (NMN adenil-transferasa)

NNMT: Nicotine N-methyltransferase (nicotina

N-metiltransferasa)

NOVO: Novobiocina

NQO1: NAD(P)H quinone dehydrogenase
1(NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1)

NRF2: Nom de la proteina del gen NFE2L2

OCR: Oxygen Consumption Rate (taxa de

consum d'oxigen)

OCT: Optimal cutting temperature compound

(Compost de temperatura de tall optima).

ODD: Oxygen-Dependent Degradation

(degradacié dependent d'oxigen).

OXPHOS: Oxidative Phosphorylation

(fosforilacié oxidativa).

OXPHOSi: OXPHOS inhibitor (inhibidor
d'OXPHOS).

P53: Tumor Protein 53 (proteina tumoral 53).

PACLI: Paclitaxel.

PAR: Poly(ADP-ribose) (poly(ADP-ribosa))

PARG: PAR glycohydrolase (PAR

glicohidrolasa)

PARP: Poly (ADP-ribose) polymerase
(polimerasa de poli(ADP-ribosa)

PARPi: PARP inhibitor (inhibidor de PARP).

PBS: Phosphate Buffered Saline (solucié salina

tamponada amb fosfat).

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen

(antigen nuclear de cél-lules proliferants).

PCR: Polymerase Chain Reaction (reaccié en

cadena de la polimerasa).

PDH: Pyruvate Dehydrogenase

(deshidrogenasa de piruvat)
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PDHK: Pyruvate Dehydrogenase Kinase

(quinasa de la deshidrogenasa de piruvat

PDX: Patient-Derived Xenograft (xenograft

derivat de pacient)

PEPCK: Phosphoenolpyruvate Carboxykinase

(carboxiquinasa de fosfoenolpiruvat)

PET: Positron Emission Tomography

(tomografia d'emissio de positrons)

PFA: Paraformaldehid

PFK1: Phosphofructokinase 1

(fosfofructoquinasa 1)

PFKFB: 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-
2,6-biphosphatase 3 (6-fosffructo-2-

quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa

PFS: Progression-Free Survival (supervivéncia

sense progressio)

PHGDH: Phosphoglycerate Dehydrogenase

(deshidrogenasa de fosfoglicerat)

Pl: Propidium lodide (iodur de propidi)

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase (fosfoinositol-

3-quinasa)

PMS2: Postmeiotic Segregation Increased 2

POL: Polimerasa

PRPP: Phosphoribosyl pyrophosphate

(pirofosfatasa de fosforibosil)

P-VAL: p-valor

PYRI: Piridostatina

gPCR: Quantitative Polymerase Chain
Reaction (reaccié en cadena de polimerasa

quantitativa)

RAD23: RAD23 Homoleg

RAD50: RAD50 Homoleg

RADS51: RAD51 Homoleg

RFP: Red Fluorescent Protein (proteina

fluorescent vermella).

RMA: Robust Multi-array Analysis

RNASeq: RNA Sequencing (secuenciacio
d'ARN)

ROS: Reactive Oxygen Species (especies

reactives d'oxigen)

ROT: Rotenona

RPA: Replication Protein A (proteina de

replicacio A)

RUCA: Rucaparib

SARM1: SAM and HD domain-containing
protein 1 (Proteina 1 amb dominis SAM i HD)

SD: Desviacié estandard

SDS: Sulfat dodecil sodic

SDS/PAGE: electroforesi en gel de

poliacrilamida SD

SEM: Error estandard de la mitjana

SER: Serina
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SDHD: Succinate Dehydrogenase Complex
Subunit D (Subunitat D del complex

deshidrogenasa de succinat)

SIRT: Sirtuin (sirtuina)

SLC25A51: Solute Carrier Family 25 Member
51 (Familia 25 dels transportador de soluts

membre 51)

SOD: Superoxide Dismutase (dismutasa de

superoxid)

SSA: Single-Stranded Annealing (anellament de

cadena senzilla)

ssGSEA: Single Sample Gene Set Enrichment
Analysis. (Analisi d’enriquiment de gene set

d’una sola mostra)

TALAZO: Talazoparib

TBS: Tris-buffered saline (salina tamponada

amb Tris)

TCA: Tricarboxylic Acid Cycle (cicle dels acids

tricarboxilics)

TGCA: The Genome Cancer Atlas (Atlas del

genoma del cancer)

THF: Tetrahydrofolate (tetrahidrofolat)

TIGAR: TP53 Inducible Glycolysis and
Apoptosis Regulator (Regulador de la glicolisi i
apoptosi induit per P53)

TKM: Transcripts per Milion (Transcrits per

milio)

TOP: Topoisomerasa

VELI: Veliparib

VHL: Von Hippel-Lindau tumor supressor

(supressor de tumor Von Hippel-Lindau)

VITK: Vitamin K (Vitamina K)

WEE1: G2 Checkpoint Kinase (quinasa del
punt de control G2).

WT: Wild Type (forma no mutada

XP: Xeroderma Pigmentosum (xeroderma

pigmentos)

XRCC1: X-ray repair cross-complementing
protein 1 (proteina de reparacioé creuada
XRCC1)
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Resum

Les alteracions en la reparacioé de I'ADN sén clau en el procés tumorogénic.
Aixi, la reparacié dels trencaments de doble cadena (DSB) és una tasca
fonamental en la preservacié de la integritat dels cromosomes. La reparacio
dels DSB implica diversos mecanismes, sent la via de recombinacié homologa
(HR) critica en el context tumoral. Les mutacions en gens clau d'aquesta via
(com BRCA1/2, Rad51) augmenten la inestabilitat genomica del tumor i s'han
descrit en diversos tipus de tumors, com el cancer d'ovari, de mama i de
prostata. Aquest tipus de tumors, anomenats tumors amb deficiéncia de
recombinacié homologa (HRD), es tornen cada cop més dependents d’A-EJ,
especialment de l'activitat de PARP1, que detecta el dany a I'ADN i
s'autoPARIila, a la vegada que també modifica a altres proteines implicades
en la resposta al dany de I'ADN. Quan s'inhibeix PARP1 en un context de
HRD, els tumors no poden reparar eficacment el dany de I'ADN i moren, en
un fenomen conegut com letalitat sintética. Aixi, en l'Gltima década, s'ha
establert I'eficacia clinica dels inhibidors de PARP (PARPI) per tractar tumors
HRD.

Aquesta tesi s'ha dividit en dues parts. La primera part se centra en les
adaptacions metaboliques a l'acumulacié de DSB. La induccié de dany a
I'ADN és un mecanisme d'accié comu de diversos agents quimioterapéutics
utilitzats a la clinica. EIl NAD™* és un factor critic en l'activitat de PARP, ja que
actua com a substrat per a la PARilacé i serveix com a coenzim vital en
nombroses reaccions del metabolisme energétic. Per mantenir les demandes
de NAD®, els tumors HRD presenten un metabolisme més oxidatiu en
comparacié amb els tumors amb una recombinacié homologa eficient. En
aquesta primera part de la tesi, s’ha descrit que, quan els tumors s'enfronten
a DSB en el seu genoma, causats ja sigui per dany cronic de I'ADN o pel
tractament amb agents anti-tumorals convencionals, la seva plasticitat

metabolica facilita una adaptacié en I'Us de les fonts de carboni i energia.
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Concretament, els tumors transiten d'una oxidacio parcial pero rapida de la
glucosa, conegut com el fenotip Warburg, a una oxidacié mitocondrial
completa. L'oxidacié mitocondrial completa és molt eficient i permet a les
cél-lules tumorals produir nivells elevats d'ATP i restaurar els nivells de NAD",
ambdds essencials per mantenir la reparacié de I'ADN a través de la via A-EJ.
Aixo fa que aquests tumors siguin més sensibles als inhibidors d'OXPHOS

guan es combinen amb inductors de DSB.

La segona part d'aquesta tesi es centra en la reprogramacié metabolica dels
tumors HRD que sén resistents als inhibidors de PARP (PARPi). Cada vegada
més pacients estan sent tractats amb PARPi. No obstant aix0, diversos
treballs han descrit la resisténcia als PARPI, principalment per la restauracio
de les vies de recombinacié homologa o en la regulacié del cicle cel-lular.
Tanmateix, no s'ha explorat altres mecanismes com és el cas de les
adaptacions metaboliques. Tenint en compte els resultats de la primera part
de la tesi, es va formular la hipotesi que la resposta als PARPi esta
condicionada per l'estat metabolic del tumor. S’ha observat que les cél-lules
resistents als PARPi, aixi com els tumors dels pacients, presenten un
metabolisme més glicolitic, mentre que aquells que mostren un metabolisme
basat en el metabolisme oxidatiu sén més sensibles als PARPi. A més, la
regulacié dels nivells de HIF-1 es destaca com un punt clau en I'adquisicié del
fenotip glicolitic, augmentant els nivells de PDHK1, que pot inhibir la PDH i
bloquejar I'entrada de carbonis al cicle de Krebs. A més, I'Us d'inhibidors de
HIF-1 reverteix aquest metabolisme glicolitic i resensibilitza les cél-lules als
PARPiI.

La plasticitat és una caracteristica clau en la progressié del cancer, i reduir-la
limita el potencial del tumor per evadir les diferents estratégies
terapeutiques. En aquesta tesi, I'is d'agents que indueixen dany a I'ADN ha

demostrat limitar la plasticitat metabolica de les cél-lules tumorals, forcant-
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les a dependre d'un metabolisme determinat. Per contra, la capacitat de les
cél-lules tumorals per augmentar la seva plasticitat, com ara recuperant
I'expressié de HIF-1, els hi permet sobreviure a escenaris que inicialment
haurien conduit a la seva mort, com és el cas dels tumors HRD tractats amb
PARPi. Per tant, atacar les dependéncies metaboliques que les cél-lules
tumorals desenvolupen sota la pressié terapéutica pot augmentar l'eficacia
del tractament, fins i tot en escenaris de dosis limitades de farmacs a causa
de la toxicitat o en casos de resisténcia a la terapia. En aquesta tesi es
demostra el potencial d'aplicar aquestes estratégies en diferents models
preclinics de progressié tumoral in-vivo. A més, aquestes estratégies tenen el
potencial d'augmentar les oportunitats terapeutiques, incrementant I'eficacia

dels farmacs, reduint la recaiguda tumoral i millorant la salut dels pacients.
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Summary

Alterations in DNA repair are key in the tumorigenic process. Thus, the repair
of double-strand breaks (DSB) is a fundamental task in preserving the
integrity of chromosomes. DSB repair involves several mechanisms, with the
homologous recombination (HR) pathway being critical in the tumour
context. Mutations in key genes of this pathway (such as BRCA1/2, Rad51)
increase the tumour’s genomic instability and have been described in various
types of cancer, such as ovarian, breast, and prostate cancer. These types of
tumours, called homologous recombination-deficient (HRD) tumours,
become increasingly dependent on A-EJ, especially on PARP1 activity, which
detects DNA damage and autoPARylates, while also modifying other
proteins involved in the DNA damage response. When PARP1 is inhibited in
an HRD context, the tumours cannot efficiently repair DNA damage and die,
in a phenomenon known as synthetic lethality. Thus, in the past decade, the
clinical efficacy of PARP inhibitors (PARPi) has been established for treating
HRD tumours.

This thesis has been divided into two parts. The first part focuses on
metabolic adaptations to the accumulation of DSBs. Inducing DNA damage
is a common mechanism of action for several chemotherapeutic agents used
in clinical settings. NAD+ is a critical factor in PARP activity, as it acts as a
substrate for PARylation and serves as a vital coenzyme in numerous energy
metabolism reactions. To meet NAD+ demands, HRD tumours exhibit a more
oxidative metabolism compared to tumours with efficient homologous
recombination. In this first part of the thesis, it has been described that when
tumours face DSBs in their genome, caused either by chronic DNA damage
or by treatment with conventional anti-tumoral agents, their metabolic
plasticity facilitates an adaptation in the use of carbon and energy sources.
Specifically, the tumours shift from a partial but rapid glucose oxidation,

known as the Warburg phenotype, to complete mitochondrial oxidation.
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Complete mitochondrial oxidation is highly efficient and allows tumour cells
to produce high levels of ATP and restore NAD+ levels, both essential for
maintaining DNA repair via the A-EJ pathway. This makes these tumours

more sensitive to OXPHOS inhibitors when combined with DSB inducers.

The second part of this thesis focused on the metabolic reprogramming of
HRD tumours that are resistant to PARP inhibitors (PARPi). An increasing
number of patients are being treated with PARPi. However, several studies
have described resistance to PARPi, mainly due to the restoration of
homologous recombination pathways or cell cycle regulation. Nevertheless,
other mechanisms, such as metabolic adaptations, have not been explored.
Based on the results of the first part of the thesis, it was hypothesized that
the response to PARPi is conditioned by the metabolic state of the tumour.
It was observed that PARPi-resistant cells, as well as tumours from patients,
exhibit a more glycolytic metabolism, while those that show a metabolism
based on oxidative metabolism are more sensitive to PARPi. Additionally, the
regulation of HIF-1 levels stands out as a key point in the acquisition of the
glycolytic phenotype, increasing PDHK1 levels, which can inhibit PDH and
block the entry of carbons into the Krebs cycle. Moreover, the use of HIF-1
inhibitors reverses this glycolytic metabolism and resensitizes the cells to
PARPI.

Plasticity is a key characteristic in cancer progression, and reducing it limits
the tumour’s potential to evade different therapeutic strategies. In this
thesis, the use of DNA-damaging agents has been shown to limit the
metabolic plasticity of tumour cells, forcing them to depend on a specific
metabolism. In contrast, the ability of tumour cells to increase their plasticity,
such as by recovering HIF-1 expression, allows them to survive in scenarios
that would have initially led to their death, as in the case of HRD tumours

treated with PARPI. Therefore, targeting the metabolic dependencies that
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tumour cells develop under therapeutic pressure can enhance treatment
efficacy, even in scenarios of drug dose limitations due to toxicity or cases of
therapy resistance. This thesis demonstrates the potential of applying these
strategies in various preclinical models of tumour progression in-vivo. This
has the potential to increase the therapeutic opportunities currently in use,
improving drug efficacy, reducing tumour relapse, and improving patient

outcomes.
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Introduccié

1. EL DANY A L'ADN

L'’ADN és la molecula on es conserva la informacié genética de les
cél-lulest. Tot i que el dany a 'ADN té un paper fonamental en alguns
processos fisiologics, com en la generacié de diversitat d’anticossos en
limfocits o en la produccié de gametes, en la majoria d'escenaris representa
un problema per la supervivéncia de I'organisme. La conservacié de 'ADN és
cabdal per I'hnomeostasi de la cél-lula, i per aixo al llarg de I'evolucié han
aparegut diferents sistemes que permeten detectar, senyalitzar i reparar

I’ADN en funcié del tipus de dany que es generi? (Fig 1).

Single- Double- Base mismatches,
strand strand Bulky insertions
break break adducts and deletions Base alkylation

Double-
strand
break repair
Y /\
BER Homologous  NHEJ NER Mismatch Direct reversal
recombination repair
Al l 1 l J \ ]
Proteins PARP1 BRCA1 KU70/80 ERCC4 MSH2 MGMT
XRCC1 BRCA2 DNA-PK ERCC1 MLH1
LIGASE 3 PALB2
ATM
CHEK1
CHEK2
RADS1
l A 4
Tumour types Breast, ovarian, pancreatic Xeroderma Colorectal Giloma
pigmentosa
Drugs PARP inhibitors, platinum salts Platinum salts Methotrexate =~ Temozolomide

Figura 1: Tipus de dany a I'ADN i principals mecanismes de reparacié. Esquema
obtingut de?2:
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1.1. Reparacio per escissié de bases (BER)

El sistema de reparacié per escissié de bases (BER) és un dels
mecanismes més conservat en I'arbre de la vida®. S’encarrega de reparar
modificacions patides en bases nitrogenades, com [lalquilaci6 o la
desaminacio, aixi com dels trencaments d'una sola cadena d’ADN. Els enzims
inicials del BER sén les ADN glicosilases, especifiques per cada tipus concret
de dany. Aquests enzims trencaran |'enlla¢ fosfodiester entre la desoxiribosa
i la base nitrogenada, resultant en la produccié d’'un lloc abasic (AP site).
Seguidament APE1 actuara com endonucleasa eliminant el nucleodtid. En
funcié de si s'eliminen més o menys nucleotids actuaran diferents ADN
polimerases, associades a diferents proteines com XRCC1 o PCNA, i ADN

lligases (normalment LIG1 o LIG3)*.

Un dels sensors importants en aquesta via de reparacié és PARP1.
Aquest és un enzim que a l'activar-se utilitza com a substrat NAD*, un
cofactor implicat en el metabolisme, per poli-ADP-ribosilar-se (PARilar-se) a
ell mateix i a altres proteines. Aquestes modificacions comporten el
reclutament d’altres proteines del sistema de reparacio, facilitant la resposta
i permeten corregir de manera més rapida '’ADN. PARP1 és una proteina
molt important en el marc d’aquesta tesi i més endavant es profunditzara

sobre el seu rol°.

1.2. Reparacio per escissioé de nucleotids (NER)

El sistema de reparacié per escissiéo de nucleotids (NER) detecta la
formacié d’enllacos covalents entre diferents bases nitrogenades, cosa que
provoca la pérdua de I'estructura de la doble hélix en aquella regié. Aquest
canvi d’estructura permet la deteccio d’aquest tipus de dany. EI NER es basa

en tallar la zona on es troba la lesié i seguidament utilitzar el filament d’ADN
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complementari per tornar a sintetitzar la regié eliminada, permetent
d’aquesta manera eliminar la lesio existent. En tot el procés intervenen més
de 30 proteines diferents, essent especialment rellevant els complexos de
proteines de la familia de xerodérmia pigmentosa (XP) aixi com ERCC1,
Rad23 i la proteina de replicacié A (RPA)°.

El punt limitant del procés és el moment del tall de la cadena amb la
lesid, ja que cal que tot el complex de reparacié estigui en una conformacio i
posicid concreta. Un cop s’ha escindit el fragment, les polimerases i 'ADN

lligasa 1 finalitzen el procés®.

1.3. Reparacio per discordances de bases (MMR)

La funcié principal del sistema de reparacié per discordances de bases
(mismatch repair (MMR), en anglés) és eliminar incongruéncies en un
aparellament de bases (per exemple una G amb una T), aixi com errors
produits durant la replicacié o la transformacié d’algunes bases. Aquestes
discordances son detectades pel sistema format per MSH2 i MSHé6, que un
cop localitzades queden unides en el lloc de la lesié. Llavors, permeten el
reclutament de la resta de maquinaria de reparacié (PCNA, MADH1, PMS2 i
EXO1), que eliminaran la lesié i permetra a la Pol-6ial’ADN lligasa 1 finalitzar

el procés’.

1.4. Dany de doble cadena

El trencament de doble cadena (DSB, en anglés) és el tipus de dany
més greu, ja que compromet la integritat de tot el cromosoma. Si no es
repara, pot comportar la mort cel-lular, aixi com, si es repara de manera
incorrecta, pot resultar en la formacioé de translocacions cromosomiques, un

dels esdeveniments més primerencs en el procés carcinogénic. Classicament
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End protection 53BP1 CtIP End resection
(resection usually MRN (> 20nt for SSA
<20nt) and >50nt for HR)
— Sister chromatids (5~G2)
Ku70-Ku80
PARP1 E)L(,\él Additional
RPA | end resection
. ! Homology
Artemis — _ — [ — -
DNA-PKcs Microf 0 = T——
Pol A, Pol icrohomology
PAXX
XLF :—/ = BRCA1
XRCC4 74 BRCA?
DNA ligase IV Pol 6 RAD52 RAD51
XPF-ERCC1 RAD54
_— —_— — — — e—
————— ———————— ————pe— e —

Figura 2: Vies de reparaci6 del dany de doble cadena. Esquema obtingut de ?

hi havia dos mecanismes descrits per reparar els DSB, la recombinacié
homologa (HR), i la unié per extrems no homolegs (NHEJ), tot i que més
recentment s’han descrit dos sistemes més que comparteixen mecanismes
similars pero amb diferents efectors (Fig 2). Aquestes sén la reparacio

alternativa d’'unié d’extrems (A-EJ) i 'anellament per cadena simple (SSA)*2.

1.4.1. Reparacio per recombinacié homologa (HR)

Aquest sistema de reparacié és un procés forca complex que
involucra a moltes proteines diferents, perd que permet reparar 'ADN de
manera molt fidel, ja que utilitza la cromatide homodloga. Quan es detecta un
DSB el complex MRN (format per MRE11-Rad50 i NBS1) reconeix la lesio i
comenca a reclutar altres proteines, entre elles CtIP, que permetra activar
I'activitat endonucleasa de MRE111%11, També es recluta a ATM, una quinasa
de la familia de PI3K i és un dels principals reguladors de la senyalitzacié de
dany i intervé en diverses cascades de senyalitzacié'®. Quan hi ha dany,
s'autofosforila i comenca a fosforilar altres substrats, com p53, CHK2 i

H2AX. L’activacié de p53 aturara el cicle cel-lular, i si el dany no es resol,
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podra promoure I'apoptosi de la cél-lula. Per altra banda, la fosforilacié de la
histona H2AX dona lloc a y-H2AX, un dels principals indicadors de dany de
doble cadena, que promou el reclutament de MDC1 i permet I'amplificacio
del senyal, ja que el complex y-H2AX-MDC1 recluta més complexes MRN-
ATM®, A més amés, MDC1 promou el reclutament de ubiquitina lligases que
modifiquen les histones properes a la lesio***°. Aquestes modificacions seran
qui acabin reclutant el complex BRCA1-BARD1, que promoura l'activitat de
MRE11, generant un ADN d'una sola cadena, que rapidament sera protegit
per RPA', BRCA2 promoura que RAD51 reemplaci a RPA i promogui la
invasié6 de la cadena homologa’~'?. Un cop s’ha aconseguit aquesta
estructura, les ADN-polimerases poden regenerar el fragment de manera
precisa, utilitzant la cadena homologa com a motlle. Després de la sintesi
d’ADN, es resol aquesta estructura, produint un doble tall seguit per les
posteriors lligacions. En funcié de com es produeixin aquests talls, pot donar
lloc a recombinacio, és a dir, un intercanvi de fragment entre els dos
cromosomes?°. Apart d’ATM, els DSB poden activar a ATR, una quinasa
relacionada amb ATM, que també promou la supressio de cicle a través de
I'eix CHK1-WEE1-CDK1 i aixi com també esta involucrada en la resposta a
I'estrés replicatiu?!. L'estrés replicatiu es defineix per la frenada o aturada de
la progressio de la forqueta de replicacié durant la sintesi d’ADN, i pot ser
degut a diverses causes, com la preséncia de lesions a 'ADN o la manca
d’elements per seguir amb la replicacié (com la falta de nucleotids). Mantenir
una forqueta de replicacié aturada compromet la integritat de '’'ADN, ja que
en aquell punt no es troba en forma de doble hélix i és molt més vulnerable

a patir qualsevol tipus de dany?2.

La HR és un mecanisme complex que involucra diferents molécules
d’ADN, i és un procés més lent que els altres mecanismes de reparacio, pero

és predominant en lesions més complexes o que no han pogut ser resoltes
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per altres mecanismes?. Tot i aix0, és altament fidel i permet una reparacio

reduint I'aparicié de mutacions.

1.4.2. Reparacio per unié d’extrems no homolegs (NHEJ)

La reparacié utilitzant la via NHEJ és la més emprada per les cél-lules
per resoldre DSB de manera rapida, ja que és molt més simple i no requereix
cap cadena motlle. Tampoc necessita que hi hagi homologia en els extrems
del trencament. No obstant, degut a que no intervé cap cadena motlle és un

mecanisme que introdueix errors alhora de reparar TADN?4,

El complex Ku70-80 és el responsable de detectar els DSB. Quan es
troba amb un DSB, s'uneix a aquest i llavors recluta a les DNA-PKs que
s'uneixen al complex i s’'autofosforilen. Un cop actives, fosforilen altres
proteines que alhora son reclutades per prosseguir amb la reparacio, i que
permeten el processament de la lesié per permetre I'accés a les polimerases
(PolX i Polp). Un cop sintetitzat el fragment entrara en joc XRCC42°, XRCC4
és essencial per aquesta via, ja que permet el reclutament de la LIG4 formant

un complex que permetra la lligacio dels fragments sintetitzats?®.

1.4.3. Reparacio alternativa d'unié d’extrems (A-EJ)

La reparacié alternativa és més similar al NHEJ, pero a diferéncia
d’aquest necessita una reseccio a 5. Per aixo, s'utilitza el complex MRN-CtIP.
PARP1 és l'encarregat de promoure I'A-EJ, i per aixd competeix amb el
complex Ku70-80 per unir-se al lloc danyat?. Seguidament PARP1,
s'automodificara i PARilara proteines del voltant de la lesid, generant una
xarxa que permet el reclutament de la resta de maquinaria?®. Entre ells
destaca el reclutament de la PolB, que és el principal efector d’aquesta via i
sintetitzara ’'ADN?. Finalment, la lligasa 1 o el complex ADN lligasa-XRCC1

unira els fragments.
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1.4.4. Reparacioé per anellament de cadena simple (SSA)

Aquest sistema es basa en una reseccidé més extensa que en el cas de
I'’A-EJ, ja que el SSA succeeix entre seqiiéncies homologues localitzades al
final 3’ de les cues de ssDNA’. Aquestes seqiiéncies homologues estan
disponibles a causa de la preséncia de seqliéncies repetitives a cadascuna de
les bandes del tall. La reseccié es duu a terme per el complex MRN i CtIP i
I'extensié per EXO1 i el complex DNA2-BLM?3%3, L3 cadena simple d’ADN
sera coberta per la RPA. A diferéncia de la HR, la finalitzacié d’aquest procés
no es duu a terme per RAD51, sind per RAD52 que acabara el procés. Aquest
mecanisme de reparacié pot introduir mutacions, ja que les seqliencies

intermédies entre les regions complementaries es perden®2.

2. Paper del dany a I’ADN en el cancer

El cancer es caracteritza per tenir desregulats els processos que
intervenen en 'lhomeostasi i la proliferacié normal de les cél-lules. Aquest fet
provoca que tots els tipus tumorals, encara que tinguin les seves
caracteristiques propies, comparteixin una série d’elements comuns. Aquests
elements comuns, anomenats en anglés Hallmarks of cancer, han estan
extensivament descrits i revisats al llarg dels anys33-3>, Entre ells destaquen
la capacitat de les cél-lules tumorals de replicar-se de manera il-limitada,
alhora que potencien els senyals proliferatius i inhibeixen els senyals
antiproliferatius i apoptotics®®. A la vegada, es caracteritzen per la seva
capacitat de generar noves mutacions, cosa que genera una diversitat de
poblacions en un mateix tumor. Aquesta capacitat és essencial per la
supervivencia de les cél-lules cancerigenes, ja que es troben en un procés de
seleccié natural. Per tant, aquelles que tinguin mutacions que permetin
adquirir noves caracteristiques que comportin un avantatge evolutiu seran

seleccionades i acabaran representant la poblacié dominant dins del tumor34.
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A part de la il-limitada capacitat proliferativa, aixi com de la generaci6 de
mutacions, els tumors també adopten altres canvis respecte d’'una cél-lula no
transformada. Com es troben en una situacié6 d’alta competéncia pels
recursos, degut a aquesta proliferacié descontrolada, els tumors promouen
la formacié de vasos sanguinis (angiogénesi) per obtenir més nutrients. Per
altra banda, també reprogramen el seu metabolisme cap a un de més
glicolitic, per poder sostenir els nivells elevats de proliferacié. Aquests
hallmarks també sén imprescindibles en el procés de metastatitzacid, aixi com
en el de desenvolupament de resisténcies al tractament®*. La plasticitat de la
cél-lula tumoral, aixi com la seva capacitat de generar noves mutacions per
poder-se adaptar marcara I'éxit o el fracas d'una terapia. Aquest punt sera

desenvolupat en capitols posteriors3>.

El procés de malignitzacié tumoral (o carcinogénesi) és el procés pel
qual es desenvolupa un tumor des d'una cél-lula no transformada. Com
s'acaba de descriure, el paper de la proliferacié aixi com de la generacié de
variabilitat tenen un paper fonamental en la progressié tumoral. Durant la
vida de lindividu, l'exposici6 a estressos, tant interns com externs,
produeixen I'acumulacié de mutacions fruit d’'una mala reparacié de TADN?3¢-
38, En la immensa majoria de casos, aquestes mutacions no tenen cap mena
d’efecte, perd en un reduit nombre de casos aguestes mutacions poden
conduir al procés de malignitzacié tumoral®®. Cal destacar que en molt pocs
casos una sola mutacié és capa¢ de transformar una cél-lula normal a
cancerigena, si no que aquest procés és un procés gradual d’acumulacié de
mutacions en gens clau. Aquests gens solen estar relacionats amb
mecanismes de control de la proliferacio, el cicle cel-lular o la reparacié de
I’ADN4%°41 Podem distingir dos tipus de gens claus, els oncogens (com KRAS)
o els gens supressors tumorals (com TP53). Mutacions en oncogens, en la

majoria dels casos, promouran la sobreactivacié d’aquests, facilitant el procés
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de malignitzacié*2. En canvi, mutacions en els gens supressors de tumors,
promouran la pérdua de funcié del gen, conduint a qué els mecanismes de

control no tinguin una correcta regulacié®.

Alguns dels gens supressors de tumors més freqlientment mutats en
cancer estan relacionats amb la integritat del genoma i en la seva reparacio.
La seva disfuncié acaba provocant un augment important en el nombre de
mutacions acumulades, i provocant alteracions que reprogramen molts

aspectes del funcionament normal d'una cél-lula.

2.1. Cancer i mutacions en les vies de resposta a dany

Es ampliament acceptat que el correcte funcionament de les vies de
reparacio de '’ADN modulen el risc, la progressié i la resposta terapéutica en
el cancer. Gairebé tots els tipus de cancer tenen, en algun grau, deficiéncies
en la reparacio de 'TADN#. En el marc d’aquesta tesi tenen major rellevancia
p53, les proteines implicades en HR, i la via d'A-EJ especialment en el context

de deficiéncia en HR.

2.1.1. P53

P53 té un rol fonamental en el manteniment de la integritat del
genoma. En resposta a diferents estressos, p53 és activat i promou la
inhibicié del cicle cel-lular, activa la reparacié de I'ADN o redueix el flux
glicolitic, entre d’altres*>*¢. En casos més extrems, on el dany no es resol de
manera satisfactoria indueix senescéncia o apoptosi*’. La regulacié de p53 és
a nivell de I'estabilitat d’aquesta proteina i es duu a terme per la proteina
MDM248, MDM2 és capac d’ubiquitinitzar p53 i promoure la seva degradacio
via proteasoma. A la vegada p53 quan esta actiu promou l'expressio de
MDM2, en un sistema d’autoregulacié negativa*’. MDM2 pot ser fosforilada

per diverses proteines de les vies de reparacié d’ADN per inactivar-1a°°.
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P53 té unrol clau en la supressié tumoral i es troba molt sovint mutat
en diferents tipus de cancer**>'. La majoria de les mutacions sén de canvi de
sentit en el domini d'unié a I'’ADN i comporten la pérdua de funcié de la
proteina, augmentant aixi I'acumulacié de mutacions i de lesions mal
reparades, en un fenomen anomenat inestabilitat genomica®?. Aquest
fenomen succeeix quan diversos processos involucrats en el manteniment de

I’ADN no funcionen correctament.

2.1.2. Deficiéncia de recombinacié homologa (HRD)

La HR és un dels processos més importants en la reparacié de DSB
com s’ha descrit anteriorment. Tot i aix0, en diversos tipus de tumors trobem
deficiéncies en aquesta via de reparacié. Aquesta deficiencia en la
recombinacié homologa (HRD) és molt important no només a nivell biologic,
ja que canvia de manera considerable la naturalesa del tumor, siné també a

nivell clinic ja que obre noves oportunitats terapéutiques.

De tots els gens implicats en aquesta via, els gens que es troben més
freqlientment mutats sén BRCA1 i BRCA2, tot i que també s’han descrit
mutacions en RAD51 o ATM?3. A part d’aquestes mutacions també s’han
descrit fenomens de silenciament epigenétic, que impedeixen I'expressid
d’algun d’aquests gens, i per tant també donen lloc a HRD>*. Mutacions
germinals en BRCA1 o BRCA2 han estat descrites com un factor de risc en el

desenvolupament de cancer de mama i d’ovari familiar>>>.

Els tumors que presenten més casos de HRD son els tumors d’ovari
serosos d'alt grau (HGSOC), els de mama i els de prostata. S’estima que un
25% dels casos de HGSOC tenen mutacions en BRCA1 o BRCA2 i un altre
25% afectacions en altres gens o silenciaments epigenétics®’, els tumors de
mama es calcula que un 40% dels tumors sén HRD>2, i en els tumors de

prostata metastatics resistents a castracié presenten mutacions en BRCA1/2
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en un 20% dels casos. En menor mesura, s’han descrit mutacions en gens de

la via de HR en cancer de pancrees (8%)°? i en cancer gastric (7-12%)%°.

2.1.3. A-EJ en HRD

Tot i que cert grau d’inestabilitat genomica afavoreix el procés de
carcinogénesi aixi com la resisténcia a tractaments, ja que afavoreix la
preséncia de mutacions, un excés comporta la mort cel-lular degut a I'elevat
nivell d’'estrées que es provoca a la ceél-lula tumoral. A causa d’aquesta
deficiéncia en la HR, aquests tumors depenen d’altres vies per reparar I'ADN.

En aquest context, la via d’A-EJ guanya rellevancia®?.

De fet, aquesta via és essencial per la supervivencia de tumors amb
HRD. La inhibicié de PARP1 en un context de HRD comporta la mort de la
cél-lula tumoral per letalitat sintética®?¢%. Aquest fenomen es caracteritza per
produir la mort cel-lular quan hi ha una disrupcié de dos processos a la
vegada. En canvi, la inhibicié de cadascun per separat no comporta la mort
de la cél-lula. En aquest cas en concret, la preséncia de mutacions en la via
HR impedeix la funcié d'aquesta, mentre que la inhibicié farmacologica de
PARP1 impedeix també la reparacié de ’ADN per la via d’A-EJ. Pel fet que a
la cél-lula li manquen 2 mecanismes diferents de reparaci6, aquesta es mor.
Aix0 fa que els tumors amb HRD siguin especialment sensibles a inhibidors
de PARP. Aquest descobriment ha comportat I'aprovacié de diferents

farmacs contra PARP1 en el context de HRD, com es detallara més endavant.

2.2. Induccié de dany com a terapia contra el cancer

Actualment, s’han descrit centenars de terapies diferents per eliminar
o reduir I'afectacié del cancer en els pacients. Aquests tipus de terapies
depenen de les circumstancies de cada cas, no només del tipus de tumor, sind

del seu estadi en el moment del diagnostic, del seu perfil molecular, aixi com
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de les circumstancies propies de cada pacient, entre d'altres. Aquestes
terapies poden incloure des de la cirurgia, la radioterapia o I'is de farmacs

(tant compostos quimics com productes biologics).

Historicament, la induccié de dany a les cél-lules tumorals ha estat
una estratégia molt emprada®*. Com s’ha descrit anteriorment, molts tumors
tenen algun tipus de deficiéncia alhora de reparar 'ADN. A més, a I'estar en
constant divisié, encara sén més sensibles a 'acumulacié de dany, ja que a
part d’haver de combatre el dany generat pel tractament, també han de
suportar l'alt estrés replicatiu. Fins als anys 60, la cirurgia i la radioterapia
eren les estratégies més emprades. Les primeres experiéncies en I'is de
compostos quimics com a terapia contra el cancer es van dur a terme a
mitjans dels 40 utilitzant el gas mostassa per tractar limfomes, ja conegut per
les seves propietats alquilants®>. No va ser fins finals dels anys 50 que es va
desenvolupar el primer compost inductor de dany per a cancers solids, el 5-
fluorouracil (5-FU)%. Des de llavors fins a I'actualitat s’han generat multiples
compostos que han augmentat 'eficacia del tractament i I'esperanca de vida

dels pacients.
2.2.1. Radioterapia

La radioterapia es basa en I'is de radiacié ionitzant que promou
diferents tipus de lesions (entre elles DSB) aixi com la produccié de espécies
reactives d’oxigen (ROS), que entre d'altres, també poden generar dany
I'’ADN. Tot i que el nombre de DSB és en nombre menor que altres tipus de
lesions, la capacitat de la cél-lula tumoral en reparar-les sén les que acaben
determinant la sensibilitat a la radioterapia. S’ha descrit, que la pérdua de
funcio de BRCA1 augmenta la sensibilitat a la radioterapia®’¢® aixi com la
combinacié amb inhibidors d’ATM en models preclinics®’-7t. També s’ha

observat que la inhibicié de la via de NHEJ sensibilitza a la radiacié’?74. En
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canvi, I'ts d’'inhibidors d’ATR no han resultat eficacos a causa del seu paper
en resoldre dany a 'ADN derivat de I'estrés replicatiu”>7%. Tot i que el seu
potencial citotoxic és menor, les lesions a nivell de bases nitrogenades sén
molt més abundants. La sobreexpressi6 de gens del sistema BER s’ha
correlacionat amb la radioresisténcia en cancer de cérvix i tumors de cél-lules
germinals’”78. Atés al seu rol en I'’A-EJ, aixi com en el BER, els inhibidors de
PARP en combinacié amb radioterapia estan sent testats en assajos clinics”’.
L'Gs de la radioterapia esta molt estés en diferents tipus de cancer i es
combina amb cirurgia, quimioterapia o immunoterapia en funcié de cada

cas®o.

2.2.2. Agents modificadors de I'ADN

L'ds de compostos quimics que directament modifiqguen 'ADN van
establir les bases del desenvolupament de farmacs per tractar el cancer.
Podem trobar diferents tipus de compostos que alteren '’ADN. Farmacs com
la temozolomida promouen la metilacié de ’ADN, mentre que d’altres com la
ciclofosfamida (CPA) o els platins, promouen l'alquilacié de 'ADN induint
enllacos creuats entre els filaments d’ADN o entre diferents bases

nitrogenades.

La majoria de les lesions produides per aquest tipus de tractament sol
ser reparada pel sistema NER. S’ha observat que mutacions en ERCC1 o en
proteines de la familia de XP sensibilitzen al tractament amb platins®!. Tot i
aixo, altres sistemes de reparacié es poden veure involucrats, sobretot si les
lesions sén complexes, com seria el cas de la formacié d'enllacos entre les
dues cadenes d’ADN on pot intervenir el sistema de HR. De fet, s’ha observat

que mutacions en BRCA1/2 sensibilitzen el tractament amb platins®283,
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La gran diversitat d'aquests compostos aixi com la seva eficacia com
a farmacs de primera linia ha fet que trobem molts tipus de tumors on
s'utilitza aquest tipus de terapia. Per exemple, la terapia amb platins s’'empra
en tumors solids, com el testicular o el d’ovari®*; en canvi, la ciclofosfamida
s'utilitza en tractar majoritariament leucémies, tot i que també té usos

aprovats en cancer de mama o d’ovari®.

2.2.3. Inhibidors de topoisomerases

Les topoisomerases sén enzims encarregats de reduir les tensions
produides per I'enrotllament de 'ADN sobre si mateix. Per reduir aquestes
tensions, les topoisomerases poden tallar un filament (TOP 1) o els dos
filaments (TOP IlI), desfer aquests enrotllaments i tornar a unir el tall®. La
inhibicié d'aquests enzims provoca que aquestes tensions s’acumulin, i que a
causa del mecanisme d’accié d’aquests farmacs, continuin units al filament
d’ADN un cop han produit el tall i no el puguin reparar, acumulant talls de

cadena simple com de doble cadena®.

Actualment hi ha una desena d'inhibidors de topoisomerases, que
inhibeixen a diferents classes d’aquests enzims i sén emprades en diferents
tipus de cancer (Taula 1, adaptada de &’). Addicionalment, s’ha descrit que els
tumors amb HRD s6n més sensibles a I'Gs d’inhibidors de topoisomerases®,
aixi com s’ha vist que I'is d'inhibidors d’ATM o d'inhibidors de DNA-PKs

augmenta la sensibilitat a aquest tipus de farmacs’187%°,
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Taula 1: Inhibidors de topoisomerases.

Farmac Tipus Diana Aplicacio
Topotecan Cancer d'ovari metastatic, de pulmé de
cél-lula petita resistent a plati, de cérvix
recurrent
Campto- Y
- Top IB :
Irinotecan . P Cancer de colon
tecines
Belotecan Cancer d'ovari i de pulmé de ceél-lula
petita
Etoposid Cancer de pulmé de cél-lula petita,
Epipodofilo- limfomes, d’ovari i testicular
Teniposid toxines Gliomes, cancer de bufeta, leucémica
limfocitica aguda infantil
Doxorubicina Cancer d'ovari, pulmoé, gastric, de
tiroides, limfomes, sarcomes, etc.
Antra- Top
Epirubicina ciclines A Cancer de mama avancat
Valrubicina Cancer de bufeta
Mitoxantrona Antracen- Leucémia aguda, limfomes, cancer de
ediones mama i de prostata
Amsacrina - Pacients amb leucémia limfocitica aguda
Acridines

refractaria i leucémia mieloide aguda

2.2.4. Inhibidors de PARP (PARPI)

D’entre tots els tipus de terapies dirigides contra proteines de

reparacio a I'’ADN els inhibidors de PARP (PARPI) tenen un paper important

en el marc d'aquesta tesi i per aixo es fa especial émfasi. El primer PARPI,
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I'Olaparib, es va aprovar a finals de 2014 tant per la FDA com per la EMA, i
va suposar una millora substancial en el tractament del cancer d’'ovari i de
mama’??2. Des de llavors s’han aprovat 3 farmacs més i s’han augmentat els
usos pels quals es poden emprar?®?4%. A més a més, aquests mateixos
inhibidors es troben en assajos clinics en altres tipus de tumors®%?>. A més
d’aquests hi ha altres PARPi que es troben en assajos clinics de fase 3, com
el veliparib. En la taula 2 s’exposen els diferents tipus de PARPi i en quins

escenaris es contempla el seu Us segons la FDA (data abril 2024).

La familia de PARP consta de 17 membres pero no tots tenen activitat
PAR. De tota l'activitat PAR el 80% és produida per PARP1, i el restant per
PARP274%7. Com ja s’ha descrit en apartats anteriors i es pot observar en la
taula 2, I's de PARPI esta restringit a pacients amb mutacions en BRCA1/2
o tenen HRD. Aixo és per 'elevada dependéncia que tenen els tumors HRD
en els mecanismes de reparacié on intervé PARP1 (principalment A-EJ).
Quan PARP1 detecta el dany, s'uneix a la regié de ’ADN on es troba la lesio
i alla utilitza el NAD* per PARilar-se a ell mateix i altres proteines’. Aquestes
modificacions tenen carrega negativa, i aixd permet generar la repulsio
suficient entre les carregues negatives de 'ADN i PARP1 modificat per
desvincular-se del punt de la lesio i permetre que se segueixi amb el procés

de reparacié’®.

Tots els PARPi amb aprovacié per Us clinic tenen un mecanisme
d’accio dual®. Per una banda, competeixen amb el NAP* per unir-se al centre
actiu de I'enzim i impedir l'activitat PAR. Per l'altra banda, impedeixen la
desvinculacié de PARP1 de la cromatina, deixant a PARP1 atrapat a 'ADN.
La suma d’'aquests dos fets fa que, per una banda, el dany no es pugui seguir
reparant, i per I'altra es sumi un estrés addicional, que és tenir les molécules

de PARP1 atrapades a la cromatina.
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Taula 2: Usos dels inhibidors de PARPI a la clinica

Inhibidor de Tipus de

Caracteritzacio

Indicacions per I'administracio

PARP cancer molecular
Cancer Mutacions germinals Adjuvancia després de
de mama en BRCA1/2 i tumor quimioterapia
HER2 negatiu
Cancer Mutacions germinals Adjuvancia després de resposta
d’ovari o somatiques en completa o parcial a plati
BRCA1/2
Tumor HRD Adjuvancia amb bevacizumab
després de resposta completa o
parcial a plati
Olaparib
Cancer Mutacions en Amb abiraterona i prednisona
de BRCA1/2 quan el tumor ha metastatitzat i
prostata és resistent a castracié
Tumor HRD Adjuvancia quan el tumor ha
metastatitzat i és resistent a
castracio
Cancer Mutacions germinals Adjuvancia quan no hi ha
de en BRCA1/2 progressié després de la primera
pancrees linia amb plati
Cancer No s’especifica Adjuvancia en cancer recurrent
d’ovari amb resposta completa o parcial
a plati
Rucaparib Cancer Mutacions germinals El tumor és metastatic, resistent
de o somatiques en a castraci6 i ja ha rebut
prostata BRCA1/2 antiandrogens en combinacié
amb un taxol.
Cancer Mutacions germinals En casos on el tumor només ha
de mama en BRCA1/2 i tumor envait els teixits veins
HER2 negatiu
Talazoparib
Cancer Tumor HRD Amb enzalutamida quan el tumor
de és metastatic i resistent a la
prostata castracié
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Cancer Mutacions germinals Com manteniment en pacients
d’ovari BRCA1/2 on hi ha recaiguda pero
presenten una resposta

Niraparib completa o parcial a plati

No s’especifica Cancer avancat amb resposta
completa o parcial a la primera
linia de plati

2.3. Resisténcia a tractaments

La resisténcia a la terapia és un dels grans problemes a I'hora de poder
curar el cancer. A causa de l'elevada capacitat del tumor d’adaptar-se (per
exemple, generant noves mutacions), en molts casos, el tractament redueix
la massa tumoral, pero no elimina per complet totes les cél-lules canceroses,
deixant les cél-lules resistents343°, Aixd provoca que les supervivents tornin
a proliferar i a generar noves masses tumorals. Aquestes noves masses
tumorals, al tornar-se a enfrontar al mateix tractament, presenten
mecanismes de proteccié que limiten I'eficacia d’aquests. Amb I'exposicio
consecutiva a un mateix tractament, el tumor s’acaba tornant completament
resistent a la terapia i es perd qualsevol efecte terapéutic. Per aixo, I'estudi
de la resisténcia al tractament és de vital importancia per millorar I'eficacia
d’aquests, aixi com permetre a pacients amb tumors resistents noves opcions
terapéutiques, que promoguin la resensibilitzacio a la terapia, o aprofitin nous

punts febles generats durant I'adaptacio al farmac.

Tot i que els mecanismes de generacié de resisténcia dependran de
les caracteristiques concretes de cada tumor, aixi com del farmac (o
combinacié de farmacs) al que es veu exposat, hi ha una série de respostes

gue son compartides. Per exemple, I'expressié de bombes d’eflux de drogues,
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pertanyents a la superfamilia de transportadors ABC; aixi com la sobre

activacio de vies de supervivéncia o antiapoptotiques.

2.3.1. Mecanismes de resisténcia a PARPI

Tot i que I'aprovacié dels primers usos dels PARPi va ser fa poc més
de deu anys, ja hi ha mdltiples estudis que descriuen mecanismes de
resisténcia a aquests farmacs'® (Fig 3). A més, I'estudi d’aquests mecanismes
cada vegada guanya més rellevancia degut a I'ampliacié dels usos de PARP;,
ja no només en diferents tipus de tumors, sind en I'is com a terapia de
primera linia. De fet, els primers estudis poblacionals demostren que el 50%
de les pacients amb cancer d'ovari progressen mentre es troben en

tractament amb PARPi°1,

De tots els mecanismes que s’han descrit els més habituals sén els
relacionats amb la restauracié de la recombinacié homologa. S'estima que el
25% de tots els casos de resisténcia a PARPi es deuen a I'aparicié de segones
mutacions que restauren completa o parcialment la funcié6 de BRCA1/2192,
També s’ha observat el mateix fenomen en pacients amb mutacions en altres
gens de HR com RAD51C o RAD51D%3, També s’ha observat que pacients
amb silenciaments epigenétics en gens de HR perden aquest silenciament a
mesura que es veuen exposats a PARPi1%4105 Aixi mateix, s’han descrit
mecanismes que impliquen la pérdua de 53BP1, proteina implicada en el
sistema de NHEJ, i aixd promou la sobreactivacié d’ATM, potenciant la
formacio dels loci de RAD51 tot i en I'abséncia de BRCA11%4197, També, s’han
observat altres mecanismes independents de la restauracié de la HR. Per
exemple, la pérdua de funci6 de PARG, I'enzim que degrada les PAR,

permetent la recuperacié parcial de I'activitat PARP1, revertint la letalitat
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Figura 3: Principals mecanismes de resisténcia a inhibidors de PARP. Esquema
obtingut de100

sintétical®. S’ha vist que la pérdua de PARG correlaciona amb un nivell alt
d’estrés replicatiu i promou una elevada dependéncia en I'eix d’ATR-CHK1-
WEE1, augmentant la sensibilitat a inhibidors d’aquesta via?®?1°, Vinculat
també a I'estrés replicatiu s’han descrit que altres mecanismes de resisténcia
promouen I'estabilitat de la forqueta de replicacié. La inhibicié del complex
MRE11 s’ha descrit que augmenta I'estabilitat de la forqueta de replicacié en

cél-lules amb mutacions en BRCA1/2 i promou la resisténcia a PARPi!1,

Per altra banda, també s’han descrit mecanismes de sobre activacio

de vies de supervivéncia com la via de PISK/AKT? aixi com de la sobre
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activacié de c-MET que modifica a PARP1 reduint aixi I'afinitat dels PARPi*3,
La sobreexpressié de MDR1, una proteina vinculada a la resisténcia farmacs

també ha estat descrita en pacients de cancer d'ovari tractades amb
PARPi!4,

2.3.2. Estratégies per superar la resisténcia a PARPI

Recentment, s’han suggerit diverses estratégies per prevenir o
superar la resisténcia a PARPi. S’han proposat combinar PARPi amb
guimioterapia, com platins; amb inhibidors de vies de reparacié a dany al
DNA, com inhibidors de Pol811>116 de DNA-PK o ATR7118 jixi com
inhibidors de cicle cel-lular, com de CDK4/6''?; o immunoterapia?’, entre
d’altres. L’eficacia d'aquests estudis a nivell clinic actualment esta sent
testada, amb resultats desiguals en funcié de la combinacié emprada?122,
Finalment, les noves generacions de PARPi en l'actualitat es troben en
assajos clinics de fase I. Per una banda, sén més selectius per PARP1, reduint
la toxicitat associada a la inhibicié de PARP22, i per I'altra, estan sent també

testats en pacients que ja han estat tractades préviament amb PARPi*?4,

3. Metabolisme

El metabolisme sén totes aquelles reaccions bioquimiques que
succeeixen dins d’'un organisme i tenen com a objectiu utilitzar uns
metabolits amb I'objectiu d’obtenir-ne d'altres, aixi com energia o poder
reductor. Quan ens referim a energia, ens referim a I'acumulacié d’energia
quimica en forma d’ATP2>12¢ (o els seus analegs com el GTP), aixi com en
determinats casos, en forma de gradient electroquimic o de calor. El poder
reductor fa referéncia a la capacitat de la cél-lula de dur a terme reaccions
redox a partir dels electrons acumulats en el NADH (també en el NADPH o
FADH,)'?’.
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A grans trets podem distingir dos tipus de reaccions depenent de la
funcié que realitzin: les cataboliques i les anabdliques. Les reaccions
cataboliques sén aquelles destinades a la degradacié de molécules per
obtenir energia i poder reductor a partir dels enllacos quimics de molécules
complexes. Pel contrari, les anaboliques, empren energia i poder reductor per
sintetitzar metabolits més complexes'?’. Per altra banda, les reaccions les
podem classificar en reversibles i irreversibles. Les reversibles es
caracteritzen en que el seu sentit és altament depenent a la concentracio dels
substrats. En canvi, les irreversibles sén independents de la concentracié de
substrat o del producte i, per tant, només catalitzen la reaccié en un sentit,
fonamentalment com a conseqiéncia d'una caiguda important de potencial
quimic (reaccions altament exergoniques)'?8. De manera general, en aquestes

reaccions es formen enllacos fosfat, és a dir, on es forma ATP.

Una via metabolica és la concatenacié de reaccions concretes on el
producte d’una és el substrat de la seglient i és una de les principals maneres
d’organitzacio dels processos metabolics fomentant la regulacié independent
de cada via i evitant I'aparicié de cicles futils. Aquest tipus d’organitzacié
permet a la cél-lula un estalvi energetic important a I'hora de regular el
metabolisme, ja que la regulacié d’alguns nodes en particular permet regular
el flux de tota la via. Normalment, els punts de regulacié solen trobar-se en

reaccions irreversibles a causa de la seva naturalesa unidireccional*%.

3.1. Metabolisme energétic

El metabolisme energétic sén un grup de vies metaboliques
principalment dedicades a I'obtencié d’energia i poder reductor. De totes
maneres, son també emprades com vies intermediaries d'altres vies
metaboliques, compartint metabolits que son essencials per sintetitzar altres

molécules indispensables per la cél-lula.
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3.1.1. Glicolisi

una via que permet l'oxidacié dels substrats de manera molt rapida i
independent de l'oxigen. A més, és una via que genera una série de
metabolits intermediaris que son imprescindibles per a la sintesi d'altres
compostos essencials per la cél-lula, com bases nitrogenades o alguns
aminoacids. De manera general, per cada glucosa que completa tota la via de
la glicolisi s’obtenen dos ATP, dues molécules de NADH i dues molécules de
piruvat. Mentre que I'ATP sera utilitzat per suplir les demandes energetiques,
tant el NADH com el piruvat seran emprats de manera diferencial en funcié

de la situacié en que es trobi la cél-lula??’.

Podem distingir dues fases de la glicolisi, una primera fase
preparatoria, on hi ha una despesa d’ATP, i una segona fase on la glucosa és
trenca en dos i s'aconsegueix energia. La primera reaccié de la glicolisi es
tracta de la conversié de la glucosa a glucosa-6-fosfat. Aquest primer pas és
realitzat per les hexoquinases, essent en cancer la HK2 la més rellevant®.
Aquesta reaccio és cabdal per mantenir I'import de la glucosa per part dels
transportadors (GLUTSs). La membrana plasmatica no sol tenir transportadors
de sucres fosforilats, i per tant un cop modificats no poden escapar de la
cél-lula’®. En conseqiiéncia, no es necessita més energia que 'emprada en
aquesta reaccid de fosforilacid per retenir-los, permetent tenir una

concentracié intracel-lular de glucosa molt més elevada que I'extracel-lular.

Posteriorment, la glucosa-6P és isomeritzada a fructosa-6P per la
fosfohexosa isomerasa. La seglient reaccié és una nova fosforilacié en el
carboni 1 de la fructosa, catalitzada per la fosfofructoquinasa-1, donant lloc
a la fructosa 1,6-bisfosfat. Aquesta reaccio es troba altament regulada, ja que

mentre la glucosa-6P i la fructosa-6P poden derivar-se cap a altres vies, la

57



Introduccié

fructosa-1,6P ja només pot seguir la via glicolitica. La regulacié d’aquest
enzim és de manera al-lostérica essent la fructosa 2,6-bisfosfat i la ratio
AMP/ATP els principals activadors al-lostérics *2. L’enzim productor
d’aquest metabolit és la 6-fosfructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa
(PFKFB), que és regulat a nivell transcripcional. No obstant també s’han
descrit enzims com TIGAR*® que s6n capacos de metabolitzar la fructosa 2,6-
bisfosfat reduint aixi el flux glicolitic. Pel que fa a la ratio AMP/ATP és un
dels mecanismes més estesos de regulacié metabdlica. Quan una cél-lula es
troba en una situacié d’escassetat energética els nivells d’AMP augmenten
mentre que els d’ATP decauen®®3, En aquest cas s'activen diversos senyals
d’alarma que potencien les vies cataboliques i inhibeixen les anaboliques.
Més endavant s’exposaran els mecanismes de regulacié del metabolisme de

manera integrativa.

Seguidament, la fructosa 1,6-bisfosfat és trencada per I'aldolasa en
dues molécules de tres carbonis: el gliceraldehid 3-fosfat i la dihidroxiacetona
fosfat'®. En el cas de la dihidroxiacetona és isomeritzada en una reaccio
reversible a gliceraldehid 3-fosfat. Fins aquest punt és la fase preparatoria de
la glicolisi, i a partir d’ara s’entra en la fase d’obtencié d’energia. Primerament
el gliceraldehid 3-fosfat sera oxidat donant lloc a 1,3-bisfosfoglicerat. En
aquesta oxidacié es redueix NAD* a NADH i s'incorpora un fosfat inorganic.
El proper pas, és la conversié de I'1,3-bisfosfoglicerat a 3-fosfoglicerat,
donant lloc a una molécula d’ATP?3>1%, |a primera que s’obté en tota la
glicolisi. Després el 3-fosfoglicerat és convertit a 2-fosfoglicerat per una
mutasa i posteriorment deshidratat per una enolasa, donant lloc al 2-
fosfoenolpiruvat. L'Gltim pas de la glicolisi és la transformacié del 2-
fosfoenolpiruvat en piruvat donant lloc a un altre ATP. Aquesta reacci6 esta
catalitzada per la piruvat quinasa, i és molt exergonica i irreversible en

condicions fisiologiques. D’aquesta manera la cél-lula s'assegura que no hi ha
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marxa enrere en les altres reaccions de la via i promou la formacié del piruvat.
Aixo obliga la cél-lula a activar altres vies (com la gluconeogénesi) en un

escenari d’escassetat de glucosa per tal de superar aquesta reaccio®’.

Un cop obtingut el piruvat, aquest pot ser utilitzat en diferents vies
en funcié del context cel-lular. En el marc d’aquesta tesi doctoral els destins
més rellevants del piruvat sén el de lactat, catalitzat per la lactat
deshidrogenasa, i el d’acetil-CoA, catalitzat per la piruvat deshidrogenasa®®e,
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Figura 4: Esquema general de la via de la glicolisi. Figura obtinguda del2??

3.1.2. Lactat deshidrogenasa (LDH)

La lactat deshidrogenasa (LDH) és I'enzim encarregat de transformar
el piruvat a lactat consumint NADH. Posteriorment, aquest lactat és secretat
fora de la cél-lula pels transportadors de lactat (MCT1-4). Aquesta reaccio,
anomenada fermentacio lactica, té un rol cabdal en situacions d'una alta

demanda d’energia o d’hipc‘>xia139’14°, ja que permet la reoxidacié del NADH

IR
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I'activitat mitocondrial. Cal remarcar que aquest procés permet obtenir ATP
de manera molt rapida a partir de glucosa, pero és altament ineficient, perqué
aquesta glucosa només s'oxida parcialment i es perd el poder reductor
generat'. En el cas del cancer, com es descriurd més endavant, part de la
reprogramacié metabolica passa per una sobreactivacié de la fermentacio

lactica per potenciar la glicolisi, permetent aixi la rapida obtencio d’energia’?.

3.1.3. Piruvat deshidrogenasa (PDH)

Fins ara totes les reaccions que s’han descrit del catabolisme de la
glucosa es donaven en el citoplasma. La reaccié catalitzada per la piruvat
deshidrogenasa (PDH) és la primera reaccié que es dona dins del mitocondri.
El mitocondri és un organul que té una doble membrana, essent la interna
una membrana molt impermeable. Per tant, per accedir a la matriu
mitocondrial, cal que els metabdlits tinguin transportadors. Hi ha metabolits,
com el cas del piruvat, que tenen transportadors mitocondrials, pero en altres
casos, com en el de I'acetil-CoA o de I'oxalacetat, no existeixen!43. Aquest fet
és important, ja que manipulant I'entrada dels diferents metabolits dins el

mitocondri es pot modificar I'activitat mitocondrial i I'estatus metabolic.

La piruvat deshidrogenasa és un complex enzimatic, composat per 3
enzims, que converteixen el piruvat a acetil-CoA donant lloc també a un
NADH. L'E1 és la piruvat deshidrogenasa, que descarboxila el grup carboxil
del piruvat alliberant un COx i I'uneix al fosfat de tiamina que actua com a
grup prostetic a la vegada. L'E2 és la hidropoil transacetilasa, que capta
I'acetil utilitzant el seu corresponent grup prostétic, I'acid lipoic, que alhora
es redueix. Quan esta en aquesta forma reduida es transfereix el grup acetil
al CoA, formant I'acetil-CoA. Per finalitzar la reaccié L'E3, la hidropoil
deshidrogenasa, transmet els electrons captats per L'E2 a un NAD", reduint-
lo a NADH4.145,
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La PDH esta altament regulada, ja que és I'enzim que dirigeix al
piruvat cap a les vies del metabolisme oxidatiu i és un dels principals punts
de regulacioé del cicle de Krebs, puix és la productora del substrat d’aquest.
Per una banda, té multiples reguladors al-lostérics positius, entre ells, el
piruvat, la ratio AMP/ATP o la de NAD*/NADH, i d’altres negatius com,
I'acetil-CoA, 'ATP i el NADH414¢, Per altra banda, també té regulacions
posttraduccionals. L'E1 té diversos llocs de fosforilacié que regulen
negativament la seva activitat, per tant, aquestes fosforilacions impedeixen
la transformacié del piruvat4”:148, Aquestes fosforilacions les duu a terme la
piruvat deshidrogenasa quinasa, que consta de 4 isoformes diferents. Cada
isoforma té una afinitat diferent per cada residu. Alhora, la fosforilaci6 dels
diferents residus té un efecte diferent en l'activitat de la PDH. Els tres residus
de regulacido sén a la serina 232, la serina 293 i a la serina 300%%.
Especialment rellevants sén la serina 293, ja que és la fosforilacié que
correlaciona més amb I'activitat del complex'*°-1°2 i I3 serina 232 que només
pot ser fosforilada per la PDHK1'>3. Les diferents PDHKs estan regulades
transcripcionalment, per diferents factors de transcripcié i en funcié del

context cel-lular s’expressara una o una altra.

3.1.4. El cicle de Krebs

L'acetil-CoA un cop format, és utilitzat en el cicle de Krebs (Fig 5). El
cicle de Krebs (també anomenat cicle dels acids tricarboxilics (TCA), o cicle
de 'acid citric)'>#1°5, és una via metabolica que es duu a terme integrament
dins el mitocondri. Es fonamental, no només per la seva importancia en la
produccioé de poder reductor i energia, siné també perque el catabolisme dels
aminoacids, acids grassos i glucids convergeixen en aquest cicle!>®. A més,
consta de varies reaccions anaplerotiques que permeten la formacié de molts

metabolits intermediaris essencials per I'anabolisme de biomolécules®’ (Fig
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6). Per cada cicle complet es generen 3 molécules de NADH, una de FADH

i una molécula de GTP1?’.

La primera reaccio del cicle és la condensacié de I'oxalacetat amb
I'acetil-CoA catalitzada per la citrat sintasal®815°. Es una reaccié irreversible
la qual uneix I'oxalacetat amb I'acetil-CoA formant citrat i alliberant el grup
CoA. Aquesta reaccid és altament exergonica, ja que el trencament de I'enllag
tioester de 'acetil-CoA genera molta energia, cosa essencial per promoure la
reaccio, perqué les concentracions d’oxalacetat solen ser molt baixes. La

citrat sintasa esta regulada negativament tant per la ratio ATP/ADP com de
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Figura 5: El cicle de Krebs. Figura obtinguda de 127
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NADH/NAD* ja que son indicadors d’alts nivells energetics'®®. En aquests
casos el flux de carboni és derivat al citoplasma utilitzant la llancadora de
citrat, que permet a través d’un seguit de reaccions exportar de manera neta

acetil-CoA al citoplasma per poder promoure la sintesi d’acids grassos¢?.

El seglient pas del cicle és catalitzat per I'aconitasa, que transforma el
citrat en isocitrat, i que seguidament és metabolitzat per la isocitrat
deshidrogenasa. Aquesta reaccié és irreversible i produeix una
descarboxilacié, produint un CO., i donant lloc a un NADH i una molécula
d’alfa-cetoglutarat?®?. L'alfa-cetoglutarat és un dels altres principals punts
d’entrada de carbonis dins el cicle de Krebs, ja que és format per multiples
reaccions anaplerotiques. La principal és catalitzada per la glutamat
deshidrogenasa, que transforma el glutamat a alfa-cetoglutarat, eliminant un
grup amino i produint un NADH. Aquesta reaccid, a més, té un rol fonamental
en la llancadora malat-aspartat com a redistribuidora de grups amino entre
I'aspartat/oxalacetat i el glutamat/alfa-cetoglutarat, que permet I'import de

poder reductor citosolic dins el mitocondri¢3.

La reaccio segiient, és la conversio de I'alfa-cetoglutarat en succinil-
CoA, catalitzat pel complex alfa-cetoglutarat deshidrogenasa, que és molt
similar en estructura i funcié a la PDH. En aquesta reaccié irreversible, s'oxida
I'alfa-cetoglutarat produint un succinil-CoA, un NADH i un CO3%. A partir
d’aqui totes les reaccions del cicle de Krebs sén reversibles i altament
dependents de la concentracié de substrats i productes, ja que el diferencial
d’energia lliure és molt proper a 0?7, El seglient pas és la transformacié del

succinil-CoA a succinat per la succinil-CoA sintetasa produint un GTP. La
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Figura 6: Rol del cicle de Krebs com productor d'intermediaris. Figura obtinguda
d6127

succinat deshidrogenasa és I'encarregada d’oxidar el succinat a fumarat
produint un FADH,%. Aquesta és I'Unica reaccio del cicle de Krebs que no
es dona en la matriu mitocondrial siné en la cara interna de la membrana
interna del mitocondri, ja que la succinat deshidrogenasa forma part del
complex Il de la cadena respiratoria, que sera introduida més endavant. El
fumarat sera hidratat per la fumarasa formant malat en una reaccié

reversible1%¢,

L'dltima reaccid del cicle és la reconstitucio de 'oxalacetat a partir de
'oxidacid de malat, produint també un NADH, catalitzat per la malat

deshidrogenasa'®’. Perqué aquesta reaccié tingui lloc cal que les
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concentracions d’oxalacetat siguin extremadament baixes. Per aixo la
concentracié d’'oxalacetat també determinara el sentit de les reaccions del
cicle de Krebs'%8. L'oxalacetat pot reiniciar el cicle de Krebs formant de nou
citrat condensant-se amb un acetil-CoA, pero també és un punt de sortida
de carbonis del cicle (Fig 6). Per una banda, pot rebre un grup amino i donar
lloc a aspartat, un aminoacid i precursor de la sintesi de bases pirimidiniques.
També pot ser transformat en fosfoenolpiruvat per la PEP carboxiquinasa per
iniciar la gluconeogénesi, la via antagonica a la glucolisi, permetent la
formacié de glucosa a partir d'altres precursors. En altres la piruvat
carboxilasa pot produir oxalacetat, a partir de piruvat i un CO; inorganic

consumint un ATP afavorint la oxidacié completa de la glucosa

3.1.5. Cadena respiratoria

La cadena respiratoria és un conjunt de cinc complexos que es troben
ancorats a la membrana interna del mitocondri (Fig 7). La seva funcié és
utilitzar el poder reductor format en les diferents vies cataboliques per
generar un gradient de protons que s'acumuli a la cara externa d’aquesta
membrana. Quan aquesta energia electroquimica acumulada és prou elevada
es canalitza i s'usa per produir ATP de manera massiva en un procés

anomenat fosforilacié oxidativa¢?179.

Podem distingir quatre complexos associats al transport de protons i
un complex formador d’ATP, anomenat ATP sintasa’*'72, Aquests
complexos es van cedint els electrons dels uns als altres a través de molécules
intermediaries'’® i es troben moltes vegades associats els uns als altres

formant supercomplexos!’4.

El complex | conegut també com a NADH:ubiquinona oxidoreductasa
esta composat per 42 subunitats diferents (entre elles NDUFV2, que sera de

rellevancia en aquesta tesi'’>). Aquest és el complex més gran de la cadena
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respiratoria i el que produeix el 40% de tot el potencial de membrana. Aquest
complex s’encarrega d’'oxidar el NADH a NAD*, cedint aquests electrons a la
ubiquinona, que es transformara en ubiquinol. Alhora, degut a aquest procés
es poden translocar protons de la matriu mitocondrial a ['espai

intermembranal’s.

El complex Il és la succinat deshidrogenasa, mencionada préviament
en el cicle de Krebs. Aquest enzim apart d’oxidar el succinat per produir
FADH, permet la transmissié d’aquests electrons a la ubiquinona que es
reduira a ubiquinol. Aquest és I'inic complex de la cadena respiratoria el qual

no es intermembranal”’.

El complex Il és la citocrom c reductasa i transfereix els electrons de

I'ubiquinol al citocrom c, que es troba a I'espai intermembrana. Quan es dona

/élmarate

Succinate

NADH + H* NAD*

Matrix
Chemical ATP Electrical
potential synthesis potential
ApH » driven by ‘ Ay = =
(inside ‘ proton-motive (inside
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Figura 7: La cadena respiratoria a la membrana interna del mitocondri. Imatge
obtinguda de®24
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aquesta transferencia també es transloquen protons de la matriu al complex
intermembranal’®. El citocrom c és el responsable de transferir els electrons
al complex 1V, que és la citocrom c oxidasa, i s’encarrega de cedir els electrons
al seu acceptor final, 'Oz que es transformara en H2O. Aquest procés
comporta la translocacié de protons a la matriu intermembrana i el consum
d’altres protons per formar les dues moléecules de H,O, promovent un

potencial de membrana més elevat!””.

Tot aquest procés ha donat lloc a un gradient electroquimic que sera
emprat pel complex V, I'ATP sintasa, per poder sintetitzar ATP a partir d’ADP
i fosfat inorganic'’®. Aquesta sintesi es produeix aprofitant I'energia produida
per I'entrada dels protons a la matriu mitocondrial*®?. El complex V té dos
dominis funcionals, el Fo que és intermembrana i el F1 que es troba dins la
matriu mitocondrial. El Fo esta format per diverses subunitats que formen el
canal pel qual passen els protons i el F; consta d’altres subunitats que tenen
activitat ATP sintasa’®. De manera breu, el flux de protons a través del
domini Fo provoca la rotacié de les subunitats y del domini F1, promovent un
canvi conformacional en la resta del domini F1, que condueix a la formacio
d’ATP®, Aquest fenomen, de catilisi mitjancant el gir s’Tanomena catalisi

rotacional&.

Tot aquest procés que s’ha descrit depén de la impermeabilitat de la
membrana mitocondrial interna als protons. Per tant, la integritat de la
membrana és cabdal per la supervivéncia de la cél-lula, ja que si es veu
compromesa, el gradient electroquimic es perd i, per tant, aquest sistema ja
no sera funcional. Es de tal importancia que, per exemple, un dels senyals
gue promouen l'apoptosi cel-lular és a la preséncia del citocrom C en el
citoplasma, senyal que els mitocondris estan danyats'®2. Tot i tenir una
perfecta integritat pel que fa als protons, son comunes les filtracions

d’electrons que provoquen I'aparicié de espécies reactives d’oxigen (ROS).
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Aquests radicals lliures sén altament oxidants i la cél-lula compta amb
diversos sistemes antioxidants per degradar-los. A més, també juguen un
paper com a molécules senyalitzadores, ja que poden activar diversos
mecanismes de resposta (com el que depén de NRF2) i poden condicionar el

metabolisme. El rol dels ROS i NRF2 es descriura més endavant.

3.1.6. Altres vies rellevants

Fins ara s’han descrit les vies cataboliques que sén més rellevants en
el context d'aquesta tesi. No obstant cal mencionar que aquestes vies
descrites estan interconnectades amb d'altres que sén també molt rellevants.
Per donar una visié més amplia, ara es descriuran de manera breu una série
de vies que sén essencials pel metabolisme cel-lular i posteriorment en altres
apartats s'exposara la seva rellevancia en el context del metabolisme tumoral
(Fig 8).

La beta-oxidacié és la principal via del catabolisme dels acids grassos.
Es una via qgue es duu a terme dins la matriu mitocondrial, i es basa en la
segmentacio dels acids grassos de dos carbonis en dos carbonis, formant
acetil-CoA, que sera després emprat en el cicle de Krebs. Un dels principals
punts de regulacié d'aquesta via és l'entrada dels acids grassos dins la
mitocondria. L'entrada d'aquests es duu a terme pels transportadors
anomenats carnitina palmitoil transferases (CPT), i és regulat negativament

pel malonil-CoA, el substrat dedicat a la sintesi d’acids grassos®.

La glutaminolisi és la degradacié de la glutamina en glutamat.
Posteriorment, el glutamat podra ser desaminat i dona lloc a [l'alfa-
cetoglutarat. La glutamina és el principal aminoacid en el plasma sanguini i és
una font molt important de carbonis i de nitrogen per les cél-lules, aixi com
en el control dels ROS, ja que és essencial per la formacio de glutatio!®4,

principal agent antioxidant de la cél-lula. La transformacié de glutamina a
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glutamat és catalitzada per la glutaminasa dins el mitocondri. S’han descrit
dos isoformes diferents de la glutaminasa, la renal i I'hepatica i cadascuna té
diferents variants de splicing, donant lloc a productes amb diferent

activitat®®.

La via de les pentoses fosfat és una via emprada per obtenir diversos
precursors, com la ribosa-5P, base per la sintesi de nucleotids, i I'obtencié de
poder reductor en forma de NADPH, vinculat a la sintesi d’acids grassos i als

sistemes antioxidants. Té lloc al citoplasma i s'inicia amb la glucosa-6P i

Glicolisi Sintesi de base
Glucosa nitrogenades
Fructosa-6P +——+ Ri bcl)s a-5P

Metabolisme 1 carboni

T T Gliceraldehid-3P

THF  510me-THF }
Lt P

Glicina «—><"_ Serina «—— |3-Fosfoglicerat

Fermentacio
Piruvat Lactat

Acids grassos l

B-oxidacio — Acetil-CoA

\

C'"at Glutaminolisi

Aspartat +——— Oxalacetat Glutamina

Sintesi de bases a cetoglutarat | «—— Glutamat
nitrogenades Cicle de Krebs

Figura 8: Interconnexions de les diferents vies metaboliques descrites. Font propia
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consta d’una fase irreversible on s’oxida aquesta glucosa i una posterior fase

reversible ramificada on s’obtenen els diferents precursors'8®,

La sintesi de bases nitrogenades parteix de dos punts diferents en
funcié de si es sintetitzaran bases puriniques o bases pirimidiniques. Les
puriniques es sintetitzen directament sobre la ribosa 5-fosfat consumint
glicina i grups nitrogenats de la glutamina i de I'aspartat. En les bases
pirimidiniques, primerament es sintetitza el seu anell, i posteriorment s’uneix
alaribosa 5-fosfat. A més, aqui directament la glutamina i 'aspartat s'utilitzen

completament per la formacio d’aquestes bases!®’.

El metabolisme d’'un carboni (One-carbon metabolism, en anglés) és un
procés metabolic que estd mediat pel metabolisme del folat®. Aquest
conjunt de vies serveixen per activar i transferir grups d'un carboni per
biosintetitzar bases nitrogenades, mantenir 'homeostasi d’alguns aminoacids
(glicina, serina i metionina), per permetre modificacions epigenétiques aixi
com regular la resposta antioxidant®’. En animals, el folat s'obté sempre a
partir de la dieta, i és aquest el que donara lloc a diferents derivats, com el
tetrahidrofolat (THF) o el 5,10-metilentetrahidrofolat (5,10me-THF), que

intervindran en les diferents vies biosintétiques.

3.1.7. Regulacié integrativa del metabolisme energétic
central

Com ja s’ha comentat amb anterioritat les diferents vies metaboliques
han d'estar coordinades, ja que si no poden donar lloc a I'aparicié de cicles
futils que només comporten un malbaratament energétic. Per aixo hi ha
diferents mecanismes que la cél-lula utilitza per regular el metabolisme a
diferents nivells en funcié del context cel-lular. La combinacié dels diferents
mecanismes atorga a la cél-lula una capacitat d’adaptabilitat molt alta a

estimuls i situacions molt diverses.
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3.1.7.1. Al-losterisme

Un dels mecanismes el qual ja s’ha comentat és la regulacié
al-losterica, utilitzant metabolits relacionats amb la via que ha de ser regulada.
Aquest mecanisme es basa en la unié del regulador en una zona diferent del
centre actiu de I'enzim, podent modificar igualment la seva activitat. Per
exemple, 'acumulacié de frutosa-6P promou la sintesi de fructosa 2,6-
bisfosfat, que és el principal activador al-lostéric de la PFK1, I'enzim
encarregat de metabolitzar la fructosa-6P per seguir amb la glicolisi. També
hi ha regulacions negatives, per exemple, quan la sintesi d’acids grassos esta
activa, el metabolit precursor (malonil-CoA) inhibeix els transportadors

d’acids grassos dins la mitocondria per impedir la seva degradacié.

3.1.7.2. Factors de transcripcié

Un altre mecanisme essencial per la regulacié integrada del
metabolisme soén els factors de transcripcié. Els factors de transcripcié sén
proteines que a I'activar-se poden promoure o inhibir 'expressié d’una série
de gens que estan relacionats amb un procés concret. Per tant, només amb
la regulacié d’un factor de transcripcié s’esta actuant de manera simultania
en diferents punts, facilitant la resposta a un estimul. En el marc d’aquesta

tesi son especialment rellevants dos factors de transcripcid, HIF-1 i NRF2.

HIF-1 esta relacionat amb la resposta en situacié de manca d’oxigen
(hipoxia)?®1?1, Quan els nivells d’oxigen sén normals HIF-1a és hidroxilat??
i posteriorment ubiquitinitzat per la VHL i degradat via proteasoma'?®. En
canvi, quan els nivells d’oxigen sén molt baixos aquesta hidroxilacié no es
dona, HIF-1a pot dimeritzar amb HIF-1B i fa la seva funcié de factor de
transcripcio!”®. Entre d’altres, HIF-1a promou una reprogramacio metabolica

inhibint tots els processos relacionats amb el metabolisme oxidatiu (inhibint
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fermentaci6 (augmentant expressio de HK-2 i LDH%).

NRF2 esta relacionat amb la resposta a I'acumulacié de ROS*7¢. Quan
s'acumulen els ROS, aquests provoquen el trencament d'uns ponts disulfur
de la proteina KEAP1, la ubiquitina lligasa de NRF2177-1%? Aquest trencament
provoca un canvi conformacional que impedeix la funcié de KEAP1, i per tant
NRF2 no és degradat, podent dimeritzar amb les proteines MAF i actuar com
a factor de transcripcié?®. NRF2 promou I'expressié de gens relacionats amb
la degradacié de ROS (com SOD i catalasa), activa la via de les pentoses fosfat
(promovent I'expressido de G6PD) i I'expressié de gens relacionats amb la

cadena respiratoria (com NDUFAA4) i la integritat mitocondrial?®%.

3.1.7.3. Proteines sensores de I'estatus metabolic

Les ratios de NADH/NAD" i d’ATP/ADP sén també reguladors del
metabolisme energétic, ja que reflecteixen I'estatus energétic de la cél-lula?°2.
Apart d’actuar com factors al-lostérics modificant I'activitat d’alguns enzims
poden activar-ne directament d’altres. ’AMPK (proteina quinasa activada
per AMP) és un enzim capac de detectar la ratio energeética cel-lular, i quan
és baixa (per tant hi ha alta preséncia d’ADP i AMP), s'activa i comenca a
fosforilar diferents proteines per promoure el catabolisme. Per exemple, la
fosforilacio de 'AMPK a I'ACC (enzim clau en la sintesi d’acids grassos)

promou la seva inactivacio®®.

Un altre punt clau on actua 'AMPK, és a nivell del complex mTORC1,
un altre sensor bioenergetic. mMTORC1 és un complex proteic que promou
I'anabolisme i el creixement cel-lular, i que es troba altament regulat per
multiples factors, tant a nivell de senyalitzacio cel-lular com metabolics. Per

exemple, a nivell metabolic, s’ha descrit que I'abundancia de determinats
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aminoacids poden activar mTORC12%4, Al seu torn, mTORC1 és capac de
modular I'activitat tant d’enzims concrets, com de factors de transcripcié per
promoure vies anaboliques vinculades a la sintesi de lipids, de nucleotids i
proteines. En cas d’escassetat energetica, AMPK és capac¢ de fosforilar i
inactivar directament aquest complex, reprimint un munt de vies anaboliques

només amb una modificacié posttraduccional?®>.

També existeixen reguladors que depenen de la ratio NAD/NADH.

Les sirtuines sén deacetilases que per dur a terme la seva funcié depenen del
consum de NAD*. En funcié de la isoforma es troben en el nucli (SIRT1, 6 i
7), el citoplasma (SIRT2) o dins el mitocondri (SIRT3-5)2%. Mitjancant la
modificacié posttraduccional dependent de NAD* poden modular I'activitat
enzimatica d’alguns enzims, o actuar com a reguladors epigenétics per
modificar I'expressié de determinats gens en funcié de I'estatus energétic de
la cél-lula. Directament relacionades amb la regulacid metabolica s’han
descrit 4 membres. La sirtuina 1 s’ha vinculat amb la regulacié del
metabolisme dels lipids?®” i en la resposta a dany a 'TADN?%, La sirtuina 3 s’ha
descrit com a supressora de I'activitat de HIF-1a?°?2%°, mentre que la sirtuina
4 s’ha descrit diferents funcions depenent del teixit?'!. Pel que fa a la sirtuina
212

6 s’ha descrit com activadora de PARP1 en situacions d'estrés oxidatiu?'?,

aixi com reguladora del metabolisme glicolitic?*3.

3.1.7.4. Senyals extracel-lulars

En el cas dels organismes pluricel-lulars no només cal una coordinacié
del metabolisme dins de cada cél-lula, siné de manera conjunta entre tots els
teixits de l'organisme. Per aix0 hi ha molécules senyalitzadores, com
hormones o citoquines, que a I'unir-se als seus respectius receptors activen
diferents vies de senyalitzacié que poden modificar molts aspectes de la

biologia de la cél-lula, entre ells el metabolisme, per poder donar una resposta
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unificada a un estrés que afecta a tot I'organisme (per exemple, en situacioé
de dejuni). No és objectiu de la present tesi I'estudi del paper que aquestes
senyals tenen en el metabolisme cel-lular, per aixd hom es restringeix a
mencionar I'existéncia d’aquests mecanismes i la importancia que tenen en

la fisiologia d’un organisme.

3.2. Metabolisme del NAD*

El NAD"* és un dinucleotid format per dos nucleodtids units pels seus
enllacos fosfats, un AMP i un nucleotid amb una nicotinamida. El NAD* va
ser primerament descrit com un element essencial pel metabolisme

214 perd també és essencial en altres processos, com per exemple

energeétic
s’ha descrit abans, en I'activitat de PARP1. Per tant, mantenir els nivells de
NAD™ és essencial, i es poden modificar a partir de regular-ne la sintesi, el
seu reciclatge a partir d'intermediaris, el seu consum i regulant els nivells de

NADP* i NADH?%'* (Fig 9).

3.2.1. Vies de sintesi de NAD*

El NAD es pot sintetitzar de novo a partir de la via de la quinurenina
o de la via de Preiss-Handler. La via de la quinurenina utilitza el triptofan com
a precursor. Un dels punts limitants d’aquesta via és en la formacié de I'acid
quinolinic. El seu precursor, 'ACMS ha de ciclar de manera espontania a acid
quinolinic, pero nivells alts de ACMSD poden disminuir el flux de triptdfan
cap a NAD" ja que aquest metabolit és utilitzat per produir acid picolinic.
L'altre punt de regulacid és la transformacié de I'acid quinolinic a NAMN, que
és el primer precursor compromeés Unicament amb la sintesi de NAD*215, Es
en aquest punt on es convergeix amb la via de Preiss-Handler. Aquesta via

utilitza 'acid nicotinic obtingut a partir de la dieta per sintetitzar NAMN a
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causa de I'accié de NAPRT. EI NAMN sera finalment modificat per un seguit

d’enzims per donar lloc al NAD*216,

Alternativament, es pot sintetitzar a partir del reciclatge de la
nicotinamida (NAM), que és produida a partir del consum del NAD* per
diversos enzims. Aquesta via és la utilitzada de manera preferent, ja que és
molt més rapida i requereix menys energia. La nicotinamida sera
metabolitzada a nicotinamida mononucleotid (NMN) per la NAMPT, la
reaccié limitant de la via, i posteriorment la NMNAT el transformara a
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Figura 9: Metabolisme del NAD*. Figura obtinguda de 215
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3.2.2. Degradacié i consum de NAD*

Hi ha 4 families d’enzims que consumeixen el NAD* com a substrat i
generen NAM i una ADP-ribosa com els productes de la reaccié. Aquests sén
els PARP, les sirtuines, el CD38 i SARM1. Les families de sirtuines i de PARP
ja han estat introduides préviament, i hem pogut veure el seu rol com a
sensors de I'estatus redox de la cél-lula, o el seu paper en la reparacié de
I'’ADN. El CD38 és una proteina de membrana que metabolitza NAD*
extracel-lular generant ADPR i ADPR ciclica, i permet regular els fluxos de
calci intracel-lular?*®. Sobretot es troba expressat en cél-lules immunitaries i
té un rol immunoregulador, tot i que també s’ha descrit la seva expressié en
teixits solids?'?. SARM1 és una proteina expressada en neurones i és un
sensor de la ratio NMN/NAD™. Quan s'activa, trenca el NAD* residual en un
cicle de retroalimentacié positiva que acaba comportant la destruccié de

I'ax$220

L'excés de NAM que no és reciclat a NAD* és metabolitzat per la

NNMT que metila al NAM que posteriorment sera excretat?®.

3.2.3. Regulacié dels pools de NAD*

El NAD* es pot trobar en la seva forma oxidada o en la seva forma
reduida, NADH. Com ja s’ha comentat, la cadena respiratoria aixi com la
fermentacié lactica, son les principals reaccions que permeten la reoxidacié
del NADH en NAD*. A més el sistema de llancadores, com la de malat-
aspartat, permeten la importacié del poder reductor del citoplasma al
mitocondri, afavorint la regeneracio del NAD* citoplasmatic®®. A la vegada,
el NAD* pot ser fosforilat per les NAD quinases, donant lloc a NADPY, i de
manera inversa desfosforilat per les NADP* fosfatases??. Hi ha enzims, com
la nicotinamida nucleotid transhidrogenasa, que pot transferir el poder

reductor del NADH al NADP*?22, El balan¢ d’aquestes reaccions com hem
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vist condiciona no només l'estatus metabolic de la cél-lula, sin6 altres

funcions, com la reparacié de 'ADN.

Diferents estudis han demostrat que la concentraci6 de NAD* és
diferent en funcio del compartiment cel-lular?23224, Aquestes diferéncies, es
deuen en part a la via de reciclatge del NAD*. Mentre només hi ha una
isoforma per la NAMPT i es troba en tots els compartiments cel-lulars, la
NMNAT té tres isoformes, amb diferents afinitats pel NAD*, i cadascuna es
troba en un compartiment diferent. La NMNAT1 es troba al nucli, la
NMNAT?2 al citoplasma i la NMNAT3 dins del mitocondri?'’. Fins fa poc,
s’havia assumit que els pools de NAD* mitocondrials i els citosolics eren
completament independents, ja que el NAD* no tenia cap transportador
mitocondrial. Recentment, s’ha descrit el transportador SLC25A51 com un
importador de NAD*??° cap a dins del mitocondri i que és capac de modificar
els nivells de NAD* mitocondrials i citosolics, influint en la regulacié del

metabolisme energétic?2¢2?’,

3.3. Metabolisme dels ROS

Els ROS sén un conjunt de substancies derivades de I'oxigen
molecular (com el peroxid d’hidrogen o els radicals superoxids) que apareixen
de manera normal en els organismes de vida aerobica, perd poden veure's
augmentats per fonts endogenes (per exemple degut a I'activitat de la cadena
respiratoria®?®) o per fonts exogenes (exposicid ambiental, farmacs, etc).
Degut a la seva naturalesa quimica, sén substancies oxidants que
reaccionaran amb les diferents biomolécules de la cel-lula, modificant-les i

alterant la seva funcid, generant el que s’anomena estrés oxidatiu??’.

Com s’ha anat mencionant al llarg de tota la introduccid la regulacié

dels nivells de ROS, aixi com la capacitat de la cél-lula en metabolitzar-los,
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tenen un paper cabdal en la seva homeostasi. Nivells baixos de ROS (del rang
de 10-100nM) tenen una funcié fisiologica intervenint en diferents
processos cel-lulars?®. Quan aquests nivells augmenten per sobre d’aquests
limits els mateixos ROS actuen com a senyalitzadors activant diferents
mecanismes antioxidants. Si els nivells no es redueixen, el dany produit pels

ROS es pot acumular conduint a la mort cel-lular.

3.3.1. Mecanismes antioxidants

Les cél-lules presenten diferents mecanismes antioxidants. Podem
distingir mecanismes no enzimatics i mecanismes enzimatics. Els primers sén
substancies sintetitzades o obtingudes per la dieta que actuen com a
neutralitzadors d’aquests ROS. Entre d’elles destaquen diferents compostos
d’origen vegetal com els carotens, o algunes vitamines (A, C i E); aixi com el
glutatié?®. El glutatio és un tripétid compost de cisteina, glutamat i glicina.
En la seva sintesi intervenen primerament la glutamat-cisteina lligasa, que
uneix la cisteina i el glutamat consumint un ATP; i després actua la GSH
sintasa que hi afegeix la glicina, consumint un altre ATP. Quan el glutati6 és
oxidat dona lloc a GSSG, que pot ser reconvertit de nou a glutatié gracies a
la glutatié reductasa, consumint un NADPH?84, La regulacié d’aquests enzims
per factors de transcripcid, com NRF2 descrit anteriorment, aixi com la
disponibilitat de cisteina son els factors més importants en la regulacié de la

sintesi de glutatid.

Els mecanismes antioxidants enzimatics, son enzims especialitzats en
la degradacié d’aquests ROS. En funcié del tipus de ROS actuara un tipus
d’enzim diferent, per exemple la superoxid dismutasa (SOD) és capac de
degradar els ions superoxid a peroxid d’hidrogen®®2. El peroxid d’hidrogen,

sera metabolitzat per la catalasa en aigua i oxigen molecular. Aquests enzims
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es troben també sota control transcripcional de factors de transcripcié

vinculats a I'estrés oxidatiu, com NRF2233,

4. Metabolisme i cancer

Per poder cobrir totes les necessitats energetiques, una cél-lula
cancerosa reprograma el seu metabolisme per poder sostenir una taxa de
divisié elevada en un ambient on hi ha una alta competéncia pels nutrients34.
Aixo fa que el metabolisme d’'una cél-lula transformada sigui molt diferent
d’una cél-lula normal. Tot i que en funcié del tipus tumoral i del seu perfil
mutacional trobarem diferents tipus de reprogramacié metabodlica. De totes
maneres alguns punts rellevants en la reprogramacié del metabolisme és a
nivell de la glicolisi, de la metabolitzacié de la glutamina, i en les vies del

metabolisme dels folats?34.

Otto Warburg va ser pioner a estudiar el metabolisme tumoral i va
assentar les bases del camp a la decada de 1920. Warburg va descriure que
els tumors preferien la fermentacié de la glucosa en lloc de la seva respiracio,
tot i estar en una situacid de normoxia?®>23¢, Aquest mecanisme (anomenat
efecte Warburg?®’) permet a les cél-lules tumorals obtenir de manera molt

rapida grans quantitats d’energia#!

a la vegada que intermediaris (per
exemple per sintetitzar nucleotids), per poder mantenir la seva
proliferacio®®®. De totes maneres, aquest mecanisme és altament ineficient, i
produeix unes grans quantitats de lactat que la cél-lula tumoral ha d’excretar.
L'efecte Warburg, s'aconsegueix entre d’altres, per la sobreexpressié de
transportadors de glucosa (GLUT1), aixi com de la LDH i els transportadors
de lactat (MCT1 i 4)*°. La supressid de p53 és un dels principals inductors
del metabolisme glicolitic, ja que per exemple p53 promou l'expressio de
TIGAR, un potent inhibidor de l'activitat de la PFK1, degut a que elimina la

fructosa 2,6-bisfosfat*. A més, oncogens com RAS han estat descrits com a
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potenciadors d’aquest metabolisme, ja que poden potenciar vies implicades
en el consum de glucosa (com PI3K/AKT)?%, directament I'expressié de gens
glicolitics®*!, o de factors de transcripcié glicolitics, com HIF-1. De fet,
diversos tipus tumorals presenten elevats nivells de HIF-1a tot i trobar-se en
normoxia, sigui per augment de la seva expressié o per mutacions en VHL
(com el cas d’alguns tumors renals), i d’aguesta manera poden promoure

aquest metabolisme glicolitic?+2.

Tot i I'efecte Warburg, aixo no implica que les cél-lules tumorals no
tinguin un actiu metabolisme oxidatiu. Com ja s’ha introduit, el cicle de Krebs
és una gran font d'intermediaris que sén necessaris per molts processos
biosintétics. Una de les principals entrades de carboni dins el cicle de Krebs
és a partir de la glutamina, que és metabolitzada fins alfa-cetoglutarat. De
fet, des de la década dels 50 ja s’havia observat que la glutamina era un
metabolit molt consumit per les cél-lules tumorals?*3. De fet, diversos tipus
tumorals tenen sobreexpressat la GLS1, que catalitza la conversié de
glutamina a glutamat®®®. A més 'oncogen MYC, amplificat en molts tipus
tumorals, ha estat descrit com un dels principals promotors de la glutaminolisi
en diversos tipus de tumors?*. La glutamina és emprada principalment pel
seu paper de donador de grups amino, en vies de biosintesi de bases
nitrogenades, aixi com els seus carbonis donen lloc a aspartat, base de la

sintesi de pirimidines?4°.

El paper del metabolisme d'un carboni és essencial en cancer, ja que
permet la biosintesi de nucleotids, regula la sintesi de metionina, contribueix
a combatre l'estrés oxidatiu i intervé en els processos de modificacié
epigenética'®®. De fet, la quimioterapia contra el metabolisme dels folats va
ser el primer tipus de quimioterapia selectiva utilitzada en el tractament del
cancer?*, Especialment, s’ha observat la sobreexpressio de la via de sintesi

de novo de la serina aixi com la via mitocondrial del metabolisme d'un carboni
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en diferents tipus de cancer?¥. Els carbonis de la serina serveixen per la
sintesi de nucleotids, i en diversos tumors s’ha descrit la amplificacio de gens
com PHGDH, clau en la sintesi d’aquest aminoacid?*8. També s’ha descrit que
NRF2 pot activar al factor de transcripcié ATF4, que és un dels reguladors
d’aquestes vies?*92°, Especialment, la via mitocondrial del metabolisme d’un
carboni contribueix als mecanismes antioxidants de la cél-lula, ja que intervé

en la sintesi de glutatié°?.

4.1. Inhibidors del metabolisme en la clinica

L'Gs inhibidors de vies metaboliques com a tractament antitumoral
s’ha centrat classicament a bloquejar les vies de sintesi de nucleotids. Més
recentment, amb la millor caracteritzacié metabolica dels tumors, s’han
desenvolupat altres inhibidors que tenen com a diana altres vies
metaboliques, com per exemple la glicolisi, el metabolisme oxidatiu o del

catabolisme de glutamina.

4.1.1. Antimetabolits

Els antifolats, com s’ha descrit anteriorment, van ser un dels primers
grups de compostos emprats com antitumorals. A causa de la inhibicié de la
dihidrofolat reductasa, impedeixen la formacié del tetrahidrofolat, cofactor
de multiples reaccions del metabolisme d'un carboni. Actualment, sén
emprats en el tractament de cancer de colon?>?, mesotelioma i cancer de
pulmo entre d’altres?>32°4, El bon funcionament dels antifolats va comportar
el desenvolupament d'una classe sencera de farmacs anomenats
antimetabolits. Aquests farmacs es caracteritzen per tenir una estructura
quimica semblant al substrat de I'enzim que es vol inhibir?*>. Alguns d’aquests
exemples sén els analegs de purines com la 6-mercaptopurina o la 6-

tioguanina, que inhibeixen la PRPP amidotransferasa, enzim de la via de
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sintesi de novo purines, i sén emprats en el tractament de multiples
cancers?>. Un altre farmac el qual és usat de manera habitual a la clinica,
especialment en el cancer de colon?’, és el 5-fluorouracil, un analeg de
l'uracil. Aquest compost inhibeix la timidilat sintasa, enzim clau en la
produccio de timina, i per tant limita la disponibilitat d'aquest nucleotid per
la replicacié®®. També trobem analegs de nucleodsids, com la gemcitabina,
emprada per exemple en cancer de pancrees, que poden ser incorporats a
I'ADN per 'ADN polimerasa i un cop incorporats impedeixen la seva

activitat®®.

Totes aquestes terapies es basen en l'alta demanda de nucleotids de
les cél-lules tumorals per sustentar 'elevada proliferacié. Tot i aixo, hi ha
altres vies que sén essencials per la proliferacié tumoral. A més, aquestes
terapies tenen efectes secundaris importants, ja que també afecten cél-lules
no transformades que tenen proliferacions elevades?*’. Per aixd també s’han

explorat altres vies metaboliques com a possibles dianes.

4.1.2. Inhibicié del metabolisme glicolitic

Una de les principals caracteristiques del metabolisme tumoral és el
seu elevat flux glicolitic. Per aixo I'is de diversos farmacs que inhibeixen la
glicolisi han estat testats com terapies antitumorals. L'Us de la lonidamida,
inhibidor de I'hexoquinasa, ha demostrat ser massa toxica per ser utilitzada
en assajos clinics?. Per altra banda, la 2-deoxiglucosa, que també inhibeix
'hexoquinasa, presenta efectes secundaris?1?¢? que han portat que no
s’hagin continuat amb els assajos clinics®*°. Tot i aixd, un derivat, la
fluorodeoxiglucosa, és emprada en el diagnostic per escaners PET, ja que
permet visualitzar tumors en els pacients i analitzar la resposta al
tractament?¢®. Una altre compost que ha donat bons resultats preclinics ha

estat el 3-bromopiruvat, tot i que mai s’ha portat a assajos clinics, degut a
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resultats contradictoris de one case reports?®4?%>. Finalment, els inhibidors
dels transportadors de lactat també han estat contemplats. La inhibicié de
MCT1 amb AZD3965 ha demostrat ser ben tolerada en pacients amb cancer
solids avancats i amb efectes antitumorals encara que només en aquells que
tenen nivells alts de MCT1 i alhora nivells baixos de MCT4, un altre

transportador de lactat?¢°.

4.1.3. Inhibicié del metabolisme oxidatiu

El metabolisme oxidatiu ha estat una de les dianes que en els ultims
anys ha despertat més interés a I'hora d'inhibir el creixement tumoral. Els
bons resultats preclinics obtinguts en diferents tipus tumorals?®’, aixi com
estudis epidemiologics que demostren 'efecte protector de la metformina en
pacients diabétics que pateixen cancer?¢®2¢’, han fet que el metabolisme
oxidatiu sigui una diana molt atractiva. La metformina és un inhibidor del
complex | de la cadena respiratoria, que en la clinica s'utilitza de forma
generalitzada per reduir la glucémia en sang en pacients diabétics. Arran
d’aquests estudis epidemiologics, diversos estudis han validat la seva eficacia
en reduir el creixement tumoral i la capacitat metastatica en diferents tipus
de cancer?’%-22, A més, assajos clinics de fase | i Il han observat un efecte
protector de la metformina com a monoterapia?’® o en combinacié amb

274 o radioterapia?’>. Tot i aix0, hi ha altres assajos clinics que

guimioterapia
no han reportat aquests efectes protectors, aixi com la seva inespecificitat i
el seu elevat tropisme hepatic fa que I'is d’aquest farmac com a terapia
antitumoral estigui encara en debat?’®. Per altra banda s’han dissenyat
diferents inhibidors molt més selectius contra el complex I, entre ells IACS-
10759. De manera semblant a la metformina, els estudis preclinics
demostraven efectes antitumorals en diferents tipus de cancer. Tot i aix0, els
dos assajos de fase | en pacients amb tumors solids avancats aixi com en

leucémia mieloide aguda, van reportar toxicitat inacceptable (acidosi lactica,
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neuropaties perifériques) en les dosis necessaries per I'accio del farmac?’’. A
part del seu efecte antineoplasic, altres estudis han optat per una altra
estratégia per ampliar les aplicacions cliniques dels inhibidors del
metabolisme oxidatiu. A causa del creixement descontrolat del tumor aquest
presenta zones hipoxiques. Aquestes zones hipoxiques han estat
relacionades amb la resisténcia a terapies, com la radioterapia?’8. Reduccions
moderades del consum d'oxigen, per exemple utilitzant dosis baixes
d’inhibidors de la cadena respiratoria, redueixen les zones hipoxiques del
tumor, augmentant la radiosensitivitat. Aixo es degut a que al reduir
parcialment el consum d’'oxigen en algunes zones del tumor permet una
millor distribucié de I'oxigen, permetent que arribi les zones hipoxiques i es

279 Per exemple, en pacients amb cancer de pulmé I'Gs

reoxigenin
d’atovaquona, un inhibidor de la cadena respiratoria emprat com a
antimalaric, va reduir I'efecte de la hipoxia incrementant la reoxigenacid
tumoral®®° cosa que ha conduit a l'inici d’assajos clinics per valorar I'is
d’aquest farmac en combinaci6 amb radioterapia o quimioterapia

(NCT04648033 i NCT05136846).

Una de les principals funcions de la cadena respiratoria és regenerar
el NAD" a partir de 'oxidacié del NADH. Com ja s’ha descrit anteriorment,
els nivells de NAD* sén essencials per 'homeostasi cel-lular, tant pel seu
paper en la regulacié metabolica, com en el seu paper de substrat. L'Gs
inhibidors de NAMPT han estat eficacos per reduir el creixement tumoral en
estudis preclinics?®%?82, tot i que no s’han reportat beneficis com a
monoterapia?83284, Actualment, la combinacio d’inhibidors de NAMPT amb
PARPi ha estat validada en estudis preclinics, cosa que obre la porta a iniciar

assajos clinics?8>28¢,

Apart de la cadena respiratoria hi ha altres enzims del metabolisme

oxidatiu que han aixecat interés com a potencials dianes terapéutiques. Els
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tumors que presenten mutacions en la isocitrat deshidrogenasa (IDH), com
algunes leucémies o gliomes, representen un cas excepcional on un enzim
metabolic actua com a oncogen. Les mutacions en aquest enzim provoquen
un canvi de funcid promovent la formacié de D-2-hidroxiglutarat, que
s'acumula a les cél-lules, promovent canvis epigenétics que promouen
I'agressivitat del tumor?®”:288, E| desenvolupament d'inhibidors que tenen
com a diana les isoformes mutades de I'IDH estan actualment en assajos
clinics®®>. La pérdua de la fumarat deshidrogenasa aixi com de la succinat
deshidrogenasa ha estat relacionada amb I'aparicié de tumors, especialment
en casos familiars?®?2%°, La perdura de funcié d’aquests enzims fa que aquests
tumors tinguin unes vulnerabilitats concretes relacionades amb el
metabolisme del grup hemo, cosa que els fa més sensible a inhibidors de
I'hemo oxigenasa 1 (HMOX1)?’! aixi com els fa altament dependents de
I'arginina, ja que degut a la acumulacié de fumarat, provoca un canvi en el
sentit de les reaccions del cicle de la urea, fent que es consumeixi arginina??2.
L'ds d’enzims recombinants que degradin I'arginina han estat testats en

aquest tipus de tumor, amb un benefici terapéutic limitat?73-2%>,

o o »

4.1.4. Inhibicié del catabolisme de la glutamina

Una de les altres dianes en la qual s’han desenvolupat multiples
inhibidors ha estat la glutaminasa. El BPTES és un inhibidor amb una afinitat
molt més alta per la GLS1 que per la 2. En estudis preclinics s’ha vist que
redueix el creixement tumoral de gliomes??¢ i de cél-lules tumorals de cancer
de mama?’ reduint els nivells de glutamat i alfa-cetoglutarat, reduint els
intermediaris del cicle de Krebs. Tot i que s’han observat limitacions a I'hora
d’aplicar el BPTES a la clinica degut a la seva baixa estabilitat i solubilitat??,
s’han generat derivats més estables i més potents, com el CB-839279:3%°,

Actualment, aquest farmac es troba en assajos clinics de fase Il en cancer
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renal de cél-lula clara, i en fase | en diversos tipus de cancer incloent

melanoma, cancer de mama, de pulmaé i colonorectal®®.

4.2, Plasticitat metabolica

L'habilitat d’adaptacié del tumor és un dels elements claus que
permet la supervivéncia d’aquest, promovent que pugui metastatitzar aixi
com generar resisténcies a les diferents terapies. En aquest aspecte, el
metabolisme no és una excepcid, ja que les constants adaptacions

metaboliques sén essencials pel tumor.

Podem distingir dos processos d’adaptacié metabolica diferent, la
flexibilitat metabolica i la plasticitat metabolica. La primera és 'habilitat del
tumor per utilitzar diferents tipus de nutrients, mentre que la plasticitat
metabolica fa referéncia a la capacitat d'utilitzar el mateix nutrient de
maneres diferents®°1392, Aquests processos estan limitats per les condicions
de cada tumor, tant a nivell d’expressié génica, com a nivell de la seva
localitzacio respecte a la font de nutrients, i dels nutrients que pot accedir.
La limitacio d’aquestes capacitats pot augmentar la resposta al tractament o

reduir el potencial metastatic del tumor3°3,

4.3, Relacié entre el metabolisme i el dany al DNA

Aquesta tesi és la continuacié de les investigacions publicades pel
meu grup I'any 2020%% (Fig 10). En aquest article, es descrivia com els tumors
amb problemes de recombinacié homologa presentaven un major consum
d’oxigen comparat amb aquells que no tenien cap deficiencia en HR. Aixo
feia que fossin més sensibles a inhibidors de la cadena respiratoria. Es va
observar que aquest major consum d’oxigen era a causa d'un canvi a causa

de la plasticitat metabolica dels tumors. Aquells tumors que presentaven o
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se’ls induia defectes en HR promovien I'entrada de piruvat provinent de la
glucosa cap al cicle de Krebs. En canvi, els tumors sense deficiéncies,
presentaven un metabolisme Warburg. Es va establir que un dels punts claus
de regulacio d’aquest canvi metabolic era la regulacié de 'activitat de la PDH.
Aquest canvi metabolic era degut al fet que els tumors amb HRD necessiten
tenir grans quantitats d’ATP i elevats nivells de NAD* per sostenir I'activitat
de PARP1. Per altra banda, es va observar que la regulacié del metabolisme
conferia sensibilitat o resisténcia a inhibidors de PARP. Bloquejar el
metabolisme oxidatiu en cél-lules HRD conferia més resisténcia a PARPi,

mentre que promoure’l conferia més sensibilitat a PARPI.

Deficiéncia en p-PDH
recombinacio .
homologa '
(ex BRCA mut)
PDH
Acumulacié Glucosa —»—» Piruvat ——p Acetil-CoA

de DSB l l

l Lactat

<— Augment dels nivells OXPHOS
PAfP1 de NAD+ i ATP

A-EJ

Figura 10: Els tumors amb HRD presenten un elevat metabolisme oxidatiu. Figura
propia.
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Hipotesi i objectius

HIPOTESI 1

La plasticitat metabolica té un paper en els mecanismes de resposta

de dany a 'ADN.

OBJECTIUS 1

e Caracteritzar quina és la resposta metabolica a la induccié aguda
de dany a I'ADN.

e Descriure quins son els mecanismes moleculars implicats en la
senyalitzacié del dany a I'ADN i que comporten una modificacié
del metabolisme.

e Testar quins farmacs poden augmentar [I'eficiencia de la
guimioterapia utilitzant com a diana les vulnerabilitats

metaboliques generades per la induccié de dany a ’ADN.

HIPOTESI 2

La resposta a inhibidors de PARP es veu condicionada per I'estatus

metabolic del tumor.

OBJECTIUS 2

e Caracteritzar quin és I'estatus metabolic en mostres de pacients
gue han rebut PARPI i descriure les diferéncies observades entre
tumors que han respost al tractament i els que no han respost.

e Obtenir models cel-lulars amb HRD i resistents a PARPi, i
descriure quins canvis metabolics presenten comparant amb
I'observat en les mostres de pacients.

e Descriure quins sén els mecanismes metabolics que modulen la

resposta a PARPI.
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e Dissenyar noves combinacions de farmacs que permetin la
resensibilitzaci6 a PARPI, in-vitro i in-vivo, a partir de la

modificacié del seu estatus metabolic.
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Materials i métodes

1. Analisi bioinformatics

1.1. Analisi de I'expressié génica de tumors del TCGA

Les dades d’expressid génica aixi com les dades cliniques es van
obtenir del The Cancer Genome Atlas (TCGA) (accedit 7 de gener de 2020).
Les dades d’expressio genica corresponen al nombre fragments per kilobase
de transcrit per milié de lectures mapejades del quartil superior (FPKM-UQ)
tal com estan processades i publicament dipositades pel TCGA. Els diferents
valors de les signatures d’expressio o de les diferents firmes géniques es van
computar utilitzant I'algoritme de mostra simple GSEA (ssGSEA)®% calculat
en el software GSVA amb els parametres estandard (versio 1.43.1)%%. El
ssGSEA és una extensio de I'original GSEA en el qual les dades d’expressio
dels RNA-seq poden ser emprades en analitzar el valor de les diferents
signatures d’expressio per cada mostra individual. Les firmes emprades sén
les seglients: gens associats especificament a la via de reparacio A-EJ®%, gens
gue codifiquen per components de la via OXPHOS, compilats del KEGG
(n=132 gens)®°8; gens que codifiquen per components del complex | de la
cadena respiratoria, compilats del terme 0045271 (n=15) del Gene Ontology
(GO) cellular component®”; gens codificant per la signatura
MOOTHA_VOXPHOS (n = 87)%1 gens inclosos en els hallmarks de hipoxia i
glicolisi compilats de The Molecular Signature Database (MsigDB), i els gens
gue son regulats transcripcionalment per HIF-1, compilats a partir d’estudis
d’'unié dels factors de transcripcio a la cromatina (n=314)%!. El coeficient de
Pearson (r) i el de Spearman (rs) i la seva significanca estadistica han estat

computats utilitzant la funcié cor i cor.test del software R (versio 4.3.1).
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1.2. Analisi de la resposta a farmacs de cél-lules de cancer

La sensibilitat de les linies cel-lulars a dihidrorotenona es va obtenir
de Genomics of Drug Sensitivity in Cancer project®'?, accedit el 9 de febrer
de 2024. Es va descarregar 'analisi de microarray robust (RMA) normalitzat
de cada linia celllular de la mateixa font3!2, La sensibilitat de les linies
cel-lulars a oligomicina i a IACS-10759 aixi com les dades d’expressié génica
son publiques i corresponen al repositori de DepMap, accedit el 17 d’abril de
2024313, Es va descarregar I'analisi de RMA normalitzat de cada linia cel-lular
de la mateixa font. El valor de les diferents signatures es va calcular fent sevir
el métode ssGSEA descrit préviament i es van calcular la correlacio (rs) amb
la concentraci6 inhibitoria 50 (IC50). El coeficient de Spearman (rs) i la seva
significanca estadistica han estat computats utilitzant la funcié cor i cor.test

del software R (versi6 4.3.1).

1.3. Analisi de I'expressié génica de tumors resistents a
PARPI

L'’ARN va ser obtingut de mostres de tumor primari preservades a -80°C.
L'extraccié va ser va dur a terme pel servei de Biobanc de I'|DIBELL utilitzant
el kit Maxwell® RSC simplyRNA Tissue Kit (Promega). Les mostres que
complien els estandards de quantitat i qualitat van ser enviades a Macrogen
(Corea del Sud) per dur a terme el procés de RNASeq. Després de les
corresponents analisis de qualitat, es van obtenir les dades d’expressid
corresponents al nombre de fragments per kilobase de transcript per milié
de lectures mapejades. Aquestes van ser les dades emprades per computar
els diferents valors de les signatures d’'expressié o de les diferents firmes
géniques recollides en MSigDB (C2P, canonical pathways), fent servir el
software del GSEA31°,
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2. Cultius cel-lulars

2.1. Linies cel-lulars

Les linies ID8-P i ID8-B van ser donades pel Dr. lain McNeish
(Imperial College, Londres, Regne Unit) i han estat caracteritzades
préviament®'4. Les cél-lules van ser cultivades en DMEM (Dulbecco's
modified Eagle's medium; 25 mM glucosa, 1 mM piruvat, Biowest)
suplementat amb 4% de serum fetal bovi, 2 mM glutamina, ITS (5 pg/mL
insulina, 5 ug/mL transferrina i 5 ng/mL selenit de sodi, Gibco) i antibiotics
(100 U/mL de penicil-lina i 0,1 mg/mL d’estreptomicina). Les SKOV3N van
ser adquirides de Sigma-Aldrich. Es van cultivar en DMEM (25 mM glucosa,
1 mM piruvat, Biowest) suplementat amb 10% de sérum fetal bovi, 2 mM
glutamina i antibiotics (100 U/mL de penicilllina i 0,1 mg/mL
d’estreptomicina). Les OVCAR4 van ser donades pel Dr. Hamilton (Fox Chase
Cancer Center, Filadeélfia, Estats Units) i van ser cultivades en medi RPMI
1640 (Gibco) suplementat amb 10% de serum fetal bovi, 2 mM glutamina,
antibiotics (100 U/mL de penicil-lina i 0,1 mg/mL d’estreptomicina) i 0,25
U/mL d'insulina. Les cél-lules A2780 van ser donades per la Dra. Josefa
Giménez-Bonafé (Universitat de Barcelona, Barcelona, Espanya). Les cél-lules
van ser cultivades en RPMI 1640 suplementat amb 10% de sérum fetal bovi,
2 mM glutamina i antibiotics (100 U/mL de penicil-lina i 0,1 mg/mL
d’estreptomicina). Les cél-lules NP P53, 22Rv1 i DU145 van ser donades pel
Dr. Alvaro Aytés (Programa ProCure, Institut Catala d'Oncologia, 'Hospitalet
de Llobregat, Espanya) i van ser cultivades en RPMI 1640 suplementat amb
10% de sérum fetal bovi, 2 mM glutamina i antibiotics (100 U/mL de
penicil-lina i 0,1 mg/mL d’estreptomicina). Les cél-lules T-47D van ser una
donacié del Dr. Miquel Angel Pujana (Programa ProCure, Institut Catala

d’'Oncologia, I'Hospitalet de Llobregat, Espanya). Van ser cultivades en RPMI
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1640 suplementat amb 10% de sérum fetal bovi, 2 mM glutamina i antibiotics
(100 U/mL de penicillina i 0,1 mg/mL d’estreptomicina). Les ceél-lules
KB2P3.4R3 van ser donades pel Dr. Jos Jonkers (The Netherlands Cancer
Institute, Amsterdam, Paisos Baixos) i han estat préviament
caracteritzades®'®. Es van cultivar en medi DMEM/F-12 suplementat amb
10% de sérum fetal bovi, 2 mM glutamina, antibiotics (100 U/mL de
penicil-linai 0,1 mg/mL d’estreptomicina), 5 ug/mL d’insulina (Sigma-Aldrich),
5 ng/mL de factor de creixement epidérmic (Sigma-Aldrich) i 5 ng/mL de
toxina colérica (Sigma-Aldrich). Les cél-lules DMS53 i H520 van ser una
donacié de la Dra. Vanessa Soto (Universitat de Barcelona, Barcelona,
Espanya). Les cel-lules es van cultivar amb 10% de sérum fetal bovi, 2 mM
glutamina i antibiotics (100 U/mL de penicilllina i 0,1 mg/mL
d’estreptomicina). Les cél-lules SW900 van ser donades per la Dra. Cristina
Mufoz-Pinedo (Oncobell Program, Institut d’'Investigaci6 Biomeédica de
Bellvitge, L'Hospitalet de Llobregat, Espanya). Es van cultivar en RPMI amb
10% de sérum fetal bovi, 2 mM glutamina i antibiotics (100 U/mL de
penicil-lina i 0,1 mg/mL d’estreptomicina). Les cél-lules HCT-15, SW620 i
SUB686 van ser una donacié del Dr. David Garcia-Mollevi (ProCure Program,
Institut Catala d'Oncologia, Hospitalet de Llobregat, Espanya). Es van cultivar
en DMEM/F-12 amb 10% de sérum fetal bovi, 2 mM glutamina i antibiotics
(100 U/mL de penicil-lina i 0,1 mg/mL d’estreptomicina). Les cél-lules RCC4
van ser una donacié del Dr. Oriol Casanovas (ProCure Program, Institut
Catala d’Oncologia, Hospitalet de Llobregat, Espanya). Es van cultivar en
RPMI amb 10% de sérum fetal bovi, 2 mM glutamina i antibiotics (100 U/mL

de penicil-linai 0,1 mg/mL d’estreptomicina).

Per a la generacié de cél-lules resistents a Olaparib es va procedir a
cultivar les cél-lules parentals amb una dosi equivalent a un quart de la IC50

d’Olaparib. Cada 4 dies es canviava el medi i es renovava la dosi d’Olaparib,
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fins a un total de 3 vegades. Quan s’havien completat els 3 cicles i no
s'observava mort, es doblava la dosi del farmac i es tornava a repetir el
procés. La dosi maxima a que es van exposar les cél-lules és 4 vegades la IC50

inicial.

2.2. Produccio de lentivirus i infeccio

Per a la produccié de lentivirus es va sembrar 3 milions de cél-lules
293 en una placa de 10 cm. L’endema es va infectar amb 7,5 pug de pSPAX
(Addgene, plasmidi # 12260), 5 ug de pVSV-G (Addgene, plasmidi # 8454), i
10 pg del plasmidi d’interés, dissolts en un volum final de 500 uL d'Optimem
(Gibco). Es va barrejar 1:1 amb una solucié de polietilenimida (Sigma) en
Optimem seguint les instruccions del fabricant, i es va incubar a temperatura
ambient durant 30 minuts. Seguidament, es va afegir 1 mL de transfeccié en
la placa amb les cél-lules 293 barrejat amb 9 mL de DMEM basal durant 7
hores. Després el medi es va canviar per DMEM 1% de sérum durant dos

dies.

Es van plantar 200.000 cél-lules d'interés per pou de placa de 6 pous.
Es va filtrar el sobrenedant de les cél-lules productores de lentivirus. Per cada
pou de 6 es va barrejar 1mL del sobrenedant filtrat amb 150 uL de DMEM
10% sérum i 2 pL de polibré. Aquesta barreja es va afegir al pou amb les
cel-lules i es va centrifugar la placa 90 minuts a 1000g a 32°C. A I'endema, es

va comencar la seleccié. La validacié es va dur a terme per Western Blot.

Les célllules ID8-P53 es van infectar utilitzant la tecnologia
CRISPR/CAS9, amb un vector control (plenti) o un vector contra Bach1 amb
el segiient gRNA 5° GCGGTTCCGAGCCCACCGCT 3’ (Crispr 4) i seleccionat
amb Bleomicina (10ug/mL, Merck). Les cél-lules ID8-P, ID8-B i ID8-B-RO es

van infectar, utilitzant la tecnologia shRNA amb un vector que contenia un

99




Materials i métodes

shRNA control o un vector amb un shRNA contra el gen Hifla (Horizon
Discovery, UK) (5" AACTGGAAATCATCATCCA 3’). La selecci6 es va dur a
terme per citometria de flux seleccionant les cél-lules positives per GFP. Les
cél-lules ID8-P i ID8-B es van infectar, utilitzant la tecnologia shRNA amb un
vector que contenia un shRNA control o un vector amb un shRNA contra el
gen Nfe2l2 (Horizon Discovery, UK) (5" CCCGAATTACAGTGTCTTAAT 3)).
La seleccio es va dur a terme per citometria de flux seleccionant les cel-lules
positives per TdTomato. Les cél-lules SKOV3N amb el KO per BRCAZ2 es van

generar i descriure préviament34,

Per la produccio de la linia ID8-BRCA-HRE es van infectar les cél-lules
primer amb el vector DGM10, que conté la Cre recombinasa sota el control
dels HRE i van ser seleccionades amb 1mg/mL de G418. Un cop obtinguda
la linia amb aquest vector, es va tornar a infectar amb el vector DGM216,
gue conté la construccié amb el RFP flanquejat amb els dos llocs LoxP seguit
del gen de la GFP. Aquestes cél-lules van ser seleccionades per citometria de
flux, escollint les cél-lules negatives per GFP i positives per RFP. Ambdés

plasmidis han estat generats i descrits préviament3*¢,

3. Tecniques d’analisi molecular

3.1. PCR quantitativa

L'extracci6 d’ARN es va dur a terme utilitzant el reactiu TRIzol
(ThermoFischer Scientific), d'acord amb les instruccions del fabricant. El
cDNA es va obtenir utilitzant una reaccié de transcriptasa inversa (High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Applied Biosystems, Life
Technologies, CA). La PCR quantitativa a partir de cDNA es va dur a terme
en un Lightcycler (Roche Molecular Biochemicals) utilitzant Sybr Green

(Roche Molecular Biochemicals) d’acord amb les instruccions del fabricant.

100



Materials i métodes

Taula 3: Encebadors emprats per gPCR

Gen Encebador Directe (5’ a 3’) Encebador Invers (5’ a 3') Espécie
ACTA1 GAGGCAGCCAGGGCTTA AACTAAGGTGTGCACTTTTGTTCAACT Huma
BACH1 TTACAACGCGTGGGCAAAAC CGCGTAAGAAAAGCCGAGTT Huma
COX5A ATCCAGTCAGTTCGCTGCTAT CCAGGCATCTATATCTGGCTTG Huma
CPT1A ATCAATCGGACTCTGGAAA TCAGGGAGTAGCGCATGGT Huma
HIF1A AGCTCCTCCCAAACTTGCTC TGAGGTTTCTTCGGCTACGTT Huma
HK2 TTGACCAGGAGATTGACATGG CAACCGCATCAGGACCTCA Huma
IDH3A CCCGCGTGGATCTCTAAGG AATTTCTGGGCCAATACCATCTC Huma
NDUFB1 GTCCCTATGGGATTTGTCATTGG CAGTTAGCCGTTCATCACTCTT Huma
NFE2L2 GGCTGTGTCGACTGAGGAAA ACCTATGACCTGCTTGGTGC Huma
PARP1 CGGAGTCTTCGGATAAGCTCT TTTCCATCAAACATGGGCGAC Huma
PDHA TGGTAGCATCCCGTAATTTTGC ATTCGGCGTACAGTCTGCATC Huma
PDHB GCAGCAGTGCTATCTAAAGAAGG  CCAGGAAATTGAACGCAGGAC Huma
PDK1 CTGTGATACGGATCAGAAACCG TCCACCAAACAATAAAGAGTGCT Huma
PDK2 ATGAAAGAGATCAACCTGCTTCC GGCTCTGGACATACCAGCTC Huma
PDK3 CTGAAGCCGATGATTGGAGC TCCTGGAACAGTGAGTGGGAC Huma
PDK4 TGCCTGTACAGTTGACCCAG CCAATGTGGCTTGGGTTTCC Huma
POLQ ACTTTTGCTGACCAAGATTTGCT ACTCATGCCAACGATTTGCAC Huma
SDHD CATCTCTCCACTGGACTAGCG TCCATCGCAGAGCAAGGATTC Huma
Actal GGGGGTTGAGGTGTTGAG GTCTCAAGTCAGTGTACAGGC Ratoli
Bach1 TGAGTGAGAGTGCGGTATTTGC GTCAGTCTGGCCTACGATTCT Ratoli
Bnip3 TCCTGGGTAGAACTGCACTTC GCTGGGCATCCAACAGTATT Ratoli
Cox5a GCCGCTGTCTGTTCCATTC GCATCAATGTCTGGCTTGTTGAA Ratoli
Cptla CTCCGCCTGAGCCATGAAG CACCAGTGATGATGCCATTCT Ratoli
Hifla GTCCCAGCTACGAAGTTACAGC CAGTGCAGGATACACAAGGTTT Ratoli
Hk2 TGATCGCCTGCTTATTCACGG AACCGCCTAGAAATCTCCAGA Ratoli
Idh3a ACAGGTGACAAGAGGTTTT CTCCCACTGAATAGGTGCTT Ratoli
Ldha GGGGCTACAAGCATCTTGAGAG GACACGTTGCACCTGACTG Ratoli
Ndufb1 CCTCCAGGGCTGTAATCGC GGTTCTTCGCGTAGACGTTTTC Ratoli
Nfe2I2 TAGATGACCATGAGTCGCTTGC GCCAAACTTGCTCCATGTCC Ratoli
Ngo1 AGGATGGGAGGTACTCGAATC AGGCGTCCTTCCTTATATGCTA Ratoli
Parp1 CTCTGTACTTTGAAAACCACCGT GCTCAGTCGGACACCATGTA Ratoli
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Pdha GAAATGTGACCTTCATCGGCT TGATCCGCCTTTAGCTCCATC Ratoli
Pdhb AGGAGGGAATTGAATGTGAGGT ACTGGCTTCTATGGCTTCGAT Ratoli
Pdk1 GGACTTCGGGTCAGTGAATGC TCCTGAGAAGATTGTCGGGGA Ratoli
Pdk2 AGGGGCACCCAAGTACATC TGCCGGAGGAAAGRGAATGAC Ratoli
Pdk3 TCCTGGACTTCGGAAGGGATA GAAGGGCGGTTCAACAAGTTA Ratoli
Pdk4 AGGGAGGTCGAGCTGTTCTC GGAGTGTTCACTAAGCGGTC Ratoli
Polq TCTTGCCAGAGCTGATAGTGCG GCAGATAAGCCCTTGCCAGTCA Ratoli
Sdhd TGGTCAGACCCGCTTATGTG GGTCCAGTGGAGAGATGCAG Ratoli

3.2. Western Blot

L'extraccié de proteines es va dur a terme utilitzant RIPA Buffer (PBS
pH 7,4, SDS 0,1%, NP-40 1%, deoxicolat sodic 0,5%) amb inhibidors de
proteases i fosfatases (100uM PMSF, 1uM pepstatina A, 1 ug/mL leupeptina,
4 pg/mL aprotinina, 0,1 ug/mL benzamidina, 200 uM ortovanadat sodic, 10
mM NaF, 40 mM B-glicerol fosfat i 5 mM EDTA). El material insoluble va
ser eliminat per centrifugacié a 8000g per 15 minuts a 4 graus. Es van utilitzar
gels SDS/PAGE per separar les proteines per pes molecular i després es van
transferir a membranes d’ Immobilon-P en buffer de transferéncia (25 mM
Tris-HCI, 190 mM glicina i 10% metanol) a 4°C durant 90 minuts.
Posteriorment les membranes es van bloquejar durant una hora a
temperatura ambient en TBS (10 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,4) 5%
llet en pols sense greixos. Posteriorment, les membranes es van incubar amb
els corresponents anticossos en TBS-1% llet tota la nit a 4°C. Després de 3
rentats en TBS 0,1% Trit6 100X, les membranes van ser incubades
respectivament, amb anticossos secundaris contra conill o ratoli (Amersham
Pharmacia Biotech) conjugats amb peroxidasa de rave, en TBS 1% llet per
una hora a temperatura ambient. Seguidament, les membranes es van rentar

tres vegades amb TBS 0,1% Trit6 100X i finalment revelades utilitzant ECL
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Prime (Amersham Pharmacia Biotech). El senyal va ser mesurada amb un
instrument ChemiDoc-MP (Bio-rad) i I'analisi quantitativa es va dur a terme

utilitzant el software Image Lab (Bio-rad).

Taula 4: Anticossos emprats per Western Blot

Proteina Dilucio Espécie Referencia

Actina 1:2500 Ratoli Sigma Aldrich AC-15 A5441
BACH-1 1:1000 Ratoli Santa Cruz Biotech sc-271211
GLUT-1 1:1000 Conill Abcam, ab115730

HIF-1a 1:500 Conill Descrit en3t”

NRF2 1:500 Conill Cell Signaling #12721

PDHK1 1:1000 Conill Cell Signaling #3820

PDHK4 1:1000 Conill Novus Biologicals #NBP1-07049
PDH-T 1:1000 Conill Cell Signaling #3205

p-PDH Ser232  1:1000 Conill Sigma-Aldrich (AP1060)
p-PDH Ser293 1:1000 Conill Abcam (ab92696)

a-Tubulina 1:2000 Ratoli Sigma Aldrich T6079
Vinculina 1:2000 Ratoli Sigma Aldrich V9131

y-H2AX 1:500 Conill Cell Signaling #9718

3.3. Immunohistoquimica de mostres en parafina i
quantificacié

Les mostres incloses en parafina van ser desparafinades en xilol i

deshidratades en una bateria d’alcohols cada cop més dissolts en aigua.
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Seguidament, les mostres van ser sotmeses a pressié i temperatura per la
recuperacié d’antigens seguint el protocol del fabricant (Decloaking
Chamber™ NxGen, Bio Care), en buffer EDTA pH 9 o citrat pH 6 en funcié
de la immunotincié (Dako). Les peroxidades endogenes es van desactivar
durant 5 minuts amb una solucié de desactivacio (30% metanol+3% H.0,). A
continuacio, es va procedir al bloqueig (TBS, 0,5% trité 100X, 2% sérum de
cabra) durant una hora. L'anticds primari es va incubar en la solucié de
bloqueig tota la nit a 4 graus (HIF-1a, 1:200, descrit a 37; BACH-1, 1:200,
Sigma Aldrich HPA034949, MCT4 1:70 Novus Bio NBP-81251). Després, es
van rentar les mostres en TBS 0,1% Trité 100X tres vegades durant 10
minuts i després es va incubar les mostres amb EnVision Dual Link (Agilent)
durant 30 minuts seguint les recomanacions del fabricant. Posteriorment, es
van rentar les mostres en TBS 0,1% Trité6 100X tres vegades durant 10
minuts, i en acabat es va procedir al seu revelat utilitzant DAB+ (Agilent)
durant 3 minuts. Seguidament, es van rentar les mostres en TBS 0,1% Trit6
100X un cop durant 10 minuts i es va procedir a una contratincié amb
hematoxilina (Sigma Aldrich) durant 2 minuts. A continuacio, es van rentar
les mostres en TBS 0,1% Trit6 100X un cop durant 2 minuts i es van
deshidratar i posteriorment muntar amb DPX. La quantificacié es va dur a
terme utilitzant el software QuPath, utilitzant I'eina de H-score®!8. Totes les
mostres de pacients van ser processades seguint els protocols adients, amb
la corresponent aprovacié del comité d’'ética d'investigacid clinica de
I'Hospital Universitari de Bellvitge (nota de reunié 18/11, ref. PR236/11) i
seguint els principis de la declaracié de Helsinki. De cada pacient es va

obtenir un consentiment informat.

104



Materials i métodes

4. Assajos funcionals
4.1. Assaig de mort cel-lular

Les cél-lules es van sembrar en plaques de 12 pous. A les 24 hores, es
van tractar amb els respectius farmacs i solvents per 24 hores. Seguidament,
les cel-lules es van aixecar de la placa utilitzant I'agent de dissociacié Tryple
(Gibco), i es va inactivar amb 2mL de medi complet. A continuacio les cél-lules
es van centrifugar a 1000g per 5 minuts i es van rentar amb PBS 3 vegades.
Finalment, es van resuspendre en 200 uL PBS amb 1 pg/mL de iodur de
propidi (Sigma-Aldrich). Posteriorment, es va dur a terme la citometria de flux

fent servir el citometre Gallios (Beckman Coulter, Brea, Estats Units).

4.2, Assaig de viabilitat cel-lular

Les cél-lules es van sembrar en plaques de 96 pous fent 8 replicats.
Un cop les céllules es trobaven adherides, es van tractar amb els
corresponents farmacs o solvents durant 72 hores. Després les cél-lules es
van fixar 10 minuts amb metanol i es van tenyir durant 20 minuts en cristall
violeta (0,1% en aigua). En acabat, les cél-lules es van rentar 3 vegades en
aigua i posteriorment el cristall violeta es va resolubilitzar (5% acid acétic,
10% metanol en aigua) i la densitat optica es va mesurar a 595 nM en un
lector de plaques. Pels assajos de sinergia es va seguir el mateix procediment,

i les dades es van analitzar utilitzant el programa Combenefit®!?.

4.3. Mesura dels ROS totals

Les cél-lules es van sembrar en plaques de 12 pous. A les 24 hores, es
van tractar amb els respectius farmacs i solvents per 24 hores. A continuacio,

les cél-lules es van aixecar de la placa utilitzant 'agent de dissociacié Tryple
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(Gibco), i es va inactivar amb 2mL de medi complet. Després, les cel-lules es
van centrifugar a 1000g i rentar en PBS 3 vegades. Seguidament, les cél-lules
es van resuspendre en 100 uL de CM-H2DCFA (Invitrogene, Ref #C6827) a
2,5 uM en PBSies vanincubar a 37°C per 45 minuts a les fosques. En acabat,
es va afegir 2mL de PBS i les cel-lules es van centrifugar 5 minuts a 1000g, i
seguidament es va procedir a fer 2 rentats més amb PBS. Finalment, es va
resuspendre les cel-lules en 200uL PBS amb 1 pug/mL de iodur de propidi.
Posteriorment, es va dur a terme la citometria de flux fent servir el citometre

Gallios (Beckman Coulter, Brea, Estats Units).

4.4. Assaig de flux glicolitic i OCR amb Seahorse

Primerament, es van plantar les cél-lules en una placa de 96 pous de
Seahorse (Agilent, Technologies Inc., Santa Clara, USA) en 80uL. L'endem3,
80uL de medi a cada pou amb el corresponent solvent o farmac. Al dia
seglient, es va dur a terme el protocol Glycolytic Rate Assay seguint les
instruccions del fabricant. Un cop acabat 'assaig es van incubar les cél-lules
amb 2uM de Hoechst (Sigma Aldrich 370460) durant 15 minuts a 37 °C.
Després utilitzant el Zeiss Axio Observer Z1+ el microscopi invertit de
fluorescencia d’Apotome, es van obtenir 9 imatges de cada pou. Després,
utilitzant el software Fiji, es van comptar els nuclis de cada pou, que es van

fer servir com a normalitzador.

4.5. Assaig de metabolomica per analitzar I'activitat del
complex PDH

Per estudiar I'activitat del complex PDH i la seva capacitat d'introduir
el piruvat al cicle de Krebs es va analitzar I'enriquiment de U-13C de glucosa
i piruvat a isotopoleg citrat (m+2) a temps curts. Es van sembrar 50.000

cel-lules en plaques de 6 pous en duplicats. A 'endema es van tractar les
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cél-lules amb els corresponents tractaments i vehicles en medi de cultiu
estandard per 24 hores. El marcatge es va dur a terme després de rentar les
cel-lules amb abundant PBS i substituint el medi per medi amb glucosa i
piruvat marcat (U-13C) a 10mM i 1mM, respectivament per un total de 5, 15
i 30 minuts. Al final de I'experiment, es van rentar les cél-lules amb PBS fred
dues vegades i es van recollir utilitzant una soluci6 a 4°C de
metanol/cloroform (2:1, v:v). Tres nanomols de escilo-inositol i norleucina es
van utilitzar com a estandards interns. L'enriquiment es va mesurar utilitzant
un espectrometre GC/MS (GC/MS Agilent 5975C) i els resultats es van
analitzar fent servir el MassHunter software (Agilent). La glucosa marcada va
contribuir al 100% dels metabolits de la glicolisi per sobre del
fosfoenolpiruvat. La contribucié del piruvat marcat U-13C no va ser
diferencial entre cap linia o tractament i contribuia minimament als
marcatges de citrat i lactat. Tot i aixd, es va mantenir per mimetitzar les

condicions normals de cultiu d’aquestes cél-lules.

5. Experiments in-vivo

Tots els estudis amb ratolins descrits en aquesta tesi van ser aprovats
pel comité de cura animal de I'IDIBELL (DAAM 5766). En tots els casos I'estat
de salut general dels animals es va seguir estrictament i es van eutanasiar

guan els criteris de punt final aixi ho requerien.

5.1. Avaluacié de la combinacié de IACS-10759 amb
Doxorubicina in-vivo

2 milions de cél-lules ID8-P53 van ser injectades ortotdopicament en
I'ovari dret de ratolins C57BL6J femella de 8 a 10 setmanes d’edat. Al cap de
3 setmanes, es van establir els grups de manera homogénia. La doxorubicina

liposomal (Caelyx) es va obtenir d’Accord Healthcare S.L.U i va ser preparada
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pel departament de farmacia de I'Institut Catala d’'Oncologia a 2mg/mL. Just
abans de I'administracio es va dissoldre en sali 5% glucosa a una concentracio
final de 0,5 mg/mL. El IACS-10759 (MedChemExpress, HY-112037) es va
dissoldre en 0,5% carboximetil cel-lulosa a 37,5 pg/mL. Els animals van ser
tractats durant 4 setmanes. Un cop per setmana es va administrar 2mg/kg
de Caelyx per via intraperitoneal i de dilluns a divendres s’'administrava
0,3mg/kg d'IACS via oral. Dos cops per setmana els animals rebien una dosi
subcutania de 300uL de sali 5% glucosa. El pes es va mesurar un cop per
setmana. Les mesures de glucosa i lactat en sang, es van dur a terme cada
dues setmanes. La sang es va obtenir de la vena safena. La glucosa es va
mesurar amb tiretes reactives utilitzant I'aparell Glucomen® (Menarini
Diagnostics), mentre que el lactat es va mesurar amb tiretes reactives
utilitzant I'aparell Laktate (Eaglenos, Busimedic, S.L.). Per I'experiment amb
dosis reduides, el Caelyx es va diluir just abans de I'administracié es va
dissoldre en sali 5% glucosa a una concentracié final de 31,25 ug/mL. El
IACS-10759 (MedChemExpress, HY-112037) es va dissoldre en 0,5%
carboximetil cel-lulosa a 12,5 pg/mL. . Els animals van ser tractats durant 4
setmanes. Un cop per setmana es va administrar 0,25 mg/kg de Caelyx per
via intraperitoneal i de dilluns a divendres s’administrava 0,1mg/kg d’'lACS
via oral. Dos cops per setmana els animals rebien una dosi subcutania de
300pL de sali 5% glucosa. Cap dels tractaments administrats o la manipulacié

dels animals va tenir un efecte significatiu en el pes o el comportament.

5.2. Caracteritzacié del model ID8-BRCA HRE in-vivo

Per posar a punt el sistema ID8-BRCA HRE in-vivo es van punxar 2
milions de cél-lules ID8-BRCA-HRE en l'ovari dret de ratolins C57BL6J
femella de 8 a 10 setmanes d'edat. Es va deixar créixer el tumor i

progressivament es van eutanasiar diferents animals per tal d’analitzar quins
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canvis es generaven al llarg del temps. En el cas de I'experiment amb el
tractament amb Olaparib (MedChemExpress, HY-10162) es va dissoldre en
0,5% carboximetil cel-lulosa a 6,25mg/mL. Els animals van ser tractats durant
4 setmanes. De dilluns a divendres s'administrava 50mg/kg d’Olaparib via

oral o el respectiu vehicle.

El protocol d'obtencié del tumor s’iniciava amb la injeccio intravenosa
de pimonidazol (60 mg/kg, dissolt en sali a 30 mg/mL, Sigma-Aldrich) i
s'esperava 90 minuts abans d’eutanasiar I'animal. Un cop transcorregut
aquest temps, s'obtenia el tumor i es dividia en dues parts: una part per
procedir amb la disgregacid, i una altra part que es fixava en PFA al 4% en
PBS durant 4,5 hores. Seguidament, s’incubava en sacarosa al 30% en PBS

tota la nit, i finalment s’incloia en un bloc d’'OCT.

La part destinada a la disgregacié es netejava de la resta de teixit
adjacent i es disgregava mecanicament fins a obtenir trossos de mida inferior
a 1mm?. Aquest disgregat es resuspenia en 2,35 mL de PBS fred en un tub
de gentleMACS Octo Dissociator (Miltenyi Biotec) per continuar amb el
procés de disgregacid, seguint les indicacions del fabricant. Breument,
s'afegia el coctel d’enzims (100 pL Enzim D, 30uL Enzim Ri 12,5 pL Enzim
A) i es sotmetia a la mostra a un protocol de disgregacié mecanic i enzimatic

a 37 graus fins que s'observava que no quedaven fragments.

Posteriorment, es filtrava la suspensié resultant per un filtre de 100
um i es centrifugava 5 minuts a 1500 rpmes. El pellet resultant es resuspenia
en un tampod de lisis d'eritrocits (RBC lysis buffer, Merck) i es tornava a
centrifugar. Seguidament, el pellet s'incubava a 4 graus 20 minuts amb la
solucié LIVE/DEAD (ThermoFischer) per tal de poder valorar la viabilitat
posteriorment. A continuacié, es rentava dues vegades en PBS la mostra i

seguidament es fixava en PFA 1% en PBS 10 minuts a 4 graus. Després es
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centrifugava la mostra i es rentava amb PBS i finalment es resuspenia en una

solucié de PBS-1%BSA i es procedia a analitzar la mostra amb el citometre.

6. Reactius

Altres reactius que no especificats al llarg de tota la seccié o en

la present taula van ser adquirits a Sigma-Aldrich.

Taula 5: Taula de reactius emprats

Reactiu Dissolvent Referéncia
2-Deoxiglucosa (2-DG) Sali D8375, Sigma-Aldrich
3-bromo-piruvat (BPE) Sali 16490, Sigma-Aldrich
5-Fluorouracil (5-FU) Sali Accord Healthcare S.L.U.
Antimicina Etanol A8674, Sigma-Aldrich
AZD1390 (ATMi) DMSO HY-109566, MCE
BAY-1895344 (ATRi) DMSO HY-101566A, MCE
Caelyx (Liposomal doxorubicin) Sali, 5% glucosa Accord Healthcare S.L.U.
Ciclofosfamida (CPA) Sali Baxter International
Cicloheximida (CHX) Sali C7698, Sigma-Aldrich
Cisplati (CDPP) Sali Accord Healthcare S.L.U.
CoCl2 Aigua C8661, Sigma-Aldrich
Dimetil-fumarat (DMF) DMSO 242926 Sigma-Aldrich
Doxorubicina (Doxo) DMSO HY-15142A, MCE
GX604714X (MPCi) DMSO HY-138559, MCE
Hoechst DMSO 62249, Sigma-Aldrich
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IACS-10759 (IACS) DMSO HY-112037, MCE
Irinotecan (Irino) Sali Accord Healthcare S.L.U.
N-Acetil-L-cisteina (NAC) Sali A0737, Sigma-Aldrich
Novobiocina (Novo) Sali HY-B0425, MCE
Olaparib (Olapa) DMSO HY-10162, MCE
Paclitaxel (Pacli) Etanol Accord Healthcare S.L.U.
Piridostatina (Pyri) Sali HY-15176A; MCE
PX-478 (HIFi) DMSO HY-10231, MCE
Rotenona (Rot) Etanol R8875, Sigma-Aldrich
Rucaparib (Ruca) DMSO HY-10617A, MCE
Talazoparib (Talazo) DMSO HY-16106, MCE
VB-124 DMSO HY-139665, MCE
Veliparib (Veli) DMSO HY-10129, MCE
VER246608 (PanPDHKi) DMSO HY-12492, MCE
Vitamina K3 (VitK) DMSO 47775, Sigma-Aldrich

7. Analisis estadistics

Les analisis estadistiques s’han dut a terme utilitzant GraphPad Prism

(versio 8.3). A no ser que s’especifiqui el contrari les dades es presenten com

la Mitjana + SD, i cada punt en el grafic representa un replicat biologic

independent. Les diferéncies significatives es van dur a terme amb el Mann-

Whitney U-test. Les diferencies es van considerar significatives quan p-

valor<0,05.
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1. El dany de doble cadena indueix un
metabolisme oxidatiu regulant l'activitat
del complex PDH

1.1. El dany a I’'ADN correlaciona amb l’expressié de gens
del metabolisme oxidatiu

En anteriors treballs, el meu grup ha demostrat que el dany cronic al
ADN degut a la HRD promovia un augment del metabolisme oxidatiu, cosa
que suggeria una vulnerabilitat terapéutica en cél-lules de cancer d’ovari i de
mama. També van demostrar que l'expressié de gens del metabolisme
oxidatiu (KEGG OXPHOS) correlacionava positivament amb ['estatus
mutacional de BRCA1 i BRCA23%4, Per validar si aquesta relacié era un patré
general en diferents tipus de cancer es va analitzar la correlacié entre
I'expressié d'una signatura d’A-EJ (el mecanisme de reparacié actiu en
cancers amb HRD) i signatures associades a un increment d'OXPHOS (Fig
11A). Aquest analisi demostrava que hi ha una correlacié positiva en la
majoria dels tipus de cancer estudiats en el TCGA3?°: 20 de 32 (63%) tenien
una correlacié positiva significativa entre A-EJ i la firma “Oxidative
phosphorylation”3 (coeficient de Pearson r= 0,25, p-val 4,15e-12); 22 de 32
(69%) entre A-EJ i MOOTHA_VOXPHOS32! (coeficient de Pearsonr = 0,17,
p-val=2,25e-05); i 22 de 32 (69%) amb la signatura “respiratory chain

complex 1”3% (coeficient de Pearson r = 0,28, p-val=3,52e-16).

Per ampliar i validar aquestes associacions observades es va dur a terme un
altre estudi bioinformatic analitzant la rellevancia d’aquesta associacié en
cel-lules tumorals. Per aix0 es va analitzar la correlacié de les corresponents
signatures géniques amb la sensibilitat a dihidrorotenona, un inhibidor del
complex | de la cadena respiratoria. Per aixo es va emprar les dades del

Genomics of Drug Sensitivity (n =713)%!? (Fig 11B). Com es va hipotetizar, la
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signatura “respiratory chain complex |I” correlacionava negativament amb la
concentracié inhibitoria mitjana (IC50) a dihidrorotenona (r = -0,15, p-
val=6,24e-05) (Fig 11B), per tant a més IC50 menys expressié d’aquesta
signatura. Consistentment, una signatura que avalua l'expressié de gens
glicolitics correlacionava positivament amb la IC50 al farmac. Al avaluar la

signatura d’A-EJ es va observar que correlacionava negativament amb la

Fig. 11
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Figura 11: El dany a I’ADN correlaciona amb un metabolisme oxidatiu incrementat.
A) Forest plot on es mostren les correlacions entre I'A-EJ i “KEGG OXPHOS”
(esquerra), la signatura “Mootha Voxphos” (centre) i la signatura “respiratory chain
complex |I” (dreta) en els diferents tipus tumorals recollits en el TCGA. Es mostren
els acronims del TCGA per cada tipus tumoral i la quantitat de mostra en paréntesis.
Les linies vermelles i blaves indiquen correlacions positives o negatives
significatives (p<0,05), respectivament. Les linies grises mostren correlacions no
significatives. Els punts indiquen la correlacio estimada i les barres l'interval de
confianca (95%). B) Correlacié entre la sensibilitat de cada linia cel-lular a
dihidrorotenona (expressat com el logaritme natural de la IC50) i I'expressio de les
signatures “respiratory chain complex I” (esquerra), “Hallmark glycolisis” (centre) i
“A-EJ" (dreta). Es mostren els coeficients de correlacié de Pearson (r) i de Spearman
(rs) amb el corresponent p-valor.
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IC50, suggerint que a més expressid dels gens de A-EJ més sensibilitat a

inhibidors del metabolisme oxidatiu (r = -0,15, p= 4,99e-05) (Fig 11B).

Fig. 12
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Figura 12: El dany agut a ’ADN produeix un increment del metabolisme oxidatiu.
A) Es mostra la ratio de OCR/Glicolisi en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P)
pretractades amb doxorubicina 0,4uM (Doxo) (n=5), irinotecan 50uM (Irino) (n=7),
5-fluorouracil 5uM (5-FU) (n=8), paclitaxel 20nM (Pacli) (n=7), ciclofosfamida
0,5mM (n=8) or 2mM (CPA) (n=6), cisplati 5uM (n=4) or 40uM (CDPP) (n=7) (panell
esquerre), i cél-lules ID8-P i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B) (n=4) (panell dret). B)
Western blot per valorar la preséncia de y-H2AX en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-
P) pretractades amb doxorubicina 0,4uM (Doxo) (n=5), irinotecan 50uM (Irino)
(n=7), 5-fluorouracil 5uM (5-FU) (n=8), paclitaxel 20nM (Pacli) (n=7), ciclofosfamida
0,5mM (n=8) or 2mM (CPA) (n=6), cisplati 5uM (n=4) or 40uM (CDPP) (n=7) (panell
esquerre), i cél-lules ID8-P i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B) (n=4) (panell dret). La
tubulina és emprada com control de carrega. Les dades es presenten com la mitjana
+ SD a no ser que s'indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic
independent. Les diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-
Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-
valor es troba indicat a cada figura.
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1.2. La induccié6 de DSB promou un increment del
OXPHOS

Seguidament es va hipotetitzar que també el dany agut a ’ADN podia
incrementar el metabolisme oxidatiu. Per aixd es va mesurar la ratio de
consum d’oxigen (OCR) i la ratio de glicolisi, fent servir la tecnologia
Seahorse, en un model amb HR competent: les cél-lules de cancer d’ovari ID8
Trp53 KO, d’origen muri (a partir d’ara anomenades ID8-P). Aquestes cél-lules
van ser tractades amb diferents tipus de quimioterapia actualment en Us a la
clinica (Fig 12A). Aquests tractaments incloien doxorubicina i irinotecan
(inhibidors de topoisomerases), 5-fluorouracil (inhibidor de la timidilat
sintasa, necessaria per la sintesi de nucleotids), paclitaxel (agent
estabilitzador de microtubuls) i ciclofosfamida i cisplati (agents alquilants de

I’ADN).

Es va observar que només quan es produien DSB, mesurats a través
la preséncia de y-H2AX (Fig 12B), el nostre model ID8-P presentava un canvi
en el flux de carboni cap al metabolisme oxidatiu, mesurat com I'increment
en la ratio OCR/glicolisi (Fig 12A). Es va decidir emprar aquesta ratio per
analitzar els fluxos de carboni, ja que es va observar que al tractar les cél-lules

amb quimioterapia s'observava de manera general un augment en l'activitat

Figura 13: La quimioterapia incrementa el flux glicolitic sense afectar a la mort
cel-lular. Es mostra la OCR (A) o el flux glicolitic (B) en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-
P) i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B) (n=5) aixi com en cél-lules ID8-P pretractades 24h
amb vehicle (DMSO), doxorubicina 0,4uM (Doxo) (n=7), irinotecan 50uM (lrino)
(n=8), 5-fluorouracil 5uM (5-FU) (n=8), paclitaxel 20nM (Pacli) (n=8), ciclofosfamida
0,5mM (n=9) or 2mM (CPA) (n=6), cisplati 5uM (n=8) or 40uM (CDPP) (n=8). C)
Percentatge de mort cel-lular mesurada com el percentatge de cél-lules positives
per iodur de propidi en cél-lules ID8-P tractades amb els tractaments del panell A i
B i com a control positiu cel-lules tractades amb 40ug/mL de cicloheximida (CHX)
(n=3). Les dades es presenten com la mitjana £ SD a no ser que s’'indiqui el contrari
i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies
significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre
dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 13 A OCR
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metabolica de les cél-lules (augment tant del flux glicolitic com de la OCR),

quelcom que ja ha estat descrit en altres treballs®?? (Fig 13).

L'augment del flux de carboni cap al metabolisme oxidatiu en el model
ID8-P quan s'indueixen DSB és semblant al observat en les cél-lules ID8
deficients en HR (presenten un doble KO pels gens Trp53 i Brca2, a partir
d’ara anomenades ID8-B) que presenten un dany a ’ADN cronic degut a que
no poden reparar '’ADN de manera tant eficient (Fig 12A). Per altra banda, el
tractament amb quimioterapia que no indueix DSB (per exemple Paclitaxel,
CPA 0,1mM i CDPP 5uM) no causava un canvi cap al metabolisme oxidatiu,
sind que augmentava per igual el flux glicolitic com la OCR. Tot i aix0, dosis
molt elevades d'agents alquilants, que finalment acaben provocant la
acumulacié de DSB (per exemple CPA 2mM, CDPP 40uM), eventualment
provocaven aquest canvi metabolic cap a OXPHOS (Fig 12A-B). Cal destacar
que cap d’'aquests tractaments provocava un augment de la mort cel-lular (Fig

13) en el periode avaluat.

De manera complementaria es va estudiar la cinética d'aquest
fenomen en el model ID8-P emprant doxorubicina (Fig 14A). Es va observar
gue en primera instancia, a la hora d’exposar les cél-lules a doxorubicina, les
cél-lules presentaven un metabolisme més glicolitic (Fig 14B), perdo que
aquest donava pas a un metabolisme oxidatiu quan comencaven a acumular-
se els DSB a les poques hores. Aquest experiment reforcava la correlacié

entre la preséncia de DSB i la induccié del metabolisme oxidatiu.

Per demostrar que aquest no és un fet aillat del model, es va analitzar
la ratio OCR/Glicolisi en diferents linies cel-lulars humanes de cancer d’ovari
(SKOV3N i OVCARA4), prostata (DU145) i mama (T-47D) (Fig 15A-B) quan
s'induien DSB amb doxorubicina i irinotecan. Es va observar que en totes les

linies testades es produia el mateix fenomen que en els resultats anteriors,

120



Resultats

és a dir, un augment de la ratio OCR/glicolisi quan s’induien els DSB. Per tant,
amb aquestes observacions es va confirmar que el canvi metabolic cap a
OXPHOS és un mecanisme de resposta compartit entre diferents tipus

tumorals davant I'aparicié de DSB.

Fig. 14
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Figura 14: El metabolisme oxidatiu apareix quan s’acumulen els DSB. A) Western
blot per valorar la presencia de y-H2AX en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P)
pretractades amb doxorubicina 0,4uM (Doxo) pel temps indicat. La tubulina s’ha
emprat com a control de carrega. B) Es mostra la ratio de OCR/Glicolisi en cél-lules
ID8-Trp53 KO (ID8-P) pretractades amb doxorubicina 0,4uM (Doxo) pel temps
indicat. Les dades es presenten com la mitjana £ SD a no ser que s'indiqui el contrari
i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies
significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre
dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 15
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Figura 15: El dany agut a I’'ADN produeix un increment del metabolisme oxidatiu
en diverses linies cel-lulars de diferents tipus tumorals. A) Es mostra la ratio de
OCR/Glicolisi en cel-lules SKOV3 (n=5i 7 respectivament), OVCAR4 (n=8), DU145
(n=5), NP P53 (n=9 i 6 respectivament) i T-47D cells (n=7) pretractades 24h amb
vehicle (Veh, DMSO), 0,4uM doxorubicina (doxo) o irinotecan (irino) 50uM en el
cas de les OVCAR4, T-47D i DU145 i 20uM per les SKOV3 i NP P53. B) Western
blot per valorar la preséncia de y-H2AX en cel-lules SKOV3, OVCAR4, DU145, NP
P53 i T-47D amb els tractaments indicats en el panell A). La tubulina s’ha emprat
com a control de carrega. Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que
s’indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les
diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test
comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba
indicat a cada figura.
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1.3.L'eix PDHKI1/PDH és el responsable d’activar el
metabolisme oxidatiu després de la induccié de DSB.

En estudis previs del grup®®* es va descriure que la regulacié de
I'activitat de la PDH tenia un rol crucial en controlar el metabolisme energétic
en tumors HRD. La fosforilacio de la PDH ha estat descrita com un dels punts
de regulacié més importants per modular la seva activitat*® i correlaciona
amb l'activitat de I'enzim?>%1°2, De fet, en el nostre model ID8-B (que és
HRD), s’observen uns menors nivells de fosforilacié de la PDH (Fig 16A-C)
respecte les ID8-P, aixi com en el model SKOV3 BRCA2 KO, que préviament
ha estat caracteritzat®** (Fig 16D-F). Per confirmar si aquesta disminucié de
la fosforilacié correlaciona amb un increment de I'activitat de la PDH es va
dur a terme un assaig funcional de l'activitat de I'enzim mesurant la
incorporacio de carboni marcat en citrat (Fig 16G). Es va observar que en les
ID8-B el enriguiment de citrat (m+2) estava incrementat respecte les ID8-P,
confirmant que el model HRD presenta una activitat PDH més elevada i que

correlaciona amb els nivells de fosforilacié de I'enzim (Fig 16H).

Seguidament es va avaluar si la induccié aguda de DSB produida per
la quimioterapia, podia impactar en la fosforilacié de la PDH. Per avaluar-ho
es van tractar diferents linies cel-lulars amb doxorubicina o irinotecan (Fig
17A-0O). Es va observar que les cél-lules tractades acumulaven DSB i
presentaven una reduccio de la fosforilacié de la PDH. Aquest fenomen es
va observar en totes les diferents linies testades independentment del tipus

tumoral o del farmac emprat per induir els DSB (Fig 17).

Finalment, per verificar que aquest efecte era especificament causat
per la generacié de DSB, vem incubar les cél-lules amb piridostatina, un
compost que estabilitza els G-quadruplex, un tipus d’estructura secundaria

que es forma en regions riques de guanina, i que acaba comportant la
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formacié de DSB de manera especifica®?®. Notablement, aquest compost
també va reduir la fosforilacié de la PDH (Fig 17P-R), aixi com també es va
observar després de tractar les cél-lules amb radioterapia (6 Gy) (Fig 17S-T).
Tots aquests resultats indiquen que els DSB, generats tant en un escenari de
dany cronic a 'ADN o en una situaci6 de dany agut, incrementa el
metabolisme oxidatiu i correlaciona amb un increment de l'activitat de la
PDH. La fosforilacié de la PDH va emergir com un factor essencial per regular
el metabolisme energétic quan s'induien DSB. Per aixo es va procedir a
identificar les molécules especifiques que contribuien a la regulacié d’aquest
eix. Primerament es va estudiar I'escenari de dany cronic en cancer d’ovari,
comparant els models ID8-P i ID8-B, i es va analitzar la expressio de les
diferents PDH quinases. De les 4 isoformes diferents es va observar una
reduccio de I'expressié d’ARN missatger en els gens Pdk1 i Pdk4 en el model
HRD (Fig 18A),

Figura 16: L’activitat de la PDH correlaciona amb la seva fosforilacié. Western blot
analitzant la fosforilacié de la PDH a la serina 232 i 293, aixi com els nivells totals
de la PDH i tubulina com a control de carrega en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) i
ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B) (A) o en cél-lules SKOV3N (SKOV-sc) i SKOV3N BRCA2
KO (SKOV-BRCA) (D) amb les respectives quantificacions de les fosforilacions
utilitzant tubulina com a control de carrega (B i C per ID8, E i F per SKOV3). Es
mostra una imatge representativa en cada cas. G) Esquema mostrant el flux de
carboni marcat provinent del piruvat. H) Mesurament de I'enriquiment del citrat+2
marcat en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B), cultivades
en [13C]-glucosa i [13C]-piruvat durant 5, 15 i 30 minuts. Cada punt és la mitja de
dos replicats experimentals. Per calcular la significanca estadistica es va dur a terme
un T-test no parellat parameétric. Les dades es presenten com la mitjana £ SD a no
ser que s'indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic
independent. Les diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-
Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-
valor es troba indicat a cada figura.
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De les 4 isoformes diferents es va observar una reduccié de I'expressio
d’ARN missatger en els gens Pdk1 i Pdk4 en el model HRD (Fig 18A), i la
PDHK1, codificada pel gen Pdk1, va ser I'linica que va poder ser confirmada
a nivell de proteina fent servir Western Blot (Fig 18B-D). La mateixa reduccio
de la PDHK1 es va observar en el model SKOV3N BRCA2 KO (Fig 18E-G).
Per confirmar la importancia dels nivells de fosforilacié de la PDH, i per tant
de la implicacié de les PDHKs, es va analitzar la ratio OCR/glicolisi després
de tractar les ID8-P amb un inhibidor de PDHKs (Pan PDHKi) per augmentar
I'activitat PDH, cosa que va comportar un augment en la ratio OCR/glicolisi
(Fig 18H). De manera inversa, al tractar les ID8-B amb un inhibidor del
transportador mitocondrial de piruvat (MPCi), a falta d'inhibidors especifics
de la PDH, impedint I'entrada del substrat de la PDH al mitocondri, va
resultar en una menor ratio (Fig 18l). Aquestes evidéncies reforcaven el
paper clau de I'activitat de la PDH en la regulacié del metabolisme energétic

en aquest model.

Figura 17:La induccié de DSB provoca una disminucié en la fosforilacié de la PDH.
Western blot analitzant la fosforilacié de la PDH a la serina 232 i 293, aixi com els
nivells totals de la PDH i tubulina com a control de carrega en cél-lules ID8-Trp53
KO (ID8-P) i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B) (A), SKOV3N (D), DU145 (G) o T-47D (J)
tractades amb vehicle (DMSO, veh) o doxorubicina 0,4uM (Doxo) durant 24 hores
amb les respectives quantificacions de les fosforilacions utilitzant tubulina com a
control de carrega (B i C per ID8, E i F per SKOV3, H il per DU145, K i L per T-
47D). Western blot analitzant la fosforilacié de la PDH a la serina 232 i 293, aixi
com els nivells totals de la PDH i tubulina com a control de carrega en cél-lules ID8-
Trp53 KO (ID8-P) tractades amb vehicle (DMSO, veh), irinotecan 50uM (irino) (M)
o piridostatina 10uM (Pyri) (P) amb les respectives quantificacions de les
fosforilacions utilitzant tubulina com a control de carrega (N i O per Irinotecan, Qi
R per Piridostatina). S) Western blot analitzant la fosforilacié de la PDH a la serina
293 i tubulina com a control de carrega en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) tractades
amb una Unica dosi de 6 Gy de radioterapia i deixant-les recuperar el temps indicat.
amb la respectiva quantificacié de la fosforilacié (T) utilitzant tubulina com a control
de carrega. Les dades es presenten com la mitjana = SD a no ser que s'indiqui el
contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies
significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre
dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 18
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Figura 18: La PDHK1 és
I’encarregada de regular
I'activitat de la PDH. A)
Nivells de mRNA dels gens
Pdk en cel-lules ID8-Trp53
KO (ID8-P) i ID8-Trp53 Brca2
KO (ID8-B). Els nivells de
mRNA del gen de I'actina van
ser utilitzats com a control de
carrega. Western blot
analitzant la expressié de
PDHK1 i PDHK4 aixi com els
nivells de tubulina com a
control de carrega en
cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-
P) i ID8-Trp53 Brca2 KO
(ID8-B) (B), o en cel-lules
SKOV3N (SKOV-sc) i
SKOV3N BRCA2 KO (SKOV-
BRCA) (E) amb les
respectives quantificacions
utilitzant tubulina com a
control de carrega (C i D per
ID8, F i G per SKOV3N). Es
mostra una imatge
representativa en cada
panell. H) Es mostra la ratio
de OCR/Glicolisi en cél-lules
ID8-Trp53 KO (ID8-P)
pretractades amb VER-
246608 500nM (PanPDHK:i)
durant 24 hores. |) Es mostra
la ratio de OCR/Glicolisi en
cél-lules ID8-Trp53 Brca2 KO
(ID8-B) pretractades amb
GW604714 250nM (MPCi)
durant 24 hores. Les dades es
presenten com la mitjana
SD a no ser que s’indiqui el
contrari i cada punt del grafic
és un replicat biologic
independent. Les diferéncies
significatives es van calcular
utilitzant el Mann-Whitney
U-test comparant entre dos
grups i es van considerar
quan P<0,05. ElI P-valor es
troba indicat a cada figura.
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Complementariament, es va analitzar I'expressio de totes les PDK per
gPCR, aixi com els nivells de proteina de la PDHK1, i els nivells de fosforilacié
de la PDH per western blot en diferents mostres de PDX de HGSOC.
Aquestes mostres derivades de pacients tenien mutacions en el gen P53 (WT

Tumours) o mutacions tant en P53 com en BRCA1/2 (BRCA Mut Tumors). Es

Fig. 19
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Figura 19: L’'eix PDHK1/PDH també es troba reprimit en tumors humans amb
mutacions en BRCA1/2. A-D) Nivells de mRNA dels gens Pdk en tumors de HGSOC
sense mutacions a BRCA1/2 (WT) o mutats en BRCA1/2 (BRCA mut) crescuts com a
PDX en ratolins. Els nivells de mRNA del gen de I'actina van ser utilitzats com a
control de carrega. Les dades es representen com la mitjana + SEM. E) Western blot
analitzant la expressié de PDHK1 i la fosforilacié de la PDH a la serina 232 i 293
aixi com els nivells de I'actina com a control de carrega en tumors de HGSOC sense
mutacions a BRCA1/2 (WT) o mutats en BRCA1/2 (BRCA mut) crescuts com a PDX
en ratolins. F-H) Quantificacio de les diferents proteines i fosforilacions mostrades
en el panell E). L'actina s’ha emprat com a control de carrega. Les dades es
representen com la mitjana + SEM. Cada punt del grafic és un replicat biologic
independent. Les diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-
Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-
valor es troba indicat a cada figura.
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va observar que els tumors amb mutacions a BRCA1/2 tenien menys
expressio del gen PDK1 (Fig 19A-D) aixi com menys nivells de la proteina
PDHK1 (Fig 19E-F), i nivells de fosforilacié de la PDH més baixos (Fig 19G-
H). Totes aquestes dades reforcaven la importancia del eix PDHK1/PDH com
a regulador principal del flux de carboni i del metabolisme energétic per

mantenir el fenotip Warburg o canviar a un metabolisme OXPHOS.
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2.La induccié de dany comporta a una
activacio de NRF2 que inhibeix I'expressio
de HIF-1 inhibint PDHK1

2.1. La inhibicié de HIF-1a degut a la induccié de DSB es
responsable del canvi metabolic cap a OXPHOS

L'expressio del gen que codifica per la PDHK1, PDK1, s’ha demostrat
que esta sota control transcripcional en diferents escenaris#’. Es va raonar
gue la regulacié de PDK1 podria estar relacionada amb el canvi metabolic
induit pel dany a I’ADN. Per evaluar aquesta idea, es va analitzar el promotor
de PDK1, buscant diferents factors de transcripcié amb un paper en la
dades del ChIP-Atlas®?* (Fig 20A). Seguidament, es van correlacionar els
nivells d’expressio dels diferents factors de transcripcio identificats amb
I'expressié de PDK1 en els diferents tipus de cancer presents en el TGCA (Fig
20B). Aquest analisi va concloure amb dos possibles candidats: BACH1 (BTB
and CNC homology 1) (23 de 32 dels tipus tumorals presentaven una
correlacié positiva entre BACH1 i PDK1; Coeficient de Pearson r=0,22 p-val
=9,3e-16) i HIF-1 (24 de 32 dels tipus tumorals presentaven una correlacio
positiva entre HIF1A i PDK1; Coeficient de Pearson r=0,25 p-val =5,4%9e-16).
A més analitzant la signatura dels gens transcripcionalment regulats per HIF
1, 29 de 32 dels tipus tumorals presentaven una correlacié positiva entre la
signatura i PDK1 (Coeficient de Pearson r=0,42, p-val=1,23e-29) (Fig 20B).

Per confirmar les aproximacions bioinformatiques, es va analitzar I'expressio
dels dos gens per gPCR aixi com a nivell de proteina. L'expressio dels dos
factors de transcripcid estava disminuida, tant a nivell de RNA com de
proteina en els models amb KO a BRCAZ2 tant en el model ID8 com en el

model SKOV3N (Fig 21). A continuacio, es va validar I'expressié dels dos
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candidats mitjancant qPCR en la cohort de PDX emprada anteriorment,
observant una menor expressié en els PDX amb mutacions en els gens
BRCA1/2. A més a més, es va avaluar els nivells de proteina en una série
retrospectiva de tumors de HGSOC, que eren WT o tenien mutacions en els
gens BRCA1 o BRCA2, (Fig 22) fent servir IHQ. Els resultats van ser
consistents amb els obtinguts en els models de linies cel-lulars i les dades
provinents de PDXs, reforcant la idea de que aquests factors de transcripcio
estan reprimits en els tumors HRD i podrien estar involucrats en al regulacié

de les adaptacions metaboliques observades.

Per determinar el rol de cada factor de transcripcié es va procedir a
realitzar diferents assajos modificant I'expressié d’aquests en el model ID8-
P. Per una banda, es va realitzar un KO contra el gen Bach1 del model ID8-P
fent servir la tecnologia de Cripsr/Cas9. Aquesta aproximacié va eliminar
completament els nivells de proteina de BACH1 (Fig 23A) tot i que no va
resultar en la modulacié aparent dels nivells de PDHK1 (Fig 23B), de la
fosforilacio de la PDH (Fig 23C-D) o de la ratio OCR/Glicolisi (Fig 23E),

suggerint que BACH1 no tenia un rol cabdal en el nostre model.

Figura 20: Identificacié de BACH-1 i HIF-1a com a possibles candidats a regular
I'expressio de PDK1. A) Esquema mostrant la regié del promotor de PDK1. Es
mostren les regions d'unié la promotor validades per CHIP-seq disponibles a
ChipAtlas aixi com les regions amb les histones amb les modificacions H3K27ac i
H3K4me1l com a marcadors de zones promotores. Els colors indiquen la significacid
estadistica calculada com -10*log10(MACS2 g-value), essent blau valors superiors
a 50, cian superiors a 250, verd superiors a 500, grocs superiors a 750 i vermell
superiors a 1000. B) Forest plot mostrant la correlacié entre I'expressié del gen
PDK1 i I'expressio del gen BACH1 (esquerra), HIF1A (centre) i la correlacié amb la
signatura “HIF1A-specific targets”. Es mostren els acronims del TCGA per cada
tipus tumoral i la quantitat de mostra en paréntesis. Les linies vermelles i blaves
indiquen correlacions positives o negatives significatives (p<0,05), respectivament.
Les linies grises mostren correlacions no significatives. Els punts indiquen la
correlacié estimada i les barres l'interval de confianca (95%).
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Seguidament, es va procedir a silenciar HIF1A fent servir un shRNA
en el model ID8-P. L'efectivitat del silenciament va ser validada mesurant
I'expressié a nivell proteic de HIF-1a, (Fig 24A-D) aixi com els nivells de RNA
missatger de diferents gens regulats transcripcionalment per HIF-1 (Fig 24E)
com Hk2, Ldha o Bnip3. Addicionalment, es va observar una reduccié de la
expressio del gen Pdkl a nivell de mRNA i a nivell de proteina.
Consequientment, es va observar també una reduccié de la fosforilacié de la
PDH (Fig 24C-D). A més a més, es va analitzar la ratio OCR/glicolisi, que es
trobava disminuida en les cél-lules amb Hifla silenciat (Fig 24F). Altrament,
es va procedir a utilitzar un inhibidor farmacologic de HIF-1 (PX-478), que ha
estat ampliament descrit®?®, per confirmar la implicacié de HIF-1a com a
controlador de 'activitat PDH. L’Us d’aquest inhibidor va causar una reduccié
dels nivells de PDHK1 aixi com de la fosforilacié de la PDH (Fig 24G-1) a més

d'un increment en la ratio OCR/glicolisi (Fig 24J). Aquestes dades van
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permetre confirmar que HIF-1 és el principal regulador de I'activitat PDH, en
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aquest context, modulant la seva fosforilacio a través de modificar I'expressio

de la PDHK1.

Seguidament, es va analitzar si la regulacié observada en els models
HRD es podia traslladar als models d'acumulacié DSB de manera aguda. Per
aix0 es va tornar tractar el model ID8-P amb els diferents inhibidors de
topoisomerases (doxorubicina i irinotecan) (Fig 25A-F), aixi com amb el
estabilitzador dels quadruplex-G (piridostatina) (Flg 25G-I). En tots els casos
es va observar una reduccié dels nivells de HIF-1a aixi com de la PDHK1.
Consistentment, es va observar la mateixa reduccié en els altres models
emprats amb anterioritat, tant en els d’ovari (Fig 25J-L), com els de prostata
(Fig 25M-0), com els de mama (Fig 25P-R), quan van ser tractats amb
doxorubicina. Per tant, els resultats indicaven que HIF-1 és un regulador clau
en la plasticitat metabolica dels nostres models, reduint els seus nivells quan
hi ha dany agut a 'ADN per promoure un metabolisme oxidatiu com a

resposta a I'increment de DSB.

Figura 21: BACH-1 i HIF-1a estan infraexpressats en els models amb dany cronic
aI’ADN. A) Nivells de mRNA del gen Bach1 en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) i ID8-
Trp53 Brca2 KO (ID8-B). Els nivells de mRNA del gen de I'actina van ser utilitzats
com a control de aarrega. B) Western blot analitzant la expressié de BACH1 i actina
com a control de carrega en cel-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) i ID8-Trp53 Brca2 KO
(ID8-B) amb la respectiva quantificacié utilitzant actina com a control de carrega
(C). Es mostra una imatge representativa en cada panell. D) Nivells de mRNA del
gen Hifla en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B). Els
nivells de mRNA del gen de I'actina van ser utilitzats com a control de carrega. E)
Western blot analitzant la expressioé de HIF-1a i actina com a control de carrega en
cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B) amb la respectiva
quantificacié utilitzant actina com a control de carrega (F). Es mostra una imatge
representativa en cada panell. G) Western blot analitzant la expressié de BACH1,
HIF-1a i tubulina com a control de carrega en cél-lules SKOV3N (SKOV-sc) i
SKOV3N BRCA2 KO (SKOV-BRCA) amb la respectiva quantificacié (H, I) utilitzant
tubulina com a control de carrega. Es mostra una imatge representativa en cada
panell. Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que s’'indiqui el contrari
i cada punt del grafic és un replicat bioldogic independent. Les diferéncies
significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre
dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 21
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Fig. 22
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Figura 22: BACH-1 i HIF1-a es troben infraexpressats en tumors amb mutacions a
BRCA1/2. A) Nivells de mRNA del gen BACH1 en tumors de HGSOC sense mutacions
a BRCA1/2 (WT) o mutats en BRCA1/2 (BRCA mut) crescuts com a PDX en ratolins.
Els nivells de mRNA del gen de I'actina van ser utilitzats com a control de carrega.
Les dades es representen com la mitjana £+ SEM. B) IHQ en FFPE contra BACH-1 en
mostres de HGSOC de pacients. Es mostren dues imatges, una BRCA WT i l'altra
BRCA1/2 mutat. C) Quantificacio (H-score) de la IHQ mostrada a B) representada
amb la mitjana £ SEM. D) Nivells de mRNA del gen HIF1A en tumors de HGSOC sense
mutacions a BRCA1/2 (WT) o mutats en BRCA1/2 (BRCA mut) crescuts com a PDX
en ratolins. Els nivells de mRNA del gen de I'actina van ser utilitzats com a control
de carrega. Les dades es representen com la mitjana + SEM. E) IHQ en FFPE contra
HIF-1a en mostres de HGSOC de pacients. Es mostren dues imatges, una BRCA WT
i 'altra BRCA1/2 mutat. F) Quantificacié (H-score) de la IHQ mostrada a E)
representada amb la mitjana + SEM. Les diferéncies significatives es van calcular
utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar
quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 23
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Figura 23: BACH-1 no és el principal responsable de la regulacié del eix
PDHK1/PDH. A) Western blot analitzant I'expressié de BACH-1, PDHK1, PDH total
i la fosforilacié de la PDH a la serina 232 i 293 aixi com els nivells de tubulina com
a control de carrega en cél-lules ID8-P control (PC) o ID8-P Bach1 KO (BACH1 KO),
amb les respectives quantificacions (B-D) utilitzant tubulina com a control de
carrega. Es mostra una imatge representativa en cada panell. E) Es mostra la ratio de
OCR/Glicolisi en cél-lules ID8-P control (PC) o ID8-P Bachl KO (BACH1 KO) en
condicions basals. Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que s'indiqui
el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies
significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos
grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Figura 24: HIF-1 regula I'’expressié de la PDHK1 aixi com I'activitat de la PDH. A)
Western blot analitzant la expressié de HIF-1a, PDHK1, PDH total i la fosforilacié
de la PDH a la serina 232 i 293 aixi com els nivells de tubulina com a control de
carrega en cél-lules ID8-P control (shNT) o ID8-P amb un knockdown de Hifla
(shHIF-1a) amb les respectives quantificacions (B-D) utilitzant tubulina com a
control de carrega. Es mostra una imatge representativa en cada panell. E) Nivells
de mRNA del gens Hifla, Pdk1, Hk2, Ldha, Bnip3 en cél-lules ID8-P control (shNT) o
ID8-P amb un knockdown de Hifla (shHIF-1a). F) Es mostra la ratio de
OCR/Glicolisi en cél-lules ID8-P control (shNT) o ID8-P amb un knockdown de Hifla
(shHIF-1a) en condicions basals. G) Western blot analitzant la expressio de HIF-1aq,
PDHK1, PDH total i la fosforilacié de la PDH aixi com els nivells de tubulina com a
control de carrega en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) tractades 24 hores amb
vehicle, clorur de cobalt (CoCl2) 200uM com a control positiu i PX-478 5uM (HIFi).
Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que s'indiqui el contrari i cada
punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies significatives es
van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van
considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 25
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Figura 25: La induccié de DSB reprimeix I'expressié de HIF-1a i de PDHK1.
Western blot analitzant I'expressié de HIF-1a, PDHK1, aixi com la preséncia de y-
H2AX i tubulina com a control de carrega en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P)
tractades amb vehicle (DMSO, veh), doxorubicina 0,4uM (Doxo) (A) irinotecan
50uM (Irino) (D) o piridostatina 10uM (Pyri) (G) amb les respectives quantificacions
utilitzant tubulina com a control de carrega (B i C per doxorubicina, E i F per
Irinotecan, H i | per Piridostatina). Western blot analitzant I'expressié de HIF-1a,
PDHK1, aixi com la preséncia de y-H2AX i tubulina com a control de carrega en
cél-lules SKOV3N (J), DU145 (M) o T-47D (P) tractades amb vehicle (DMSO, veh) o
doxorubicina 0,4uM (Doxo) durant 24 hores amb les respectives quantificacions
utilitzant tubulina com a control de carrega (Ki L per SKOV3, Ni O per DU145,Q i
R per T-47D). Es mostra una imatge representativa en cada panell. Les dades es
presenten com la mitjana = SD a no ser que s'indiqui el contrari i cada punt del
grafic és un replicat biologic independent. Les diferéencies significatives es van
calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van
considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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2.2. ROS induits pels DSB activen NRF2 i promouen la
repressié de I'eix HIF-1/PDHKI1

A continuacié, es va procedir a estudiar quina era la relacié entre
I'increment de DSB i la regulacié de HIF-1. Primerament, es va hipotetitzar
que les vies de resposta a dany a '’ADN estarien implicades en la regulacié
de HIF-1. No obstant, la inhibicié de les vies canoniques de resposta a DSB,
com les dependents d’ATM (Fig 26A) o d’ATR (Fig 26B) no van limitar la
degradaciéo de HIF-1 o de PDHK1 observada quan s’induien DSB amb
doxorubicina. Donat que les vies de resposta a dany no semblaven implicades
en la modulacié de HIF-1 es va optar per una hipotesi alternativa. Alguns
treballs han descrit, que de manera indirecta, els DSB poden estimular la
produccié d’espécies reactives de 'oxigen (ROS) dins la cél-lula®3243%7  per
aixo es va procedir a analitzar el rol dels ROS com a possible mecanisme de
senyalitzacié de dany a I’ADN. Primerament, es van mesurar els nivells de
ROS citosolics, i es va observar que el model ID8-B, amb més dany cronic a
I'’ADN, tenien més ROS que les ID8-P, suggerint que les cel-lules ID8-B
presenten més estres oxidatiu (Fig 26C). Seguidament, es va analitzar si
I'acumulacié de DSB augmentava els nivells de ROS. Per aixo es van tractar
les cél-lules ID8-P amb inductors de DSB com la doxorubicina o la
piridostatina (Fig 26D). Tal i com es va hipotetitzar, la induccié de DSB
comportava un augment dels nivells de ROS. D’altra banda, I'is de CDPP 5
uM, que no indueix DSB, no produia aquest augment (Fig 26D), reforcant la
idea de que aquesta senyal és especifica per l'increment de DSB, siguin
provocats de manera aguda o en una situacié cronica. Seguidament, es va
valorar tant en el model ID8 com en el model SKOV3N I'expressio de NRF2,
un factor de transcripcié que actua com a sensor de ROS i que promou la
resposta al estres oxidatiu (Fig 26E-H)??8. En tots dos casos es va observar

un augment de NRF2 en els models HRD. Finalment, per valorar si la
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produccié de ROS podia induir directament el canvi metabdlic cap a un
metabolisme més oxidatiu, es va tractar les cél-lules ID8-P amb Vitamina K3,
un inductor de ROS (Fig 26l). L'acumulacié de ROS degut a la Vitamina K3 va
resultar suficient per produir els canvis moleculars i metabolics que haviem
observat amb el tractament d’inductors de DSB, és a dir, es va reprimir
I'expressié de I'eix HIF-1/PDHK1 i en conseqiiéncia es va observar 'augment

del metabolisme oxidatiu (Fig 261-N).

Degut a que I'acumulacié de ROS era suficient per incrementar el

metabolisme oxidatiu i, tenint en compte que NRF2 estava clarament

Figura 26: Els DSB promouen un increment de ROS que provoca un canvi cap al
metabolisme oxidatiu. A) Western blot analitzant I'expressié de HIF-1a, PDHK1,
aixi com la presencia de y-H2AX i tubulina com a control de carrega en cél-lules
ID8-Trp53 KO (ID8-P) tractades amb vehicle (DMSO, veh), doxorubicina 0,4uM
(Doxo) AZD1390 20nM (ATMiI) i la combinacio dels dos (D+ATMi). Es mostra una
imatge representativa en cada panell. B) Western blot analitzant I'expressio de HIF-
1a, PDHK1, aixi com la preséncia de y-H2AX i tubulina com a control de carrega en
cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) tractades amb vehicle (DMSO, veh), doxorubicina
0,4uM (Doxo) BAY-1895344 100nM (ATRi) i la combinacié dels dos (D+ATRi). Es
mostra una imatge representativa en cada panell. C) Quantificacié dels ROS
citosolics en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B) aixi com
ID8-P pretractades amb Vitamina K3 10uM (VitK) 24 hores com a control positiu.
D) Quantificacié dels ROS citosolics en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) pretractades
24h amb doxorubicina 0.4uM (Doxo), piridostatina 10uM (Pyri), o cisplati 5uM
(CDPP). E) Western blot analitzant la expressié de NRF2 i actina com a control de
carrega en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B) amb la
respectiva quantificacié utilitzant actina com a control de carrega (F). Es mostra una
imatge representativa en cada panell. G) Western blot analitzant la expressié de
NRF2 i actina com a control de carrega en cél-lules SKOV3N (SKOV-sc) i SKOV3N
BRCA2 KO (SKOV-BRCA) amb la respectiva quantificacié utilitzant actina com a
control de carrega (H). Es mostra una imatge representativa en cada panell. |)
Western blot analitzant la expressié de NRF2, HIF-1a, PDHK1, PDH total i la
fosforilacié de la PDH a la serina 232 i 293 aixi com els nivells de tubulina com a
control de carrega en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) pretractades amb Vitamina K3
10uM (VitK) 24 hores amb les respectives quantificacions (J-M) utilitzant tubulina
com a control de carrega. N) Es mostra la ratio de OCR/Glicolisi en cél-lules ID8-
Trp53 KO (ID8-P) pretractades amb Vitamina K3 10uM (VitK) 24 hores. Les dades
es presenten com la mitjana £ SD a no ser que s’indiqui el contrari i cada punt del
grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies significatives es van
calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van
considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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estimulat en els models HRD, es va hipotetitzar que aquest factor de
transcripcié podia ser un dels mediadors que promoguessin els canvis
moleculars associats a la adaptacié metabolica al increment de DSB. Per
validar aquesta hipotesi es van mesurar els nivells de NRF2 induint DSB, tant
amb irinotecan (Fig 27A-B) com amb piridostatina (Fig 27C-D) En tots els
casos s'observava un augment de NRF2. Notablement, la doxorubicina
també induida I'expressié de NRF2, i quan s'utilitzava un antioxidant com el
NAC en combinacié amb la doxorubicina aquesta induccid es revertia (Fig
27E). Notoriament, I'is de NAC prevenia la repressié de I'eix HIF-1/PDHK1
produit per la doxorubicina (Fig 27E-H) aixi com també reduia els seus

efectes metabolics (Fig 271) impedint el canvi cap al metabolisme oxidatiu.
Fig. 26
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A continuaci6 es va voler valorar si I'activacié de NRF2 era necessaria
per la promocié d’'aquest canvi metabolic o era una conseqiiéncia secundaria
de 'acumulacié de ROS. Per aixo es va emprar un estabilitzador de NRF2, el
dimetilfumarat (DMF)®?8(Fig 28). L'Gs d’aquest compost en les cél-lules ID8-
P va provocar I'esperat augment de NRF2 seguit d’una baixada dels nivells
de HIF-1a aixi com de la PDHK1 i de les fosforilacions de la PDH (Fig 28A-
E). Addicionalment, es va mesurar la ratio OCR/glicolisi i es va observar que
les cél-lules tractades amb DMF presentaven un augment en el metabolisme
oxidatiu (Fig 28F). Finalment, es va comprovar que l'estabilitzacié de NRF2
degut al DMF no produia un augment dels nivells de ROS (Fig 28G). Tot aixo
suggeria que l'estabilitzaci6 de NRF2 era necessaria per produir el canvi

metabolic.

Per confirmar la implicacié de NRF2, es va procedir a silenciar la seva
expressio en les cél-lules ID8-P i en les cél-lules ID8-B. Es va observar que
amb el tractament de doxorubicina, les ID8-P amb el shRNA contra Nfe2/2

no podien promoure I'expressié dels gens sota control transcripcional de

Figura 27: La inhibicié dels ROS promoguda pels DSB impedeix el canvi metabolic
cap el metabolisme oxidatiu. A) Western blot analitzant I'expressié de NRF2, aixi
com la presencia de y-H2AX i tubulina com a control de carrega en cél-lules ID8-
Trp53 KO (ID8-P) tractades amb vehicle (DMSO, veh), irinotecan 50uM (lrino) (A) o
piridostatina 10uM (Pyri) (C) amb les respectives quantificacions utilitzant tubulina
com a control de carrega (B per Irinotecan, D per Piridostatina). Es mostra una
imatge representativa en cada panell. E) Western blot analitzant I'expressié de
NRF2, PDHK1, aixi com la preséncia de y-H2AX i tubulina com a control de carrega
en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) tractades 24h amb vehicle (DMSO, veh),
doxorubicina 0,4uM (Doxo) N-acetil cisteina 1mM (NAC) i la combinacié dels dos
(Doxo+NAC) amb les respectives quantificacions (F-H) utilitzant tubulina com a
control de carrega. Es mostra una imatge representativa en cada panell. I) Es mostra
la ratio de OCR/Glicolisi en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) tractades 24h amb
vehicle (DMSO, veh), doxorubicina 0.4uM (Doxo) N-acetil cisteina 1mM (NAC) i la
combinacié dels dos (Doxo+NAC). Les dades es presenten com la mitjana = SD a no
ser que s'indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic
independent. Les diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-
Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-
valor es troba indicat a cada figura.
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NRF2 (Fig 29A). Addicionalment, es va observar que tant l'activitat

transcripcional de HIF-1 no es veia reprimida, aixi com també es mantenia

I'expressié de Pdk1 (Fig 29A). A més, a nivell de proteina, les cél-lules amb el

shRNA contra Nfe2I2 no podien inhibir I'expressiéo de HIF-1a aixi com de

PDHK1 quan es tractaven amb doxorubicina (Fig 29B-D). Per altra banda, les

cél-lules ID8-B que expressaven el shRNA contra NRF2, tenien un augment
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de la expressio de HIF-1a i PDHK1 (Fig29 E-G), suggerint que els efectes del
dany cronic a 'ADN en aquesta via podien ser parcialment revertits i

demostrant que NRF2 és un mitjancer clau en aquest canvi metabolic.

Figura 28: La induccié de NRF2 independent de ROS també indueix el metabolisme
oxidatiu. A) Western blot analitzant I'expressié de NRF2, HIF-1a, PDHK1, PDH total
aixi com la preséncia de y-H2AX i la fosforilacié de la PDH a la serina 232 i 293 aixi
com els nivells de tubulina com a control de carrega en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-
P) tractades amb vehicle (DMSO, veh) o dimetilfumarat 10uM (DMF) amb les
respectives quantificacions (B-E) utilitzant tubulina com a control de carrega. Es
mostra una imatge representativa en cada panell. F) Es mostra la ratio de
OCR/Glicolisi en cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) pretractades amb dimetil fumarat
10uM (DMF) 24 hores. G) Quantificacié dels ROS citosolics en cél-lules ID8-Trp53
KO (ID8-P) pretractades 24h amb dimetil fumarat 10uM (DMF), Les dades es
presenten com la mitjana + SD a no ser que s'indiqui el contrari i cada punt del grafic
és un replicat biologic independent. Les diferéncies significatives es van calcular
utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar
quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 28
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Figura 29:NRF2 és necessari per reprimir I’eix HIF-1/PDHK1. A) Nivells de mRNA
dels gens Nfe2l2, Nqo1, Hk2, Pdk1 en cél-lules ID8-P control (shNT) o ID8-P amb un
knockdown de Nfe2l2 (shNRF2) pretractades 24h amb vehicle (DMSO) o 0,4uM
doxorubicina (Doxo). B) Western blot analitzant I'expressi6 de NRF2, HIF-1a,
PDHKZ1, aixi com la preséncia de y-H2AX i els nivells de tubulina com a control de
carrega en ceél-lules ID8-P control (shNT) o ID8-P amb un knockdown de Nfe2l2
(shNRF2) pretractades 24h amb vehicle (DMSO) o 0,4uM doxorubicina (Doxo) amb
les respectives quantificacions (C-D) utilitzant tubulina com a control de carrega. Es
mostra una imatge representativa en cada panell. E) Western blot analitzant
I'expressio de NRF2, HIF-1a, PDHK1, aixi com els nivells de tubulina com a control
de carrega en cél-lules ID8-B control (shNT) o ID8-B amb un knockdown de Nfe2l2
(shNRF2) amb les respectives quantificacions (F-G) utilitzant tubulina com a control
de carrega. Es mostra una imatge representativa en cada panell. Les dades es
presenten com la mitjana £ SD a no ser que s'indiqui el contrari i cada punt del grafic
és un replicat biologic independent. Les diferéncies significatives es van calcular
utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar
quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 29
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3. La combinacié d’inhibidors de 'OXPHOS
amb inductors de DSB té un efecte
sinergistic en el creixement tumoral in-vitro
i in-vivo

3.1. La induccié de DSB combinada amb la inhibicié de
HIF-1 o I'activaci6 de NRF2 no incrementa la mort
sinergisticament

En vista d’aquests resultats es va voler analitzar si el mecanisme
descrit podia ser aprofitat com una diana terapéutica per millorar la resposta
a la quimioterapia. De manera resumida, el model descrit fins ara (Fig 30)
parteix de la base que I'acumulacié de DSB, sigui quin sigui I'origen, provoca
un augment dels nivells de ROS que promouen I'estabilitzaci6 de NRF2.
Aquest factor de transcripcio és capac de reprimir I'activitat de HIF-1, reduint
els nivells de PDHK1 i augmentant 'activitat de la PDH, cosa que comporta
un augment del flux de carboni cap al metabolisme oxidatiu. L'increment
d’'OXPHOS augmenta la disponibilitat d’ATP aixi com de NAD*, que
promouen l'activitat de PARP1 per facilitar la reparacié de 'ADN danyat®?’.
Per tant, la regulacio de NRF2/HIF-1 és un reodstat clau en el control de la
plasticitat metabolica. Per aixo es va decidir examinar si modificant I'activitat
d’aquesta via produia canvis en la sensibilitat a inductors de DSB en les

cél-lules tumorals.

Per comprovar aquesta hipotesi, es van dur a terme assajos de
sinérgia per avaluar l'efectivitat d’aquestes combinacions. En I'assaig de
sinérgia es va valorar la combinacié de dos farmacs. Per aix0 es va generar
una matriu de la viabilitat cel-lular on en cada punt les cél-lules eren tractades
amb diferents dosis de cada farmac, generant 49 combinacions diferents.

Cada una d’'aquestes combinacions era relativitzada a la condici6 control, que
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només havia estat tractada amb els respectius vehicles de cada farmac. Un
cop s’ha generat la matriu de viabilitat aquesta era analitzada amb el software
Combenefit *3°, que permetia calcular I'efecte sinergistic de cada combinacio
(Fig 31A). Quant més elevat és el valor obtingut més sinergistica és la
combinacid, en canvi, quant més negatiu fos el valor, més antagonistica és la
combinacio (és a dir, que augmenta la resisténcia al tractament). Valors
propers a 0 indiquen que no hi ha sinérgia, només un efecte sumatiu dels dos

farmacs.
Fig 30
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Figura 30: Esquema del mecanisme de resposta a DSB que comporta l'activacio del
metabolisme oxidatiu.

Per aquests analisis es va utilitzar doxorubicina com agent inductor
de DSB ja que és emprada en tumors d’ovari resistents a plati aixi com en
cancer de mama metastatic entre d’altres tipus tumorals®. Primerament es
va analitzar I'efecte combinant la doxorubicina amb I'inhibidor de HIF-1 (PX-
478) o amb I'activador de NRF2 (DMF). En cap dels dos casos la combinacio
va comportar cap efecte sinérgic (Fig 31B-C), no obstant es va observar un
lleuger efecte sumatiu. Es va confirmar el resultat d’'aquests assaigs duent a

terme les IC50 a doxorubicina (Fig 31D-E) en preséncia de I'inhibidor de HIF
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o en preséncia de DMF on no es va observar canvis importants en la
sensibilitat a doxorubicina. Tot i que no es va contemplar en el moment
inicial, es va raonar que en ambdues combinacions els dos farmacs acabaven
promovent un efecte similar: la reduccié de I'activitat de HIF-1. Per aixo, es
va assumir la possibilitat de que aquestes combinacions no tinguessin un

efecte sinérgic.

Finalment, per acabar de confirmar aquesta hipotesi es van utilitzar
els models genéticament modificats generats amb anterioritat per mesurar la
seva sensibilitat a doxorubicina (Fig 31F). Coherentment amb els efectes
observats amb el PX-478, les cél-lules expressant el shRNA contra Hifla no
van presentar cap canvi en la sensibilitat a doxorubicina (Fig 31F). En canvi,
el shRNA contra Nfe2l2, presentava un increment en la sensibilitat al farmac,
suggerint que 'activacié de NRF2 és necessaria per una correcta resposta a
I'acumulacié de DSB. Aixo va ser confirmat duent a terme el mateix assaig
tractant les cél-lules ID8-P amb un inductor de ROS (Vitamina K3), que no va

produir cap efecte, i un antioxidant (NAC). La preséncia de NAC, que impedia

Figura 31: La inhibici6 de HIF-1 o [I'activaci6 de NRF2 no sensibilitzen
sinérgicament a inductors de DSB. A) Matriu de viabilitat de cel-lules ID8-Trp53 KO
(ID8-P) incubades amb diferents dosis de doxorubicina i PX-478. Les cél-lules es
van sembrar i tractar amb els farmacs indicats en les diferents dosis mostrades
durant 72 hores. B-C) Matriu de sinérgia de cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P)
incubades amb diferents dosis de doxorubicina i PX-478 (B) o dimetilfumarat (DMF)
(C). Les cel-lules es van sembrar i tractar amb els farmacs indicats en les diferents
dosis mostrades durant 72 hores. D-E) Grafic mostrant la IC50 a doxorubicina en
cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) tractades amb vehicle (DMSQO), PX-478 5uM (HIFi)
(D) o dimetil fumarat 10uM (DMF) (E) i amb dosis creixents de doxorubicina durant
72 hores. F) Grafic mostrant la IC50 a doxorubicina en cél-lules ID8-P control
(shNT), ID8-P amb un knockdown de Nfe2/2 (shNRF2) o ID8-P amb un knockdown
de Hifla (shHIF). G) Grafic mostrant la IC50 a doxorubicina en cél-lules ID8-Trp53
KO (ID8-P) tractades amb vehicle (DMSO), Vitamina K3 10uM (Vitk) (D) o N-acetil
cisteina 0,5mM (NAC) (E) i amb dosis creixents de doxorubicina durant 72 hores.
Les dades es presenten com la mitjana £ SD a no ser que s’indiqui el contrari i cada
punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies significatives es
van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van
considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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I'activacié de NRF2, va augmentar la sensibilitat a doxorubicina, confirmant
els resultats obtinguts amb el shRNA i demostrant el rol indispensable de

NRF2 en la resposta a I'acumulacié de DSB (Fig 31G).

Fig. 31
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3.2. La inhibicié del metabolisme oxidatiu amb la induccié
de DSB redueix el creixement tumoral

En paral-lel, es va testar si les cél-lules que expressaven el shRNA
contra Hifla eren més sensibles a inhibidors del metabolisme oxidatiu, com
IACS-10759, un inhibidor del complex | de la cadena respiratoria?’8 (Fig 32A).
Es va observar que les cél-lules amb el shRNA eren 10 vegades més sensibles
a IACS. Per aix0 es va hipotetitzar que la combinacié d'inductors de DSB amb
inhibidors de OXPHOS podria ser sinérgica, ja que els DSB promouen una
dependéncia cap al metabolisme oxidatiu. Duent a terme I'assaig de sinérgia
en les cél-lules ID8-P, es va observar que la combinacid era altament sinérgica
(Fig 32B). Resultats similars es van observar amb I'is d’'un altre inhibidor del
complex I, la rotenona (Fig 32C). Per reforcar aquesta observacid, es va dur
a terme el mateix assaig en linies de cancer d’ovari (OVCAR4), aixi com de
prostata (DU145) o de mama (T-47D) (Fig 32D-F), on es va observar la
mateixa tendéncia en tots els casos. Addicionalment, es van validar aquestes
observacions, duent a terme la IC50 de doxorubicina en un panell de diferent

linies cel-lulars de diferents tipus tumorals (Fig 32G), incloent linies de cancer
Figura 32: La inhibicié del metabolisme oxidatiu augmenta sinergisticament la
sensibilitat a inductors de DSB in-vitro. A) Grafic mostrant la IC50 a IACS-10759
en cél-lules ID8-P control (shNT) i ID8-P amb un knockdown de Hifla (shHIF). B-C)
Matriu de sinérgia de cél-lules ID8-Trp53 KO (ID8-P) incubades amb diferents dosis
de doxorubicina i IACS-10759 (B) o rotenona (C). Les cél-lules es van sembrar i
tractar amb els farmacs indicats en les diferents dosis mostrades durant 72 hores.
D-F) Matriu de sinérgia de cél-lules OVCAR4 (D), DU145 (E), T-47D (F) incubades
amb diferents dosis de doxorubicina i IACS-10759. Les cél-lules es van sembrar i
tractar amb els farmacs indicats en les diferents dosis mostrades durant 72 hores.
G) Grafic mostrant el fold-change de la IC50 a doxorubicina+lACS relativitzada a la
IC50 a doxorubicina sola en un panell de diferents linies tumorals. Les cél-lules es
van tractar amb vehicle o amb IACS-10759 (5uM per ID8-P, SKOV3N, OVCARA4,
DU145, T-47D, DMS53, SW900, H520, HCT-15, SU8686, RCC4; 1uM per A2780 i
KB2P3.4R3; 0,5uM per 22Rv1; i 10nM per NP P53) i després amb concentracions
creixents de doxorubicina. Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que
s'indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les
diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test
comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba
indicat a cada figura.
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d’ovari (ID8-P, SKOV3N, OVCAR4, A2780), de prostata (DU145, 22Rv1, NP
P53), de mama (T-47D, KB2P3.4R3) aixi com de pulmé (DMS53, SW900,
H520), de colon (HCT-15, SW620), de pancrees (SU8686) i de cancer renal
(RCCA4). Per a totes les linies testades, es va observar sempre un augment de
la sensibilitat a doxorubicina en presencia de IACS, independentment del

estatus de HR de la linia cel-lular®3t.
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Per valorar I'eficacia de la combinacid, i la seva possible translacié a
la clinica, es va procedir a dur a terme experiments in-vivo, tractant ratolins
amb quimioterapia (doxorubicina) i inhibidors del metabolisme oxidatiu
(IACS). Es va procedir a la implantacié de 2 milions de cél-lules ID8-P en el
ovari dret de ratolins C57BL6J, i després de 4 setmanes de creixement es va
iniciar el tractament. Donat els potencials efectes secundaris de I'lACS i la
seva limitada eficacia com a monoterapia, es va optar per una dosi molt baixa
d’aquest (0,3mg/kg), que és entre 8 i 30 vegades menor a la emprada en
altres estudis similars. Es va hipotetitzar que I'is de dosis baixes del farmac
encara impediria el creixement tumoral, evitant efectes secundaris quan es
combinés amb doxorubicina. Per la quimioterapia es va utilitzat doxorubicina
pegilada liposomal (Caelyx, 2mg/kg), que és la formulaci6 emprada
rutinariament per tractar el cancer d'ovari. Durant el transcurs de tot
I'experiment es va monitoritzar el pes i els nivells de lactat i glucosa en sang
per identificar qualsevol efecte advers relacionat amb la inhibicié hepatica de
la gluconeogénesi i la funcié muscular, efectes secundaris de la inhibicié de
OXPHOS, perdo no es va observar cap canvi significatiu atribuible al
tractament (Fig 33A-C). Com es va hipotetitzar, les dosis baixes de IACS com
a monoterapia no va produir cap efecte significatiu en en el creixement
tumoral. Al contrari, la doxorubicina sola va reduir el volum tumoral un 80%.
No obstant la combinacié de doxorubicina+lACS va reduir el volum tumoral
fins al 95%, una millora notable comparant amb el grup de la doxorubicina
com a monoterapia (Fig 33D). Donat aquests resultats, es va decidir explorar
el potencial sinergistic d'aquesta combinacio, reduint encara més la dosi dels
dos farmacs: d'lACS de 0,3mg/kg a 0,1mg/kg i de Caelyx de 2mg/kg a 0,25
mg/kg. A aquestes concentracions cap tractament individual va produir un
efecte significatiu en el creixement del tumor, en canvi, la combinacié dels

dos farmacs va reduir el creixement tumoral un 66% (Fig 33E), reforcant la
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idea de la capacitat sinergica de la combinacié aixi com la seguretat

)
d’aquesta.
Fig. 33
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Figura 33: La induccié de DSB i I'Gs de inhibidors del metabolisme oxidatiu té un
efecte sinérgic en la reduccié del volum tumoral. A-C) Grafics mostrant I'evolucié
del lactat (A) i la glucosa en sang (B) o el pes dels ratolins (C) al llarg del periode de
tractament. El dia O és el dia d'inici del tractament. D) Grafic mostrant el volum del
tumor primari. Els ratolins es van tractar amb vehicle (Control; 100 uL de sali 5%
glucosa via intraperitoneal un cop per setmana, 200 pL de carboximetil cel-lulosa
via oral en un régim de 5 dies de tractament, dos de descans) amb doxorubicina
(Doxo, 2mg/kg via intraperitoneal un cop per setmana, 200 uL de carboximetil
cel-lulosa via oral en un régim de 5 dies de tractament, dos de descans), IACS-10759
(IACS, 100 puL de sali 5% glucosa via intraperitoneal un cop per setmana, 0,3 mg/kg
IACS-10759 dissolt en carboximetil cel-lulosa via oral en un régim de 5 dies de
tractament, dos de descans) i la combinacié6 (Doxo+IACS, Doxo, 2mg/kg via
intraperitoneal un cop per setmana 0,3 mg/kg IACS-10759 dissolt en carboximetil
cel-lulosa via oral en un régim de 5 dies de tractament, dos de descans). E) Grafic
mostrant el volum del tumor primari. Els ratolins es van tractar amb vehicle,
doxorubicina (Doxo, 0,25mg/kg), IACS-10759 (IACS, 0,1 mg/kg) i la combinacid
(Doxo+IACS, Doxo, 0,25 mg/kg, 0,1 mg/kg IACS-10759) seguint la mateixa
posologia que en D). Les dades es presenten com la mitjana + SD i cada punt del
grafic és un replicat biologic independent. Les diferéencies significatives es van
calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van
considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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4. L'adquisici6 d'un metabolisme més
glicolitic promou la resisténcia a PARPI

4.1. El precondicionament metabolic modifica la resposta
a PARPi en cél-lules naive

El meu grup havia demostrat préviament que la modulacié del
metabolisme també afectava a la sensibilitat a PARPi®%4, en els models ID8.
En el model ID8-P, competent per HR, la promocié d'un metabolisme
oxidatiu sensibilitzava a PARPi, mentre que bloquejant aquest metabolisme
en el model ID8-B (deficient per HR), aquestes cél-lules es tornaven més
resistents. Aquest lltim fet, era completament contra intuitiu, ja que per
separat les cél-lules ID8-B al ser més oxidatives eren més sensibles a
inhibidors de OXPHQOS, i al ser KO pel gen Brca2, eren més sensibles a PARPI.
Per aix0, aquestes observacions posaven en valor el rol del metabolisme en
regular la sensibilitat a aquests inhibidors. Primerament, es va decidir validar
aquestes observacions amb altres farmacs i en altres models. Vista la
importancia de l'activitat de la PDH en la regulacié de la plasticitat
metabolica, es va emprar un inhibidor altament especific contra totes les
isoformes de la PDHK (VER-246608), en els models competents per HR, per
aixi augmentar l'activitat de la PDH i els OXPHOS. En contraposicid, per
disminuir I'activitat de la PDH, degut a que no existeixen inhibidors especifics
de la PDH, en els models HRD es va optar per restringir I'accés al seu
substrat, impedint I'entrada del piruvat al mitocondri, fent servir un inhibidor
del transportador mitocondrial de piruvat (MPCi; GW604714X).
Addicionalment, es va fer servir el inhibidor de HIF-1 (PX-478) en els models
HRP, com a inhibidor del metabolisme glicolitic, aixi com rotenona (inhibidor
del complex I) en els models HRD com un inhibidor del metabolisme oxidatiu.
Es van seleccionar diferents linies cel-lulars HRP tant d'ovari (ID8-P,

OVCARA4) aixi com de prostata (DU145), aixi com linies amb defectes en HR

158



Resultats

(ID8-B, A2780 d’ovari mutada en el gen ATM; 22Rv1 de prostata amb
mutacions al gen BRCA2). Per valorar com es modificava la sensibilitat de les
diferents linies als PARPi es va decidir utilitzar la IC50 com a parametre de

sensibilitat al farmac. Primerament es va observar que en tots els casos en
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Figura 34: El estatus metabolic de les cél-lules tumorals modula la sensibilitat a
PARPi. Grafic mostrant la IC50 a Talazoparib (primera fila), a Olaparib (segona fila)
i Veliparib (tercera fila) de diferents linies tumorals. Les cél-lules es van tractar amb
vehicle, amb VER-246608 500nM (VER), amb PX-478 5uM (PX), amb GW-604714
250nM (GW) o amb rotenona 5nM (ROT) i després amb concentracions creixents
del corresponent PARPI. Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que
s’indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les
diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test
comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba
indicat a cada figura.
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els models HRP present aven una sensibilitat augmentada a Olaparib quan
s'induia un metabolisme oxidatiu tant amb I'inhibidor de les PDHK, pero de
manera més acusada, quan s’emprava el inhibidor de HIF-1 (Fig 34). En els
models HRD quan es bloquejava el metabolisme oxidatiu amb rotenona o el
MPCi, es feien més resistents a Olaparib. Consistentment, el mateix patré es
va observar utilitzant talazoparib, un altre PARPi (Fig 34), pero van ser
diferents per un tercer PARPi, el Veliparib. L'4s de Veliparib, va fer
desapareixer aquestes diferéncies en la majoria de casos (Fig 34), i només
s'observava una reduccié de la IC50 quan es combinava amb el inhibidor de
HIF-1. El Veliparib és un PARPi que presenta un mecanisme d’accié diferent
a la resta de PARPi. Mentre que la majoria de PARPi tenen un efecte dual,

competint amb el NAD™ per unir-se al centre actiu i impedint la desvinculacié

Fig. 35
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de PARP1 de la cromatina (mecanisme conegut com trapping), el veliparib

només presenta el primer d’aquests (inhibicié del centre actiu) (Fig 35).

Per comprovar si la modulacié metabodlica té un rol preferent sobre la
modificacié de la unié a la cromatina de PARP1, es va procedir a estudiar
I'efecte d'aquests inhibidors amb Novobiocina, un inhibidor de Pol®, I'’ADN
polimerasa depenent de I'activitat de PARP1, i que finalitza la via de reparacié
de I'A-EJ. Es va observar que la IC50 a Novobiocina en ceél-lules ID8-P i ID8-
B era similar (Fig 36A), ni es veien modificacions en la sensibilitat a
Novobiocina amb I'Gs dels diferents inhibidors emprats anteriorment (Fig
36B). L'inica combinacio efectiva que es mantenia era amb l'inhibidor de

HIF-1, tal i com s’havia observat amb I'is de veliparib.

Recentment, un treball conjunt del meu grup en col-laboracié amb els
grups dels Dr. Miquel Angel Pujana i Dr. Alvaro Aytés, ha descrit que HIF-1
té un paper reprimint I'expressio dels gens de la via d’A-EJ i promovent
mecanismes de reparacio alternatius (Espin et al, en revisid). La inhibicié de
HIF-1 promou la expressio de gens de A-EJ, com POLQ i PARP1, i augmenta
I'is de I'A-EJ com a mecanisme de reparacio per sobre de la recombinacio
homologa. Aquest fet contribuiria a explicar I'efectivitat del inhibidor de HIF-
1 com a farmac sensibilitzador a PARPi més enlla dels seus possibles efectes
metabolics, i en conseqliéncia la seva relacié en les dinamiques del trapping
de PARP1 a la cromatina. Aixi, en condicions d’hipoxia, els models HRD
promouen un metabolisme glicolitic (Fig 37), probablement de manera
depenent de HIF-1, i es fan més resistents a la inhibici6 de PARP1

independentment de quin PARPI s'utilitzi (Fig 38).
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Fig. 36
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Figura 36: El estatus metabolic no modifica la sensibilitat a inhibidors d’altres
efectors de la via d’A-EJ. A) Grafic mostrant la IC50 a Novobiocina de ID8-Trp53 KO
(ID8-P)i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B). Les cél-lules es van tractar amb concentracions
creixents de Novobiocina. B) Grafic mostrant la IC50 a Novobiocina de ID8-Trp53 KO
(ID8-P) i ID8-Trp53 Brca2 KO (ID8-B). Les cél-lules es van tractar amb vehicle, amb
VER-246608 500nM (VER), amb PX-478 5uM (PX), amb GW-604714 250nM (GW) o
amb rotenona 5nM (ROT) i després amb concentracions creixents de Novobiocina.
Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que s’indiqui el contrari i cada
punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies significatives es
van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van
considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 37
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Figura 37: Ceél-lules amb HRD crescudes en hipoxia s6n capaces d’activar HIF-1 i
augmentar el metabolisme glicolitic A)Western blot analitzant I'expressié de HIF-
1a, PDHK1, PDH-T aixi com les fosforilacions de la PDH i els nivells de tubulina
com a control de carrega en cél-lules ID8-B control o crescudes en hipoxia (2% O2)
durant 24h amb les respectives quantificacions (B-D) utilitzant tubulina com a
control de carrega. Es mostra una imatge representativa en cada panell. E) Western
blot analitzant I'expressio de HIF-1a, PDHK1, PDH-T aixi com les fosforilacions de
la PDH i els nivells de tubulina com a control de carrega en cél-lules A2780 control
o crescudes en hipoxia (2% O2) durant 24h amb les respectives quantificacions (F -
H) utilitzant tubulina com a control de carrega. Es mostra una imatge representativa
en cada panell. Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que s’indiqui
el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies
significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre
dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 38
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Figura 38: La hipoxia augmenta la resisténcia a PARPi en cél-lules HRD. Grafic
mostrant la IC50 a Talazoparib (primera fila), a Olaparib (segona fila) i Veliparib
(tercera fila) de diferents linies tumorals amb HRD. Les cél-lules es van cultivar en
normoxia o en hipoxia (2%) O2 i en concentracions creixents del corresponent
PARPi durant 72 hores. Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que
s'indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les
diferéncies significatives es van calcular utilitzant el
comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba

indicat a cada figura.
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4.2, Generacio de cél-lules resistents a PARPI

En paral-lel a aquests estudis es van generar linies HRD d’ovari
p q g

resistents a PARPi per poder estudiar en profunditat els mecanismes
moleculars que relacionen el metabolisme i la resisténcia a PARPI. Per aquest
fi es va emprar el model ID8-B aixi com la linia A2780. Aquestes linies van
ser exposades a dosis creixents d’'Olaparib fins obtenir linies resistents a

Olaparib (ID8-B-RO i A2780-RO).

Es va procedir a valorar la sensibilitat d'aquestes linies comparades

amb la corresponent linia parental sensible, per confirmar la seva resisténcia

Fig. 39
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Figura 39: Validacié dels models cel-lulars resistents a PARPi. A-H) Grafic mostrant
la IC50 a diferents PARPi de ceél-lules tumorals HRD sensibles i el seu parellat
resistent a PARPi. Les cél-lules es van tractar amb concentracions creixents del
corresponent PARPi durant 72 hores. Les dades es presenten com la mitjana £ SD
a no ser que s'indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic
independent. Les diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-
Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. EI P-
valor es troba indicat a cada figura.
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a Olaparib (5 vegades per ID8-B-RO, 3,5 vegades per A2780-RO). A més a
més, es va observar que aquestes cél-lules presentaven resisténcia a altres
PARPi encara que mai haguessin estat exposades a aquests farmacs (Fig 39),
suggerint que els mecanismes de resisténcia adquirits degut a la exposicié a

Olaparib sén comuns als altres PARPi.

4.3, Caracteritzacio molecular de les cél-lules resistents a
PARPI

Seguidament es va procedir a caracteritzar aquestes linies. Per aixo
es va analitzar I'expressi6 de gens involucrats en diferents processos
metabolics vinculats a la glicolisi o al metabolisme oxidatiu. Es van
seleccionar Hifla, Hk2 i Pdk1 com a marcadors glicolitics. Com a marcadors
del metabolisme oxidatiu es van analitzar diferents subunitats de la PDH
(Pdha, Pdhb) i de la isocitrat deshidrogenasa (Idh3a), aixi com del transportar
d’acids grassos dins la mitocondria (Cpt1a). També es va estudiar I'expressid
de tres subunitats de diferents complexos de la cadena respiratoria (Ndufb1,
Sdhd, Cox5a) i per altra banda també es va avaluar I'expressié de Parp1 i Polg

com a readout de I'activacié de la via d’A-EJ.

Es va observar que les ID8-B-RO (Fig 40A) presentaven una
expressio augmentada de diferents marcadors glicolitics a nivell de RNA com
Hk2, Pdk1 aixi com una reduccié de marcadors del metabolisme oxidatiu
(Pdha, Pdhb, Cpt1la, Idh3a). Alhora d’analitzar les subunitats de diferents

Figura 40: Les ceél-lules resistents reprimeixen I’expressio de gens involucrats en el
metabolisme oxidatiu. A) Nivells de mRNA dels gens Hifla, Hk2, Pdk1, Pdha, Pdhb,
Cptla, Idh3a, Cox5a, Sdhd, Ndufb1, Parp1 i Polg en cél-lules ID8-B control o ID8-B-
RO. B) Nivells de mRNA dels gens HIF1A, HK2, PDK1, PDHA, PDHB, CPT1A, IDH3A,
COX5A, SDHD, NDUFB1, PARP1 i POLQ en cél-lules A2780 control o A2780-RO. Les
dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que s'indiqui el contrari i cada punt
del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies significatives es van
calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van
considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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complexos de la cadena respiratoria només I'expressié de Sdhd disminuia. Per
altra banda també es va observar que tenien una reducci6 en I'expressio de
Polg, suggerint una possible regulacié de I'A-EJ. En el model A2780-RO (Fig
40B) es van observar les mateixes tendéncies, tot i que atenuades. Sobretot
era destacable I'increment de I'expressié de PDK1 i la regulacié tant de PARP1

i POLQ.

En paral-lel es va analitzar diferents marcadors a nivell proteic. En el
model BRCA-RO es va observar un augment dels marcadors de metabolisme
glicolitic, com HIF-1a, GLUT1 o PDHK1 es trobaven augmentats aixi com els
nivells de fosforilacié de la PDH (Fig 41-AF). També es va analitzar de manera
funcional el metabolisme de la linia resistent a Olaparib en comparacié a la
parental (Fig 41G). Es va observar una reduccié en la ratio OCR/glicolisi,
confirmant que les cél-lules resistents presenten un metabolisme més
glicolitic. Les mateixes tendéncies es van observar en el model A2780-RO

(Fig 41H-N).

Figura 41: Les cél-lules resistents a Olaparib presenten tenen un metabolisme més
glicolitic. A) Western blot analitzant I'expressio de HIF-1a, GLUT-1, PDHK1, PDH-
T aixi com les fosforilacions de la PDH i els nivells de tubulina com a control de
carrega en cél-lules ID8-B control o ID8-B-RO amb les respectives quantificacions
(B-F) utilitzant tubulina com a control de carrega. Es mostra una imatge
representativa en cada panell. G) Es mostra la ratio de OCR/Glicolisi en ceél-lules
ID8-B control o ID8-B-RO. H) Western blot analitzant I'expressié de HIF-1a, GLUT-
1, PDHK1, PDH-T aixi com les fosforilacions de la PDH i els nivells de tubulina com
a control de carrega en cél-lules A2780 control o A2780-RO amb les respectives
quantificacions (I-M) utilitzant tubulina com a control de carrega. Es mostra una
imatge representativa en cada panell. N) Es mostra la ratio de OCR/Glicolisi en
cél-lules A2780 control o A2780-RO. Les dades es presenten com la mitjana + SD a
no ser que s'indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic
independent. Les diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-
Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0.05. El P-
valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 41
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5.La modulacié6 de HIF-1 regula Ia
resisténcia a PARPI

5.1. HIF-1 actua com a inductor de resisténcia a PARPI
promovent el metabolisme glicolitic i inhibint la via d’A-
EJ

Com s’ha descrit préviament, HIF-1 és un regulador clau en la
plasticitat metabolica del tumor aixi com en la regulacié de la maquinaria de
resposta a DSB. Alhora els models resistents a Olaparib presentaven nivells
més elevats de HIF-1a. Per aix0 es va decidir examinar si aquest paper
regulador de HIF-1 era també rellevant en un context de resisténcia. Es va
observar que en el model ID8-B-RO, I'lis del inhibidor de HIF-1 produia una
disminucié de I'expressio de PDHK1 aixi com dels nivells de fosforilacié de la
PDH que es traslladava a un increment de la ratio OCR/glicolisi (Fig 42A-F).
Igualment, es va observar que amb la inhibici6 de HIF-1, els nivells
d’expressio de PARP1 i POLQ incrementaven (Fig 42G-H), suggerint que el
rol dual de HIF-1 es veia mantingut en el context de resisténcia, modulant
per una banda el estatus metabolic de la cél-lula aixi com regulant quin és el

mecanisme de reparacié de DSB.

Figura 42: La inhibicié de HIF-1 fomenta el metabolisme oxidatiu en les cél-lules
ID8-B-RO. A) Western blot analitzant I'expressié de HIF-1a, PDHK1, PDH-T aixi
com les fosforilacions de la PDH i els nivells de tubulina com a control de carrega
en cél-lules ID8-B-RO tractades amb vehicle o PX-478 25 uM durant 24 hores amb
les respectives quantificacions (B-E) utilitzant tubulina com a control de carrega. Es
mostra una imatge representativa en cada panell. F) Es mostra la ratio de
OCR/Glicolisi en cel-lules ID8-B-RO tractades amb vehicle o PX-478 25 uM durant
24 hores G-H) Nivells de mRNA dels gens Parpl i Polg en cél-lules ID8-B-RO
tractades amb vehicle o PX-478 25 uM durant 24 hores. Les dades es presenten
com la mitjana £+ SD a no ser que s’indiqui el contrari i cada punt del grafic és un
replicat biologic independent. Les diferencies significatives es van calcular utilitzant
el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan
P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.

170



Resultats

OCR/Glycolysis Ratio

Fig. 42
B C
HIF-1o PDHKA1
1.5  _p=0007 1.5  —p=2007
A - -
2 3
ID8-B-RO 3 . 3
- 2 1.0+ 21.0-
Vehicle  PX-478 £ K
§ ] e
e — HIF-1a § . g
— — Ig- 0.5 I%()_5.
.% g
— °
PDHK1 g J
0.0~ 0.0-
P.PDH Vehicle PX478 Vehicle PX478
Ser232 D E
PDH p-SER232 PDH p-SER293
| m— :;Przngl-; E 15 _ p=0.01 _;15_ p=0.01
i z
i 1T 4
— H 1] £ .
20.5  0.5- 1
: s 1
5 o
e 0.0 - T & 0.0- T
Vehicle PX478 Vehicle PX478
F G H
OCR/Glycolysis Ratio Parp1 mRNA levels Polg mRNA levels
15 - p=0.03 44 p=0.01 2 5+ p=0.01
. 3 5 .
] § 2.0
[ X ) .]i % 3+ . f“
g 10- ¥ [ 5
7 5 2 1 £ Pl
3 s § 1.0+
£ 0.5 - é ol ¢ g.'
< 17 $ 0.5~
z e
0.0 - T 0~ [ T 0.0- T
Vehicle PX478 Vehicle PX478 Vehicle PX478

171



Resultats

Quan es va tractar el model A2780-RO amb I'inhibidor de HIF-1 es
van observar les mateixes tendéncies (Fig 43 A-C), tot i que els nivells de
fosforilacié de la PDH eren extremadament variables i no permetien arribar
a cap conclusio (dades no mostrades). Tot i aix0 es va observar una tendéncia
a augmentar la ratio OCR/glicolisi (Fig 43D) aixi com un increment en
I'expressié tant de PARP1 com POLQ (Fig 43E-F). Per tant aquestes dades
reforcaven la implicacié de HIF-1 com a inductor de la resisténcia en els dos

models cel-lulars.

Per confirmar definitivament el paper de HIF-1, es va procedir a dur
a terme un silenciament amb un shRNA contra Hif1a en la linia ID8-B-RO. Es
va observar que la linia amb el shRNA contra Hifla tenia menors nivells
d’'expressio de Hifla aixi com de les seves dianes canoniques (Hk2, Ldha,
Pdk1) (Fig 44A). Aixo permetia confirmar I'efectivitat del silenciament de
Hifla. A nivell de proteina s’observava una disminucié en els nivells de
PDHK1, aixi com a nivell de la fosforilacié de la PDH (Fig 44B-E). També es
va analitzar I'expressio de Polq i Parp1, on es va observar que I'expressio de
Polg es trobava incrementada en les cél-lules expressant el shRNA, i que
I'expressid de Parp1 tenia una tendéncia similar (Fig 44F-G). Finalment es va
observar que les cél-lules que expressaven el shRNA contra Hifla eren més
sensibles a PARPi (Fig 44H). En conjunt, totes aquestes evidéncies
recolzaven la implicacié de HIF-1 en el procés d’adquisicié de la resisténcia a
PARPI.
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Figura 43: La inhibicié de HIF-1 fomenta el metabolisme oxidatiu en les cél-lules
A2780-RO. A) Western blot analitzant I'expressié de HIF-1a, PDHK1 i els nivells
de tubulina com a control de carrega en cel-lules A2780 -RO tractades amb vehicle
o PX-478 25 uM durant 24 hores amb les respectives quantificacions (B-E) utilitzant
tubulina com a control de carrega. Es mostra una imatge representativa en cada
panell. F) Es mostra la ratio de OCR/Glicolisi en cél-lules A2780-RO tractades amb
vehicle o PX-478 25 uM durant 24 hores G-H) Nivells de mRNA dels gens PARP1 i
POLQ en cél-lules A2780-RO tractades amb vehicle o PX-478 25 uM durant 24
hores. Les dades es presenten com la mitjana = SD a no ser que s’indiqui el contrari
i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies
significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre
dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura

173



Resultats

Figura 44: La inhibicié mitjancant shRNA de Hifla també comporta una disminucié
dels marcadors del metabolisme glicolitic. A) Nivells de mRNA dels gens Hifla i
Pdk1, Hk2, Ldha en cél-lules ID8-B-RO control (shNT) o un knockdown de Hifla
(shHIF-1a). B) Western blot analitzant I'expressié de HIF-1a, PDHK1, PDH-T aixi
com les fosforilacié de la PDH i els nivells de tubulina com a control de carrega en
cél-lules ID8-B-RO control (shNT) o un knockdown de Hifla (shHIF) amb les
respectives quantificacions (C-E) utilitzant tubulina com a control de carrega. F-G)
Nivells de mRNA dels gens Polq i Parp1 en ceél-lules ID8-B-RO control (shNT) o un
knockdown de Hifla (shHIF). H) Grafic mostrant la IC50 a Olaparib en cél-lules ID8-
B-RO control (shNT) o un knockdown de Hifla (shHIF). Les cél-lules es van tractar
amb concentracions creixents d’Olaparib durant 72 hores. Les dades es presenten
com la mitjana + SD a no ser que s’indiqui el contrari i cada punt del grafic és un
replicat bioldgic independent. Les diferéencies significatives es van calcular utilitzant
el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan
P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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5.2..Lainhibicié de HIF-1augmenta la sensibilitat a PARPi
en models resistents in-vitro

A continuacio, es va voler examinar si la regulacié del metabolisme
glicolitic aixi com de la via d’A-EJ podia resensibilitzar les linies resistents de
a PARPi. Per aix0 es va analitzar la IC50 a Olaparib de la linia ID8-B-RO
utilitzant diferents inhibidors del metabolisme glicolitic,c com el 3-
bromopiruvat, un inhibidor del transport de lactat (VB-124), un inhibidor de
la hexoquinasa (2-DG), el inhibidor de les PDHK, per induir el metabolisme
oxidatiu, aixi com la Novobiocina per inhibir la Pol8, i finalment I'inhibidor de
HIF-1 (PX-478).

Remarcablement, tots els inhibidors van produir una reduccié
significativa a la IC50 d’Olaparib en relacié al respectiu control, essent el
inhibidor de HIF-1 el més eficient (Fig 45A). L'assaig de sinérgia entre

I'Olaparib i el inhibidor de HIF-1 va permetre confirmar I'efecte sinérgic de la

Figura 45: La inhibicié del metabolisme glicolitic resensibilitza les cél-lules ID8-B-
RO a PARPI. Grafic mostrant el fold-change de la IC50 a Olaparib + farmac indicat
a la respectiva IC50 a Olaparib control, en un panell de diferents inhibidors
metabolics. Les cél-lules ID8-B-RO es van tractar amb vehicle, VER-246608 500nM
(VER), 3-bromopiruvat 10uM (BPE), 2-deoxiglucosa 250 uM (2-DG), VB-124 5uM,
Novobiocina 100uM (Novo) o PX-478 5uM i després amb concentracions creixents
d’Olaparib. B) Matriu de sinérgia de cel-lules ID8-B-RO incubades amb diferents
dosis d'Olaparib i PX-478. Les cél-lules es van sembrar i tractar amb els farmacs
indicats en les diferents dosis mostrades durant 72 hores. C) Grafic mostrant el fold-
change de la IC50 a Talazoparib + farmac indicat a la respectiva IC50 a Talazoparib
control en un panell de diferents inhibidors metabolics. Les cél-lules ID8-B-RO es
van tractar amb vehicle, VER-246608 500nM (VER), 2-deoxiglucosa 250 uM (2-
DG), Novobiocina 100uM (Novo) o PX-478 5uM i després amb concentracions
creixents de Talazoparib. D) Grafic mostrant el fold-change de la IC50 a Veliparib +
farmac indicat a la respectiva IC50 a Veliparib control en un panell de diferents
inhibidors metabolics. Les cél-lules ID8-B-RO es van tractar amb vehicle, VER-
246608 500nM (VER), Novobiocina 100uM (Novo) o PX-478 5uM i després amb
concentracions creixents de Veliparib. Les dades es presenten com la mitjana £ SD
a no ser que s'indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic
independent. Les diferéncies significatives es van calcular utilitzant el Mann-
Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-
valor es troba indicat a cada figura.
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combinacid, especialment en les dosis més baixes d’Olaparib (Fig 45B).
Aquests resultats es van voler validar fent servir altres PARPI. Els inhibidors
del metabolisme glicolitic, van promoure una sensibilitzacié al Talazoparib,
no obstant la combinaci® amb Novobiocina no va suposar cap diferéncia
comparant amb el respectiu control (Fig 45C). Finalment, amb Veliparib es va
observar que ni I'is de Novobiocina aixi com I'Gs de I'inhibidor de les PDHK
era suficient per produir un canvi en la sensibilitat en la linia resistent, com ja
s’havia observat préviament en les linies parentals (Fig 45D). Aquest fet
reforca la nocié de que el metabolisme té un rol en la modulacié de I'activitat
de PARP1 i la seva unio a la cromatina, modificant I'eficacia dels PARPi que
tenen aquest mecanisme d’accié. Per altra banda, I'inic farmac que va
comportar canvis en la IC50 en tots els PARPi, va ser 'inhibidor de HIF-1,

confirmant la importancia d’aquesta proteina en la sensibilitat a PARPi de
Fig. 45
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manera independent a la capacitat de trapping de l'inhibidor. Finalment, es va
procedir a validar aquestes observacions en el model A2780-RO (Fig 46A-B).
De manera similar, es va observar que I'is dels diferents inhibidors
metabolics comportaven una sensibilitzacié a Olaparib en el model A2780-
RO, essent de nou el inhibidor de HIF-1 el més efectiu. A més també es va
validar que I'efecte sinérgic, tot i que més atenuat que en I'altre model, es

mantenia.

Fig. 46
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Figura 46: La inhibicié del metabolisme glicolitic resensibilitza les A2780-RO a
PARPi. A) Grafic mostrant el fold-change de la IC50 a Olaparib + farmac indicat a
la respectiva IC50 a Olaparib control en un panell de diferents inhibidors
metabolics. Les cel-lules A2780-RO es van tractar amb vehicle, 3-bromopiruvat
10uM (BPE), 2-deoxiglucosa 250 uM (2-DG), VB-124 5uM o PX-478 5uM i després
amb concentracions creixents d'Olaparib. B) Matriu de sinérgia de cél-lules A2780-
RO incubades amb diferents dosis d’Olaparib i PX-478. Les cél-lules es van sembrar
i tractar amb els farmacs indicats en les diferents dosis mostrades durant 72 hores.
Les dades es presenten com la mitjana = SD a no ser que s’indiqui el contrari i cada
punt del grafic és un replicat bioldgic independent. Les diferéncies significatives es
van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van
considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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6. Tumors refractaris a PARPI presenten un
metabolisme més glicolitic

6.1. La PFS dels pacients tractats amb PARPi correlaciona
amb el metabolisme del tumor primari

Un cop analitzat els models in-vitro, es va procedir a valorar si
aquestes observacions es reproduien en pacients. Per aixo es va seleccionar
mostres congelades de tumor primari de pacients amb HGSOC que el tumor
fos positiu per HRD i que haguessin estat rebent PARPi després de la
guimioterapia amb plati, que és el tractament estandard actualment. Es van
excloure pacients que abans de rebre PARPi van rebre més de tres linies de
quimioterapia (Fig 47A). Amb aquestes mostres es va dur a terme un analisi
de RNAseq comparant aquelles pacients que no havien respost al tractament
(supervivéncia lliure de progressio (PFS) inferior a un any) amb aquelles que
si que havien respost (PFS superior a dos anys). Es va dur a terme un analisi
de gene set-enrichment comparant I'expressidé génica normalitzada per
transcripts per milié de kilobases (TKM), utilitzant la col-leccié6 anotada de
gene sets (C2) disponible al Molecular Signatures Database (MSigDB). En el
top 10 de signatures enriquides en els tumors que van respondre a PARPi es
van trobar dos signatures significativament incrementades (Reactome Citric
Acid Cycle TCA Cycle NES=1,95 FDR=0,05 nombre de gens=31; KEGG
Citrate cycle TCA cycle NES=2,08 FDR=0,01 nombre de gens=22)
relacionades amb el cicle de Krebs, i una tendéncia no significativa en unes
altres dues (Fig 47B). Aixo era consistent amb les observacions fetes en els
models in-vitro; on es veia que un increment del metabolisme oxidatiu

augmentava la sensibilitat a PARPi. Per complementar els resultats del
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RNAseq es va analitzar I'expressié per gPCR d’altres gens, fent servir el

mateix panell emprat per caracteritzar les linies resistents a PARPi (Fig 47C).

Es va observar tendéncies similars a les que es podien observar en les
linies resistents i que alhora concordaven amb els resultats observats en el
RNAseq. S'observava que les pacients que responien a la terapia presentaven
nivells més alts de gens relacionats amb el metabolisme oxidatiu, aixi com
amb la cadena respiratoria. A més s’observava que aquestes pacients tenien
més expressio de PARP1 i POLQ suggerint que la via de reparacio prioritzada
era I'A-EJ en contraposici6 amb les pacients que no van respondre al

tractament, que tenien nivells d’expressido més baixos.

Per confirmar aquestes observacions es va ampliar la cohort d’estudi
amb els mateixos criteris i es va procedir a analitzar per IHQ I'expressié de
HIF-1a i de MCT4 (transportador de lactat) (Fig 48A). No es va poder avaluar
I'expressié de marcadors OXPHOS ja que no es van aconseguir bones
tincions. Quan es va correlacionar I'expressio dels marcadors amb la PFS de
cada pacient es va observar una forta anticorrelacié entre I'expressio dels
marcadors glicolitics i la PFS (MCT4: r.=-0,55 p-val=7-10"%; HIF-1a: rs=-0,59
p-val=6-104) (Fig 48 B-C). Aquestes dades ens permetien confirmar per una

banda les observacions fetes amb I'analisi de RNAseq, aixi com les dades in-

Figura 47: Les pacients que responen a PARPi tenen enriquides vies del
metabolisme oxidatiu. A) Esquema sobre la cohort de pacients seleccionada aixi
com la determinacié de la PFS B) Grafic mostrant les 10 vies més enriquides en
pacients respondedores a PARPi. En l'eix de les X es mostra l'enriquiment
normalitzat (NES), la mida de cada punt simbolitza el nombre de gens de cada
signatura i el color la taxa de falsos descobriments (FDR). Les fletxes indiquen
aquelles vies relacionades amb el metabolisme oxidatiu. C) Nivells de mRNA dels
gens HIF1A, HK2, PDK1, PDHA, PDHB, CPT1A, IDH3A, COX5A, SDHD, NDUFB1,
PARP1 i POLQ en mostres del tumor primari pacients bones o males respondedores
a PARPi Les dades es presenten com la mitjana + SD a no ser que s'indiqui el
contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies
significatives es van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre
dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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Fig. 47
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vitro previes on es concloia que el estatus metabolic del tumor primari
influencia la resposta a PARPi. A més a més, aquestes correlacions obren la
porta a estudiar I'is d’aquests marcadors com a predictors de resposta a
PARPI.
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Figura 48: Les pacients que responen millor a PARPi presenten un metabolisme
més oxidatiu. A) IHQ en FFPE contra MCT-4 i HIF-1a en mostres de HGSOC de
pacients. Es mostren dues imatges, una de pacient que ha respost a PARPi i una
altra que no. B-C) Correlacié entre el PFS de cada pacient i la quantificacié (H-
score) per a cada marcador mostrat a A). Es mostra els coeficient de correlacié de
Spearman (rs) amb el corresponent p-valor.
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6.2. Les recidives de pacients amb bona resposta a PARPI
presenten un metabolisme més glicolitic

Seguint amb les validacions dels estudis in-vitro amb I'estudi de
mostres de pacients, es va voler comprovar si les recidives dels pacients
gue en un primer moment havien respost al tractament amb PARPiI
presentaven un metabolisme més glicolitic. Per aixd es van seleccionar de
la nostra cohort, aquelles pacients que havien respost en primera instancia
al tractament amb PARPi perd que en algun punt el tumor havia
reaparegut i havien recaigut i es va analitzar per IHQ els marcadors
metabolics emprats anteriorment. Es va observar que les recidives
presentaven nivells més alts de HIF-1a aixi com de MCT4 (Fig 49A-C).
Alhora es va poder analitzar els nivells d’expressié del gen NDUFB1, que
es trobaven disminuits en les recidives (Fig 49D). Aquestes evidéncies
suggerien que les cél-lules tumorals que havien resistit al tractament amb

PARPiI havien adquirit un metabolisme més glicolitic.
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Fig. 49

>

MCT4 HIF-10

Primary Tumour

Tumour after
relapse

B D
MCT4 HIF-1a NDUFB1 mRNA levels
250- p-val=0.01 200- _p-val=0.07 5000- p-val=0.08
[ ]
200- . - 3 4000
=
2 150 o % 3000 —{ .
2 S 1004 . g
2 100 L, g 2000
I -1 L] -
b = _f- g
50- chh _t_ 1000 | e
o I’% o T 0 T

Primary Tumour after Primary Tumour after Primary Tumour after
Tumour  relapse Tumour  relapse Tumour  relapse

Figura 49: Les recidives de les pacients bones respondedores adopten un
metabolisme més glicolitic. A) IHQ contra MCT-4 i HIF-1a, en mostres FFPE de
HGSOC de pacients. Es mostren dues imatges, una del tumor primari i una de la
recidiva. B-C) Quantificacié (H-score) per a cada marcador mostrat a A). D) Nivells
de mRNA del gen NDUFB1, en mostres del tumor primari i de la posterior recidiva.
Les dades es presenten com la mitjana £ SD a no ser que s'indiqui el contrari i cada
punt del grafic és un replicat biologic independent. Les diferéncies significatives es
van calcular utilitzant el Mann-Whitney U-test comparant entre dos grups i es van
considerar quan P<0,05. El P-valor es troba indicat a cada figura.
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7. Analisi del rol dels ninxols hipoxics en la
resisténcia a PARPI

7.1. Generacié i validacié d’'un model ID8-BRCA amb un
sistema reporter d’hipoxia

Per respondre si els ninxols hipoxics eren I'origen de la resisténcia a
PARPI es va optar per generar unes cél-lules ID8-B amb un sistema reporter
per analitzar si les cél-lules que havien resistit al tractament havien estat en
ninxols hipoxics (a partir d’ara anomenades ID8-B-HRE). Per aixo es va optar
per infectar les cél-lules ID8-B amb un sistema de dos plasmidis generat per
Iriondo, O. et al316, Breument, aquest sistema consta d’un primer plasmidi que
conté una Cre recombinasa sota el control de seqiiéncies HRE. A més, per
evitar que la Cre recombinasa s'expressi en situacions de normoxia on HIF-1
esta sobre activat conté una seqiiencia ODD que promou la seva degradacié
en presencia d’'oxigen. Per altra banda, el segon plasmidi promou I'expressié
constitutiva de RFP. Al trobar-se flanquejat de dos seqtieéncies LOXP, quan
la Cre Recombinasa s'activa aquesta talla el gen de la RFP, permetent que
s'expressi el gen de la GFP que es troba a 3’ de les seqliéncies LOXP (Fig
50A).

Primerament es va validar si aquest sistema era funcional in-vitro. Per
aixo es van cultivar les cél-lules ID8-B-HRE en hipoxia per 24, 48 i 72 hores.
En paral-lel es van tractar aquestes cél-lules amb CoCl, durant 24 hores en
normoxia (Fig 50B). Es va observar que amb 24 hores d’hipoxia el
percentatge de cél-lules verdes augmentava d’'un 10% a un 57%, tot i que la
gran majoria eren cél-lules doble positives (52%). Notoriament, amb el
transcurs del temps en hipoxia es va observar que el percentatge de cél-lules

gue es mantenien verdes era igual, pero cada vegada augmentava
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més en les cél-lules nomes marcades amb verd (18,8% a les 48 hores i 23% a
les 72 hores) cosa que suggeria que el sistema funcionava correctament, i
que el doble marcatge era una qliestié de la estabilitat de la RFP. Per altra
banda el tractament amb CoCl2 va augmentar lleugerament els nivells de
cél-lules verdes (de 5% a 10%), tot i que en cap cas va assolir les taxes
obtingudes amb la hipoxia (57%). Aixo va permetre validar el funcionament

de la sequencia ODD de la Cre recombinasa.

Un cop caracteritzat i validat el sistema in-vitro es va procedir a
analitzar com es comportava el model in-vivo. Per aixd es van injectar les
cel-lules en el ovari de ratolins femella i es van deixar créixer durant diferents
temps. En paral-lel també es van injectar les cél-lules ID8-B parentals per
poder corregir I'autofluorescéncia del tumor (Fig 50C). Es va observar que a
les quatre setmanes de la injeccié de les cél-lules tumorals, aproximadament
un 5% de tota la massa tumoral eren cél-lules tumorals, i un percentatge molt
minoritari (0,5%) eren verdes. Al cap de 8 setmanes el % de cél-lules tumorals
havia augmentat fins el 40% i es podien detectar un 3,5% de cél-lules verdes
(de les quals 0,65% eren només verdes). Finalment al cap de 11 setmanes,
quan els van complir els criteris de punt final, es va procedir a I'extraccio de

I'Gltim tumor. El percentatge de cél-lules tumorals era del 33% i es van

Figura 50: Posada a punt del model reporter d’hipoxia. A) Esquema del
funcionament del model. HRE=element de resposta a hipoxia, ODD=domini de
degradacié depenent d’oxigen B) Mapes de punts de cél-lules ID8-B-HRE. En I'eix
de les X es representa la fluorescéncia per RFP i en I'eix de les Y la fluorescéncia
per GFP. Les cél-lules van ser cultivades en normoxia, en hipoxia (2%) en el temps
indicat o en normoxia amb 200 uM de CoCl2 durant 24 hores. C) Mapes de punt
dels tumors originats a partir de cél-lules ID8-B amb el sistema reporter integrat
injectades ortotopicament en el ovari dret de ratolins femella durant el nombre
indicat de dies. El tumor control és un tumor generat amb la mateixa linia ID8-B
parental per poder establir els llindars de florescéncia. En l'eix de les X es
representa la fluorescéncia per RFP i en I'eix de les Y la fluorescéncia per GFP. D)
Quantificacié dels grafics mostrats en C).
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detectar 3,7% de cél-lules verdes de les quals 0,8% eren exclusivament
verdes. Curiosament, tot i que si havia augmentat la mida del tumor les dades
suggerien una estabilitzacié del percentatge de cél-lules verdes totals (Fig
50D). Aquest experiment ens va permetre validar que podiem detectar les
diferents poblacions de cél-lules tumorals de manera efectiva i que les
poblacions que havien estat en hipdxia augmentaven amb el temps i després

s'estabilitzaven independentment del creixement tumoral.

7.2. Descripcié de les diferents poblacions generades al
tractar in-vivo amb PARPi

El seglient experiment va consistir en analitzar si d’acord al que
suggerien els resultats previs, les cél-lules que es trobessin en un ambient
hipoxic podrien sobreviure al tractament amb PARPI i ser les causants de les
recidives posteriors. Per aix0, es van injectar de nou les cél-lules i es va deixar
créixer el tumor durant un mes. Posteriorment, es va procedir a tractar els
animals amb Olaparib o vehicle durant 4 setmanes i seguidament es van
deixar créixer els tumors de nou fins arribar als 78 dies, el limit de
I'experiment anterior (Fig 51A). En aquest punt es van extreure els tumors i
es van processar per analitzar les diferents poblacions. Els tumors tractats
presentaven un volum inferior als controls (dades no mostrades), cosa que
demostrava l'eficacia del tractament. Tot i aixdo cap animal va arribar als
criteris de punt final, a diferéncia del experiment anterior. Alhora d’analitzar
les diferents poblacions, no es van observar canvis aparents (Fig 51B-C), ni

en el percentatge de dobles positives ni en les positives simples per GFP.
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Fig. 51
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Figura 51: Analisi de les diferents poblacions tumorals en tumors tractats amb
PARPi. A) Esquema del disseny experimental. B) Mapes de punt de tumors originats
a partir de cél-lules ID8-B-HRE injectades ortotopicament en el ovari dret de
ratolins femella i tractades amb vehicle (control tumour) o amb Olaparib 50mg/kg
via oral 5 cops per setmana durant 4 setmanes. En I'eix de les X es representa la
fluorescéncia per RFP i en I'eix de les Y la fluorescéncia per GFP. C) Quantificacio
dels grafics de punts mostrats en B). Les dades es presenten com la mitjana + SD a
no ser que s’indiqui el contrari i cada punt del grafic és un replicat biologic
independent. Les diferencies significatives es van calcular utilitzant el Mann-
Whitney U-test comparant entre dos grups i es van considerar quan P<0,05. El P-
valor es troba indicat a cada figura.
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1. La resposta metabolica i els mecanismes
de reparacié de I’'ADN

La plasticitat metabolica és 'habilitat de la cél-lula d’utilitzar el mateix
substrat de diferents maneres en funcié de les seves necessitats especifiques
i té un paper clau en la supervivencia de les cél-lules tumorals. En la primera
part d'aquesta tesi es demostra com degut a aquesta habilitat les cél-lules
tumorals poden respondre a un augment en els DSB, independentment del
seu origen (per exemple mutacions en BRCA 1/2 o quimioterapia),
promovent un metabolisme oxidatiu. Especificament, aquestes cel-lules
transiten d'un Us molt rapid pero ineficient de la glucosa (efecte Warburg)
cap a un us més eficient, promovent la seva completa oxidacié dins el
mitocondri. Aquest canvi permet un augment dels nivells d’ATP aixi com la
restauracié dels nivells de NAD*, ambdds essencials per mantenir els

mecanismes de reparacio de I'A-EJ.

1.1. Sobre I'increment del metabolisme oxidatiu a I'induir
dany de doble cadena

Aquest increment en el consum de la glucosa ha estat descrit en
aquesta tesi aixi com per altres treballs com una resposta adaptativa
genérica, com a minim en una fase inicial, a diferents fonts d’estres (inclis en
abséncia de DSB) per establir un ambient energéticament favorable per la
supervivéncia®®?, Tanmateix, la induccié dels DSB no només augmenta el
consum de la glucosa sind que promou la seva oxidaci6 completa. A
diferéncia de les cél-lules tumorals normals, que presenten un metabolisme
Warburg per generar biomolécules destinades a la rapida proliferacié (com
nucleotids), les cél-lules tumorals amb dany a I'ADN redirigeixen aquests

recursos a combatre el desequilibri energétic i de potencial reductor causat
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pels mecanismes de reparaci6 de I'ADN. Aquest fet va acompanyat
inevitablement d’'una reduccié de la proliferacio®3®. En aquesta tesi, s’ha
descrit que aquesta resposta adaptativa és un mecanisme de resposta
general observat en diferents tipus tumorals. A més, estudis previs en linies
cel-lulars no transformades han observat el mateix fenomen, un increment
del metabolisme oxidatiu quan s'indueix dany a ’ADN?3343% indicant el rol
cabdal del metabolisme oxidatiu com part dels mecanismes de resposta al

dany en 'ADN336-338,

1.2. Sobre el mecanisme molecular de resposta a
I'acumulacié de DSB i la induccié del metabolisme
oxidatiu

El canvi metabolic produit pels DSB, promovent un increment en el
metabolisme oxidatiu és mitjancat per 'acumulacié de ROS citoplasmatics
gue comporten una activacié de NRF2 i una reduccio dels nivells de HIF-1a,
tant a nivell proteic com d’activitat. Aquesta cascada és clau per mantenir
I'activitat dels mecanismes subseglients involucrats en la mitigacié dels
efectes del dany a 'ADN i la seva reparacié. Compostos que impedeixin
aquest canvi metabolic (com I'is d’antioxidants o la inhibici6 de NRF2),
redueixen la plasticitat metabdlica del tumor, i per tant, permeten
incrementar l'eficacia del farmac emprat (per exemple, doxorubicina).
Consistentment, la induccié de NRF2 per I'acumulacié de ROS ja ha estat
relacionada amb una baixada del metabolisme glicolitic i un augment del
metabolisme oxidatiu en altres contexts®3?. De la mateixa manera, la sobre
activacio de NRF2 és clau per promoure la resisténcia a tractaments com la
radioterapia en alguns tipus tumorals®4°3#1, No obstant, en aquesta tesi no
s’ha avaluat quin és el paper que poden tenir les altres funcions de NRF2 en
la resposta a inductors de DSB, per exemple la reduccié de ROS o la proteccié

en front a xenobiodtics®*?, i fins a quin punt sén rellevants per la supervivéncia
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de la cél-lula tumoral en aquest context. Per altra banda tampoc s’ha avaluat
en profunditat quin efecte produeixen els inductors de DSB en el
metabolisme quan HIF-1 esta sobre activat, per exemple en hipoxia. Dades
preliminars obtingudes pel nostre grup suggereixen que malgrat la sensibilitat
a inductors de DSB és la mateixa en normoxia que en hipoxia, I'acumulacioé
d’aquests DSB promou la degradacié de HIF-1a també en condicions
d’hipoxia i permet sensibilitzar a inhibidors del complex | (com I'lACS). Tot i
qgue falta més recerca per entendre quins sén els mecanismes i les
adaptacions metaboliques que adquireixen aquestes cel-lules, aquestes

dades evidencien encara més l'eficacia d'aquesta combinacio.

Per altra banda, tot i que també BACH-1 és reprimit en resposta a
DSB, els resultats d’aquesta tesi suggereixen que el seu rol és més limitat i
podria tenir un paper redundant en aquest procés a pesar que la interaccié
amb NRF2 ha estat descrita ampliament343-34>, Remarcablement, la repressio
de HIF-1 o BACH-1 ja ha estat relacionada amb un increment dels OXPHOS
en diferents situations®#¢-34® encara que els mecanismes darrere la

coordinacié d'aquestes vies no ha estat totalment descrit.

Finalment, altres treballs han proposat mecanismes complementaris
que podrien explicar I'augment del metabolisme oxidatiu quan es produeix
dany a I'ADN. Brace et al®® i Murata et al®*® vinculen I'augment del
metabolisme oxidatiu a una descompensacio en les ratios de NAD*/NADH i
ATP/AMP produits per una sobreactivacié dels mecanismes de reparacié
dependents de PARP1 en models cel-lulars no tumorals. Aquest desequilibri
promou l'activacié de AMPK que seria el promotor d’aquest canvi metabolic
cap al metabolisme oxidatiu®®®. Tot i que no s’ha analitzat en els nostres
models quin sén els canvis en les ratios NAD*/NADH i ATP/AMP, si que en
estudis anteriors es va observar que els models HRD mantenien un

metabolisme oxidatiu elevat per tal de tenir més disponibilitat de NAD* i
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augmentar els nivells d’ATP3%4, Per altra banda, no s’ha estudiat la implicacio
d’AMPK en el nostre model. No obstant diferents estudis demostren que
AMPK es capac de fosforilar NRF2 i modular la seva activitat com factor de
transcripcio®#-31, Per tant, tot i que falta confirmacio experimental, totes les
evidéncies semblen suggerir que aquests mecanismes sén complementaris, i
reforcen la nocié de que NRF2 ha de ser activat per produir aquest canvi
metabolic. Per altra banda, Shimura et al®3** observen que ATM és clau en la
deteccié del dany produit per la radiacié i la induccié de metabolisme oxidatiu
en fibroblasts, tot i que no demostren quin és el mecanisme pel qual ATM
promou aquest canvi. No obstant, suggereixen que ATM seria capac d'activar
AMPK, per tal de promoure el metabolisme oxidatiu, tot i que aquesta ultima
afirmaciéo no esta demostrada experimentalment i només s’esmenta a la
discussi6 avalada per bibliografia®>2. En els models utilitzats en aquesta tesi
la inhibici6 d’ATM no ha impedit el canvi metabolic produit pels DSB.
Tanmateix, si el mecanisme que proposen els autors acaba involucrant AMPK
com efector d’aquest canvi, com s’ha comentat en el paragraf anterior, aixo
podria suposar una activacié de NRF2 de nou. Aquest fet podria explicar
perqué en el nostre model la inhibicié de ATM no produeix aquest efecte, ja

gue és sobrepassat per I'activacio de NRF2 via I'acumulacié de ROS.

Malgrat els altres mecanismes proposats, és palés que mantenir una
activitat baixa de HIF-1 és essencial per promoure nivells baixos de PDHK1,
resultant en una caiguda dels nivells de fosforilacié de la PDH. Aixo condueix
a un augment de 'activitat d'aquest enzim promovent I'oxidacié mitocondrial
completa del piruvat, que és el punt crucial per promoure una resposta

eficient a I'acumulacié de DSB i mantenir 'homeostasi cel-lular.
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1.3. Sobre les oportunitats terapéutiques derivades de la
promocié de OXPHOS per part dels farmacs inductors de
DSB

El canvi metabolic implicant I'activacié de metabolisme oxidatiu per
una pujada en l'activitat de la PDH aixi com de la cadena respiratoria,
particularment en tumors HRD, representa una vulnerabilitat que obre la
porta a noves alternatives terapéutiques per aquest subgrup de pacients. En
estudis anteriors el meu grup havia demostrat I'efectivitat de la metformina
com agent antitumoral en tumors HRD, mentre aquest efecte es veia limitat
en tumors HRP3%, ’efecte antineoplastic de la metformina també ha estat

267 - aixi com estudis epidemiologics han

descrit en diferents tipus de tumor
avalat el seu efecte protector en pacients diabétics?¢82?. No obstant, el fet
gue altres assajos clinics no han descrit efectes antitumorals, i tenint en
compte la baixa especificitat del compost, no ha permés arribar a conclusions
clares sobre el seu paper com a terapia antitumoral®’é. Per altra banda, altres
OXPHOSi amb poca o mitjana efectivitat han estat testats en pacients amb
AML reduint la seva taxa de recaiguda®?. El disseny de farmacs capacos
d’inhibir de manera altament especifica, com IACS-10759 ha estat molt
eficac en I'ambit preclinic, tenint un potent efecte antitumoral in-vitro i in-
vivo®>*, Tot i aix0 la translacié a la clinica dels OXPHOSi d’alta afinitat com a
monoterapia no ha estat fins ara exitosa, degut a la seva elevada toxicitat?”’.
Per aixo el seu Us ha d'estar limitat a combinacions amb altres estratégies
terapéutiques que tinguin com a diana altres mecanismes cel-lulars i que
promoguin una dependeéncia en el metabolisme oxidatiu. Aixd permetria
administrar dosis no toxiques d'OXPHOSi mentre es manté I'efecte

antineoplasic, com ja s’ha pogut observar amb la metformina?’427>278,

En aquest punt, els resultats obtinguts en aquesta tesi suggereixen

que I'is de IACS-10759 (utilitzat en unes concentracions de 8 a 90 vegades
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més baixa que en altres treballs?’73>>3%) pot ser emprada no només en
tumors HRD siné que també en tumors HRP quan es troba en combinacio
amb quimioterapies que generen DSB, aixi com radioterapia. Aquest fet
també podria comportar la resensibilitzacié a tractaments, tot i que aquest
fet no ha estat avaluat. Per altra banda també s’ha demostrat que la
combinacié en dosis reduides tant de IACS com de doxorubicina manté la
seva efectivitat, cosa que podria suposar una finestra d’oportunitat
terapéutica per donar alternatives a pacients amb toxicitats o intolerancies al
tractament. Les quimioterapies en molts casos presenten efectes secundaris
gue acaben comportant la reduccié de la dosi o inclis la parada del
tractament degut a toxicitats intolerables en pacients®>’. En el cas concret de
la doxorubicina, tot i tenir una gran eficacia antitumoral el seu Us esta limitat
degut a la toxicitat cardiaca que genera®*®. Tot i que diferents formulacions
s’han testat per reduir aquesta toxicitat®*’, com per exemple les formes
liposomals, no en tots els casos s'empren. Altres farmacs inductors de DSB
com el 5-FU o el irinotecan també presenten elevades toxicitats®%31, i sén
farmacs emprats habitualment en la clinica. Per aixo I'is de combinacions
com la proposada permetria mantenir I'efecte terapeutic, reduint les dosis de

farmac i per tant baixant la incidencia d’aquests efectes secundaris.

Una de les qiliestions més interessants que no s’han respost al llarg
d’'aquesta tesi, és si la combinacié d'agents alquilants (com les terapies
basades en platins) amb OXPHOSi podria ser eficac. Si bé els agents
alquilants en un primer moment no generen DSB, I'exposicié constant (o les
dosis molt elevades) a aquests agents fa que els mecanismes de reparacié es
saturin i s'acumuli diferents tipus de dany que comporten I'aparicié de
DSB2¢2, La combinacioé amb platins és especialment interessant, ja que és una
quimioterapia emprada com a primera linia en diferents tipus de cancer3?-

364 Reforcant aquesta nocio, diferents estudis han observat que cél-lules de
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cancer d'ovari resistents a plati sén més oxidatives que el seu parellat

sensible304365,

Tampoc s’ha abordat quin efecte pot tenir en el microambient i en la
resposta immune. Dosis altes de quimioterapia sovint s’han relacionat amb
efectes immunosupressors®¢¢, mentre que dosis reduides d’aquests mateixos
farmacs poden produir I'efecte contrari®¢”-3¢8, Addicionalment, altres estudis
han demostrat que I'is de metformina estimula la immunitat antitumoral en
diferents tipus de cancer®?-%71, Totes aquestes dades obren la porta a
estudiar quin és l'efecte de la combinacié de doxorubicina+IACS en el
sistema immune i si I'efecte antitumoral d’aquesta combinacié es podria

veure potenciat en combinacié amb immunoterapia.

2. L'estatus metabolic del tumor en la
resposta a PARPI

Els PARPi han estat una revolucié alhora de tractar tumors HRD,
augmentant drasticament la supervivéncia d'aquests pacients. Tot i aixo, en
els ultims temps els treballs descrivint diferents mecanismes de resisténcia a
PARPi s’han multiplicat. En aquesta part de la tesi, s’ha descrit com el estatus

metabolic del tumor influencia la sensibilitat a PARPI.

2.1. Sobre el precondicionament metabolic del tumor i la
resposta a PARPI

La modulacio de 'activitat de PARP1 a partir d’alterar el metabolisme
cel-lular i en conseqiiéncia provocar canvis en la sensibilitat a PARPi era
quelcom que ja s’havia observat amb anterioritat®®4. S’havia suggerit que el
mecanisme subjacent a aquestes observacions estava relacionat amb la
capacitat de trapping dels PARPi. Al augmentar I'activitat de PARP1 aquest

s'unia més freqlientment a la cromatina augmentant la probabilitat
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d’interaccionar amb una molécula de PARPI i quedar-se atrapat. No obstant,
la importancia del trapping en la sensibilitat a PARPi es troba subjecte a debat
actualment. Per una banda, Murai et al®? va observar que la retencié de
PARP1 a la cromatina degut al efecte dels PARPi era més citotoxica que la
manca de funcié del propi PARP1. En una linia similar Chen et al®”?
demostraven que la retencié de PARP1 a ’ADN era la causa de la toxicitat a
PARPI, tot i que suggerien que aquesta retencié no era deguda al efecte de
la capacitat de mantenir a PARP1 unit a ’ADN del propi inhibidor, sind com
a conseqliéncia de la impossibilitat de PARP1 d’autoparilar-se i poder-se
alliberar de la cromatina. Per altra banda, estudis més recents han posat en
dubte aquest model. Cong et al suggereixen que la sensibilitat a PARPi es
degut a 'acumulacié de dany fruit de la replicacié, mentre que Petropoulos
et al*’4, vinculen l'eficacia dels PARPi a l'acumulacié de conflictes de

transcripcié-replicacio que es donen en l'inici de la fase S del cicle cel-lular.

Xue et al¥’”> proposen un mecanisme de dos passos basta en la
retencio de PARP1 a la cromatina. Primerament, PARP1 s'uniria a la
cromatina i la seva retencié dependria de la competicié entre el NAD" i el
PARPi per unir-se al centre actiu. En un segon pas, aquests PARPi modularien
al-lostéricament a PARP1 promovent la retencié de PARP1 (en el cas de
Talazoparib i Olaparib) a la cromatina o facilitant el seu alliberament (en el
cas de Veliparib o Niraparib). En aquest sentit, recentment s’ha vinculat
I'eficacia dels diferents PARPi a la concentracio de NAD*37¢ en el nucli, i com
el canvi de les quantitats de NAD* en el compartiment citoplasma/nucli

poden modificar 'efectivitat dels PARPI.

Tenint en compte les nostres dades, aquest Ultim model és el que
semblaria explicar millor els resultats obtinguts. Al induir el metabolisme
glicolitic o oxidatiu s’esta promovent el compartiment on es regenera el

NAD*. En un metabolisme oxidatiu el NADH es regenera a NAD* en el
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compartiment mitocondrial, que és altament impermeable a la sortida de
NAD* 377378 En canvi al promoure un metabolisme glicolitic aquest fet es
dona en el citoplasma. Per tant, es podria hipotetitzar que al promoure una
regeneracié mitocondrial del NAD*, disminueix la quantitat d’aquest en el
citoplasma/nucli, facilitant I'accié dels PARPi. Oposadament, al promoure un
metabolisme glicolitic i reoxidar el NAD en el citoplasma/nucli, es retindria el
NAD* en aquest compartiment, augmentant-ne la concentracié i per tant
facilitant la competicié amb els PARPI i reduint la seva efectivitat. Aquest
fenomen no afectaria als PARPi com Veliparib, que al no ser capacos de
mantenir a PARP1 atrapat a la cromatina el seu potencial citotoxic seria més

baix.

2.2.Sobre el rol dual de HIF-1 en la induccié de la
resisténcia a PARPI

En aquesta segona part s’ha observat que HIF-1 té un rol rellevant en
I'adquisicid de la resisténcia a PARPi. Tot i que més validacions sén
necessaries per acabar de confirmar el rol exacte de HIF-1 en els mecanismes
d’'adquisicié de resisténcia a PARPi, els resultats de la present tesi
suggereixen que la sobreexpressié de HIF-1 és un punt essencial per adquirir
un fenotip glicolitic, augmentant els nivells de la PDHK1 aixi inhibint
I'activitat de la PDH i impedint I'entrada de carbonis al cicle de Krebs. Per
altra banda, aquests resultats semblen indicar que HIF-1 manté la seva funcio
de reprimir l'activitat de I'’A-EJ, descrita en Espin et al, permetent I'accié
d’altres mecanismes de reparacio en el context de cél-lules resistents a
PARPiI.

La coordinacié d’aquests dos mecanismes que es troben concatenats
permet que la cél-lula tumoral, només incrementant HIF-1, promogui una

reducci6 de la disponibilitat de NAD*, alhora que redueix els efectors de la
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via d’A-EJ. D’aquesta manera s'assegura de reduir al minim I'activitat de I'A-
EJ, ja que no només limita els seus efectors (com PARP1) siné disminueix els
seus substrats (NAD*). Coherentment amb aquestes observacions, la
combinacié d'inhibidors de HIF-1 amb PARPi permet resensibilitzar linies
resistents a PARPi de manera altament efectiva si es compara amb altres
inhibidors del metabolisme glicolitic (com 2-DG o VB-124) o inhibidors
d’efectors de I'A-EJ (com Novobiocina). Tot i que es requereixen diferents
validacions in-vivo per poder valorar si efectivament la combinacié de PARPi
amb inhibidors de HIF-1 resensibilitza a PARPi, I'is de HIFi podria reduir
I'activacié de HIF-1 en les zones hipoxiques i reduir la taxa glicolitica.
Aquestes céllules al estar en hipoxia i al no poder activar els mecanismes
dependents de HIF-1 no podrien consumir tanta glucosa com requereixen,

conduint finalment al col-lapse energétic i a la posterior mort cel-lular.

Oposadament als resultats presentats s’han descrit correlacions positives
entre HIF-1 i PARP1. En melanoma hi ha una forta associacié entre
I'expressié de PARP1 i HIF-1, i s’ha observat que PARP1 modifica a HIF-1a
per mantenir la seva estabilitat, promoure la seva activitat transcripcional i
permetre una correcta adaptacié a la hipoxia®”?. La correlacié entre elevats
nivells de PARP1 i HIF-1 en situacions d’hipoxia ja havia estat préviament
descrita en teixit cerebral®®%381, Cal destacar que en la present tesi I'expressié
de PARP1 (i POLQ) sén emprats com a readout de I'activitat de la via d’A-EJ.
Per altra banda tampoc s’ha estudiat com es modifica I'activitat de PARP1 en
condicions d’hipoxia en els nostres models, ni si I'activitat de PARP1 pot
promoure I'estabilitzaci6 de HIF-1. Totes aquestes evidéncies encara
reforcen més la idea de que calen dur a terme més estudis per dilucidar el rol
de HIF-1 en la regulacié de PARP1.
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2.3. Sobre el rol dels ninxols hipoxics com a origen de la
resisténcia a PARPI

La hipoxia és el principal mecanisme d'activacié de HIF-1. En tumors
solids la generacié de regions hipdoxiques és freqlient, degut al creixement
descontrolat. Per tant, la vinculacié d’aquestes regions amb la resisténcia a
PARPi és una hipotesi més que plausible. De fet, la hipoxia ja s’ha relacionat
com un element de resisténcia en radioterapia?’8, immunoterapia*®?, aixi com
en quimioterapia®®3. Tot i aix0, 'experiment preliminar presentat en aquesta
tesi (Figh1) no permet observar diferéncies en les diferents poblacions
cel-lulars entre tumors tractats amb vehicle o PARPi. No obstant aquest
experiment presenta certes limitacions i calen altres aproximacions per poder

descartar o acceptar aquesta hipotesi.

Per una banda, hom podria pensar que un dels motius pels quals no
hi ha diferéncies en el nombre de cél-lules hipoxiques és que els tumors
controls tenen un volum més elevat que els tumors tractats i per tant es més
probable que presentin més zones hipoxiques. De totes maneres, tenint en
compte els resultats obtinguts en el time course, sembla que tot i que els
tumors segueixen creixent, el percentatge de cél-lules verdes es manté a
partir d’'una certa mida. A més, la normalitzacio del percentatge de cél-lules
verdes obtingut pel volum del respectiu tumor tampoc permet observar cap
diferéncia significativa. Per altra banda, cal destacar que I'experiment s’ha
aturat abans d’arribar al punt de criteri final dels animals. Es possible, que
seguint el mateix esquema de tractament pero deixant que el tumor recreixi
durant un periode més llarg de temps, sigui possible observar aquest
enriquiment en els tumors tractats. Tampoc es pot descartar que faci falta

augmentar els cicles de tractament per poder observar aquestes diferéncies.
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Per altra banda, cal tenir en compte que diferents evidéncies al llarg
d’aquesta segona part donen suport a la idea que les condicions d’hipoxia son
importants per promoure la resisténcia a PARPI. Els mecanismes suggerits al
llarg d’aquesta tesi indiquen que la induccié de la hipoxia permeten activar
un mecanisme rapid de resistéencia a PARPI, reprimint I'expressié de gens
relacionats amb A-EJ (com PARP1) aixi com promovent un metabolisme més
glicolitic. No obstant, es dificil concloure que aquesta induccié sigui la rad
final de la resisténcia a PARPi. Per una banda, diferents estudis han
demostrat que al llarg del temps entre el 10-40% dels pacients (en funcié de
I'estudi) presenten reversions en gens de HRD o un 20% amplificacions en el
gen CCNE1384385 Per ['altra, els ninxols hipoxics es generen per una mala
difusio de I'oxigen degut al creixement descontrolat del tumor. Al reduir el
nombre de cél-lules, la difusié d’oxigen es facilitaria reduint aquestes zones
hipoxiques i permetent a les cél-lules retornar al seu metabolisme oxidatiu i
per tant tornarien a ser sensibles a la terapia. Per tant o aquestes cél-lules
sén capaces de mantenir el fenotip hipdoxia en normoxia, per exemple
acumulant mutacions o silenciant VHL (cosa que no ha estat descrita), o han
generat nous mecanismes de resisténcia. Per aixd, hom interpreta que
aquests ninxols hipoxics podrien ser un primer mecanisme de resisténcia, que
permetés generar un ambient favorable per la supervivéncia del tumor,
guanyant temps per permetre I'acumulacié de mutacions que fossin la causa
final de la resisténcia als PARPI. En aquest sentit, el recent treball de Franca
et al®® demostra que la resisténcia és un procés continu, i es desenvolupa a
través de canvis progressius de I'estadi cel-lular augmentant gradualment la
capacitat de supervivéncia de la cél-lula. Aquesta adaptacié implica un canvi
gradual en l'expressid6 génica reforcada per mecanismes epigenétics,
d’adaptacio al estrés i de reprogramacio metabolica. A més, analitzen aquest
procés en el context de la resisténcia a PARPI, i observen que les cél-lules

més resistents tenien sobre activats gens de la via de HIF-1, cosa que

204



Discussio

coincideix en els resultats d’aquesta tesi, aixi com de NRF2, el qual tindria un
rol amb l'activacio de la via de les pentoses per augmentar la produccié de
nucleotids. La implicacié de NRF2 no ha estat avaluada en els nostres models
en el context de resisténcia, pero com ja s’ha comentat en anteriors apartats
de la discussio, diferents treballs han descrit la seva importancia en la
reduccié d’estrés oxidatiu i la metabolitzacié de xenobiotics facilitant

I'adopcid de la resisténcia als tractaments342,

2.4. Sobre les possibles aplicacions translacionals

A part dels aspectes més mecanistics, d’aquesta segona part es
desprenen conclusions que obren la porta a possibles aplicacions a la clinica.
La correlacié entre el estatus metabolic del tumor primari i la seva posterior
resposta a PARPI, pot ser emprada com a predictor de resposta. Actualment,
s’han proposat diferents predictors de resposta a PARPi. Per una banda, a la
clinica s’ha demostrat que la resposta a plati és un predictor de la resposta a
PARPi®®’, tot i que aquest criteri només és emprat alhora de tractar pacients
de cancer de pancrees amb mutacions a BRCA1/23838 Per altra banda
diferents estudis preclinics han demostrat que la capacitat de formacié de
loci Rad51 en tumors HRD correlaciona amb la resisténcia a PARPi379371 qixi
com altres estudis han demostrat que I'analisi de la inestabilitat genomica
també seria un predictor de resposta®?2. Addicionalment, un estudi pilot ha
testat la possibilitat de fer servir un escaner tipus PET amb un radiotracador
especific per mesurar I'expressié de PARP-1 en el tumor, observant un
decreixement de I'expressié de PARP-1 quan es tractaven als pacients amb
PARPi®?3. No obstant aquests biomarcadors sempre es basen en avaluar de
diferents maneres la capacitat de resposta de les diferents vies de resposta
al dany a I'ADN. Una de les possibilitats d'implementacié de I'estatus

metabolic del tumor com a biomarcador és fent servir escaners tipus PET.
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L'Gs de F-fluorodeoxiglucosa ja s’empra en el diagnostic per imatge per
visualitzar el tumor, a més, diversos assajos clinics amb diferents tracadors
metabolics s’han dut a terme per analitzar el estatus metabolic del tumor in-
vivo en pacients. Per tant I'opcié d'utilitzar aquesta tecnologia per predir la

resposta a PARPI podria ser atractiva®.

Una altra aplicacié que es desprén d’aquesta tesi és I's de l'inhibidor HIF-1
en combinacié amb PARPi per tornar a sensibilitizar aquelles cél-lules
resistents a PARPI. S’han proposat combinacions amb diferents inhibidors de
vies relacionades amb la reparaci6 de I'ADN, de cicle cellular o
immunoterapial'¢18-121 No obstant, la combinacié proposada ataca una
vulnerabilitat diferent de totes les altres alternatives que s’han proposat per
augmentar l'efectivitat dels PARPi. Tot i aix0 com ja s’ha destacat
anteriorment, falta comprovar I'efectivitat d’aquesta combinacio in-vivo per

poder plantejar una translacio a la clinica.

3.La plasticitat metabolica i la seva
limitacio

La plasticitat és una caracteristica essencial en la progressié tumoral i
d’enfrontar estressos. Reduint la plasticitat, es redueix la capacitat del tumor
d’evadir les diferents estratégies terapéutiques, augmentant-ne la seva
efectivitat. El metabolisme tumoral no és una excepcid. De fet el
metabolisme ha evolucionat per estar preparat a canvis rapids, per poder fer
front a diferents estressos que un organisme es pot trobar, com un pic en la
demanda energética o la falta d’'un nutrient determinat. En aquesta tesi s’han
treballat dos escenaris diferents. En la primera part s’ha estudiat com el
metabolisme tumoral canvia en una situacio d’elevat dany a ’'ADN, cosa que
és freqlient quan es tracta als pacients amb quimio o radioterapia. En la

segona part s'ha analitzat la reprogramacié metabolica per induir la
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resisténcia a un determinat tractament. Tot i tractar-se de situacions
diferents, el mecanisme modulador d’'aquesta plasticitat en aquests dos
contextos és el mateix, convergint en un mateix efector, HIF-1. Com ja s’ha
discutit préviament, el rol dual de HIF-1 permet coordinar els mecanismes de
reparacio amb els requeriments energetics concrets pel seu correcte
funcionament. Quan hi ha una acumulacié aguda de DSB es disminueix
I'expressié de HIF-1a, augmentant el metabolisme oxidatiu i I'activitat de I'A-
EJ. En canvi, en una situacié on s'impedeix el funcionament de I'A-EJ la
capacitat per augmentar I'activitat de HIF-1, promovent un metabolisme
glicolitic i facilitant I'activacié d’altres mecanismes de reparacié suposa un
avantatge per la supervivencia. L'adquisicio d’aquests fenotips ha comportat
una sensibilitzacio al tractament (per exemple, I'is d'lACS amb doxorubicina
o I's de l'inhibidor de HIF-1 amb PARPI), cada cop més acusada com més
limitat estava aquest fenotip. Una altra qliestié interessant que es desprén
d’aquest analisi és que podria succeir si es combinen dos farmacs que
condicionen el metabolisme de manera oposada. El cas paradigmatic en
aquesta tesi seria la combinacié de Doxorubicina (condicionant cap a
OXPHQOS) amb Olaparib (condicionant cap a metabolisme Warburg). En
aquest sentit, tot i que en aquesta tesi no s’ha testat aquesta combinacio, en
la bibliografia es troba un assaig clinic en pacients de cancer d’ovari resistents
a platii on s’ha observat que millora el pronostic dels pacients
independentment del estatus mutacional de BRCA3?>%%, Per aixo, seguir
investigant com els diferents tipus de tumors modulen el seu metabolisme
en funcié dels tractaments que reben pot comportar la descripcié de
combinacions efectives, no només amb inhibidors metabolics, sinéd amb altres
farmacs que ja s'empren en la clinica i que indueixen efectes metabolicament

antagonics, conduint al col-lapse metabolic de la cél-lula tumoral.
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Conclusions

L'acumulacié de DSB, independentment del seu origen, produeixen

un canvi metabolic incrementant el metabolisme oxidatiu.

Mecanisticament, el dany a I'ADN activa NRF2 promovent la
produccié de ROS. NRF2 bloqueja I'activitat transcripcional de HIF-
1. Aixo impedeix I'expressié de PDHK1 i incrementant I'activitat de la

PDH, promovent el metabolisme oxidatiu.

La combinacié d’inductors de DSB, com la doxorubicina, amb
inhibidors de la cadena respiratoria, té un efecte sinérgic augmentant

la mort tumoral en diferents tipus de cancer.
El estatus metabodlic del tumor condiciona la resposta a PARPi.

Linies cel-lulars resistents a PARPi presenten un metabolisme

glicolitic més elevat.

HIF-1 indueix la resisténcia a PARPi de manera dual. Alhora, activa el
metabolisme glicolitic reduint la disponibilitat de NAD*, aixi com
impedeix I'expressié de gens relacionats amb I'A-EJ, reduint de dues

maneres diferents I'activitat de la via.

L'ds in-vitro d’inhibidors de HIF-1 en combinaci® amb PARPi

sensibilitza les cél-lules resistents als PARPi de nou.

La resposta dels pacients a PARPi correlaciona negativament amb
I'expressié de HIF-1a i amb d’altres marcadors glicolitics en mostres

del tumor primari.

Les recidives que havien tingut bona resposta a PARPi presenten

nivells més elevats de HIF-1a i d'altres marcadors glicolitics.
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Conclusions

10. L'efectivitat dels tractaments antineoplasics actuals pot ser

incrementada limitant la plasticitat metabolica del tumor.
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