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Glosario de abreviaturas 

 

- 5 FU:  5-fluorouracilo  

- ADC:  Adenocarcinoma 

- AJCC: International American Joint Committee on Cancer 

- APS: Persulfato de amonio 

- BLS: Buffer de lisis suave 

- BSA: Albúmina sérica bovina 

- CAP: Capecitabina 

- CCHNP: Cáncer colorrectal hereditario no polipósico 

- CCR: Cáncer colorrectal  

- CCSC: Colon cancer stem cell 

- cDNA: DNA complementario 

- CIAA: Cloroformo-alcohol isoamílico 

- CIMP: Fenotipo metilador de islas CpG 

- CIN: Inestabilidad cromosómica 

- CNA: Alteración en el número de copias 

- CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat  

- CSC: Cancer stem cell 

- CT: Ciclo umbral 

- CTND1:  Delta-catenina 

- DMEM: Dulbecco´s Modified Eagle Medium  

- DMH: 1,2-Dimetrilhidrazina 

- DMSO: Dimetilsulfóxido 

- DNA: Ácido desoxirribonucleico 

- DSB: Rotura de doble hebra 

- EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 

- EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

- EII: Enfermedad inflamatoria intestinal  

- EMT: Transición epitelio-mesénquima 

- EOCRC: Cáncer colorrectal de aparición temprana 

- ESGE: European Society of Gastrointestinal Endoscopy 

- FBS: Suero fetal bovino 

- FC: Fold change 

- FDR: False Discovery Rate 

- FITC: Fluoresceína-5-isotiocianato 

- GEO: Gene Expression Omnibus 

- GFP: Proteína verde fluorescente 

- GSEA: Gene Set Enrichment Analysis 

- HDR: Reparación directa por homología 



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel ABREVIATURAS 

 
 

14 

 

- HNSCC: Carcinoma escamoso de cabeza y cuello 

- HR: Recombinación homóloga 

- IARC: Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer 

- IMC: Índice de masa corporal 

- IRI: Irinotecán 

- KI: Knockin 

- KO: Knockout 

- LC-IMS/MS: Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas  

- LCRs: Low copy repeats 

- LMNB1: Lamina B1 

- LOCRC: Cáncer colorrectal de aparición tardía  

- LOH: Pérdida de heterocigosidad 

- LT: Longitud telomérica 

- MEFs: Fibroblastos embrionarios de ratón  

- MSI: Inestabilidad de microsatélites 

- MMR: Mismatch repair deficiency  

- mRNA: RNA mensajero 

- Msi1-Cre: Musashi-1-Cre 

- MSS: Estabilidad de microsatélites 

- NCLN: Nicalina 

- NGS: Next Generation Sequencing  

- NHEJ: Unión de extremos no homólogos 

- NOMO1: Nodal Modulator 1 

- OMS: Organización Mundial de la Salud 

- ORA: Over Represent Analysis  

- OSCC: Carcinoma oral de células escamosas 

- OX: Oxaliplatino 

- PAF: Poliposis adenomatosa familiar 

- PAFA: Poliposis adenomatosa familiar atenuada 

- PAM: Poliposis adenomatosa asociada a MUTYH 

- PAPP: Poliposis asociada a la actividad correctora de errores de la polimerasa 

- PBS: Tampón fosfato salino 

- PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

- PI: Yoduro de propidio 

- PS: Fosfatidilserina 

- RAR: Regiones recurrentemente alteradas 

- RE: Retículo endoplasmático 

- REDECAN: Red Española de Registros de Cáncer  

- RNA-seq: Secuenciación de RNA 

- RNA: Ácido ribonucleico 
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- rRNA: RNA ribosómico 

- RT-qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real  

- RT: Transcripción reversa 

- RTK: Receptor tirosina-quinasa 

- SDH: Succinato deshidrogenasa 

- SDS: Dodecilsulfato sódico 

- SEOM: Sociedad Española de Oncología Médica 

- SECOC: Spanish Early-Onset Colorectal Cancer Consortium 

- sgRNA: Single-guide RNA 

- SL: Síndrome de Lynch 

- SMT: Síndrome de Muir-Torre 

- SNP: Polimorfismo de nucleótido único 

- SPHT: Síndrome PTEN-Hamartoma-Tumor 

- SPJ: Síndrome de poliposis juvenil  

- ssDNA: Single strand DNA 

- STR: Short tandem repeat 

- TGF-β: Factor de crecimiento transformador beta 

- THH: Telangiectasia hemorrágica hereditaria 

- Tm: Temperatura de fusión  

- TNM: Tumor node metastasis 

- tracrRNA: RNA-CRISPR trans-activador 

- VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular 

- WB: Western blot 

- WebGestalt: WEB-based Gene Set Analysis Toolkit 
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Introducción 

 

1. El Cáncer 

 

 El término cáncer engloba una serie de enfermedades caracterizadas por un 

crecimiento y división descontrolado de las células, que origina una proliferación anormal de 

las mismas, dando lugar a un tumor y provocando graves alteraciones en la forma y función 

de los tejidos afectados. Además, las células tumorales pueden diseminarse a otros tejidos 

a través del torrente sanguíneo y sistema linfático, proceso que se conoce como 

metástasis1,2.  

 

 El cáncer se produce como consecuencia de la acumulación de alteraciones 

genéticas y epigenéticas en la célula a lo largo del tiempo y afecta, principalmente, a los 

procesos de proliferación, diferenciación y muerte celular. En este sentido, en los últimos 

años se han descrito diversos mecanismos o capacidades que poseen las células tumorales: 

evasión de supresores de crecimiento, evasión del sistema inmune, permitir la inmortalidad 

replicativa, inflamación promovida por el tumor, activación de la invasión y metástasis, 

inducción de la angiogénesis, inestabilidad y mutación del genoma, resistencia a la muerte 

celular, desregulación del metabolismo celular y mantenimiento de la señal proliferativa3,4. 

En este último año, se han añadido 4 características nuevas que corroboran la complejidad 

de esta enfermedad: desbloqueo de la plasticidad fenotípica, reprogramación epigenética, 

microbioma polimórfico y senescencia celular5 (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Características del cáncer (Hanahan et al. 2022).  

 

 Según el último informe publicado por la Sociedad Española de Oncología Médica 

(SEOM), el cáncer sigue constituyendo una de las principales causas de morbi-mortalidad a 
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nivel mundial. Se estima que en el año 2020 se diagnosticaron aproximadamente 18,1 

millones de nuevos casos y murieron alrededor de 9,9 millones de personas. Sin embargo, 

la pandemia de la COVID-19 ha afectado tanto al número de diagnósticos como al registro 

de muertes por cáncer en muchos países, por lo que probablemente el número real habrá 

sido mayor. Además, para el año 2040 se prevé que el número de nuevos casos se situará 

en 27 millones (Figura 2) y la mortalidad alcanzará los 16 millones de fallecimientos6.  

 

 

 

Figura 2. Incidencia estimada de tumores en la población mundial para los años 2020 y 2040. 

(Gráfico: GLOBOCAN, 2022).  

 

 En España, el número absoluto de cánceres diagnosticados ha aumentado en las 

últimas décadas debido al aumento poblacional. Según los cálculos de la Red Española de 

Registros de Cáncer (REDECAN), se estima que en 2022 el número de nuevos diagnósticos 

alcanzará los 280.100 casos. El tumor más frecuentemente diagnosticado será el colorrectal 

(43.370 nuevos casos), seguido del cáncer de mama (34.750), pulmón (30.948) y próstata 

(30.884). En cuanto a la mortalidad, se estima que en 2020 murieron por cáncer en España 

alrededor de 112.741 personas y que en 2040 se alcanzará la cifra de 160.000 defunciones. 

Actualmente, el tumor responsable de mayor mortalidad es el cáncer de pulmón (20,3%), 

seguido del cáncer colorrectal (14,6%), páncreas (6,7%), mama (5,8%) y próstata (5,1%)7.  
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2. El cáncer colorrectal (CCR) 

 

 El intestino grueso es un órgano del aparato digestivo inferior que conecta el intestino 

delgado y el ano. El colon es su parte mayoritaria y abarca desde el íleon hasta el recto con 

una longitud de aproximadamente 1,5 metros. Su función principal es la de absorber agua, 

nutrientes y electrolitos de los alimentos parcialmente digeridos. El material restante son los 

residuos sólidos o heces que se mueven a través del colon y se almacenan en el recto8. 

Anatómicamente, se divide en colon ascendente o proximal, colon transverso, colon 

descendente o distal, colon sigmoide y recto. La pared del colon está formada por las 

siguientes capas: mucosa, submucosa, muscular y serosa (Figura 3). Debido a las funciones 

que posee, el colon presenta una alta tasa de regeneración y está expuesto a diversos 

agentes fisiológicos, biológicos y químicos que incrementan el riesgo de padecer ciertas 

enfermedades, incluyendo el cáncer9.  

 

 

Figura 3. Anatomía del intestino grueso.  

 

 El cáncer colorrectal (CCR) constituye un conjunto heterogéneo de neoplasias 

localizadas en el colon o en el recto. En más del 90% de los casos, se presenta con una 

histología típica en forma de adenocarcinoma (ADC) que se desarrolla a partir de una lesión 

precursora benigna, denominada pólipo. Un pólipo se define como un crecimiento del 

revestimiento interno del colon o del recto que sobresale en el lumen10,11. El periodo de 

malignización de estas lesiones abarca al menos 10 años, aunque pueden ser observadas 

y extirpadas con anterioridad durante las endoscopias en los procesos de cribado12. Sin 

embargo, no todos los pólipos progresan a adenocarcinoma. Los tres tipos principales de 

pólipos son:  
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 - Pólipos inflamatorios o pólipos hiperplásicos: los pólipos hiperplásicos no 

presentan displasia, carecen de riesgo de malignización, son asintomáticos y no necesitan 

seguimiento. Se trata de lesiones pequeñas (menos de 5 mm) y sésiles que se originan por 

defectos en el proceso de apoptosis de las células epiteliales que se localizan en las crestas 

de los pliegues13. 

 

 - Pólipos serrados: los pólipos serrados representan un grupo heterogéneo de 

lesiones (hiperplásicos, adenomas serrados tradicionales, adenomas sésiles, mixtos) que 

tienen una apariencia morfológica dentada. Son precursores de aproximadamente el 10-

15% del CCR esporádico. El subtipo de pólipos serrados hiperplásicos es el más frecuente 

(80-90%) y pueden presentar la capacidad de malignizar14,15.  

 

 - Pólipos adenomatosos (adenomas): representan el clásico precursor del CRC. 

Aproximadamente el 85-90% de los tumores colorrectales esporádicos se generan a partir 

de adenomas11. Pueden presentar alto o bajo grado de displasia y se clasifican como 

tubulares, vellosos o túbulovellosos (Figura 4). Estos pólipos se inician en las glándulas 

productoras de moco que recubren el colon y el recto, pudiendo invadir otros tejidos si 

adquieren la capacidad de metastatizar12. La agresividad de este tipo de tumor está 

estrechamente relacionada con el número de pólipos, el tamaño, el grado de displasia y la 

proporción de componen velloso16,17.   

 

 

Figura 4. Histología de los pólipos adenomatosos. A- Adenoma tubular. B- Adenoma velloso. C- 

Adenoma tubulovelloso. 

 

 Además, existen otras formas menos frecuentes de presentación del CCR como son: 

los carcinomas de células escamosas, los carcinomas adenoescamosos, los carcinomas de 

células fusiformes y los carcinomas indiferenciados18,19. Por otro lado, existen otros tumores 

que se desarrollan en la región colorrectal como son los tumores del estroma 

gastrointestinal, los tumores carcinoides, linfomas y sarcomas20. 

 

 

A B C
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2.1. Epidemiología del CCR  

 

 El CCR representa aproximadamente el 10% de todos los cánceres diagnosticados 

anualmente y de las muertes asociadas al cáncer en todo el mundo21. Según las 

estimaciones de la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC), en 2018 

el CCR constituía 1,8 millones de nuevos casos y 900.000 muertes anuales, lo que le 

convierte en la tercera neoplasia maligna más diagnosticada y la segunda causa de muerte 

por cáncer22. Globalmente, el CCR es el segundo más común en mujeres y el tercero en 

hombres, siendo la incidencia y mortalidad un 25% más baja en el género femenino. Desde 

el punto de vista geográfico, las tasas más elevadas se registran en los países desarrollados 

por lo que se prevé que la incidencia del CCR en todo el mundo aumente hasta los 2,5 

millones de casos nuevos en 203521,23.   

 

 La industrialización y el crecimiento económico han contribuido a la adquisición de 

un patrón dietético occidental, un estilo de vida sedentario y un aumento de la obesidad, que 

son los principales factores de riesgo del CCR asociados al estilo de vida24. Por lo tanto, la 

occidentalización de los países unida a los altos niveles de ingresos y educación tiende a ir 

seguida de un aumento de la incidencia25,26. En este sentido, las tasas de incidencia 

estandarizadas por edad varían a lo largo de la geografía. Por ejemplo, la incidencia 

registrada en Hungría (51,2 casos por 100.000 habitantes) es 45 veces más alta que la 

registrada en Gambia (1,1 casos por 100.000 habitantes) en el mismo año. Esta variación a 

nivel mundial representa un efecto combinado de múltiples factores, como el estilo de vida, 

la genética y la esperanza de vida. Por ejemplo, los países subdesarrollados pueden tener 

tasas de incidencia más bajas porque menos personas viven hasta los 65-79 años, momento 

en el que se diagnostica la mayor parte del CCR22. 

 

 Los patrones temporales de las tasas de incidencia del CCR también varían a nivel 

mundial. En los países que se encuentran en transición económica de América del Sur, 

Europa del Este y Asia hay un incremento de la incidencia (Brasil, Eslovaquia y China). En 

los países consolidados con rentas altas de América del Norte, Europa y Oceanía la 

incidencia está disminuyendo (EE. UU., Francia y Nueva Zelanda), se ha mantenido 

relativamente estable (Reino Unido y Australia) o está aumentando (Italia, Noruega y 

España)23.  

 

 Estas tendencias de estabilización y disminución observadas en los países 

desarrollados se atribuyen principalmente a la implementación y mejora de los programas 

de cribado a los que se somete la población mayor de 50 años. De esta manera se permite 

un diagnóstico precoz de la enfermedad27,28. Además, los avances en el tratamiento del CCR 
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también han permitido un descenso de la mortalidad en países como Eslovenia o Italia23. 

Sin embargo, en los últimos años se ha observado un preocupante aumento de la incidencia 

del CCR en pacientes menores de 50 años, sobre todo de cáncer de recto y colon 

izquierdo29–32.  

 

 En España, la estimación para el año 2022 realizada por REDECAN sitúa al CCR 

como el tumor más diagnosticado en la población general (43.370 casos). Se prevé que sea 

el segundo tumor más incidente en varones (26.862 casos), después del cáncer de próstata 

(30.884) y por delante del cáncer de pulmón (22.316). En mujeres, se estima que el CCR 

será el segundo tumor más frecuente (16.508 casos), por detrás del cáncer de mama que 

registrará aproximadamente 34.750 casos. En cuanto a la mortalidad, los últimos datos 

facilitados por la SEOM indican que el CCR fue el segundo tipo tumoral más letal para ambos 

sexos en 2020 (935.173 defunciones). En varones, fue el segundo más mortal por detrás 

del cáncer de pulmón. En mujeres, el CCR fue el tercero con más mortalidad, por detrás del 

cáncer de mama y pulmón33.  

 

2.2. Clasificación del CCR  

 

 En la actualidad, para el diagnóstico del CCR se emplean fundamentalmente dos 

clasificaciones: la clasificación TNM (tumor node metastasis) y la clasificación histológica. 

Cabe destacar que la clasificación del CCR es de gran importancia tanto para el diagnóstico 

como para el tratamiento, ya que este tipo de tumor muestra cambios en la supervivencia y 

en la respuesta a la quimioterapia en función del subtipo de CCR que se presente34. 

  

2.2.1. Clasificación TNM  

 

 La clasificación TNM es el método de estadiaje de neoplasias establecido por el 

International American Joint Committee on Cancer (AJCC)35 y la Unión Internacional contra 

el Cáncer. Se trata de un sistema dual que determina el tamaño del tumor y hasta dónde se 

ha extendido la enfermedad en el organismo. Hoy en día, el sistema de clasificación TNM 

se emplea en la práctica clínica para evaluar el estadio en el que se encuentra el tumor en 

el momento del diagnóstico36. Se basa en la observación de tres parámetros fundamentales 

(Tabla 1):  

 - El tamaño (T) y el grado de invasión local del tumor primario.  

 - El grado de afectación ganglionar (N). Según la AJCC, el número mínimo de 

ganglios que deben analizarse es de 10-13 ganglios linfáticos perirrectales y/o pericólicos36.   

 - Presencia o ausencia de metástasis a distancia (M).  
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Tabla 1. Sistema de clasificación internacional TNM para el cáncer colorrectal. 

T: Tumor primario 

Tx No es posible evaluar el tumor primario 

T0 No existe evidencia de tumor primario 

Tis Carcinoma in situ intraepitelial o con invasión de la lámina propia 

T1 Tumor infiltrante a nivel de submucosa 

T2 Tumor infiltrante a nivel de lámina muscular propia 

T3 Tumor infiltrante a nivel de serosa 

T4 Tumor perforante (peritoneo, vesical o invasión de órganos adyacentes) 

N: Afectación ganglionar 

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales 

N0 No existe diseminación hacia los ganglios linfáticos regionales 

N1 Entre 1 y 13 ganglios linfáticos perirrectales o pericólicos afectados 

N2 ≥4 ganglios linfáticos perirrectales o pericólicos afectados 

M: Metástasis a distancia 

Mx No puede determinarse 

M0 No existe evidencia de metástasis a distancia 

M1 Presencia de metástasis a distancia 

 

2.2.2. Clasificación histológica 

 

 A nivel histológico, el ADC colorrectal se define como un tumor maligno del tejido 

epitelial de la mucosa intestinal. Presenta alteraciones en las criptas de Lieberükn, 

invaginaciones del epitelio que ocupa desde la luz intestinal hasta la mucosa, mostrándose 

más alargadas que el tejido normal y con pérdida de la estructura normal de la mucosa. 

Estas células tumorales se caracterizan por su elevada tasa mitótica y un aumento del 

tamaño de los núcleos. Desde el punto de vista histopatológico, la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) clasifica los ADC colorrectales en cinco subtipos37 (Figura 5):  

 - Adenocarcinoma mucinoso: más del 50% de estos tumores están formados por 

células de Globet productoras de mucina. Es el subtipo más frecuente de CCR.  

 - Adenocarcinoma de células en anillo de sello: aunque también está formado 

por más del 50% de células de Globet, la mucina sintetizada se localiza en grandes vacuolas 

citoplasmáticas, generando un desplazamiento del núcleo y una morfología típica de anillo 

de sello.  

 - Carcinoma medular: su característica principal es la aparición de células 

tumorales en láminas con rasgos morfológicos bien definidos (nucléolo prominente, núcleo 

vesicular y gran citoplasma) y con grandes focos de infiltración linfocitaria intraepitelial. Es 

un subtipo histológico poco frecuente.  

 - Carcinoma adenoescamoso: subtipo poco frecuente de CCR donde se observan 

entremezcladas células típicas de ADC y de carcinoma de células escamosas.  
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 - Carcinoma indiferenciado: es un subtipo con histología variable que engloba a 

aquellos tumores donde sus células han perdido las características de diferenciación 

morfológica típicas del tejido normal.  

 

 

Figura 5. Histología del cáncer colorrectal. Se representan imágenes microscópicas tras tinción 

con hematoxilina/eosina de la mucosa del colon normal y sus variantes histopatológicas. 

 

2.3. Tratamiento del CCR 

 

 Dados los avances en los tratamientos primarios y adyuvantes, el tiempo de 

supervivencia en el CCR ha ido mejorando. Por lo general, el tratamiento del CCR se basa 

en la extirpación completa del tumor y de las metástasis, lo que requiere en la mayoría de 

los casos una intervención quirúrgica38. Sin embargo, a pesar de la mejora en los programas 

de cribado para reducir la incidencia del CCR, casi una cuarta parte se diagnostican en un 

estadio avanzado con metástasis. Además, el 20% de los casos restantes pueden 

desarrollar metástasis metacrónicas, lo que dificulta su seguimiento y el control 

quirúrgico39,40. En el caso de los pacientes con lesiones no resecables o que no toleran la 

cirugía, el objetivo es reducir al máximo el tamaño del tumor y evitar su propagación y 

crecimiento. Para ello, la radioterapia y la quimioterapia son las principales estrategias 

terapéuticas. Cabe destacar que, en algunos casos, la quimioterapia o la radioterapia 

pueden aplicarse antes o después de la de la cirugía como tratamiento neoadyuvante o 

adyuvante para reducir y estabilizar el tumor41–43. 

 

 

 

 

 

Mucosa del colon normal Adenocarcinoma mucinoso

Carcinoma medular

Adenocarcinoma en anillo de sello

Carcinoma adenoescamoso Carcinoma indiferenciado
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2.3.1. Quimioterapia 

 

 La quimioterapia en el CCR incluye tanto la monoterapia como la terapia combinada, 

basadas principalmente en el tratamiento con 5-fluorouracilo (5-FU), oxaliplatino (OX), 

irinotecán (IRI) y capecitabina (CAP). Aunque hay estudios que sostienen que la 

monoterapia no es inferior al tratamiento combinado, este último sigue siendo la principal 

opción en primera línea con las combinaciones FOLFOX (5-FU+OX), FOXFIRI (5-FU+IRI), 

XELOX o CAPOX (CAP+OX) y CAPIRI (CAP+IRI)44–46. En las últimas décadas, se ha 

demostrado la eficacia de estos tratamientos en pacientes con CCR, especialmente los que 

presentan metástasis, donde se ha elevado la supervivencia global a casi 20 meses, por lo 

que la quimioterapia se ha convertido en la columna vertebral del tratamiento del CCR45,47,48. 

Sin embargo, la quimioterapia genera cierta toxicidad sistémica, una tasa de respuesta 

insatisfactoria, una resistencia innata o adquirida, y una baja especificidad tumoral. Por este 

motivo, en los últimos años el tratamiento del CCR se ha perfeccionado con el uso de 

terapias dirigidas y de la inmunoterapia, donde el factor clave son las alteraciones 

moleculares y las mutaciones que caracterizan el tumor. En este sentido, se trabaja para 

conseguir un tratamiento de precisión de la enfermedad, con menor toxicidad y que aumente 

la respuesta y la supervivencia.   

 

2.3.2. Terapia dirigida 

 

 Los primeros agentes dirigidos para el tratamiento del CCR fueron el cetuximab y 

el bevacizumab, aprobados en 2004. La terapia dirigida actúa frente a proteínas 

mediadoras de vías de señalización que median en el inicio, la progresión y diseminación 

del CCR, como la vía Wnt/β-catenina, Notch, Hedgehog, TGF-β/ SMAD, PI3K/AKT o la vía 

de RAS49,50. En general, la terapia dirigida está basada en tratamientos con inhibidores del 

factor de crecimiento del endotelio vascular y su receptor (VEGF; VEGFR) o inhibidores del 

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR): 

 - Terapia antiangiogénica (anti-VEGF/VEGFR): tiene como objetivo detener la 

formación de nuevos vasos sanguíneos que sostengan al tumor y su diseminación. En este 

grupo se incluyen el bevacizumab, regorafenib, ziv-aflivercept y ramucirumab51. 

 - Terapia anti-EGFR: tiene como objetivo detener o retrasar el crecimiento del 

tumor. Estos fármacos son el cetuximab y el panitumumab. Sin embargo, estos 

tratamientos tienen baja eficacia frente a tumores con mutaciones en los genes RAS o BRAF 

(BRAFV600E).  Frente a este último caso, se suele emplear una combinación de 

encorafenib (inhibidor específico) y cetuximab, normalmente en CCR metastásico51. 
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2.3.3. Inmunoterapia  

 

 La inmunoterapia está diseñada para estimular las defensas del paciente con el fin 

de neutralizar a las células tumorales, en base a los receptores que éstas presentan (PD-1 

y CTLA-4) y que tratan de escapar del sistema inmunitario. Principalmente, la terapia se 

dirige a los puntos de control del sistema inmune (inmune checkpoint inhibitors) para 

bloquear el escape del tumor de su detección por parte de las células T. La inmunoterapia 

frente al CCR comprende el uso de los siguientes anticuerpos monoclonales (mAbs):  

 - Pembrolizumab: está dirigido a PD-1, un receptor de las células tumorales. Se 

utiliza para tratar el CCR no resecable o metastásico con inestabilidad de microsatélites 

(MSI) o con deficiencia en la reparación de los errores de emparejamiento (mismatch repair 

deficiency; dMMR), producidos durante la replicación del ácido desoxirribonucleico (DNA)51. 

 - Nivolumab: está dirigido a PD-1 y se utiliza para el CCR metastásico con MSI o 

dMMR que no ha respondido a la quimioterapia convencional. Alternativamente, se puede 

utilizar la combinación nivolumab (anti-PD-1) + ipilimumab (anti-CTLA-4)51. 

 

3. Etiología del CCR 

 

 Los factores implicados en el desarrollo del CCR se pueden dividir en los siguientes 

grupos: 

  

3.1. Factores de riesgo asociados a la historia médica personal  

 

 Algunas enfermedades que afectan al tracto gastrointestinal inferior, como la 

enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), la presencia de 

pólipos en el colon o la diabetes, se asocian con un mayor riesgo de padecer CCR. 

 - Enfermedad inflamatoria intestinal (EII): aunque la etiología de la EII es 

desconocida, se considera que su desarrollo facilita una inflamación intestinal crónica. Por 

ello, el riesgo de desarrollar CCR aumenta con la extensión anatómica, la gravedad y la 

duración de la EII52,53. 

 - Pólipos: la presencia de pólipos también incrementa el riesgo de desarrollar CCR. 

Los pólipos adenomatosos de carácter velloso y los adenomas túbulo-vellosos presentan el 

mayor poder de malignización. Además, aquellos pólipos mayores de 2 cm o la presencia 

de múltiples pólipos presentan un alto potencial de malignización54. 

 - Diabetes Mellitus: los individuos con diabetes tipo II tienen un riesgo 2-3 veces 

mayor de desarrollar CCR en comparación con la población no diabética55,56. En este caso, 

se cree que el desarrollo del CCR está vinculado a un aumento de la concentración de 

insulina y del componente inflamatorio que se asocia a la diabetes.  
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3.2. Factores de riesgo hereditario 

 

 Si bien es cierto que la mayoría de los casos de CCR son esporádicos, la existencia 

de antecedentes familiares aumenta significativamente el riesgo de desarrollarlo. En este 

sentido, se considera CCR familiar cuando se presentan dos o más familiares de primer 

grado afectados por este tumor. Este fenómeno comparte tanto la predisposición genética 

heredada (5%) como los factores relacionados con el estilo de vida19. Asimismo, el riesgo 

aumenta en aquellos individuos de familias con síndromes hereditarios, como la poliposis 

adenomatosa familiar o el síndrome de Lynch57. 

 

3.3. Factores de riesgo biológicos 

 

3.3.1. Microbiota intestinal  

 

 En las personas sanas, el microbioma intestinal participa en el mantenimiento de la 

integridad de la barrera intestinal, protege contra los patógenos y desempeña un papel 

importante en la inmunomodulación. Recientemente, se ha descrito que la alteración en la 

composición y funcionalidad del microbioma intestinal establece un microambiente favorable 

para la iniciación y progresión del CCR58–62. 

 

3.3.2. Edad 

 

 Dado que aproximadamente el 90% de los nuevos casos de CCR se producen en 

individuos mayores de 50 años, la edad avanzada se considera uno de los factores de riesgo 

más significativos19,52. La edad media en el momento del diagnóstico es de 66 años63. El 

hecho de que el cáncer colorrectal sea una enfermedad relacionada con la edad explica su 

elevada incidencia en países con mayores esperanzas de vida64. No obstante, cabe destacar 

que en los últimos 40 años la incidencia del cáncer colorrectal de aparición temprana 

(individuos menores de 50 años) ha aumentado considerablemente en Estados Unidos y 

Europa65,66. 

 

3.3.3. Género y raza 

 

 Según la Sociedad Americana del Cáncer (ACS), los hombres tienen un 30% más 

de riesgo de desarrollar CCR que las mujeres, así como un peor pronóstico y una mortalidad 

aproximadamente un 40% mayor. Sin embargo, las mujeres son más propensas a 

desarrollar cáncer de colon derecho, que suele diagnosticarse en un estadio más avanzado 

y parece ser más agresivo que los tumores del lado izquierdo67. La incidencia del CCR 
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también varía sustancialmente según la raza. Los individuos negros no hispanos 

representan las incidencias más altas de todos los grupos raciales. Este grupo tiene una 

incidencia un 50% más alta que los asiáticos y un 20% más alta que los blancos no 

hispanos68. 

 

3.4. Factores de riesgo asociados al estilo de vida 

 

3.4.1. Dieta 

 

 La IARC ha clasificado la dieta rica en carne roja y procesada como probablemente 

cancerígena para el ser humano. Existen estudios que demuestran que el consumo regular 

de este tipo de alimentos incrementa el riesgo de padecer CCR en un 18%, ya que 

contribuye a la obesidad y a la resistencia a la insulina69,70. Por otro lado, se ha demostrado 

que las dietas ricas en fibra, fruta y verduras disminuyen el riesgo de desarrollar CCR en un 

50% gracias a las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de estos alimentos52. 

También, el consumo elevado de productos lácteos como la leche está asociado a un menor 

riesgo de padecer esta enfermedad. Este hecho se ha atribuido especialmente al contenido 

en calcio que impide la modificación de la mucosa intestinal por parte de los ácidos biliares 

y de los ácidos grasos71. 

 

3.4.2. Sobrepeso y obesidad 

 

 La acumulación anormal o excesiva de grasa, sobrepeso y obesidad, es un factor de 

riesgo importante para el desarrollo del CCR, incrementando el riesgo de padecerlo en un 

50% y 20%, respectivamente. Se calcula que el riesgo global de CCR aumenta un 3% por 

cada cinco kilos de aumento de peso72. Se ha descrito que la acumulación anormal o 

excesiva de grasa provoca alteraciones en las secreciones de hormonas y citoquinas del 

tejido adiposo. Estos factores tienen efectos mitogénicos sobre las células epiteliales, 

inhiben la apoptosis de las células, promueven el estrés oxidativo, suprimen la respuesta 

inmunitaria y reducen la actividad de IGF-1, procesos que se asocian con el desarrollo y la 

progresión del cáncer73,74. 

 

3.4.3. Inactividad física 

 

 Los datos epidemiológicos indican que el aumento de la incidencia del CCR en los 

países desarrollados y en vías de desarrollo puede ser el resultado de un estilo de vida 

sedentario. Se estima que las personas físicamente inactivas tienen hasta un 50% más de 

riesgo de desarrollar CCR en comparación con las más activas físicamente. Se ha 
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demostrado que los ejercicios físicos regulares mejoran la función del sistema inmunitario, 

reducen la inflamación, disminuyen el estrés, optimizan la tasa metabólica, ayudan a regular 

el nivel hormonal y previenen la obesidad39. 

 

3.4.4. Tabaco y alcohol 

 

 Se ha descrito que las personas que fuman cigarrillos tienen un riesgo 2-3 veces 

mayor de desarrollar CCR, en comparación con los no fumadores, aumentando el riesgo 

con la dosis y la duración de la exposición75. Además, se considera que al consumo de 

cigarrillos se le atribuye hasta el 12% de las muertes por cáncer colorrectal. Por su parte, el 

consumo de alcohol es otro factor que contribuye al desarrollo del CCR. Existe una 

correlación directa entre la cantidad de alcohol consumido y el riesgo de padecer CCR, 

llegando a existir un riesgo del 52% en aquellos individuos que toman más de cuatro bebidas 

al día19. 

 

4. Síndromes de predisposición hereditaria al CCR 

 

 Las variantes patogénicas germinales de genes que confieren un riesgo alto o 

moderado de desarrollar cáncer se detectan en el 6-10% de todos los casos de CCR76–78. 

El 20% de estas variantes se diagnostican antes de los 50 años. Los síndromes hereditarios 

de predisposición al CCR se dividen fenotípicamente en síndromes polipósicos y no 

polipósicos, basados en gran medida en el número y la histología de los pólipos 

colorrectales. Los síndromes más comunes son el síndrome de Lynch y la poliposis 

adenomatosa familiar (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Clasificación fenotípica de los síndromes de predisposición hereditaria al CCR con y 

sin poliposis, modo de herencia, genes causales y vías moleculares afectadas.  
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4.1.  CCR hereditario no polipósico (CCHNP) o síndrome de Lynch (SL) 

 

 El cáncer colorrectal hereditario no polipósico (CCHNP) o síndrome de Lynch (SL) 

constituye el síndrome hereditario más común que predispone al CCR, siendo el 

responsable del 3% de todos los nuevos diagnósticos79. Incrementa el riesgo de padecer 

CCR en un 65-80% en varones y un 30-70% en mujeres. En estos pacientes, el CCR se 

produce a una edad más temprana (45-60 años) respecto de los pacientes que tienen CCR 

esporádico (69 años)80, aunque la edad de aparición varía según el genotipo. El CCHNP se 

caracteriza por una aceleración de la carcinogénesis, donde la transformación de un 

adenoma en carcinoma tiene lugar en 2-3 años. Existen neoplasias extracolónicas 

asociadas al SL que incluyen el cáncer de endometrio (riesgo del 40-60%), ovario (9-12%), 

gástrico (2-13%), vías urinarias (4-6%) o tracto hepatobiliar (2%)81. Las variantes del SL 

incluyen el síndrome de Muir-Torre (SMT), que se caracteriza por adenomas sebáceos y 

otros tumores cutáneos (como queratoacantomas), y el síndrome de Turcot, que incluye el 

glioblastoma81,82. 

 

 El fenotipo del SL se caracteriza por un predominio de los cánceres en el lado 

derecho del colon y una propensión al CCR sincrónico y metacrónico82,83. Estos tumores 

suelen mostrar una diferenciación pobre con características mucinosas o un patrón de 

crecimiento medular, así como abundantes linfocitos infiltrados en el tumor84,85. La 

hipermutación es el resultado de una deficiente reparación de los emparejamientos erróneos 

(MMR) de las bases del ADN, por mutaciones en los genes responsables de repararlos. Esto 

confiere una predisposición al CCR y a otros cánceres a lo largo de la vida. Los cánceres 

colorrectales con reparación deficiente de los emparejamientos erróneos se asocian a un 

estadio más temprano en el momento del diagnóstico y a un menor riesgo de desarrollar 

metástasis, en comparación con los tumores que no tienen defectos en genes de MMR.  

 

 El SL es una enfermedad hereditaria autosómica dominante con una penetrancia de 

las mutaciones en los genes afectados de hasta el 80%. Su diagnóstico se realiza mediante 

la identificación de mutaciones en línea germinal en alguno de los genes reparadores como 

MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2, o una deleción en línea germinal de EpCAM (molécula de 

adhesión celular epitelial) que conduce a la inactivación epigenética de MSH282,86.  Se ha 

descrito que las mutaciones en MLH1 o MSH2 son responsables del 60 al 80% de todos los 

cánceres asociados al SL. Las mutaciones en MLH1 se asocian con un mayor riesgo de 

desarrollar CCR a una edad precoz, mientras que las mutaciones en MSH2 incrementan el 

riesgo de desarrollar tumores extracolónicos, fundamentalmente cáncer de endometrio. 

Cuando uno de los genes de MMR muta en la línea germinal, existe una alta probabilidad 

de que se produzca una segunda mutación somática en el otro alelo de ese gen que 
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inhabilite la función reparadora y pueda provocar cáncer. Estos errores acumulados en el 

sistema MMR pueden afectar a regiones codificantes de genes asociados a la progresión 

tumoral, como TGFβ, IGFIIR, MSH3 o BAX. Además, esta reparación defectuosa conduce 

a la inestabilidad de los microsatélites (MSI) característica de muchos tipos tumorales87. 

 

4.2.  Síndromes polipósicos  

 

 El CCR asociado a la poliposis hereditaria engloba a un conjunto de enfermedades 

con características variables. En los últimos años, se han descrito nuevos síndromes de 

predisposición asociados a la presencia de poliposis que se han detallado en la figura 6. 

 

4.2.1. Poliposis adenomatosa familiar 

 

 La poliposis adenomatosa familiar (PAF) se caracteriza por la presencia de múltiples 

adenomas colorrectales que afecta por igual a varones y mujeres. Constituye la variante de 

poliposis más importante y suele aparecer a partir de los 20 años. La PAF está asociada a 

variantes patogénicas germinales en APC, un supresor tumoral que desempeña un papel 

importante en la regulación de la vía WNT. Aunque la PAF presenta una herencia 

autosómica dominante, aproximadamente el 30% de los individuos afectados no tienen 

antecedentes familiares y presentan mutaciones de novo57. Los fenotipos son variables, 

algunos individuos presentan una poliposis clásica (de 100 a 1000 pólipos), mientras que 

otros pueden manifestar formas más sutiles (de 20 a 100 pólipos), a menudo denominadas 

poliposis adenomatosa familiar atenuada (PAFA). La PAFA se presenta en un 10% de los 

pacientes con PAF, y los pólipos o el CCR aparece unos 15 años después en comparación 

con la PAF88. La mayoría de los individuos con PAF también desarrollan neoplasias en el 

tracto gastrointestinal superior, incluyendo pólipos en la glándula fúndica gástrica y 

adenomas duodenales. Estas manifestaciones incrementan el riesgo de cáncer papilar de 

tiroides o tumores desmoides. Los síndromes de poliposis adenomatosa se han actualizado 

recientemente con la inclusión de dos formas autosómicas recesivas raras causadas por 

mutaciones bialélicas en los genes NTHL189 y MSH390. Este último es un gen MMR no 

asociado al síndrome de Lynch. 

 

4.2.2. Poliposis adenomatosa asociada a MUTYH 

 

 La poliposis adenomatosa asociada a MUTYH (PAM) es un síndrome autosómico 

recesivo asociado a variantes bialélicas germinales en el gen de reparación de escisión de 

bases MUTYH. Los individuos con MAP pueden mostrar una amplia gama de fenotipos, 

incluyendo la poliposis clásica y atenuada. Se ha descrito que las variantes monalélicas de 
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MUTYH están asociadas a un riesgo moderado (1,5-2 veces mayor) de padecer CCR, 

especialmente entre los individuos con una familiar de primer grado con CCR91. 

 

4.2.3. Poliposis asociada a la actividad correctora de errores de la 

polimerasa 

 

 La poliposis asociada a la actividad correctora de errores de la polimerasa (PAPP) 

se asocia con variantes germinales patogénicas en el dominio exonucleasa de las 

polimerasas épsilon (POLE) y delta (POLD1)92. Los individuos pueden presentar poliposis 

clásica o atenuada autosómica dominante, CCR y otros tumores que presentan 

hipermutación somática, generalmente con fenotipos asociados a defectos en la reparación 

del DNA.   

 

4.2.4. Síndrome de Peutz-Jeghers 

 

 El síndrome de Peutz-Jeghers se caracteriza por múltiples pólipos hamartomatosos 

en el tracto gastrointestinal y por un mayor riesgo de padecer varios tipos de cáncer, como 

el gastrointestinal (gástrico, colorrectal, pancreático), de mama, pulmón o el de cordón 

umbilical. Los individuos con este síndrome pueden presentar una prominente pigmentación 

mucocutánea y obstrucciones intestinales debido a invaginaciones de pólipos. Las variantes 

patogénicas germinales de STK11 se identifican en el 50-70% de los individuos93. 

 

4.2.5. Síndrome de poliposis juvenil 

 

 El síndrome de poliposis juvenil (SPJ) se caracteriza por múltiples hamartomas 

gástricos y/o colónicos. Las variantes patogénicas germinales en BMPR1A y SMAD4 se 

identifican en el 50-70% de los individuos afectados. El SPJ se asocia con un mayor riesgo 

de desarrollar cáncer gástrico y colorrectal. Los individuos con mutaciones en SMAD4 tienen 

riesgo de padecer telangiectasia hemorrágica hereditaria (THH)93. 

 

4.2.6. Síndrome PTEN-Harmatoma-Tumor 

 

 El síndrome PTEN-Hamartoma-Tumor (SPHT) se asocia con una mayor 

predisposición al cáncer de mama, tiroides, endometrio y riñón como resultado de variantes 

patogénicas germinales en PTEN. El fenotipo gastrointestinal del SPHT puede incluir 

hamartomas gástricos y colorrectales, adenomas, pólipos dentados, pólipos hiperplásicos, 

lipomas y ganglioneuromas94. 
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4.2.7. Síndrome de poliposis mixta hereditaria 

 

 La poliposis mixta hereditaria se caracteriza por la presencia de múltiples pólipos 

colorrectales de tipo histológico mixto, incluyendo lesiones dentadas, adenomas 

convencionales y hamartomas, y se asocia con un mayor riesgo de desarrollar CCR. 

Aunque la causa genética sigue siendo cuestionable en la mayoría de los casos, se han 

identificado duplicaciones en línea germinal del gen GREM1 en algunos individuos 

afectados95,96. 

 

5. Carcinogénesis del CCR 

 

 El CCR esporádico constituye el subtipo genético más prevalente englobando más 

del 80% de los casos. La mayoría se desarrollan a partir de eventos mutagénicos que tienen 

lugar en la mucosa colónica normal. Este proceso comienza con una alteración inicial en las 

criptas intestinales que evoluciona a una lesión neoplásica precursora (un pólipo) y, 

finalmente, progresa a un adenocarcinoma en un periodo estimado de 10-15 años. La célula 

de origen en la mayoría de los CCRs es una célula madre o célula stem localizada en la 

base de las criptas intestinales97,98. En estas células se produce una acumulación progresiva 

de alteraciones genéticas y epigenéticas que inactivan los genes supresores de tumores y 

activan los oncogenes permitiendo que se inicie la carcinogénesis colorrectal. Los primeros 

autores en describir un modelo de secuencia adenoma-carcinoma fueron Fearon y 

Vogelstein en 1980. Con este modelo, el epitelio del colon normal se transformaría en un 

adenoma que progresaría con los años hasta convertirse en un carcinoma con capacidad 

invasiva y metastásica99 (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Modelo de secuencia adenoma-carcinoma propuesto por Fearon y Vogelstein.  

 

10 – 15 años
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Actualmente, existen tres vías principales que explican la carcinogénesis colorrectal: la 

inestabilidad cromosómica, la inestabilidad de microsatélites y el fenotipo metilador de islas 

CpG100 (Figura 8). 

 

5.1.  Vía de inestabilidad cromosómica (CIN) 

 

 La inestabilidad cromosómica (CIN) es la vía más común, y es responsable del 70-

80% de las transiciones que se dan desde el epitelio normal a adenocarcinoma en la génesis 

del CCR esporádico101,102. La CIN resulta de defectos en la segregación cromosómica que 

generan aneuploidías, disfunciones teloméricas o defectos en los mecanismos de respuesta 

al daño en el DNA. La CIN se refiere a un aumento significativo de la ganancia o pérdida de 

la totalidad o de grandes porciones de cromosomas. Se caracteriza por la activación de 

oncogenes (KRAS y BRAF), la inactivación de genes supresores de tumores (APC y TP53), 

y una pérdida de heterocigosidad (LOH) en el brazo largo del cromosoma 18 (18qLOH), 

promoviendo así la tumorigénesis del CCR100,101. 

 

 Según el modelo propuesto por Fearon y Vogelstein, el primer paso incluye el 

silenciamiento del gen APC, que impide la degradación de la β-catenina y conduce a la 

formación de un adenoma benigno en el epitelio intestinal. Seguidamente, se producen 

mutaciones del gen KRAS en el estadio adenomatoso. Esto genera un aumento de la señal 

proliferativa transformándose en un adenoma avanzado. Finalmente, la deleción del 

cromosoma 18q (incluye genes como SMAD2, SMAD4 o DCC) y la inactivación del gen 

TP53 producen la transición hacia la malignidad99,103,104. Además, recientemente se ha 

descrito que las alteraciones genéticas en TGF-β y PI3KCA están implicadas en el modelo 

adenoma-carcinoma105,106. Además, las técnicas de hibridación genómica comparativa 

basada en arrays y en polimorfismos de nucleótido único (SNP) han permitido identificar 

pérdidas alélicas frecuentes en los brazos cromosómicos 1p, 5q, 8p, 17p, 18p, 18q, 20p y 

22q. Por otro lado, se han identificados ganancias del cromosoma 7 y de los brazos 

cromosómicos 1q, 8q, 12q, 13q y 20q84,107–109. Estas pérdidas y ganancias afectan a genes 

supresores de tumores y oncogenes, respectivamente, que facilitan la transformación de las 

células normales a cancerosas. 

 

5.2.  Vía de inestabilidad de microsatélites (MSI) 

 

 Otro tipo de inestabilidad genómica en el CCR es la inestabilidad de microsatélites 

(MSI) o vía mutadora, una característica distintiva de las células cancerosas. Los 

microsatélites son secuencias de nucleótidos cortas y repetitivas que se extienden a lo largo 

del genoma. Estas secuencias explican la alta tasa de errores que se da durante la 
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replicación del DNA. En estos casos, el sistema de reparación de errores del DNA (MMR) 

se encarga de reconocer y reparar estos desajustes generados durante la reparación. Los 

tumores se pueden clasificar en función de la presencia de marcadores STR (short tandem 

repeat). Así, se definen tumores con MSI-alta (MSI-H) si presentan 2 o más marcadores 

inestables; MSI-baja (MSI-L) si solo presentan un marcador inestable; o tumores estables 

(MSS) cuando no existe inestabilidad en ningún marcador. 

 

 La MSI es el sello distintivo de más del 95% de CCHNP o síndrome de Lynch, y sólo 

representa el 10-15% de todos los casos de CCR esporádico110. Los individuos con 

síndrome de Lynch desarrollan con frecuencia CCR-MSI debido a mutaciones en línea 

germinal en alguno de los genes MMR (MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2). Las mutaciones en 

el gen MLH1 o MSH2 conllevan un mayor riesgo (70-80%) de desarrollar cáncer, mientras 

que las mutaciones en el gen MSH6 o PMS2 tienen un riesgo comparativamente menor (25-

60%)111. La pérdida de función de estas proteínas ocasiona, además de la MSI, la 

acumulación de mutaciones somáticas en genes responsables del inicio y progresión de la 

enfermedad112. 

 

 Por el contrario, los CCR-MSI esporádicos presentan con frecuencia una pérdida de 

la actividad MMR debido al silenciamiento del gen MLH1 por metilación del ADN113. Los 

CCR-MSI esporádicos se correlacionan con la presencia de mutaciones en BRAF 

(BRAFV600E)114,115. Clínicamente, el CCR con mutación de BRAF se correlaciona con un 

mal pronóstico y menor supervivencia global116. Además, se ha descrito que las mutaciones 

en BRAF asociadas a CCR presentan un peor pronóstico en comparación con las 

mutaciones en RAS (KRAS y NRAS)117.  

 

5.3.  Vía serrada o vía del fenotipo metilador de Islas CpG (CIMP) 

 

 La metilación del DNA consiste en la adición de un grupo metilo en el carbono 5 de 

la citosina mediante las enzimas DNA metiltransferasas, generándose una 5 metil-citosina. 

Esto tiene lugar en los dinucleótidos CpG, conocidas como islas CpG, que se localizan en 

la región promotora de los genes, lo que bloquea la transcripción de los mismos118. En las 

células tumorales, la hipermetilación dentro de la región promotora puede llevar a la 

inactivación de los genes supresores de tumores y de los implicados en la reparación del 

DNA. Por su parte, la hipometilación global se asocia a la inestabilidad genómica, 

aberraciones cromosómicas y estadios avanzados del cáncer119. Las alteraciones en el 

patrón de metilación pueden afectar a prácticamente todas vías de señalización, incluyendo 

la vía de TP53, TGF/SMAD, Wnt, NOTCH y receptores tirosina-quinasa (RTK), implicadas 
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en regulación del ciclo celular, transcripción, estabilidad del ADN, apoptosis, adhesión 

celular, angiogénesis, invasión y metástasis120,121.  

 

 La vía del fenotipo metilador de islas CpG es la segunda vía más común en el CCR 

esporádico (15% de los casos). Los tumores CIMP suelen tener mutaciones en BRAF 

(BRAFV600E)122. El CIMP se subclasifica en base a la inestabilidad genética y epigenética 

integrada en CIMP-bajo (CIMP-L) y CIMP-alto (CIMP-H)123,124. Así, los tumores CIMP-H se 

correlacionan significativamente con la edad, el sexo femenino, la localización proximal del 

colon y con mutaciones en KRAS y BRAF125,126. Los marcadores CIMP más utilizados son 

MLH1, p16, MINT1, MINT2 y MINT31127. 

 

 

 

Figura 8. Vías de carcinogénesis del CCR. Adaptado de Keum et al. 2019.  

 

5.4.  Clasificación molecular del CCR 

 

 Aunque no existe una clasificación molecular estandarizada a nivel internacional, en 

2015 se estableció el “The Consensus Molecular Subtypes of Colorectal Cancer (CMS)” 128 

que clasifica la enfermedad en cuatro subtipos moleculares. Esta clasificación se basa en la 

integración de las tres vías de carcinogénesis atendiendo al estado de MSI y CIMP:  

 - CMS1: CIMP-H / MSI-H: presente en el 14% de los CCRs, con mayor frecuencia 

en el sexo femenino y localización en el colon proximal. Se suele diagnosticar en estadios 

avanzados y tienen peor pronóstico.  

 - CMS2: CIMP-L / MSI-H: abarca el 5% de los CCRs y se asocia al síndrome de 

Lynch. Tiene mayor localización proximal.  

 - CMS3: CIMP-H / MSS: presente en el 5-10% de los CCRs, se origina a partir de 

pólipos serrados y se asocia a mujeres ancianas con localización proximal.  

 - CMS4: CIMP-L / MSS: ocupa el 75% de los CCRs y se generan a partir de 

adenomas convencionales con presentación en el colon izquierdo. Estos pacientes tienen 

tasas de supervivencia más elevadas.  

Epitelio normal Lesión precursora Progresión Carcinoma

30-60 años 10-20 años 0-5 años

Adenoma Adenoma avanzado

Pólipo hiperplásico Adenoma serrado sésil
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Vía supresora o CIN

70-80% CRC esporádicos

CIN elevada

Vía serrada o CIMP

15% CRC esporádicos
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Normal Adenoma Cáncer

Vía mutadora o MIS
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Estabilidad cromosómica

Vía de inest. cromosómica (CIN)

70-80% CRC esporádicos
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Vía serrada o CIMP

15% CRC esporádicos

Inestabilidad microsatélites

Colon derecho

Vía mutadora o MIS

90% SL, 10% esporádicos
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Colon izquierdo y buen pronóstico
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6. Cáncer colorrectal de aparición temprana (EOCRC) 

 

 La incidencia global del CCR ha disminuido en los últimos años gracias a la mejora 

de los programas de cribado y de las estrategias terapéuticas. Sin embargo, la incidencia en 

adultos menores de 50 años se ha incrementado de una forma alarmante en las últimas dos 

décadas. Además, se han evidenciado diferencias epidemiológicas, clínicas, genéticas, y 

biológicas que permiten definir el CCR de aparición temprana como una entidad diferente. 

Por ello, en función de la edad en el momento del diagnóstico, el CCR se puede clasificar 

en dos entidades: CCR de aparición temprana (Early-Onset colorectal cancer; EOCRC) y 

CCR de aparición tardía (Late-Onset colorectal cancer; LOCRC), con puntos de corte 

variables en la literatura, aunque normalmente situado en los 50 años129. 

 

6.1. Epidemiología del EOCRC 

 

 El CCR se considera una enfermedad del adulto mayor, con una edad media de 

aparición de 66 años, aunque puede afectar a toda la población63. En los últimos 25 años, 

las tasas de EOCRC en Europa han aumentado drásticamente en pacientes de 20 a 49 

años, con un predominio del cáncer de colon distal y de recto. Por ejemplo, las tasas de 

cáncer de recto aumentaron un 1,8% cada año desde 1990 a 2016, siendo un 3,5% en 

adultos de entre 20 y 29 años66. Actualmente, esta tendencia se empieza a observar de 

forma global, incluyendo países como Estados Unidos, Australia o muchas regiones de 

Asia30,130. Así, en este momento el EOCRC representa el 10% del total de diagnósticos de 

CCR, siendo para este grupo de edad el segundo tumor más común y la tercera causa de 

muerte por cáncer131. Para 2030, se estima que el 10% de los cánceres de colon y el 25% 

de los cánceres de recto se diagnosticarán en pacientes menores de 50 años30. Las razones 

de este aumento desproporcionado se desconocen, en parte por la falta de datos 

epidemiológicos sólidos a nivel internacional y por el desconocimiento de los mecanismos 

moleculares implicados en la carcinogénesis del EOCRC.   

 

6.2. Características clínico-patológicas del EOCRC 

 

 El panorama clínico-patológico y molecular del EOCRC muestra una considerable 

heterogeneidad, donde el estadio avanzado de la enfermedad, la presencia de metástasis 

tempranas y sus características histopatológicas desfavorables son definitorias en este 

grupo (Tabla 2).  

 

 Varios estudios poblacionales han mostrado una proporción preocupantemente alta 

de diagnósticos de EOCRC en estadios III y IV, que oscila entre el 54% y el 61,8%, 
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respectivamente132,133. La baja sospecha de cáncer, el desconocimiento de la enfermedad, 

o la falta de reconocimiento de los síntomas preocupantes pueden llevar a un retraso en la 

evaluación de hasta 6 meses en comparación con el LOCRC134. Estos datos ponen de 

manifiesto la importancia de considerar el CCR como un posible diagnóstico en adultos 

menores de 50 años (independientemente de los antecedentes familiares), así como trabajar 

en la concienciación de jóvenes y profesionales para garantizar un diagnóstico y una 

intervención oportuna. En cuanto a su localización, el EOCRC se localiza fundamentalmente 

en el colon distal y en el recto135. Además, los pacientes jóvenes con CCR son más 

propensos a tener lesiones sincrónicas (en el momento del diagnóstico del tumor primario) 

y metacrónicas (durante el transcurso de la enfermedad)136,137. A nivel histológico, el EOCRC 

presenta con mayor frecuencia características histopatológicas adversas:  tumores con baja 

diferenciación y morfología mucinosa y/o de células en anillo de sello, lo que contribuye a 

una biología tumoral desfavorable, peor pronóstico, menor supervivencia y peor respuesta 

a la quimio-radioterapia neoadyuvante138. 

 

Tabla 2. Características clínico-patológicas y moleculares del CCR de aparición temprana y del 

CCR de aparición tardía.  

Características clínicas y moleculares 
EOCRC 

(<50 años) 

LOCRC 

(>50 años) 

Colon proximal  X 

Colon distal y recto X  

Etapa III y IV al diagnóstico X  

Sincrónicos y metacrónicos X  

Mucinoso/células en anillo de sello X  

Diferenciación pobre X  

Mayoritariamente MSS X  

MSI por metilación de la región promotora del gen MLH1  X 

CIN  X 

CIMP (-) X  

CIMP (+)  X 

MSS y CIN (-): MACS X  

 

6.3. Perfil molecular del EOCRC 

 

 Cada vez hay más pruebas que sugieren que el EOCRC puede representar una 

entidad diferente, definido por sus características biomoleculares específicas. Aunque la 

patogénesis del EOCRC está bien definida en individuos con SL, el 80% de los casos de 

CCR en este grupo son de origen esporádico, ya que no presentan mutaciones patogénicas 

en línea germinal en genes asociados a la predisposición de la enfermedad139,140. Estos 

pacientes tienen un perfil molecular distinto que el CCR vinculado al SL141. En este sentido, 
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el EOCRC esporádico se podría asociar a un efecto acumulativo de alteraciones genéticas 

que muestran una penetrancia variable142. Sin embargo, el conocimiento de los mecanismos 

moleculares implicados en su génesis sigue siendo un reto, ya que es imprescindible para 

diseñar estrategias de prevención, diagnóstico y seguimiento más eficaces. Para ello, es 

necesario encontrar nuevos marcadores que puedan incluirse en los programas de cribado 

del CCR, con el objetivo de identificar a la población de riesgo de una manera precoz.  

 

En este aspecto, la actividad de la telomerasa se ha postulado como un factor clave 

en el desarrollo del cáncer desde el punto de vista de la inmortalización celular, manteniendo 

el tamaño del telómero, o del envejecimiento y senescencia, acortando el mismo. Los 

telómeros cubren los extremos cromosómicos lineales para mantener su estabilidad, y se 

acortan en cada ciclo de la división celular. En las células sanas, la telomerasa pierda 

actividad y el acortamiento de los telómeros conduce finalmente a la senescencia celular y 

apoptosis. Sin embargo, en las células tumorales no se inhibe la actividad de la telomerasa 

y, en consecuencia, los telómeros no se acortan. Además, la división celular continuada 

provoca un acortamiento telomérico que puede conducir a la fusión de los extremos 

cromosómicos y a la CIN143. Por tanto, este evento se considera como un proceso de 

envejecimiento asociado a la inestabilidad genética y a la oncogénesis. Por ejemplo, se ha 

demostrado que el acortamiento telomérico aumenta el riesgo de desarrollar algunos 

cánceres como el cáncer de cabeza y cuello, vejiga, renal, pulmón, esófago o CCR144. Sin 

embargo, la relación entre la longitud telomérica (LT) y el riesgo de desarrollar EOCRC no 

ha sido bien documentada hasta el momento.  

 

 En el EOCRC, casi todos los tumores con MSI se asocian con el SL y rara vez 

presentan inactivación somática del gen MLH1145. Los tumores EOCRC esporádicos con 

MSI están asociados mayormente a la inactivación del gen MSH2146, mientras que la 

población mayor de 60 años con MSI presentan inactivación de MLH1 (83%) y metilación de 

su región promotora (62%).  

 

 En general, los pacientes más jóvenes suelen tener tumores con estabilidad de 

microsatélites (MSS), hipometilación de LINE-1 y mutaciones en los genes TP53 y 

CTNNB1147,148. Estos pacientes son menos propensos a albergar mutaciones en los genes 

K-Ras, B-Raf (BRAFV600E) y APC, o a mostrar metilaciones de islas CpG (CIMP-

L)136,145,149. La mayoría de los EOCRCs esporádicos (85%) que presentan estabilidad de 

microsatélites poseen un perfil distinto que el LOCRC-MSS, por lo que sigue siendo un 

subgrupo de tumores mal caracterizados. La ubicación del tumor en el colon distal, la baja 

frecuencia de otras neoplasias primarias y un componente familiar importante son, en este 

momento, las características más significativas del EOCRC-MSS150. También, se ha 
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propuesto la existencia de un subgrupo específico de tumores de EOCRC, denominados 

MACs. Estos tumores presentan MSS, pero no tienen CIN ni pertenecen a la vía serrada de 

carcinogénesis. Abarcan el 30% de los EOCRC esporádicos y no se conocen los 

mecanismos implicados en su génesis151. Estos pacientes tienen tumores localizados en el 

colon distal y el recto, con características histológicas de pronóstico desfavorable, 

metástasis en el momento del diagnóstico, y muestran una recurrencia temprana de la 

enfermedad. Además, presentan una supervivencia inferior que los pacientes con MSI o 

CIN152. 

 

6.4. Perfil cromosómico del EOCRC 

 

 La llegada de los estudios de hibridación genómica (comparative genomic 

hybridation) han permitido estudiar las alteraciones cromosómicas recurrentes que se dan 

en determinados tipos tumorales. Esto facilita la identificación de genes candidatos y de 

rutas de señalización afectadas, como por ejemplo las vías WNT/beta-catenina, RAS-MAPK, 

PI3K o TGF-β, frecuentemente alteradas en CRC148. Estas vías, que parecen estar sobre-

reguladas en la enfermedad de inicio temprano, desempeñan un papel fundamental en el 

inicio, progresión y metástasis del EOCRC.  

 

 Para el CCR, existen regiones cromosómicas con pérdida o ganancia de material 

genético que parecen estar afectadas de forma recurrente, por lo que se denominan 

“regiones recurrentemente alteradas” (RAR), las cuales podrían funcionar como marcadores 

pronósticos. En estas regiones se han descrito ganancias de material genético en 7p (que 

contiene el gen EGFR), 8q (MYC), 13q y 20q (ZNF217, CYP24 y AURKA). Por otra parte, 

se han identificado pérdidas en 8p (contiene el gen FGFR1), 17p (TP53) y 18p/q (SMAD4 y 

DCC)153. Sin embargo, en el momento actual no existe una correlación clara entre el perfil 

clínico-patológico y molecular del EOCRC y las ganancias y pérdidas de material genómico, 

a diferencia de lo que ocurre en el LOCRC. Esto podría deberse a que los tumores de 

aparición temprana poseen diferentes mecanismos moleculares implicados en su génesis y 

a que conforman un subtipo distinto dentro de la vía CIN.  

 

 En un estudio realizado recientemente con la colaboración de nuestro grupo, se 

comparó el perfil cromosómico tumoral de una cohorte de pacientes diagnosticados de CCR 

primario que englobaba los dos subgrupos de edad: EOCRC y LOCRC. El análisis de 

alteraciones en el número de copias del DNA (CNAs) mostró que el 97,3% de todos los 

tumores presentaban inestabilidad genómica y que el subgrupo de pacientes jóvenes 

mostraba una mayor frecuencia de cambios recurrentes. Por un lado, se pudieron observar 

alteraciones recurrentes comunes a los dos grupos de edad, lo que indicaría que los genes 
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afectados confieren una ventaja adaptativa a la célula tumoral independiente de la edad de 

inicio de la enfermedad. Por otro lado, se identificaron alteraciones recurrentes presentes en 

los dos subgrupos, pero con frecuencias estadísticamente significativas entre ellos. En 

concreto, las ganancias en 1p35.2-p31.1 y 3p21.31-p21.1, y las pérdidas en 1p36, 1p12, 

1q21, 9p13, 14q11, 16p13 y 16p12 son más frecuentes en los tumores colorrectales de inicio 

temprano, mientras que las ganancias en 7q11 y 7q22 predominan en los tumores de inicio 

tardío154. Estas diferencias podrían explicar los mecanismos implicados en la carcinogénesis 

del EOCRC esporádico, su etapa de formación, y sus características clínico-patológicas y 

moleculares distintivas en función de la edad155. 

 

6.5. Región cromosómica 16p13.12-p13.11 en EOCRC 

 

 Interesantemente, los estudios de hibridación realizados por nuestro grupo revelaron 

una deleción recurrente en el brazo corto del cromosoma 16, en concreto en la región 

16p13.12-p13.11, que se presentaba de forma más recurrente en pacientes jóvenes (33% 

EOCRC vs 16% LOCRC). La pérdida de esta pequeña región podría presentarse como una 

deleción única o junto a otras alteraciones cromosómicas156. En concreto, se trata de un 

hotspot genómico rico en repeticiones de pequeñas secuencias de DNA (low copy repeats, 

LCRs), altamente homólogas, con alta probabilidad de presentar CNAs mediante 

recombinaciones homólogas no alélicas.  Este tipo de recombinaciones podrían explicar la 

génesis de múltiples enfermedades como consecuencia de microdeleciones y 

microduplicaciones. Por ejemplo, las personas con microdeleciones en la región 16p13.11 

pueden presentar retrasos en el desarrollo, microcefalia, estatura pequeña, estrabismo o 

discapacidad intelectual con o sin anomalías congénitas que afectan al riñón, huesos, 

dientes, dedos o corazón157. Las personas con microduplicaciones en esta región son 

comunes en pacientes con esquizofrenia, epilepsia, autismo y trastorno por déficit de 

atención e hiperactividad158. 

 

 Desde un punto de vista molecular, esta región cromosómica, recurrentemente 

alterada en EOCRC, abarca un conjunto de genes que se detallan en la tabla 3.  
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Tabla 3. Genes localizados en la región cromosómica 16p13.12-p13.11. 

Gen Trastorno asociado 

ABCC6 Desarrollo de pseudoxantoma elástico (PXE) 

PDXDC1 Esquizofrenia 

NTAN1 Trastorno de la memoria y el aprendizaje 

BFAR Defectos en la apoptosis neuronal 

NPIPA2 Desconocido 

PLA2G10 Síndrome torácico agudo y enfermedad de células falciformes 

RRN3 Desconocido 

PKD1P6 Enfermedades hepáticas y renales poliquísticas 

NOMO1 Desarrollo de pseudoxantoma elástico (PXE) 

 

 En un contexto de cáncer, el gen NOMO1 (Nodal Modulator 1) cobra especial interés. 

Este gen codifica para una proteína que forma parte de un complejo proteico junto a Nicalina 

(NCLN) y TMEM147. Principalmente, este complejo actúa como antagonista de la vía de 

señalización Nodal durante el desarrollo embrionario159, la cual también presenta una alta 

actividad en distintos tipos tumorales, entre ellos el cáncer colorrectal160. Por este motivo, 

NOMO1 podría postularse como un gen candidato driver en el desarrollo del EOCRC dada 

la recurrencia con la que se pierde la región cromosómica en la que se encuentra.  

 

7. Papel de NOMO1 en la carcinogénesis del EOCRC 

 

 Hasta la fecha, son relativamente pocos los estudios que han investigado el papel 

de NOMO1 en carcinogénesis. Por ello, y dada la recurrencia con la que se pierde la región 

cromosómica 16p13.12-p13.11 en EOCRC, nuestro grupo se propuso estudiar el estado del 

gen NOMO1 en una serie de pacientes con CCR de cualquier rango de edad.  

 

 En una primera aproximación, el 100% de los pacientes con EOCRC estudiados por 

RT-qPCR mostraban deleción homocigota del gen NOMO1 en el tumor, independientemente 

del estado de la región 16p13.12-p13.11. Sin embargo, en el subgrupo de pacientes con 

CCR de inicio tardío no existió ningún caso con deleción de NOMO1 cuando la región 

cromosómica estaba conservada. Además, en aquellos casos de LOCRC donde si existía 

alteración en 16p13.12-p13.11, el estado de NOMO1 era variable, de forma que la deleción 

homocigota del gen solo estuvo presente en el 11,7% de los casos156. En una segunda 

aproximación, se amplió la serie de tumores colorrectales incluidos en el estudio hasta un 

total de 75 casos de EOCRC y 67 casos de LOCRC. Globalmente, un 81,3% de pacientes 

EOCRC presentaron deleción del gen NOMO1 en homocigosis, un 9,3% en heterocigosis y 

un 9,3% conservaban los dos alelos. En el grupo de LOCRC, únicamente el 4,5% de los 

pacientes mostraban la deleción en homocigosis, un 13,4% en heterocigosis y un 82,1% no 
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tenían alteración de NOMO1. Además, los pacientes con EOCRC se dividieron según el 

fenotipo de inestabilidad de microsatélites. En este caso, la deleción homocigota de NOMO1 

se observó en más del 90% de los tumores EOCRC-MSS, mientras que sólo estaba presente 

en el 43% de los tumores EOCRC-MSI. Sin embargo, la deleción en heterocigosis era más 

recurrente en los pacientes jóvenes inestables de microsatélites (31,2% EOCRC-MSI vs 

3,3% EOCRC-MSS)156.  

 

 Por otro lado, el estado del gen NOMO1 se analizó en DNA de sangre periférica de 

pacientes con CCR y en tejido polipoide. En el primer caso, NOMO1 no mostró ninguna 

alteración en línea germinal, concluyendo que la pérdida de este gen es de carácter 

somático. En el segundo caso, se observó que el 42,5% de los pólipos presentaban deleción 

heterocigota del gen. Así, el gen NOMO1 podría perder una primera copia en un estadio 

inicial de la enfermedad (lesión precursora), de forma que una segunda mutación en el otro 

alelo facilitaría la progresión hacia carcinoma.  

 

 Por ello, estos datos preliminares permiten postular a NOMO1 como un biomarcador 

de malignización asociado al EOCRC, particularmente del subtipo MSS.  

 

7.1. Aspectos generales de NOMO1 

 

 NOMO (también conocida como pM5) es la proteína codificada por el gen NOMO1, 

el cual está localizado en la región afectada del brazo corto del cromosoma 16159. Se trata 

de una proteína transmembrana de tipo I localizada en el retículo endoplasmático (RE), 

altamente conservada, y que tiene un tamaño de 130 KDa161. Está formada por un total de 

1222 aminoácidos repartidos en tres dominios principales: un dominio extracelular, un 

dominio de transmembrana helicoidal y un dominio citoplasmático.  En cuanto a su 

expresión, diferentes estudios han identificado niveles altos o moderados en tejidos como el 

cerebro, músculo esquelético, páncreas, pulmón, colon, hígado o estómago162. Aunque su 

función en tejido adulto se desconoce, esta proteína ha sido identificada como parte de un 

complejo proteico que actúa como antagonista de la vía Nodal, la cual es esencial para la 

especificación de la simetría corporal, y para la formación del mesodermo y endodermo 

durante el desarrollo embrionario163,164.  

 

7.2. Complejo NOMO/NCLN/TMEM147 

 

 Existen evidencias sobre la participación de NOMO en un complejo proteico 

localizado en la membrana del RE. Este complejo tiene una estructura similar al que forma 

la γ-secretasa, el cual es fundamental para el procesamiento proteolítico de varias proteínas 
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de transmembrana, como la proteína precursora β-amiloide asociada a la enfermedad del 

Alzheimer165. Este complejo está formado por cuatro proteínas de transmembrana: 

Presinilina 1 (actividad enzimática), Nicastrina (proteína de transmembrana tipo I), PEN2 y 

APH-1166.  

 

 En un primer acercamiento hacia la comprensión del complejo proteico al que 

pertenece NOMO, se identificó en el RE una proteína con una estructura muy similar a la 

Nicastrina, denominada Nicalina (NCLN, Nicastrin like protein). Esta proteína tiene 60 KDa 

y forma parte de un complejo proteico de alto peso molecular, independiente del complejo 

de la γ-secretasa, que presenta entre 200-220 KDa161. Diferentes estudios han afirmado que 

este complejo está formado por NOMO y NCLN, aunque no está claro la manera en la que 

se forma. También, se ha demostrado que NOMO y NCLN juegan un papel imprescindible 

en la formación del complejo, controlando de manera recíproca su expresión. Diversos 

estudios han corroborado la estrecha relación entre ambas proteínas, sugiriendo que son 

inestables cuando no están unidas entre sí, de forma que el complejo tiene un efecto 

estabilizador al igual que ocurre con los componentes del complejo γ-secretasa163,164.  

 

 Dado el tamaño del complejo proteico identificado en el RE (200-220 KDa), y el 

tamaño que tienen individualmente las proteínas NOMO (130 KDa) y NCLN (60 KDa), 

parecía evidente que no eran los únicos componentes del complejo. En este sentido, se 

confirmó la presencia de una proteína de transmembrana de 25 KDa (TMEM147) que 

presenta una distribución en los tejidos humanos idéntica a la de las otras dos proteínas163. 

Además, los niveles de expresión de TMEM147 parecen estar regulados también por NCLN, 

confirmando el papel como factor limitante en la formación del complejo de esta última. En 

cuanto a la formación de este complejo, primero se produciría la interacción entre NOMO y 

NCLN a través del dominio luminal y, posteriormente, se acoplaría TMEM147 al complejo a 

través del dominio transmembrana164.  

 

 Aunque se desconoce a qué nivel de la ruta de señalización actúa el complejo 

NOMO/NCLN/TMEM147, se ha propuesto que actúa como antagonista de la vía de 

señalización Nodal durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, se desconoce el papel 

que este complejo desempeña en el contexto de cáncer.  

 

8. Vía de señalización Nodal  

 

 La vía de señalización Nodal desempeña funciones ancestrales bien conservadas y 

esenciales durante el desarrollo embrionario. Por ejemplo, interviene en la formación del 

mesodermo y endodermo, en el mantenimiento de la pluripotencia y renovación de las 
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células madre embrionarias, en la simetría del embrión a lo largo del tercer eje izquierda-

derecha y en la promoción de la tumorigénesis160,167,168. 

 

 Los ligandos nodales son miembros de la familia del factor de crecimiento 

transformador beta (TGF-β), el cual desempeña un papel fundamental en inflamación, 

inmunidad y desarrollo embrionario, regulando la expresión de varios factores de 

transcripción críticos, como Mix-like, GATA, Sox y Fox169. La señalización Nodal/TGF- β se 

inicia por la unión del ligando Nodal a complejos hetero-multiméricos formados por 

receptores serina/treonina quinasa de tipo I y tipo II que activan a las proteínas SMADs. Se 

trata del receptor de la activina de tipo I ALK4/7 (ACVR1B/ACVR1C) y de tipo II ActRII-B 

(ACVR2B), y el correceptor Cripto-1 (TDGF1). La fosforilación y activación del complejo 

ALK4/7/ActRII-B permite la fosforilación de las proteínas citoplasmáticas SMAD2 y/o 

SMAD3. La activación de estas permite su interacción con SMAD4, dando lugar a la 

formación de un complejo transcripcional que se transloca al núcleo para activar a otros 

reguladores transcripcionales como FOXH1, TP53 y MIXER160,170 (Figura 9).  

 

 

Figura 9. Esquema de la vía de señalización Nodal y complejo antagonista 

NOMO/NCLN/TMEM147. 
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 Para la formación del complejo hetero-multimérico, es necesario una activación 

previa mediada por el correceptor Cripto-1. Así, Cripto-1 debe unirse previamente a ALK4 

para su activación y posterior reclutamiento de ActRII-B. Además, Cripto-1 participa en la 

activación de otras vías de señalización implicadas en carcinogénesis como la vía 

RAS/RAF/MAPK y la vía PI3K/AKT171. Las proteínas que actúan como correceptores de la 

vía Nodal confieren especificidad a los ligandos nodales para unirse al complejo receptor. 

En ausencia de correceptores, los ligandos nodales no podrían unirse y por lo tanto la vía 

no podría activarse164.  

 

 En cuanto a la regulación de la vía Nodal, existen inhibidores específicos como la 

proteína extracelular Lefty, la proteína de transmembrana Tomorregulina1 o la proteína 

DRAP. Lefty se encarga de antagonizar la vía Nodal a través de su interacción con los 

correceptores o con los ligandos nodales, de manera que impide la formación del complejo 

receptor167. Por su parte, la Tomorregulina1 antagoniza la vía uniéndose directamente al 

correceptor172, mientras que DRAP lo hace interaccionando con el factor de transcripción 

FOXH1, previniendo así su unión al DNA173. En último lugar, a pesar de que se desconoce 

a qué nivel de la ruta actúa, el complejo antagonista NOMO/NCLN/TMEM147 ha mostrado 

evidencias de que su pérdida de función genera fenotipos muy similares a los descritos para 

mutantes de la vía de señalización Nodal164. 

 

8.1. Papel de la vía Nodal en CCR 

 

 Hoy en día, está bien establecido en la comunidad investigadora que el cáncer es 

una patología heterogénea y que dentro de las células tumorales suele haber una 

subpoblación denominada células madre cancerosas (Cancer Stem Cells; CSC). Las CSC 

embrionarias poseen un nicho independiente que las protege, ofrecen quimio-resistencia y 

tienen capacidad de autorrenovación. Se cree que son las células iniciadoras del cáncer, así 

como el origen de las recaídas. Otra característica difundida en las CSC, pero no limitada a 

ellas, es la reactivación de algunas vías de señalización embriogénicas que son 

fundamentales para las células madre "normales" 174. Esto suele deberse a la expresión 

aberrante de algunas proteínas implicadas en vías de señalización que suelen estar activas 

en las células embrionarias. La reactivación de estas vías permite que las células 

cancerosas adquieran un fenotipo más agresivo, acelerando la transición epitelio-

mesénquima (EMT) y, por tanto, la invasión y la metástasis. 

 

 La vía Nodal presenta un papel importante en el mantenimiento de las CSC y en la 

carcinogénesis. Así, se ha descrito que un incremento en los niveles de expresión de las 

proteínas que actúan como ligandos de la vía favorece la progresión del melanoma maligno, 
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mientras que una inhibición de la vía disminuye la tumorigénesis175. Aunque la expresión de 

la mayoría de los genes que intervienen en la vía Nodal es infrecuente, existen evidencias 

de una alta actividad de la vía en determinados tipos tumorales176. Por ejemplo, la vía Nodal 

está implicada en la vascularización del cáncer de mama y en la aparición de metástasis en 

tumores como el melanoma, colon, ovario, próstata, endometrio y páncreas.  

 

 Numerosos estudios han encontrado que los ligandos nodales y el correceptor 

Cripto-1 están constitutivamente sobreexpresados en varios cánceres humanos, donde su 

alta expresión está fuertemente asociada con un peor pronóstico177,178. Entre ellos, destaca 

el cáncer colorrectal, el cáncer de mama, ovario, gástrico o pulmón171. Concretamente, 

Cripto-1 realiza funciones de regulación relacionadas con el desarrollo embrionario, el 

mantenimiento de la pluripotencia y la capacidad de autorrenovación de las células madre 

embrionarias. Dada su baja expresión en tejido sano, Cripto-1 se ha postulado junto a otros 

intermediarios de la vía Nodal como posible diana terapéutica en distintos tipos tumorales160. 

 

 En el caso del CCR, se ha demostrado en líneas celulares de cáncer de colon y en 

tejido tumoral humano que la sobreexpresión de los ligandos nodales y sus receptores es 

significativamente mayor, por lo que se puede asociar la ganancia de función de estas 

proteínas con la progresión del CCR179. Especialmente, se ha observado un aumento de la 

expresión de Cripto-1 en lesiones premalignas como adenomas, metaplasias intestinales o 

metaplasias de la mucosa gástrica, que se va incrementando durante la progresión hacia 

carcinoma. Algunos estudios en modelos animales han tratado de dilucidar los mecanismos 

por los cuales la vía Nodal facilita la progresión del CCR y sugieren que la activación de 

Cripto-1 puede promover la transición epitelio-mesénquima180. Además, se han estudiado 

otros mecanismos de señalización en los que interviene Cripto-1, como su interacción con 

la chaperona GRP78, un regulador de la homeostasis del RE que se expresa en las células 

tumorales. En CCR, existe una expresión diferencial de GRP78 entre el tejido normal y 

tumoral181. 

 

 Con todo esto, tanto el complejo antagonista NOMO/NCLN/TMEM147 como la 

desregulación de los intermediarios de la vía de señalización Nodal podrían tener un papel 

crucial en la génesis del cáncer colorrectal de aparición temprana.  
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Hipótesis 

 

 A nivel global, el cáncer colorrectal es el tercer tumor más frecuente y la segunda 

causa de muerte por cáncer, generando más de 900.000 fallecimientos cada año. El CCR 

se considera una enfermedad del adulto mayor donde la edad es el factor más influyente 

para su aparición, en consonancia con la mayoría de las enfermedades neoplásicas. Sin 

embargo, aunque la incidencia del CCR está en aumento debido al envejecimiento 

poblacional, la mortalidad por este tipo de tumor ha ido disminuyendo. Esto se debe a la 

implementación y mejora de los programas de cribado para el diagnóstico precoz a los que 

se someten las personas mayores de 50 años, así como a la aparición de estrategias 

terapéuticas más eficaces.  

 

 En cambio, la incidencia del cáncer colorrectal en pacientes menores de 50 años 

(EOCRC) ha aumentado considerablemente en las últimas décadas, representando en el 

momento actual el 10% del total de casos de CCR. Así, el EOCRC esporádico (75-80% de 

todos los casos de EOCRC) presenta importantes limitaciones, tanto para su diagnóstico 

precoz como para la identificación de biomarcadores específicos que permitan diagnosticar, 

pronosticar y diseñar planes de tratamiento eficientes. Este subgrupo de pacientes se 

caracteriza por un diagnóstico de la enfermedad en estadio avanzado, peor pronóstico y por 

presentar fenotipos más agresivos del tumor. Sin embargo, a diferencia del CCR de 

aparición tardía, las bases genéticas y los mecanismos de carcinogénesis implicados en el 

EOCRC son, hoy en día, una incógnita por resolver.  

 

 Un estudio preliminar de nuestro grupo, con el objetivo de identificar diferencias 

moleculares entre el CCR de aparición temprana y tardía, identificó una deleción recurrente 

en la región cromosómica 16p13.12-p13.11 en pacientes con EOCRC esporádico. Dentro 

de esta región se localiza el gen NOMO1, delecionado en homocigosis de forma somática 

en más del 80% de los casos de EOCRC, independientemente del estado de la región 

16p156. Además, la pérdida en heterocigosis del gen NOMO1 también fue identificada en 

lesiones benignas precursoras de la enfermedad (pólipos).  

 

 Con todo esto, la deleción del gen NOMO1 se posiciona como una alteración 

recurrente en EOCRC, aunque se desconocen los mecanismos moleculares alterados en 

tumores con este perfil genómico. Por ello, en este trabajo de tesis doctoral se hipotetiza 

que la pérdida del gen NOMO1 podría ser un evento precoz en el desarrollo del EOCRC, 

por lo que podría utilizarse como un biomarcador de malignización.  
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Objetivos 

 

 Vistos estos antecedentes, en este trabajo se propusieron los siguientes objetivos 

con el fin de identificar los mecanismos moleculares que podrían estar alterados en aquellos 

tumores con inactivación de NOMO1: 

 

1. Caracterizar funcionalmente la pérdida de NOMO1 en cáncer colorrectal de aparición 

temprana (EOCRC).  

 

 1.1 Generar distintas líneas celulares knockout (KO) para NOMO1 mediante el 

sistema de edición génica CRISPR/cas9.  

 1.2 Caracterizar el fenotipo de las líneas celulares NOMO1-KO.  

 1.3 Identificar posibles rutas de señalización alteradas tras la inactivación de NOMO1 

mediante el análisis del perfil transcriptómico y proteómico de las líneas celulares carentes 

de este gen.  

 

2. Determinar si la pérdida de Nomo1 es una mutación driver o passenger en EOCRC.  

  

 2.1 Generar un modelo murino condicional para Nomo1 mediante la herramienta de 

edición génica CRISPR/cas9.  

 2.2 Realizar un análisis anatomopatológico de los modelos murinos con inactivación 

de Nomo1. 

 

3. Analizar la sensibilidad al tratamiento con 5-fluorouracilo, irinotecán, oxaliplatino y 

cisplatino de las líneas celulares carentes de NOMO1.  

 

4. Estudiar la longitud telomérica y analizar su implicación en EOCRC.  
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Material y métodos 

 

1. Selección de pacientes 

 

 Para el estudio de LT, se seleccionaron un total de 96 casos consecutivos de 

EOCRC, de los que se excluyeron los casos con mutaciones patogénicas en alguno de los 

genes de susceptibilidad al CCR, quedando la muestra definitiva del estudio en 87 pacientes 

con EOCRC. Los casos se seleccionaron del estudio multicéntrico prospectivo definido como 

Spanish Early-Onset Colorectal Cancer Consortium (SECOC)182. Todos los pacientes fueron 

diagnosticados antes de los 50 años, sin antecedentes de EII, y con diagnóstico 

histopatológico de adenocarcinoma. Las características clínico-patológicas se determinaron 

a partir de una revisión detallada de las historias clínicas. Las variables incluyeron el sexo, 

la edad en el momento del diagnóstico de CCR, el índice de masa corporal (IMC), el estadio 

y localización del tumor en el momento del diagnóstico, las características histológicas 

(grado de diferenciación, componente mucinoso, células en "anillo de sello"), las neoplasias 

primarias múltiples (CCR sincrónico y metacrónico) y los antecedentes de cáncer familiar. 

Las muestras de sangre periférica (SP) de todos los pacientes incluidos en el estudio se 

recogieron antes de cualquier tipo de tratamiento quirúrgico, neoadyuvante (quimioterapia o 

radioterapia) o adyuvante. 

 

2. Técnicas de manipulación de ácidos nucleicos 

 

 La extracción de ácidos nucleicos se llevó a cabo a partir de SP, líneas celulares, 

fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) y tejido fresco procedente de ratón.  

 

2.1. Extracción de DNA a partir de sangre periférica  

 

 La extracción de DNA procedente de SP de pacientes con cáncer colorrectal se 

realizó a través del método tradicional de fenol-cloroformo. Estas muestras de DNA se 

utilizaron para el estudio de longitud telomérica. Para ello, se aislaron las células nucleadas 

mediante centrifugaciones repetidas y lisis osmótica de los eritrocitos con H2O estéril. El 

pellet celular leucocitario se resuspendió en tampón Fornace (0,25M sacarosa, 50mM Tris-

HCL pH 7,5, 25mM KCl, 5mM MgCl2) y se centrifugó a 1500 rpm, durante 10 minutos a 4ºC. 

El botón celular obtenido se resuspendió en los siguientes componentes: EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético) 10 mM pH 8,0, para posibilitar la inactivación de nucleasas; 50 

µg/mL de proteinasa K (ApliChem), para degradar las proteínas; SDS (dodecilsulfato sódico) 

al 1% de concentración, para romper la membrana celular. Esta mezcla se incubó durante 

16-24 horas a 55ºC. Tras ello, se procedió a la extracción y purificación del DNA tratándolo 
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con una mezcla de fenol, tamponado a pH 8,0, y CIAA (cloroformo: alcohol isoamílico 24:1), 

seguido de una centrifugación a 1800 rpm durante 10 minutos para separar las fases. El 

DNA, que se encuentra en la fase acuosa, se limpió de otros residuos celulares mezclándolo 

con CIAA y se centrifugó nuevamente para separar las fases. Tras esto, se recogió la fase 

acuosa y se añadió etanol absoluto frío para precipitar el DNA. En último lugar, se realizó un 

lavado con etanol al 70% para eliminar sales y restos proteicos, y se resuspendió el DNA en 

200 µL de ddH2O estéril. 

 

2.2. Extracción de DNA a partir de líneas celulares y MEFs 

 

Para la extracción de DNA a partir de líneas celulares y de MEFs, las células se 

recogieron de las placas de cultivo utilizando 1,5 mL del agente de disociación TrypLE 1X 

(GibcoTM), se lavaron con 5 mL de PBS (tampón fosfato salino) y se centrifugaron a 1200 

rpm durante 5 minutos. El precipitado celular se resuspendió en tampón Fornace, al que se 

le añadió EDTA 10 mM pH 8,0 para posibilitar la inactivación de las nucleasas, 50 µg/mL de 

proteinasa K (ApliChem) para degradar las proteínas, y SDS a una concentración final del 

1% para romper las membranas celulares. La mezcla se incubó a 55ºC durante 16-24 horas 

y se continuó de la misma manera que en la extracción de DNA procedente de sangre 

periférica.  

 

2.3. Extracción de DNA a partir de tejido fresco de ratón  

 

 En el caso del tejido fresco procedente de ratón, principalmente de tubo digestivo y 

cola, se tomaron muestras de 100-200 mg y se homogenizaron en tampón Fornace con el 

homogeneizador Polytron® System PT 1200 E (Thermo Fisher Scientific). Una vez 

disgregado el tejido, se incubó en una solución de lisis (Tris pH 8,0 10 mM, EDTA pH 8,0 5 

mM, NaCl 200 mM SDS 0,2% y proteinasa K) durante 12-16 horas a 55ºC. Finalmente, se 

realizó la extracción y purificación de DNA mediante el método tradicional de fenol-

cloroformo empleando el mismo procedimiento que en la extracción de DNA a partir de 

líneas celulares. 

 

2.4. Extracción de RNA a partir de líneas celulares y MEFs 

 

 Para la extracción del ácido ribonucleico (RNA), las células se lavaron con PBS, se 

recogieron de las placas de cultivo utilizando el agente de disociación TrypLE 1X (Gibco) y 

se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos. El pellet celular se resuspendió en 1 mL de 

TRIzol (Life Technologies) por placa de 10 cm de diámetro. La solución se pasó a tubos 

nuevos (Eppendorf®), se añadió 200 µL de cloroformo, se agitó en el vórtex durante 15 
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segundos y la mezcla se dejó a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. A 

continuación, se centrifugó a 12000 g, durante 15 minutos, a 4ºC. Se observaron tres fases 

diferenciadas: una fase inferior que contiene proteínas, una fase intermedia que contiene 

DNA, y una fase acuosa superior que contiene RNA. La fase acuosa superior se pasó a otro 

tubo y se añadieron 500 µL de isopropanol frío para precipitar el RNA. Esta mezcla se 

conservó a -80ºC durante unas 12-16 horas para aumentar el rendimiento de la precipitación. 

Posteriormente, se centrifugó la mezcla a 12000 g, a 4ºC, durante 10 minutos. Después, se 

aspiró el sobrenadante observándose el pellet de RNA en el fondo del tubo que fue lavado 

con 1 mL de etanol frío al 70% mediante una centrifugación a 12000 g, durante 10 minutos, 

a 4ºC. Se eliminó el sobrenadante y se dejó secar el pellet de RNA durante 1 hora. 

Finalmente, se resuspendió en 40 µL de agua libre de RNasas.  

 

2.5. Extracción de RNA a partir de tejido fresco de ratón 

 

 Para la extracción de RNA a partir de tejido fresco de ratón, se tomaron muestras de 

100-200 mg y se homogenizaron en tampón Fornace con el homogeneizador Polytron® 

System PT 1200 E. El tejido disgregado se resuspendió en 1 mL de TRIzol y se pasó a un 

nuevo tubo, se añadieron 200 µL de cloroformo y se agitó en el vórtex durante 15 segundos. 

A partir de este punto, se procedió a su purificación y precipitación de la misma forma que 

en la extracción de RNA a partir de líneas celulares.  

 

2.6. Cuantificación de ácidos nucleicos  

 

 La concentración de DNA y RNA procedente de sangre periférica, líneas celulares, 

MEFs y tejido fresco de ratón se determinó en un espectrofotómetro NanoDrop® 2000 

(Thermo Fisher Scientific) midiendo la absorbancia de la muestra a 260 nm. Así, el cociente 

entre las absorbancias A260/A280 permitió determinar el grado de pureza de las muestras, 

estableciendo el rango 1,8-2,0 como adecuado para su posterior manejo. En los casos 

donde el valor de pureza superó el límite inferior o superior establecido, la muestra no se 

consideraría apta para su uso debido a la contaminación por proteínas o solventes 

orgánicos. En ambos casos, el DNA y RNA fueron nuevamente purificados y cuantificados.  

 

 Para evitar una degradación progresiva o posible contaminación, las muestras de 

DNA y RNA se almacenaron en tubos Eppendorf® y se conservaron a -20ºC y -80ºC, 

respectivamente. 
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2.7. Amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR 

 

 El DNA extraído de las líneas celulares, de los MEFs y del tejido fresco de ratón fue 

amplificado mediante la reacción de amplificación PCR (polymerase chain reaction) en un 

volumen final de reacción de 25 µL. Para ello se utilizaron 12,5 µL del sistema PCR Master 

Mix 2X (Promega) (22 mM Tris-HCl a PH 8,4, 55 mM KCl, 1,65 mM de MgCl2, 220 µM de 

dNTP y 22 unidades de Taq DNA polimerasa), 1 µL de cada uno de los oligonucleótidos 

(forward y reverse) a una concentración de 0,5 µM cada uno y 9,5 µL de agua libre de 

nucleasas. A cada reacción se añadió 1 µL de DNA molde a una concentración de 200 ng/mL 

para su amplificación. En todos los casos, se utilizó como control negativo un tubo de 

reacción con todos los componentes excepto DNA. Los oligonucleótidos específicos 

diseñados para la amplificación de la región de interés de nuestros genes en estudio se 

muestran en la tabla 4. 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos empleados para la amplificación de la región de interés del gen 

NOMO1 mediante PCR: NOMO1-humano (h-NOMO1) y Nomo1-ratón (m-Nomo1). 

Gen Oligonucleótido forward (5´-3´) Oligonucleótido reverse (5´-3´) 
Tamaño 

amplicón 

h-NOMO1 

(exón 3) 
CAGTGCTCAGTACCATGTAG GGGAGGAATACAAACCCTC 337 pb 

m-Nomo1 

(exón 3) 
AGGGAGAAAGAGGATCAGCAG CCACACAGATTAGGACTCTACT 786 pb 

 

 Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador (Life 

Technologies-Invitrogen) utilizando un programa de PCR convencional, adaptado a la 

temperatura de anillamiento específica de cada pareja de oligonucleótidos (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Programa de amplificación estándar empleado para la amplificación del fragmento de 

interés, donde X es la temperatura de anillamiento específica de cada pareja de oligonucleótidos.  

 

95ºC 95ºC

72ºC 72ºC

4ºC

∞

10 min30 seg

30 seg

30 seg5 min

XºC

35-40 ciclos
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2.8. Electroforesis en gel de agarosa  

 

 Los fragmentos de DNA amplificados se separaron por su tamaño molecular 

mediante una electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2% en tampón TBE 0,5X (Tris 

0,045 M, ácido bórico 0,045 M, EDTA 1,0 mM, pH 8,0). Las muestras migraron en paralelo 

con un marcador de peso molecular derivado del DNA del fago ФX-174 cortado con la 

endonucleasa Haelll, que genera amplicones con los siguientes tamaños: 1,353, 1,078, 

0,872, 0,603, 0,310, 0,281, 0,271, 0,234, 0,194, 0,118 y 0,072 kb. El tampón de carga 

añadido a la muestra de DNA incorporaba dos colorantes que permitió monitorizar su 

migración en el gel: el xileno de cianol, que migra aproximadamente con los fragmentos de 

5 kb en un gel de agarosa al 0,8%, y el azul de bromofenol, que migra junto a los fragmentos 

de aproximadamente 0,5 kb. La electroforesis se llevó a cabo durante 40 minutos con un 

potencial constante de 120 voltios. Posteriormente, los fragmentos de DNA amplificado se 

observaron gracias al componente SYBR® Safe DNA Gel Stain (1:10000) (Invitrogen, Life 

Technologies), que se intercala entre las bases nitrogenadas del DNA y emite fluorescencia 

al ser expuesto a la luz ultravioleta (UV) (254 nm). Los resultados obtenidos se capturaron 

gracias a un sistema de fotografía digital acoplado al software de tratamiento de imágenes 

KODAK iD software v3.5.4 (Kodak). 

 

2.9. Purificación de fragmentos de DNA amplificados mediante PCR 

 

 La purificación de los fragmentos de DNA obtenidos tras la amplificación se realizó 

utilizando el kit PureLink® PCR Purification Kit (Life Technologies-Invitrogen, California, 

U.S.A). Para ello, se mezcló el producto de PCR con 4 volúmenes de la solución “Binding”. 

Esta mezcla se pasó a una columna y se centrifugó a 10000 rpm, durante un minuto. 

Seguidamente, se limpió el DNA añadiendo a la misma columna 500 µL de la solución “wash 

buffer” y se centrifugó a 10000 rpm, durante un minuto. Se decantó el filtrado y se volvió a 

centrifugar para secar la columna. Finalmente, el DNA adherido a la membrana se eluyó en 

40 µL de “elution buffer” con una última centrifugación de 10000 rpm, durante un minuto. La 

concentración y pureza del filtrado obtenido se cuantificó en un NanoDrop® y se conservó 

en un nuevo tubo Eppendorf® a -20ºC. 

 

2.10. Secuenciación mediante el método de Sanger 

 

 Se analizaron mediante secuenciación automática los productos de PCR purificados 

del gen NOMO1 procedentes de las líneas celulares, de los MEFs y de las muestras 

primarias de ratón empleadas en este trabajo. 
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 Para la secuenciación automática, se utilizó un total de 50-80 ng de DNA purificado 

con 3 pmol del oligonucleótido “forward” o “reverse” correspondiente en un volumen final de 

8 µL. Para la reacción de secuenciación Sanger se utilizó el Kit BigDye Terminator® v.3.1. 

Este procedimiento se llevó a cabo en un secuenciador automático ABI PRISM 377 DNA 

Sequencer (Applied Biosystems, Inc.), perteneciente al Servicio de Secuenciación del ADN 

de la Universidad de Salamanca. 

 

 La lectura y el análisis de las secuencias automáticas se realizó con la ayuda del 

programa SnapGene® Viewer v.5.2 (Figura 11). La homología con las secuencias de 

referencia depositadas en las bases de datos GenBank se realizó con el programa BLAST 

de los servidores http://genome.ucsc.edu.  

 

 

Figura 11. Secuencia correspondiente al exón 3 del gen NOMO1 (46 pb).  

 

2.11. Síntesis de DNA complementario (cDNA) mediante transcripción reversa 

(RT) 

 

 Para cuantificar la expresión génica fue necesario sintetizar el DNA complementario 

(cDNA) en un paso previo. En este caso, el material de partida fue RNA mensajero (mRNA), 

que necesita ser retro-transcrito a cDNA a través de una reacción que se conoce como 

transcripción reversa (RT). La RT es una técnica que permite sintetizar el cDNA a partir de 

una molécula de RNA de cadena simple utilizando la enzima transcriptasa reversa que 

genera una cadena simple y complementaria a la cadena molde de RNA (Figura 12).  
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Figura 12.  Esquema de síntesis de DNA complementario (cDNA) a partir de RNA mensajero 

(mRNA).   

 

 En este caso, se ha empleado el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied BiosystemsTM). Para ello, se utilizó un máximo de 2 µg de RNA total en un volumen 

de 10 µL. A este volumen se añadió una mezcla de 10 µL compuesta por: 2 µl de 10X RT 

Buffer, 0,8 µL de 25X dNTP Mix (100 mM), 2 µL de 10X RT Random Primers, 1 µL de 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase, 1 µL de RNase Inhibitor y 3,2 µL de H2O. La 

preparación de esta reacción se hizo en hielo y se llevó a un termociclador para la reacción 

de síntesis con las condiciones que se detallan en la tabla 5. Finalmente, el cDNA obtenido 

se conservó a -20ºC hasta su uso.  

 

Tabla 5. Condiciones para la síntesis de cDNA mediante transcripción reversa (RT).  

 Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 

Temperatura 25ºC 37ºC 85ºC 4ºC 

Tiempo 10 min 120 min 5 min ∞ 

 

2.12. PCR cuantitativa-comparativa en tiempo real (RT-qPCR) 

 

 La PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) es una variante de la PCR utilizada 

para amplificar y cuantificar de forma absoluta y simultánea un determinado fragmento de 

DNA183. De esta manera, se puede detectar y evaluar la cinética de esta reacción de 

amplificación a lo largo de un determinado número de ciclos. Se fundamenta en la 

adaptación de un termociclador y un fluorímetro, que permite detectar la fluorescencia 

emitida por sondas fluorescentes o componentes intercalantes unidos al DNA. Así, la 

monitorización de la fluorescencia detectada permite determinar el número de copias del 

mRNA

RT

DNA Pol

Buffer + 
dNTPs

cDNA

RT

Oligonucleótidos “random”
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fragmento de interés al inicio de la reacción y detectar variaciones tales como deleciones o 

amplificaciones.  

  

 Estos valores se pueden cuantificar con precisión a través del ciclo umbral (Ct), que 

indica el número de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia 

diferencial (ΔRn) respecto a la señal base de emisión y que es directamente proporcional a 

la cantidad inicial de DNA molde. A partir de este ciclo, comienza a producirse la 

amplificación de nuestro fragmento de interés, generándose una curva de amplificación 

(Figura 13) que se estabiliza conforme avanzan los ciclos, indicando la finalización de la 

reacción.  

 

 

Figura 13. Curva de amplificación de DNA medida por el aumento de fluorescencia del agente 

intercalante. 

 

 La temperatura de fusión (Tm) es otro parámetro que permite caracterizar el 

producto amplificado y medir la especificidad de la reacción. Se representa en una curva de 

temperaturas, llamada curva de fusión (Melt curve) (Figura 14), que se genera al finalizar la 

etapa de extensión de la RT-qPCR, y donde Tm indica la temperatura a la cual se ha 

desnaturalizado el 50% de nuestro DNA genómico. El pico máximo de esta curva nos 

permite detectar la especificidad de la reacción en el sentido de no generar amplicones de 

otros fragmentos donde puedan anillar los oligonucleótidos. En este sentido, una curva con 

más de un “pico” en la curva de fusión indicaría una reacción inespecífica, donde estaríamos 

cuantificando DNA que no es de nuestro interés.  
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Figura 14. Representación gráfica de las curvas de fusión de los productos de amplificación para 

el control endógeno (LEMD3) y el fragmento de interés del gen NOMO1. En el eje de abscisas 

se representa el gradiente de temperatura y en el eje de ordenadas la fluorescencia detectada 

en unidades arbitrarias.  

 

 Para determinar, en las muestras en estudio, el número de copias exacto de nuestro 

fragmento de interés es necesario comparar su Ct con el Ct de una muestra control, de la 

cual conocemos el número de copias que posee. Estas reacciones de amplificación deben 

tener lugar de forma simultánea y en el mismo equipo. Para analizar los cambios relativos 

en la cuantificación de nuestro fragmento debidos a otros factores, se amplifica un fragmento 

de un gen de referencia o copia única (control endógeno) que no tiene variación en el número 

de copias en la patología a estudiar. Así, en este trabajo se ha utilizado el método de 

cuantificación relativa ΔΔCt, que determina los cambios relativos en la carga genética como 

pérdidas de heterocigosidad, deleciones o amplificaciones de nuestro gen de interés, 

normalizando con una muestra control y un control endógeno. En este caso, se ha utilizado 

como control endógeno un fragmento del exón 1 del gen LEMD3 (Tabla 6).  

 

Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados en los ensayos de pérdida de heterocigosidad (LOH) 

mediante PCR cuantitativa-comparativa en tiempo real (RT-qPCR): NOMO1 G1+G2 y LEMD3.  

Gen Oligonucleótido forward (5´-3´) Oligonucleótido reverse (5´-3´) 
Tamaño 

amplicón 

NOMO1 

G1+G2 

(exón 3) 

CTTTTAGGGGGATTTCATTCTG ACCAAAACTCCACCCTAGGGG 52 pb 

LEMD3 

(exón 1) 
GCGGCTGCCGGGAGTCTAGACAG GGTAGGTATGATTGGAGCCCG 343 pb 

 

Temperatura (ºC) Temperatura (ºC)

NOMO1LEMD3



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel MATERIAL Y MÉTODOS 

 
 

 70 

 

 Las amplificaciones tuvieron lugar partiendo de una misma cantidad de DNA 

genómico al inicio de la reacción. Para ello, el DNA se cuantificó utilizando un NanoDrop® y 

se diluyó en ddH2O hasta obtener una concentración final de 20 ng/uL.  

 

 Cada pocillo de reacción tuvo un volumen final de 10 µL ajustado de la siguiente 

manera: se mezclaron 5 µL del agente intercalante SYBR® Green PCR Máster Mix (Roche, 

Basilea, Suiza), 0,5 µL de cada oligonucleótido, 4 µL de H2O libre de nucleasas y 2 µL de 

DNA (40 ng) de la muestra correspondiente. El programa de amplificación necesario para 

cada fragmento de interés se ajusta en una puesta a punto, previa al estudio de las muestras 

(Figura 15).  

 

 

Figura 15. Representación gráfica del programa establecido en el termociclador para la 

cuantificación relativa del número de copias del fragmento de interés del gen NOMO1 mediante 

RT-qPCR.   

 

 Cuando la muestra de partida es cDNA, obtenemos una cuantificación que indica los 

niveles de expresión relativa de nuestro fragmento de interés. En este caso, añadimos 200 

ng totales de cDNA en un volumen de 2 µL a cada pocillo de reacción. Para los estudios de 

expresión de este trabajo, se ha utilizado como control endógeno el gen GAPDH (Tabla 7), 

un gen con expresión constante en el tipo de muestras estudiadas. Para el resto del 

procedimiento se procede de la misma manera que para la RT-qPCR en DNA genómico.  

 

Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados en los ensayos de expresión génica mediante PCR 

cuantitativa-comparativa en tiempo real (RT-qPCR).  

Gen Oligonucleótido forward (5´-3´) Oligonucleótido reverse (5´-3´) 
Tamaño 

amplicón 

h-NCLN 

(exón 4-5) 
AGTGACTGGCTGATTGCCA CGTGCGCTTGTAGGTGT 204 pb 

h-TMEM147 

(exón 1-3) 
CAACGCCTTCTGGAAATGCG TATCAGGTCTGCCACATCCA 160 pb 

m-Nomo1 

(exón 3) 
AGACGGACTGTGCTCCTA CTTGCCATTCACAGAGAAGC 200 pb 

95º C 95º C 95º C 95º C

58º C 58º C10:00 00:15

01:00 01:00

00:15
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00:15
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Todas las reacciones de RT-qPCR se llevaron a cabo en placas ópticas de 96 

pocillos MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode 0.1 mL (Life 

Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.). Para cada muestra se cuantificaron, 

simultáneamente, el número de copias o la expresión relativa de los genes de interés y de 

los controles endógenos, según el caso. Para cada uno de ellos se establecieron 3 réplicas 

con el fin de minimizar la variabilidad en la concentración de partida de las muestras. Las 

placas se cubrieron con las láminas transparente ópticas MicroAmp® Optical Adhesive Film 

(Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.). De esta manera, se evitó la evaporación 

de la muestra durante la reacción y se permitió la penetración del láser para detectar la 

fluorescencia emitida.   

 

 Se utilizó el equipo StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Life Technologies-

Invitrogen, California, U.S.A.) para llevar a cabo la qPCR. Se compone de un termociclador 

adaptado a un fluorímetro con varios canales de lectura de fluorescencia. El análisis de 

resultados se llevó a cabo con programa StepOne software v.2.1 (Life Technologies-

Invitrogen, California, U.S.A.).  

 

2.13. Estudio de longitud telomérica mediante RT-qPCR 

 

Para el estudio de LT en pacientes con EOCRC, se llevó a cabo una cuantificación 

absoluta mediante RT-qPCR empleando el kit Absolute Human Telomere Length 

Quantification qPCR Assay Kit (ScienCellTM). El kit aporta los oligonucleótidos necesarios 

para amplificar la región de interés (TEL), el gen de referencia (SCR), y un DNA control cuya 

LT es conocida. Así, el oligonucleótido TEL reconoce y amplifica las secuencias teloméricas, 

mientras que el oligonucleótido SCR funciona como control endógeno. Este último reconoce 

y amplifica una secuencia de 100 pares de bases, localizada en el cromosoma 17 y que 

actúa como referencia para normalizar los datos. La normalización se llevó a cabo mediante 

el método de cuantificación relativa ΔΔCt. La longitud relativa de cada muestra en estudio 

se volvió a normalizar con la obtenida en la muestra control, obteniendo así la LT absoluta 

de cada paciente.  

 

 En este caso, cada pocillo de reacción tuvo un volumen final de 20 µL, ajustado de 

la siguiente manera: se mezclaron 10 µL del agente intercalante SYBR® Green PCR Máster 

Mix, 1 µL de cada oligonucleótido, 7 µL de H2O libre de nucleasas, y 2 µL de DNA (10 ng) 

de la muestra correspondiente. El programa de amplificación necesario para cada fragmento 

de interés se detalla en la figura 16. Cada paciente fue estudiado por triplicado para TEL y 

por triplicado para SCR.  
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Figura 16. Representación gráfica del programa establecido en el termociclador para la 

cuantificación absoluta de la longitud telomérica de pacientes con EOCRC. 

 

2.14. Discriminación alélica mediante PCR con sondas TaqMan 

 

Durante la discriminación alélica con sondas TaqMan, la amplificación y detección 

del genotipo tiene lugar de forma simultánea. Las sondas TaqMan son oligonucleótidos que 

hibridan de forma específica con cada alelo, en la región donde se sitúa el polimorfismo. 

Estas sondas están marcadas con un fluorocromo donador en el extremo 5’, que emite 

fluorescencia al ser excitado, y con un fluorocromo aceptor o “quencher” en el extremo 3’, el 

cual absorbe la fluorescencia emitida por el donador mientras se encuentren próximos. 

Durante la amplificación de la secuencia diana, la sonda hibrida con su cadena 

complementaria y la DNA polimerasa, a través de su actividad 5’-3’ exonucleasa, hidroliza 

el extremo 5’ libre de la sonda y produce la liberación del fluorocromo donador. Así, la 

fluorescencia captada por el lector es proporcional a la cantidad de DNA amplificado, 

permitiendo en todo momento reconocer y registrar la cinética de la reacción. 

 

En nuestro estudio, hemos utilizado una sonda específica para detectar el 

polimorfismo rs2853669 (A>G) del gen hTERT, el cual ha sido asociado con el acortamiento 

telomérico. Esta sonda estaba marcada con los fluorocromos VIC y FAM para cada alelo. 

Para llevar a cabo la reacción de amplificación mediante PCR, se utilizaron 40 ng de DNA, 

a los que se añadieron 5 µL del TaqMan® Universal PCR Master Mix. Para la detección de 

fluorescencia se empleó el mismo equipo que en la RT-qPCR.  

 

2.15. Estudio del transcriptoma 

 

 Los cambios en los perfiles de expresión génica, generados por la inactivación de 

NOMO1 en las líneas celulares empleadas en este trabajo, se estudiaron a través de dos 

aproximaciones: los microarrays de expresión (WT PLUS Affymetrix) y la secuenciación de 

RNA (RNA-seq). Como paso previo, se extrajo RNA total de 3 clones independientes 

NOMO1-WT y 3 clones independientes NOMO1-KO de las líneas celulares HCT-116 y HS-
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5. Para ello, se utilizó el kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Durante este procedimiento también se realizó un tratamiento 

de digestión de DNA genómico empleando el set RNAse-Free DNase Set (Qiagen, Hilden, 

Alemania). El RNA total extraído se cuantificó y se midió su calidad mediante un NanoDrop 

2000. 

 

2.15.1.  Microarrays de expresión (WT PLUS Affymetrix) 

 

 El análisis del transcriptoma mediante array de expresión se llevó a cabo en el 

Servicio de Genómica del Centro de Investigación del Cáncer (CIC) de Salamanca.  

 

 En primer lugar, se evaluó la integridad del RNA total utilizando el bioanalizador 

Agilent 2100 (Agilent Technologies, CA, U.S.A). Posteriormente, las muestras fueron 

hibridadas y etiquetadas siguiendo el protocolo de la plataforma Affymetrix PrimeView 

Human Gene Expression Array #901838 (ThermoFisher Scientific) que permite la lectura de 

más de 36000 transcritos por cada muestra. Tras el etiquetado, se amplificaron y marcaron 

100 ng de RNA total de cada clon, utilizando el kit GeneChip® WT PLUS Reagent Kit de 

Affymetrix, y se hibridaron en Clariom S Human Array.  Para el lavado y escaneo de las 

muestras se utilizó el sistema GeneChip de Affymetrix siguiendo las instrucciones del 

fabricante (GeneChip Hybridization Oven 645, GeneChip Fluidics Station 450 y GeneChip 

Scanner 7G). Los datos brutos de los microarrays se normalizaron por cuantiles, se 

corrigieron por el fondo y se transformaron en log2 mediante el procedimiento Robust Multi-

array Average (RMA) en el paquete “oligo R” (v.1.54.1) utilizando una referencia cdf 

personalizada de BrainArray (v.25.0.0). Los análisis de expresión génica diferencial se 

llevaron a cabo con el paquete limma (v.3.46.0). En este caso, se establecieron dos puntos 

de corte para considerar la expresión diferencial de genes en función de su valor absoluto 

de expresión o fold change (FC):  

FC superior o igual a 1,5: sobre-expresado. 

FC inferior o igual a -1,5: infra-expresado. 

 

2.15.2.  Secuenciación de RNA (RNA-seq) 

 

 La secuenciación del RNA de los distintos clones NOMO1-WT y NOMO1-KO de las 

líneas celulares utilizadas en este trabajo se realizó a través de la plataforma Macrogen, Inc. 

(Seúl, Corea del Sur).  

 

Se enviaron al menos 0,5 µg de RNA total de cada muestra con un RIN>7 y un 

rRNA>1. En un primer paso, se realizó una depleción del RNA ribosómico (rRNA) con Ribo-



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel MATERIAL Y MÉTODOS 

 
 

 74 

 

Zero y se preparó la librería de cDNA con el kit Truseq stranded total RNA with Ribo-Zero 

(Illumina®). Posteriormente, se llevó a cabo la secuenciación de la librería en el equipo 

NovaSeq6000 150PE (150 pb x 2), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron 

un rango de 61,8-78,7 millones de lectura por cada muestra. El esquema de trabajo que 

sigue Illumina para la secuenciación de RNA mediante Next Generation Sequencing (NGS) 

tiene 4 etapas básicas (Figura 17):   

 

 

Figura 17. Esquema de trabajo para la secuenciación de RNA.  

  

1. Preparación de la muestra: para la construcción de la librería, se extrajo RNA total y se 

realizó el control de calidad (QC).  

2. Construcción de la librería: para preparar la librería se realizó una fragmentación aleatoria 

del DNA o cDNA presente en la muestra, seguida de la ligación de los adaptadores en los 

extremos 5’ y 3’. A continuación, los fragmentos ligados y adaptados se amplifican mediante 

PCR y se purifican en gel.   

3. Secuenciación: para la generación de clúster, la librería se cargó en una celda de flujo 

donde los fragmentos fueron capturados por oligonucleótidos complementarios a los 

adaptadores de la librería. Estos fragmentos se amplificaron en grupos clonales distintos de 

manera que cada clúster quedó preparado para su secuenciación. 

4. Procesamiento de datos: el secuenciador de Illumina generó imágenes de datos en bruto 

utilizando el software RTA (Real Time Analysis). Los datos se convirtieron en formato 

FASTQ utilizando el paquete de Illumina “bcl2fastq” para realizar la lectura de las 

secuencias.  

 

- Análisis de datos: Las secuencias adaptadoras y las bases de baja calidad se recortaron 

con Trimmomatic (v.0.39). La calidad de las lecturas crudas y recortadas se analizó 

mediante la herramienta FASTQC (v.0.11.9) y las lecturas emparejadas se alinearon con el 

genoma humano de referencia hg19 mediante el alineador STAR (v.2.7.9a). La secuencia 

del genoma de referencia (hg19, Genome Reference Consortium GRCg37) y los datos de 

anotación (v.87) se descargaron del sitio web Ensembl (www.ensemble.org). Los recuentes 

a nivel de genes se calcularon utilizando el paquete HTSeq (v.0.12.4) y se normalizaron a 

través del método de la mediana de ratios. Finalmente, el análisis de expresión génica 

diferencial se realizó con el paquete DESeq2 R (v.1.30.1). 

Secuenciación de RNA

Preparación de muestras Construcción de librería Secuenciación Procesamiento de datos

http://www.ensemble.org/
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3. Técnicas de manipulación de proteínas 

 

 La extracción de proteínas se llevó a cabo de las líneas celulares y de las muestras 

de tejido fresco de ratón.  

 

3.1. Extracción de proteínas a partir de líneas celulares 

 

 Para la obtención de extractos proteicos totales, procedentes de las líneas celulares, 

las células se tripsinizaron, previo lavado con PBS, en las placas de cultivo con 2 mL del 

agente de disociación TrypLE 1X (Gibco). Posteriormente, las células se centrifugaron a 

1200 rpm, durante 5 minutos, y el pellet celular se incubó durante 30 minutos en hielo con 

un buffer de lisis suave (BLS) (NaCl 140 nM, EDTA 10 mM, 10% glicerina, 1% Nonidet P-

40, Tris 20 mM, pH 8,0). El BLS fue suplementado con los siguientes inhibidores de 

proteasas: PMSF 1 mM, pepstatina 1 µM, aprotinina 1 µg/mL, leupeptina 1 µg/mL y 

ortovanadato sódico 1 mM. Una vez terminada la incubación con BLS, se centrifugaron los 

extractos a 13200 rpm, durante 15 minutos, a 4ºC, y se transfirieron los sobrenadantes 

resultantes a un nuevo tubo Eppendorf®. Estos extractos finales se almacenaron a -80ºC 

hasta su uso.  

 

3.2. Cuantificación de proteínas por el método Bradford 

 

 Los extractos proteicos totales obtenidos se cuantificaron mediante el método 

Bradford, basado en el uso del colorante “azul brillante G-250 Coomassie”. Cuando este 

reactivo se une a las proteínas presentes en la muestra, vira de un color pardo a un color 

rojo-azulado, indicativo de que se ha alterado su máximo de absorción (de 465 nm a 595 

nm). De esta manera, la absorbancia medida a 595 nm tiene una relación directa con la 

cantidad de proteína presente en la muestra184. Se utilizó el reactivo comercial Bio-Rad 

Protein Assay (Bio-Rad) y se realizó una curva patrón con concentraciones crecientes y 

conocidas de la albúmina sérica bovina (BSA). Tras la cuantificación, se prepararon 

extractos con la misma cantidad de proteína total, a los que se añadió tampón de carga (Tris 

100 mM pH 6,8, 20% glicerol, 4% SDS, 0,05% azul de bromofenol y 2% β-mercaptoetanol). 

Finalmente, los extractos se desnaturalizaron a 100ºC durante 5 minutos en un baño seco.  

 

3.3. Electroforesis en SDS-PAGE  

 

 Las proteínas se separaron en función de su tamaño mediante electroforesis vertical 

en geles SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate – polyacrilamide gel electrophoresis). El SDS 

es un detergente aniónico encargado de desnaturalizar y unirse a las proteínas, 
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confiriéndoles una carga negativa uniforme gracias a sus grupos sulfato. Así, la carga de la 

proteína queda enmascarada por las moléculas de SDS de manera que se alcanza una 

relación carga: masa uniforme. Esto permite que las proteínas migren de igual manera hacia 

el polo positivo en función de su masa molecular.  

 

 Para separar las proteínas en función de su tamaño se preparó un gel separador 

(resolving) a un porcentaje de acrilamida variable en función del tamaño de las proteínas a 

separar (8-12% acrilamida/bis-acrilamida 30%) (Bio-Rad) en tampón Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8 

y SDS al 10%. Encima de este gel separador, se preparó un gel concentrador (stacking) 

compuesto por acrilamida al 4,8% y bis-acrilamida al 0,128% en tampón Tris-HCl, pH 6,8, a 

0,125 M y 3,5 mM de SDS. Para la polimerización de ambos tipos de geles, se añadió un 

agente iniciador de la polimerización, el persulfato de amonio (APS) y un catalizador de la 

formación de radicales libres, el TEMED (N, N, N´, N´-tetrametiletilenodiamina).  

 

 Se cargaron un total de 50 ng/pocillo de cada extracto proteico analizado en este 

trabajo. La electroforesis se realizó a un voltaje constante (120 voltios) en condiciones 

desnaturalizantes en tampón de carrera (Tris 20 mM, Glicina 192 mM y SDS al 1%). Como 

marcador de peso molecular se utilizó el marcador PageRulerTM Prestained Protein Ladder 

Plus (Thermo Fisher Scientific) que muestra los siguientes tamaños en KDa: 170, 130, 100, 

70, 55, 35, 25, 15 y 10.  

 

3.4. Transferencia semi-seca y western blot (WB) 

 

 Después de la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana PVDF 

Immobilon-P (Millipore Corporation) mediante el sistema de transferencia semi-seca TRANS 

BLOT® (Bio-Rad) durante 45 minutos a 25 voltios. El tampón de transferencia estaba 

compuesto por 25 mM Tris-HCl, pH 8,5, 192 mM Glicina y 20% metanol.  

 

 Tras la transferencia, y para llevar a cabo el western blot (WB), la membrana se 

bloqueó durante 1 hora, en rotación y a temperatura ambiente, en una solución de leche 

desnatada en polvo al 5% en tampón TBST-T (Tween-20 al 0,1% en TBS) con el fin de 

saturar todos los sitios inespecíficos de unión a proteínas. A continuación, la membrana se 

incubó a 4ºC, durante toda la noche, con el anticuerpo primario (Tabla 8) necesario para 

detectar nuestra proteína de interés a la dilución correspondiente en TBS-T (3-5% BSA), 

según las recomendaciones del fabricante. Después de la incubación, se realizaron 3 

lavados durante 10 minutos cada uno con TBS-T en agitación y se incubó la membrana con 

el anticuerpo secundario (Tabla 8) a una dilución 1:10000 conjugado a distintos fluorocromos 

en función de su reactividad. Esta incubación se realizó durante una hora y en agitación. 
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Finalmente, se realizaron 3 lavados con TBS-T y se reveló la membrana en el equipo LI-

COR Odyssey Infrared Imaging System, que detecta la fluorescencia emitida por los 

anticuerpos secundarios reconociendo la fracción constante de los anticuerpos específicos 

de las proteínas a estudiar en cada caso. Para la cuantificación de la intensidad de las 

bandas obtenidas se empleó el software ImageJ.    

 

3.5. Anticuerpos 

 

 En este trabajo se han estudiado los niveles de expresión proteica de las siguientes 

proteínas (Tabla 8): NOMO, NCLN, TMEM147, CRIPTO-1, ALK4, ACTRII-B, SMAD2/3, 

pSMAD2/3, SMAD4, HMGA1, LMNB1, CTND1, E-Cadherina, Vimentina y β-Catenina. Como 

control de carga se ha utilizado la ACTINA.  

 

Tabla 8. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en este trabajo para la determinación de 

expresión proteica mediante western blot (WB).  

Anticuerpo Tipo Origen 
Conc. 

WB 

Tamaño 

proteína 

(kDa) 

Casa comercial 

ACTINA Primario Ratón 1:10000 43 SigmaAldrich (A5441) 

NOMO Primario Cabra 1:250 130 R&D Systems (AF3755) 

NCLN Primario Conejo 1:500 62 SigmaAldrich (SAB1501379) 

TMEM147 Primario Conejo 1:1000 25 Abcam (ab97624) 

CRIPTO-1 Primario Conejo 1:1000 18 Novus Biologicals (100-1598) 

ALK4 Primario Conejo 1:1000 57 Abcam (ab109300) 

ACTRII-B Primario Ratón 1:500 58 Santa Cruz (sc-390977) 

SMAD2/3 Primario Ratón 1:1000 55-60 Santa Cruz (sc-398844) 

pSMAD2/3 Primario Conejo 1:1000 55-60 Abcam (ab272332) 

SMAD4 Primario Ratón 1:1000 61 Santa Cruz (sc-7966) 

HMGA1 Primario Conejo 1:1000 12 GeneTex (GTX122110) 

LMNB1 Primario Conejo 1:1000 66 Sigma-Aldrich (ZRB1143) 

CTND1 Primario Conejo 1:1000 108 GeneTex (GTX130448) 

E-Cadherina Primario Ratón 1:1000 120/80 Santa Cruz (sc-8426) 

Vimentina Primario Ratón 1:1000 57 Santa Cruz (Sc-6260) 

β-Catenina Primario Ratón 1:1000 92 BD Biosciences (610154) 

Anti-Mouse Secundario Cabra 1:10000  ThermoFisher (35518) 

Anti-Rabbit Secundario Cabra 1:10000  ThermoFisher (SA5-35571) 

Anti-Goat Secundario Burro 1:10000  Santa Cruz (sc-2020) 

Anti-Rat Secundario Cabra 1:10000  ThermoFisher (A-11006) 
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3.6. Estudio del proteoma mediante cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas (LC-IMS/MS)  

 

 Los cambios en los perfiles de expresión proteica tras la inactivación de NOMO se 

analizaron mediante cromatografía líquida por espectrometría de masas (LC-IMS/MS). El 

procesamiento de las muestras se llevó a cabo en la Unidad de Proteómica del Parque 

Científico y Tecnológico de Vizcaya. El diseño y análisis de los datos se realizó en 

colaboración con la Unidad de Proteómica del CIC de Salamanca. Para ello, se compararon 

un total de 4 réplicas de un clon NOMO-WT y 4 réplicas de un clon NOMO-KO de las líneas 

celulares HCT-116 y HS-5.  

 

 Todas las células purificadas (2000-3000 células) fueron procesadas con solución 

de lisis e inhibidores de fosfatasas y proteasas185. Posteriormente, se redujeron 0,5 µg de 

proteína total con ditiotreitol (DTT) 10 mM + yodiacetamida 55 mM a temperatura ambiente 

durante 45 minutos. Las proteínas se digirieron con tripsina (1:50) a 37 ºC durante 18 horas. 

Luego, la mezcla de péptidos se acidificó con TFA al 0,1 % y se desalinizó con C18 

StageTips. Las muestras se almacenaron a -20 ºC hasta que se realizaron las pruebas LC-

IMS/MS.  

 

 Para el análisis LC-IMS/MS se utilizó un sistema nanoUPLC (NanoElute, Bruker) con 

una columna C18 de 15 cm x 75 µm, con partículas C18 de 1.6 µm (Ion Optics Inc.) y 120 

minutos de gradiente (3-50% de ACN a 300 nL/min.), que se acopla a un TimsTOF Pro 

(Bruker). El TimsTOF Pro se configuró en modo PASEF (Fragmentación En Serie De 

Acumulación Paralela) utilizando Compass Hystar 5.036.0. Los ajustes para 11 muestras 

por día fueron los siguientes: rango de masa 100 a 1700 m/z, 1/K0 Inicio 0,6-Fin 1,6 V⋅s/cm2, 

tiempo de rampa 110,1 ms, ciclo de trabajo de bloqueo 100 %, volumen capilar 1600 V, gas 

seco 3 l/min, temperatura seca 180 °C, configuración de PASEF: 10 escaneos MS/MS (ciclo 

total 1,27 s), rango de carga 0-5, exclusión activa 0,4 min, intensidad objetivo programada 

10000, umbral de intensidad 2500, Energía de colisión CID 42eV186.  

 

 Todos los archivos sin procesar fueron analizados con el software MaxQuant 

v1.6.6.0 utilizando el motor de búsqueda integrado Andromeda. La búsqueda de datos se 

realizó contra el proteoma de referencia Uniprot humano y una base de datos de señuelo 

inverso separada que utiliza una especificidad de tripsina estricta que permite hasta 2 

escisiones perdidas. La longitud mínima del péptido se estableció en 7 aminoácidos 

considerando la carbamidometilación de cisteínas como modificación fija y la N-acetilación 

y oxidación de metioninas como modificaciones variables. La masa máxima de péptidos (Da) 

se estableció en 8000. Todas las demás configuraciones en los parámetros globales o de 
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grupo fueron las predeterminadas para MaxQuant. El cribado de PTMS se realizó siguiendo 

PTMScan Direct PTMScan® m (Cell Signaling Technology, EEUU) con las ligeras 

modificaciones descritas187,188. 

 

4. Análisis de enriquecimiento funcionales  

 

 Una vez se generaron las lecturas de los transcritos (mediante los microarrays de 

expresión y secuenciación de RNA) y proteínas (mediante el proteoma), se realizó un 

análisis de enriquecimiento de rutas utilizando la herramienta WebGestalt (WEB-based 

GEne SeT AnaLysis Toolkit; http://www.webgestalt.org). Esta herramienta de análisis 

permite realizar estudios de enriquecimientos funcionales derivados de la desregulación de 

un conjunto de genes. Esta herramienta incluye hasta 12 organismos diferentes, 

reconociendo más de 342 identificadores diferentes de genes y dispone de 155175 

categorías funcionales distintas donde poder clasificar estos genes expresados de manera 

diferencial189.  

 

El funcionamiento de la herramienta web se puede resumir en los siguientes pasos: 

 

- Se introdujo el organismo de estudio: Homo sapiens.  

- Se seleccionó el tipo de análisis: Over Represent Analysis (ORA) o Gene Set 

Enrichment Analysis (GSEA). La plataforma permite analizar según Wikipathways, 

Pathway Commons, dianas de factores de transcripción, dianas de microRNAs, 

redes de interacción de proteínas, localización cromosómica, asociación a 

enfermedades, asociación a fármacos o fenotipos. 

- En el sistema de identificación de rutas “pathway” se seleccionó la base de datos 

para identificar las rutas enriquecidas: “reactome” o “KEGG”.  En el sistema de rutas 

“community-contributed” se eligió la base de datos “Hallmarks”. 

- Se introdujo el listado de genes o proteínas diferencialmente expresadas utilizando 

los siguientes identificadores: Gene symbol (array de expresión), Ensembl (RNA-

seq) o UniProt ID (proteoma). 

- Se seleccionó un conjunto de datos de referencia. En nuestro caso, “genome 

Protein-coding”.  

- Se estableció el método de ajuste para testeo múltiple y nivel de significancia: el 

número de mínimo de genes por categorías fue “2” para el análisis ORA y “3” para 

el análisis GSEA, con un máximo de “2000” y un nivel de significancia “top 20”.  

 

 

 

http://www.webgestalt.org/
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5. Cultivo de líneas celulares 

 

 Las líneas celulares y el medio de cultivo utilizado para su correcto crecimiento se 

detallan en la tabla 9. Todas las líneas se cultivaron en monocapa en placas de cultivo de 

10 cm de diámetro (BD FalconTM), en placas de 6, 12, 24 o 96 pocillos, según los 

requerimientos del ensayo. Los cultivos se mantuvieron en un incubador (Cultek S.L.U., 

Madrid, España) a 37ºC, 5% de CO2 y 98% de humedad relativa. Las líneas celulares 

utilizadas en este trabajo se cultivaron con el medio de cultivo Dubelcco´s Modified Eagle 

Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) con glucosa (4,5 g/L), L-glutamina y L-piruvato. El medio 

fue suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) y un 1% de los antibióticos 

penicilina-estreptomicina (GIBCO-Life Technologies, California, Estados Unidos). La 

presencia de micoplasma en el cultivo celular fue testada de manera rutinaria utilizando el 

kit MycoAlert kit (Lonza, Basilea, Suiza) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

Tabla 9. Principales características de las líneas celulares utilizadas. 

Línea 

celular 
ATCC® nº Organismo / Tipo Tumoral 

Genes 

mutados 
Mutaciones 

HCT-116 CCL-247TM 

Humano / 

Adenocarcinoma 

colorrectal  

(48 años) 

Si 

CDKN2A 

CTNNB1 

KRAS 

MLH1 

PI3KCA 

c.68_69insG; p.R24fs*20 

c.133_135delTCT;p.S45d

el c.38G>A;p.G13D 

c.755C>A;p.S252* 

c.140A>G; p.H1047R 

 

HS-5 

 

CRL-

11882™ 

Humano / 

Médula ósea  

(30 años) 

No   

 

5.1. Contaje de células 

 

 El contaje de células se llevó a cabo en una cámara de Neubauer. Se trata de una 

placa gruesa de cristal con forma de portaobjetos que presenta 2 cámaras a cada uno de 

sus extremos. Cada cámara consta de 4 cuadrantes sobre los que se depositan las células. 

Para ello, se cubrió una de las cámaras con un cubreobjetos y se añadieron 40 µL del cultivo 

celular en el borde de este para que la muestra penetre en la cámara por capilaridad. 

Posteriormente, se contaron los 4 cuadrantes en un microscopio óptico y se calculó el 

número total de células por cada cuadrante. El número total de células por cada mL de 

nuestra muestra se estableció acorde al factor de dilución de la cámara (10000):  

 

Nº células totales

4 cuadrantes
 x 10000= Nº células por mL de muestra 
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5.2. Fármacos 

 

 Para estudiar la viabilidad celular en respuesta a agentes quimioterápicos se han 

utilizado 4 fármacos diferentes proporcionados por el Servicio de Oncología Médica del 

Hospital Universitario de Salamanca:  

 

 5-fluorouracilo (5-FU) (Accord Healthcare S.L.U): Se preparó una dilución 1:1000, 

en un volumen final de 1 mL, a partir de un stock de 0,384 M. Se utilizó como vehículo el 

medio de cultivo propio de las líneas celulares tratadas (DMEM).  

 

 Irinotecán (Fresenius Kabi): Se preparó una dilución 1:10, en un volumen final de 

200 µL, a partir de un stock de 34,1 mM. Se utilizó DMEM como vehículo.  

 

 Oxaliplatino (Sun Pharma). Se preparó una dilución 1:10, en un volumen final de 

500 µL, a partir de un stock de 12,58 mM. Se utilizó DMEM como vehículo.  

 

 Cisplatino (Pfizer S.A): Se utilizó directamente desde un stock de 3,3 mM.  

 

Las concentraciones utilizadas de cada fármaco para cada uno de los ensayos de viabilidad 

celular (MTT y Anexina V/Yoduro de propidio (PI)) se detallan en la tabla 10. 

 

Tabla 10: Representación de las dosis utilizadas en los ensayos de viabilidad celular en 

respuesta al tratamiento con 5-FU, irinotecán, oxaliplatino y cisplatino en líneas celulares. 

HCT-116 MTT ANEXINA V/PI 

Fármaco / Dosis (µM) D1 D2 D3 D4 D5 D6 D1 D2 D3 

5-FU 2 3 6 8 10 15 3 6 - 

Irinotecán 1 2,5 5 10 25 50 5 15 25 

Oxaliplatino 1 2,5 5 10 25 50 5 15 25 

Cisplatino 1 2,5 5 10 25 50 5 15 25 

 

HS-5 MTT ANEXINA V/PI 

Fármaco / Dosis (µM) D1 D2 D3 D4 D5 D6 D1 D2 D3 

5-FU 1 5 10 15 25 50 5 25 50 

Irinotecán 1 5 10 15 25 50 5 15 25 

Oxaliplatino 1 5 10 15 25 50 5 15 25 

Cisplatino 0,25 0,50 0,75 1 2,50 5 5 15 25 
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5.3. Ensayo de viabilidad celular  

 

 El crecimiento y supervivencia celular en condiciones basales o en respuesta a los 

tratamientos mencionados en el apartado anterior se analizó mediante el ensayo de 

viabilidad MTT190. Esta técnica permite el marcaje de las células metabólicamente activas a 

través del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich). 

Este compuesto de color amarillento es reducido por la enzima succinato deshidrogenasa 

(SDH), presente en las mitocondrias de las células, dando lugar a un compuesto hidrofóbico 

de color azul oscuro, el formazán. El formazán se solubiliza con DMSO (dimetilsulfóxido), lo 

que permite medir absorbancia de la muestra en un espectrofotómetro y así determinar la 

tasa de proliferación. La absorbancia detectada a 570 nm se correlaciona de forma directa 

con la cantidad de células en cultivo metabólicamente activas y, por tanto, con la tasa de 

proliferación (Figura 18).  

 

 

Figura 18. Representación gráfica del procedimiento para medir la viabilidad celular mediante el 

ensayo de MTT.  

 

 Para llevar a cabo este ensayo se sembraron un total de 4000 células por pocillo, en 

placas de 96 pocillos, de cada una de las dos líneas celulares empleadas en este trabajo 

(HCT-116 y HS-5). Las células permanecieron en cultivo durante 24 horas, momento en el 

que se sustituyó el medio de cultivo por uno nuevo con las concentraciones crecientes de 

fármacos mencionadas en el apartado anterior. Las dos líneas celulares fueron tratadas con 

5-fluorouracilo, irinotecán, oxaliplatino y cisplatino. En todos los casos, se dejaron células 

sin tratamiento como control para medir la tasa de proliferación basal de cada línea celular 
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a 0, 24, 48 y 72 horas. La tasa de proliferación de las placas con tratamiento se midió tras 

24, 48 y 72 horas de incubación. Para realizar la medición a cada uno de los tiempos, se 

añadió a cada pocillo 1 mg/mL del reactivo MTT (10 µL) y se incubó durante 1 hora a 37ºC. 

Tras esto, se aspiró el medio y se añadieron 100 µL de DMSO para disolver los cristales de 

formazán depositados en cada pocillo durante 5 minutos en agitación. La absorbancia de la 

muestra se determinó en el lector de microplacas UltraEvolution (Tecan®) a 570 nm. Cada 

experimento, con o sin tratamiento, fue replicado al menos 2 veces.  

 

5.4. Análisis de muerte celular mediante citometría de flujo 

 

 Para estudiar la muerte celular mediante citometría de flujo se utilizó el kit Anexina 

V FITC Apoptosis detection kit (Immunostep S.L). En este caso, la anexina se une a la 

fosfatidilserina (PS) presente en la membrana celular, indicativo de células que inician 

apoptosis. El yoduro de propidio, por su parte, penetra en las células que han perdido la 

integridad de sus membranas, indicativo de las células necróticas. Así, podemos distinguir 

4 poblaciones diferentes: células vivas (Anexina V–/PI -; cuadrante inferior izquierdo), 

células apoptóticas (Anexina V+/PI-; cuadrante inferior derecho), células necróticas (Anexina 

V-/PI+; cuadrante superior izquierdo) y células necro-apoptóticas (Anexina V+/PI+; 

cuadrante superior derecho) (Figura 19). 

 

                              

Figura 19. Representación gráfica de las poblaciones detectadas mediante citometría de flujo en 

el análisis de muerte celular (Anexina V/Yoduro de propidio).  

 

 Para el análisis de muerte celular mediante citometría de flujo se sembraron 30000 

células por pocillo de cada línea celular (HCT-116 y HS-5) en placas de 12 pocillos. Las 

células se incubaron durante 24 horas, momento en el que se añadieron las concentraciones 
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crecientes de cada uno de los fármacos mencionados en el apartado 5.2 de esta 

metodología. Las dos líneas celulares fueron tratadas con 5-fluororuracilo, irinotecán, 

oxaliplatino y cisplatino. La cantidad de fármaco a añadir se calculó en base a la siguiente 

fórmula:  

Ci · Vi = Cf · Vf 

 

Donde Ci; concentración inicial del fármaco, Vi; volumen de fármaco a añadir, Cf; 

concentración final del fármaco, Vf; volumen del medio de cultivo (150 µL).  

 

 La muerte celular se evaluó tras 72 horas de incubación con cada fármaco. Para ello, 

se recogió el sobrenadante de cada pocillo y se añadió a un tubo de citómetro previamente 

rotulado. Las células adheridas a los pocillos se lavaron con 300 µL de PBS y se tripsinizaron 

con 300 µL del agente de disociación TrypLE 1X (Gibco). Una vez despegadas de la placa, 

se añadieron al tubo de citómetro correspondiente donde ya se había añadido su 

sobrenadante y se centrifugaron durante 5 minutos a 1000 rpm. Tras retirar el sobrenadante, 

el pellet celular resultante se resuspendió en 100 µL de la reacción de marcaje (98 µL de 

Binding Buffer, 1 µL de Anexina V, 1 µL de PI). La mezcla se incubó durante 15 minutos en 

oscuridad y a temperatura ambiente. Finalmente, se añadieron 150 µL de Binding Buffer a 

cada tubo y se adquirieron las muestras en un citómetro de flujo AccuriTM C6 (BD 

Biosciences). Los datos fueron analizados en el programa asociado al citómetro y 

posteriormente se trasladaron los porcentajes de cada población a un archivo Excel para su 

análisis final.  

 

5.5. Análisis del estado stem cell mediante citometría de flujo 

 

 Para estudiar la implicación de NOMO en la diferenciación celular, se realizó un 

análisis de expresión de las proteínas de superficie celular CD44 y CD24. Ambas proteínas 

se consideran marcadores de células madre de cáncer de colon (CCSC)191 y están 

asociadas principalmente a procesos de adhesión celular, migración y metástasis192. En este 

caso, se compararon 2 clones NOMO-KO y 2 clones NOMO-WT de las líneas celulares HCT-

116 y HS-5.  

  

 Para ello, se realizó un marcaje directo empleando un anticuerpo específico 

conjugado con un fluorocromo que emite señal en un determinado canal que es detectada 

mediante citometría de flujo. En primer lugar, se contaron y sembraron 1 millón de células 

de cada condición en una placa de cultivo de 10 cm de diámetro. A las 48 horas, las células 

se lavaron con 5 mL de PBS, se levantaron con 1,5 mL del agente de disociación TrypLE 

1X (GibcoTM) y se recogieron en medio de cultivo. Posteriormente, se realizó una 
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centrifugación durante 5 minutos a 1000 rpm y se resuspendió el pellet celular en 200 µL de 

PBS al que se añadió el volumen correspondiente a 1 test de los anticuerpos anti-CD44 

conjugado en FITC (fluoresceína-5-isotiocianato) o anti-CD24 conjugado en APC 

(aloficocianina) (Tabla 11), según corresponda.  Tras 15 minutos de incubación en oscuridad 

con cada anticuerpo, se añadieron 150 µL adicionales de PBS y se analizaron los 

porcentajes de células positivas para cada marcador mediante citometría de flujo. Para ello, 

se empleó el citómetro de flujo FACSAriaTM III (BD Biosciences). 

 

Tabla 11. Anticuerpos utilizados para la determinación del estado de diferenciación mediante 

citometría de flujo. 

Anticuerpo Fluorocromo Origen Clase Reactividad Dilución 
Casa 

comercial 

CD44 FITC Ratón Monoclonal Humano 20 µL / test 
BD Biosciences 

(#347943) 

CD24 APC Ratón Monoclonal Humano 5 µL / test 

ThermoFisher 

Scientific (#47-

0247-42) 

 

6. Estudio de migración celular  

 

 El análisis de la capacidad migratoria de las líneas celulares generadas en este 

trabajo se realizó mediante el ensayo de scratch o cierre de herida y el ensayo de migración 

celular mediante transwell.  

 

6.1. Ensayo de scratch o cierre de herida 

 

 El ensayo de cierre de herida consiste en observar el comportamiento de una 

monocapa confluente de células, que migran hasta establecer nuevos contactos célula-

célula con el fin de cerrar una “herida” previamente realizada en la placa de cultivo. Con este 

experimento, podremos calcular la velocidad de migración de las células que se desplazan 

por la “herida”, ya que obtendremos medidas sobre el tiempo necesario para ocupar un área 

determinada por las mismas193.  

 

 Para analizar los cambios en la capacidad migratoria tras la inactivación de NOMO, 

se sembraron 500.000 células por pocillo de las líneas celulares HCT-116 y HS-5. El ensayo 

se realizó en placas de cultivo de 6 pocillos (BD, FalconTM) y se estudiaron 3 réplicas de 

cada clon empleado en el estudio (NOMO-KO y NOMO-WT). Las células permanecieron en 

cultivo durante 48 horas hasta alcanzar un 95% de confluencia. Posteriormente, se sustituyó 

el medio de cultivo por un medio con menor concentración de FBS (2% FBS, 1% penicilina), 
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con el objetivo de parar su capacidad proliferativa sin comprometer la viabilidad celular. El 

cultivo celular se mantuvo en estas condiciones de deprivación de suero durante 48 horas. 

En este momento, se retiró el medio de cultivo, se lavó con PBS y se hicieron 3 “scratches 

o heridas” verticales en cada pocillo. Se volvió a añadir un nuevo medio de cultivo al 2% de 

FBS y se procedió a la grabación de las imágenes.  

 

 La toma de imágenes se realizó con la ayuda de una cámara acoplada a un 

microscopio de contraste de fases MIKON ECLIPSE TE-2000-E. Se tomaron fotos de una 

región determinada de cada scratch, cada 10 minutos durante 48 horas. El experimento se 

realizó en una atmósfera a 37ºC y 5% de CO2.  

 

6.2. Ensayo de migración celular mediante transwell 

 

 La habilidad de las células carentes de NOMO para migrar a través de una 

membrana porosa fue evaluada mediante el ensayo de transwell. Este ensayo se realizó en 

placas de cultivo de 24 pocillos, donde se colocó un inserto que porta una membrana de 

policarbonato con poros de 8 µm (SARSTEDT Ag & Co. KG, Alemania).  El inserto consta 

de dos cámaras. En la cámara inferior se agregaron 600 µL de medio de cultivo DMEM 

suplementado con un 20% de FBS. En la cámara superior se agregaron 50.000 células de 

cada condición en 300 µL de DMEM al 0% de FBS y se incubaron durante 24 horas. 

Posteriormente, se cuantificaron las células que atravesaron la membrana mediante fijación 

con formaldehido 3% durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se realizó 

una tinción con cristal violeta 1% durante 30 minutos. Las células que no atravesaron la 

membrana se descartaron con un hisopo estéril y se ubicó el inserto en un portaobjeto. Las 

células que migraron hacia el lado inferior de la membrana se observaron bajo el microscopio 

de contraste de fases.  

 

 Para calcular el porcentaje de migración se utilizó el programa ImageJ®, que 

permitió el tratamiento de las imágenes captadas en el microscopio. En el ensayo de cierre 

de herida, se empleó la herramienta MRI Wound Healing Tool que mide el área libre de la 

herida a un tiempo concreto. Así, la disminución del área libre a lo largo del tiempo para 

cada una de las 3 réplicas de cada clon permitió calcular el porcentaje de área ocupada de 

cada línea celular y, por extensión, su velocidad de migración. En el ensayo de migración 

celular mediante transwell, las imágenes digitales fueron tomadas con un aumento de 10X 

y se cuantificaron las células que migraron a través de la membrana mediante el “Análisis 

de Partículas” en modo binario. 
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7. Edición génica mediante la tecnología CRISPR/cas9 

 

 Actualmente, el desarrollo de la edición genómica dirigida ocupa una de las grandes 

áreas de la biología molecular y de la terapia génica. Existen distintas técnicas basadas en 

la acción de proteínas con dominios de unión a secuencias de DNA específicas que utilizan 

su capacidad endonucleasa para generar la escisión de una secuencia concreta194 (Figura 

20).  

 

 

Figura 20. Funcionamiento básico de los principales métodos de edición del genoma. Adaptado 

de Mazhar Adli, 2018.   

 

 Entre estas técnicas de edición génica se encuentra la herramienta CRISPR 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat). CRISPR se identificó como un 

mecanismo de defensa adaptativo en el sistema inmune de bacterias y arqueas ante la 

infección por patógenos como los bacteriófagos. Se trata de secuencias repetitivas 

palindrómicas cortas, agrupadas y regularmente espaciadas, que junto con la endonucleasa 

Cas forman el complejo CRISPR/cas. Se fundamenta en la incorporación del DNA del 

patógeno entre estas secuencias palindrómicas repetidas para generar un RNA específico 

(CRISPR-RNA; crRNA) al transcribirse. Así, ante una segunda infección por el patógeno, el 

crRNA reconoce por complementariedad su secuencia genómica y dirige la Cas a la misma 

para su degradación195,196.  

 

 Se han identificado tres tipos de sistemas CRISPR (tipo I-II-III) en una amplia gama 

de huéspedes de bacterias y arqueas que difieren en la enzima utilizada para ejercer el 

corte: Cas3 en CRISPR-I, Cas9 en CRISPR-II y Cas6 en CRISPR-III197.  

Factibilidad

Nucleasas con dedos de zincMeganucleasas

Rotura de doble cadena
DNA molde

Unión de extremos no homólogos (NHEJ)
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 El sistema de edición CRISPR-II es el más utilizado y el primero en ser adaptado 

para la edición de genomas en células eucariotas198,199. En este caso, para generar el corte 

de doble hebra en el DNA se requieren dos componentes: la endonucleasa Cas9 y una 

molécula de RNA que actúa como guía (single-guide RNA; sgRNA). La enzima Cas9 se 

caracteriza por una arquitectura bilobular: el lóbulo REC reconoce la región diana y el lóbulo 

NUC contiene los dominios nucleasa HNH y RuvC. En la región C-terminal del dominio NUC 

se encuentra la región de reconocimiento de la secuencia PAM (protospacer adjacent motif), 

que varía en función del organismo de procedencia de la Cas9. Para dirigir eficientemente 

la Cas9 al punto de corte en el DNA se necesita generar un sgRNA funcional, formado por 

el crRNA y un RNA-CRISPR trans-activador (tracrRNA). El sgRNA tiene aproximadamente 

20 nucleótidos que hibridan por complementariedad de bases con la región diana a editar. 

Adyacente a este punto se localiza la secuencia PAM, la cual se compone de una serie de 

nucleótidos localizados en la región 3’ de la hebra de DNA diana que se une al sgRNA 

(Figura 21).  

 

 

Figura 21. Arquitectura bilobular de la enzima Cas9.   

 

 Una vez la enzima Cas9 reconoce la secuencia PAM en la región diana, ejerce un 

corte de doble hebra en el DNA bicatenario (DSB). Este corte se localiza entre 3-4 

nucleótidos antes de la secuencia PAM (en el sentido 5’-3’).  Una vez se produce el corte, la 

maquinaria celular de reparación del daño en el DNA repara el corte a través de dos vías: 

mediante unión de extremos no homólogos (NHEJ) o mediante reparación directa por 

homología (HDR). En la reparación por NHEJ, los dos fragmentos bicatenarios de DNA son 

religados, produciéndose modificaciones en forma de inserciones o deleciones (InDel) que 

pueden cambiar el marco de lectura o generar codones de parada prematuros que originen 

una proteína truncada200. En la reparación por HDR, se necesita de una secuencia donadora 

Cas9

DNA diana

Lóbulo NUC

Lóbulo REC
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que ejerza de molde, por lo que el mecanismo de reparación incorpora la secuencia de 

interés en el genoma de la célula (Figura 22).  

 

 

Figura 22. Mecanismos de reparación del daño en el DNA inducido por la acción de la enzima 

Cas9. Adaptado de Ran F. A. et al, 2013. 

 

7.1. Diseño de sgRNAs 

 

 Para diseñar los sgRNAs, se ha realizado previamente una búsqueda bioinformática 

de la secuencia de referencia del gen a editar con el fin de seleccionar la región diana óptima 

para inactivar la proteína. Para ello, se ha utilizado la base de datos genómicos Ensembl 

(http://www.ensembl.org), donde se ha consultado la secuencia genómica del gen NOMO1. 

En este trabajo, se ha seleccionado como secuencia diana el exón 3 de NOMO1 (31 exones 

en total). Además, también se han incluido las regiones intrónicas adyacentes de este exón. 

La selección de este fragmento del gen se debe a dos razones principales:  

 

1. La región diana se encuentra al principio de toda la secuencia del gen, por lo que existe 

una larga secuencia posterior para generar un codón de parada prematuro tras la generación 

de InDels en el punto de corte de la cas9. Esto resultaría en la síntesis de una proteína 

truncada.  

2. En el caso de NOMO1, la última base de su secuencia codificante forma un codón con 

las dos primeras bases del exón siguiente. Por lo tanto, si se elimina este fragmento del 

exón 3, se romperá el marco de lectura de la secuencia codificante dando lugar a una 

proteína truncada (Figura 23).  
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Figura 23. Representación gráfica de la secuencia genómica del gen NOMO1. Se marcan los 3 

sgRNAs seleccionados con sus puntos de corte por la cas9 en la región diana. Las secuencias 

de nucleótidos de cada sgRNA presentan en su extremo 3’ la secuencia PAM con el formato 5’-

NGG-3’.  

 

 El diseño de los sgRNAs se ha realizado utilizando la herramienta informática 

Breaking-Cas (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/), diseñada por el Centro 

Nacional de Biotecnología (CNB-CSIC). En primer lugar, se insertó la secuencia del 

fragmento que se quiere editar en formato FASTA, que debe tener entre 20 y 250 pb. En 

segundo lugar, se indicó la enzima Cas9 que porta el plásmido donde se clonaron los 

sgRNAs y que fue transfectado a las células. En este trabajo, se ha utilizado la enzima Cas9 

de Streptococcus pyogenes, que reconoce secuencias PAM con el formato 5’-NGG-3’ en la 

región diana200. Finalmente, la herramienta proporciona distintos sgRNAs candidatos y las 

secuencias de los oligonucleótidos necesarios para construirlos. Además, proporciona un 

score acerca de su eficacia y especificidad en la modificación del objetivo (modificación on-

target) y evalúa el potencial de corte en regiones fuera de la secuencia diana (modificaciones 

off-target).  

 

 Para eliminar el exón diana, se seleccionaron 3 sgRNAs que presentaban un score 

óptimo (cercano al 100%). Las secuencias de los sgRNAs seleccionados del gen NOMO1, 

así como los oligonucleótidos correspondientes para su construcción, se especifican en la 

tabla 12.  

 

 

 

 

 

 

https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/
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Tabla 12. Secuencias dianas y oligonucleótidos necesarios para la construcción de los sgRNAs 

de NOMO1. En minúscula se indican las secuencias que facilitan la creación de los extremos 

cohesivos y su inserción en el plásmido.  

 Secuencias diana NOMO1 NOMO1 oligo-UP NOMO1 oligo-LOW 

sgRNA-1 5’-CCAAAACTCCACCCTAGGGG-3´ 5’caccgCCAAAACTCC
ACCTAGGGG3’ 

5’aaacCCCCTAGGGT
GGAGTTTTGGc3’ 

sgRNA-2 5’-GATATGCCGAATATTAATTT-3´ 5’caccgGATATGCCGA
ATATTAATTT-3` 

5’aaacAAATTAATATT
CGGCATATCc3’ 

sgRNA-3 5´-CAGAATGAAATCCCCCTAAA-3´ 5’caccgCAGAATGAAA
TCCCCCTAAA-3’ 

5’aaacTTTAGGGGGA
TTTCATTCTGc3’ 

 

7.2. Clonaje de sgRNAs 

 

  Para transfectar los componentes del sistema CRISPR/cas9 a las líneas 

celulares, se clonaron las secuencias de los sgRNAs en el vector plasmídico pSpCas9(BB)-

2A-GFP (PX458), cuya estructura se encuentra en el repositorio “addgene #48138” (Figura 

24).  

 

 En primer lugar, cada sgRNA fue clonado individualmente en el plásmido mediante 

ligación con una secuencia gRNA scaffold (1), la cual se encuentra bajo el control del 

promotor U6 (2). Up-stream del promotor U6, se localiza una diana de restricción para la 

enzima BbsI (3), que promueve el corte para la inserción y ligación de los sgRNAs. Para 

ello, en el diseño de estas secuencias se incorporaron los extremos 5’-aaac” y c-3’ en el 

oligo LOW, y el extremo 5’-caccg en el oligo UP (Tabla 12).   

 

 Bajo el control del promotor CMV (4) se encuentran las secuencias de los genes 

hSpCas9 (5) y EGFP (6). Es decir, el vector PX458 posee la secuencia codificante para la 

cas9 y la proteína verde fluorescente (GFP). Esto nos permite introducir en la célula el 

segundo componente del sistema CRISPR/cas9 (la nucleasa) y monitorizar la eficacia de la 

transfección a través de la emisión de GFP.  
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Figura 24. Esquema del vector PX458. Se detallan los puntos de interés para el funcionamiento 

del sistema de transfección: (1) gRNA scaffold; (2) promotor U6; (3) punto de corte por la enzima 

de restricción BbsI; (4) promotor CMV; (5) Cas9; (6) EGFP.  

 

 Cada sgRNA se clonó individualmente en el plásmido mediante hibridación por 

complementariedad de bases de los dos cebadores (oligos UP y LOW), necesarios para 

insertar la guía en el vector. Es decir, se construyó un oligonucleótido de doble cadena, 

cuyos extremos cohesivos permitieron la inserción del sgRNA en el vector por la enzima 

BbsI. Para ello, es necesario realizar el anillamiento de las secuencias y la fosforilación de 

los extremos cohesivos de cada pareja de oligonucleótidos utilizando la enzima 

polinucleótido quinasa T4 (PNKT4), la cual cataliza la transferencia de grupos fosfatos a los 

extremos cohesivos. Posteriormente, se realizó la digestión de la región del vector con la 

enzima BbsI y se ligaron los insertos en el vector digerido. Finalmente, se fortaleció la 

ligación con la exonucleasa PlasmidSafe para ayudar a eliminar posibles artefactos del 

procedimiento y prevenir posibles recombinaciones de productos.  

 

 Las etapas y reactivos del clonaje de sgRNAs se detallan en la tabla 13. 
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Tabla 13. Etapas y reactivos necesarios para el clonaje de los sgRNAs en el vector PX458. 

Etapa Reactivo Volumen (µL) 

Anillamiento y fosforilación 

de extremos cohesivos 

Oligo-UP (100 µM) 1 

Oligo-LOW (100 µM) 1 

Buffer de ligación T4 (10X) 1 

PNK T4 0,5 

ddH2O 6,5 

Volumen total 10 

Digestión y ligación 

Vector PX458 (100 ng/µL) 1 

Oligos UP/LOW 1:250 2 

Fast digest buffer 2 

DTT 10 mM 1 

ATP 10 mM 1 

Fast digest BpI1 1 

DNA Ligasa T7 0,5 

ddH2O 11,5 

Volumen total 20 

Fortalecimiento de la ligación 

Producto de ligación 11 

Buffer PlasmidSafe (10X) 1,5 

ATP 10 mM 1,5 

Exonucleasa PlasmidSafe 1 

Volumen total 15 

 

El programa establecido en el termociclador para cada etapa en el clonaje de 

sgRNAs se especifica en la tabla 14.  
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Tabla 14. Condiciones de temperatura y tiempo para cada etapa en el clonaje de sgRNAs en el 

vector PX458.  

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo (min) Ciclos 

 

Anillamiento y 

fosforilación de 

extremos cohesivos 

 

37 30 

1 

95 5 

95  25 5ºC/min 

Digestión y ligación 

37 5 
6 

23 5 

4 ∞  

 

Fortalecimiento de la 

ligación 

 

37 30 1 

 

7.3. Transformación de bacterias competentes Escherichia coli DH5-α 

 

 Tras la modificación del vector, se procedió a la transformación de bacterias 

competentes de la cepa DH5-α de Escherichia Coli trabajando, en todo momento, en un 

ambiente estéril. 

 

 En primer lugar, se descongelaron 150 µL de las bacterias en hielo durante 10 

minutos exactos. Una vez atemperadas, se añadieron 2 µL del vector con cada una de las 

guías ligadas sobre 50 µL de bacterias. En paralelo, se añadieron también 2 µL del vector 

vacío (sin inserción de guías) sobre 50 µL de bacterias para utilizarlo como control. Las 

mezclas se incubaron en hielo durante 30 minutos. En segundo lugar, se sometieron las 

células a un choque térmico: 42ºC durante 30 segundos seguido de 5 minutos en hielo. Tras 

el choque térmico, a cada uno de los tubos eppendorf (mezcla sgRNA y mezcla control) se 

añadieron 250 µL del medio 2XTY sin ampicilina, previamente calentado, y se incubaron en 

una estufa a 37ºC, en agitación, durante 60 minutos. Durante esa hora, se atemperaron las 

placas TYE-agar suplementadas con ampicilina. Finalmente, se centrifugaron las bacterias 

a máxima velocidad durante 10 segundos, se aspiró el sobrenadante, se resuspendió el 

pellet celular en 50-100 µL de medio 2XTY y se sembraron con el asa de Digralsky en las 

placas. Las placas se dejaron hacia arriba durante 15 minutos y se incubaron durante toda 

la noche a 37ºC.  

 

 Tras 24 horas, se observó la formación de colonias en las placas y se sembraron 3 

colonias/placa para su crecimiento y posterior selección. Para ello, trabajando en zona 
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estéril, se picaron las colonias con un palillo y se introdujeron en un tubo con 1 mL de medio 

2XTY suplementado con 100 µg/mL de ampicilina. Los tubos permanecieron a 37ºC, en 

agitación, durante 24 horas para permitir el crecimiento de las bacterias. Al día siguiente, se 

centrifugó el cultivo bacteriano durante 2 minutos a 10000 rpm, se descartó el sobrenadante, 

y se procedió a la extracción del DNA plasmídico.  

 

7.4. Extracción y purificación de DNA plasmídico 

 

 Para extraer el DNA plasmídico de cada una de las colonias se utilizó el kit Danagene 

plasmid miniprep kit (DANAGEN-BIOTED S.L, Barcelona, España), siguiendo las 

especificaciones del fabricante. En resumen, se procedió de la siguiente manera:  

- Se resuspendió el pellet bacteriano en 200 µL de la solución de resuspensión mediante 

vórtex.  

- Se añadieron 200 µL de la solución de lisis y se invirtió el tubo entre 8-10 veces. Se 

incubó la mezcla durante 2 minutos. De esta manera, se genera la ruptura de la 

membrana celular. 

- Se añadieron 100 µL de la solución de precipitación P3 y 150 µL de la solución de 

neutralización D3. Se mezcló por inversión durante 8-10 veces y se centrifugó el tubo a 

máxima velocidad durante 5 minutos.  

- Tras la centrifugación, se trasladó el sobrenadante a un tubo nuevo con 450 µL de 

isopropanol frío. Se dio un vórtex y se volvió a centrifugar a máxima velocidad durante 

3 minutos.  

- Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 100 µL de la solución 

purificante D4. Se centrifugó a máxima velocidad durante 3 minutos y se volvió a 

descartar el sobrenadante.  

-  Se lavó el pellet de DNA con 750 µL de etanol al 70% mediante una centrifugación a 

máxima velocidad. Tras decantar el sobrenadante, se dejó secar el DNA durante toda la 

noche.  

- Finalmente, se resuspendió el DNA en 40 µL de ddH2O y se cuantificó mediante un 

NanoDrop.  

 

7.5. Confirmación de la inserción del sgRNA mediante secuenciación Sanger 

 

 Para comprobar si los sgRNAs se habían insertado correctamente en el plásmido 

PX458, fue necesario secuenciar dicho vector a partir del promotor U6, en dirección forward. 

En este trabajo, se secuenció el DNA plasmídico de las bacterias transformadas con los 

plásmidos que integraban el sgRNA-1 y sgRNA-3, ya que habían mostrado ser eficaces en 

experimentos preliminares realizados en el laboratorio. Para ello, se secuenciaron por el 
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método de Sanger un total de 150 ng de cada uno de los productos de la miniprep, que se 

correspondían con cada colonia aislada. La reacción tuvo lugar en un volumen total de 8 µL: 

6 µL del producto y 2 µL del oligonucleótido U6-F 5´-GAGGGCCTATTTCCCATGATT-3´.  

 

En este caso, todas las colonias secuenciadas mostraron una correcta inserción de 

los sgRNAs 1 y 3 (Figura 25). 

 

A 

 

B 

 

Figura 25. Secuencias correspondientes a los sgRNAs insertados en el vector PX458. Se 

representa con sombreado azul la secuencia específica de cada sgRNA. A) Secuencia de 

nucleótidos correspondiente al sgRNA-1. B) Secuencia de nucleótidos correspondiente al 

sgRNA-3.  

 

Una vez identificadas las colonias que habían insertado correctamente las guías en el 

plásmido, se repitió la extracción de DNA empleando el kit GeneJET Plasmid Maxiprep Kit 

(Thermo ScientificTM, U.S.A) para obtener mayores cantidades del material genómico. Para 

ello, se siguieron las instrucciones del fabricante. 

 

7.6. Transfección y selección de las líneas celulares HCT-116 y HS-5  

 

 Una vez confirmado que los sgRNAs 1 y 3 se habían insertado individualmente en 

el vector, se llevó a cabo una transfección con la combinación de ambas guías en las líneas 

celulares HCT-116 y HS-5. Además, las dos líneas celulares también se transfectaron con 

el plásmido vacío a modo de control. Para mejorar la eficiencia de la transfección, la línea 

HCT-116 se transfectó mediante electroporación, mientras que en la línea HS-5 se llevó a 

cabo por lipofección.  
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- Transfección mediante electroporación de la línea HCT-116: la electroporación es un 

método de transfección capaz de modificar la permeabilidad de las membranas de las 

células aplicando un pulso eléctrico. Así, se consigue insertar el plásmido de interés en el 

interior celular por un aumento de la conductividad eléctrica y de la permeabilidad de la 

membrana plasmática.  En este caso, se utilizaron 1x106 células, resuspendidas en 100 µL 

de buffer de transfección (solución V de Amaxa, Lonza), y 1 µg del plásmido 

correspondiente. La electroporación se llevó a cabo utilizando el programa D-032 y el equipo 

Nucleofector Amaxa (Lonza). Tras la transfección, se recogieron las células con una pipeta 

Pasteur y se sembraron en placas de Petri con 10 mL de medio DMEM. 

 

Se transfectaron las siguientes combinaciones para la línea HCT-116:  

A) Condición control: 1 µg de PX458 vacío. 

B) Condición NOMO1 knockout: 0,5 µg de PX458 sgRNA-1 + 0,5 µg de PX458 sgRNA-3 

 

- Transfección mediante lipofección de la línea HS-5: el reactivo utilizado para la lipofección 

fue el PolyjetTM In Vitro DNA Transfection Reagent (SignaGen® Laboratories). Este método 

consiste en la formación de un complejo de transfección entre el DNA plasmídico y el Polyjet. 

Este último es un polímero que recubre e inmoviliza las moléculas de DNA hasta introducirse 

por endocitosis en la célula. Una vez en el citoplasma, este polímero es degradado 

liberándose el DNA que acaba integrándose en el núcleo. Una vez en el núcleo, comienza 

el funcionamiento del sistema CRISPR/cas9. Para ello, se sembraron 1 millón de células de 

cada línea celular en placas de 10 cm de diámetro (placa de Petri) y se mantuvieron en 

cultivo durante 24 horas hasta alcanzar una confluencia del 90%. Antes de la transfección, 

se lavó el cultivo celular con PBS y se despegaron las células con 1,5 mL del agente de 

disociación TrypLE 1X (Gibco). Se centrifugaron a 900 rpm durante 5 minutos, se aspiró el 

sobrenadante y se añadió al pellet celular el complejo de transfección con un total de 8 µg 

de DNA plasmídico.  

 

Se transfectaron las siguientes combinaciones para la línea HS-5:  

C) Condición control: 8 µg de PX458 vacío. 

D) Condición NOMO1 knockout: 4 µg de PX458 sgRNA-1 + 4 µg de PX458 sgRNA-3 

 

El complejo de transfección para la lipofección se preparó de la siguiente manera:  

- Tubo A: 4 µg de cada guía (8 µg total) + 400 µL de medio sin FBS. Vórtex y centrifugación 

a máxima velocidad (30 segundos). 

- Tubo B: 32 µL de Polyjet + 400 µL de medio sin FBS. Vórtex y centrifugación a máxima 

velocidad (30 segundos).  
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- Se pasa el contenido del tubo B al tubo A. Vórtex e incubación a temperatura ambiente 

durante 15 minutos. 

 

 Una vez integrado el DNA en el Polyjet, se resuspendió el pellet celular en los 800 

µL del complejo de transfección y se sembraron en una nueva placa de Petri. Las células 

transfectadas se mantuvieron en cultivo durante 48 horas, momento en el que se comprobó 

mediante microscopía de fluorescencia la eficacia de la transfección a través de la detección 

de fluorescencia GFP. Así, aquellas células que habían incorporado la construcción emitirían 

luz verde gracias a la presencia de la proteína GFP que porta el plásmido. En este caso, 

ambas líneas se transfectaron eficientemente, si bien la eficiencia en la línea HCT-116 fue 

menor, probablemente debido al método de transfección empleado. La línea HS-5, por su 

parte, mostró una mayor presencia de células GFP+ (Figura 26).  

 

 

Figura 26. Imágenes de microscopía de fluorescencia de las líneas celulares HCT-116 y HS-5 

transfectadas con el plásmido vacío (PX458) y con la combinación de sgRNAs (G1+G3). Se 

detectan en verde las células transfectadas eficientemente (GFP+).  

 

7.7. Cell sorting mediante citometría de flujo 

 

 Tras 48 horas, se llevó a cabo la separación (cell sorting) de las células que habían 

incorporado el plásmido transfectado. Para detectar dicha fluorescencia y separar las células 

se utilizó el citómetro de flujo FACSAriaTM III (BD Biosciences) usando como marcador de 

selección la proteína GFP. En este caso, el número de células transfectadas con el plásmido 

vacío y con la combinación G1+G3 que emitían luz verde era lo suficientemente elevado 

como para separar la población celular en función de la emisión de GFP. Por ello, en cada 

condición de las líneas HCT-116 y HS-5 se separó mediante citometría de flujo “pooles” de 

80.000 y 100.000 células GFP+, respectivamente. Además, se realizó un single cell para 

individualizar las células transfectadas y así poder obtener poblaciones clonales. 

 

 Para ello, se resuspendió el pellet celular de cada condición en 250 µL de PBS, en 

un tubo de citometría, y se llevó al equipo en oscuridad y tapado con parafilm. Dado que el 

HCT-116

PX458 vacío

HS-5

PX458 G1+G3PX458 vacíoPX458 G1+G3
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objetivo principal es el de generar líneas celulares KO para NOMO1, se realizó una 

separación célula a célula ya que el porcentaje de células editadas en una población 100% 

GFP+ no suele superar el 5%. Esto es, no todas las células GFP+ serán KO para nuestro 

gen de interés. Por este motivo, se separaron para cada línea celular y cada condición 

(control y guías 1+3) un total de 3 placas de 96 pocillos con una única célula/pocillo en un 

volumen final de 150 µL de medio de cultivo DMEM (20% FBS, 1% penicilina).  

 

 Todas las placas se mantuvieron en cultivo durante un mínimo de 3 semanas con el 

fin de generar poblaciones clonales. En la tabla 15, se indica el porcentaje de células que 

han incorporado el plásmido (GFP+) y el número de células GFP+ separadas en pool y en 

single cell para cada condición. La condición PX458 se corresponde con la transfección del 

plásmido vacío, y la condición G1+G3 con la transfección de la combinación de sgRNAs 

específicos para generar la deleción de NOMO1. Adicionalmente, se realizó un single cell 

de las dos líneas celulares sin transfectar para comprobar su viabilidad tras la 

individualización. 

 

Tabla 15. Análisis de la eficiencia de transfección en las líneas celulares HCT-116 y HS-5 

mediante citometría de flujo.  

Línea celular HCT-116 HS-5 

Condición 
PX458 

vacío 

PX458 

G1+G3 

PX458 

vacío 

PX458 

G1+G3 

Células GFP+ 1% 2% 18% 22% 

Pool GFP+ (nº células) 80.000 80.000 100.000 100.000 

Single cell (nº placas 96 pocillos) 3 3 3 3 

Clones generados >20 15 >20 >20 

Clones con genotipo validado 3 3 3 3 

 

En todos los casos se obtuvieron al menos 15 clones viables. Estos clones se 

expandieron en placas de 24, 12 y 6 pocillos, hasta finalmente ser cultivados en placas de 

Petri. Tras ello, se extrajo DNA, RNA y proteínas para validar la edición génica mediante 

secuenciación Sanger, RT-qPCR y western blot. Es decir, cada clon fue genotipado para 

confirmar si el sistema CRISPR/cas9 había generado la modificación de interés en NOMO1 

en las células que habían sido transfectadas con la combinación G1+G3, o si conservaban 

el gen completo en las células transfectadas con el plásmido vacío. 
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8.  Modelo murino para el estudio del cáncer colorrectal de aparición 

temprana  

 

8.1. Bienestar animal 

 

 Los animales utilizados en este trabajo fueron estabulados siguiendo las directrices 

españolas y de la Unión Europea para la experimentación animal (RD1201/05, RD 53/2013 

y 86/609/CEE). Los animales modificados genéticamente se generaron en la instalación de 

Transgénicos, perteneciente al Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de 

Salamanca. Todos los ratones se estabularon en una instalación libre de patógenos 

específicos (specific-pathogen free, SPF), con temperatura controlada en jaulas de 

ventilación individual. Todos ellos siguieron una dieta estándar y un ciclo de luz-oscuridad 

de 12 horas. Los protocolos para la generación y manipulación de los animales utilizados en 

este trabajo han sido aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca 

y la Consejería de Agricultura y Ganadería de la Junta de Castilla y León (ref 338).  

 

8.2. Generación de un ratón condicional para Nomo1 mediante la tecnología 

CRISPR/cas9  

 

 La modificación genética en ratones se ha basado durante muchos años en la 

introducción de mutaciones en células madre embrionarias mediante la electroporación de 

vectores de recombinación homóloga (HR). Estas mutaciones se microinyectan en un 

organismo silvestre para generar quimeras. Sin embargo, los avances en los sistemas de 

edición génica de los últimos años han permitido posicionar la tecnología CRISPR/cas9 

como una técnica rápida y eficaz para generar organismos modificados genéticamente201. 

En este sentido, es posible generar modelos murinos knockout y knockin (KI) para el estudio 

de numerosas enfermedades. Los animales KO se originan mediante la reparación de la 

rotura de doble cadena (generada por la cas9) mediante el sistema NHEJ. Los animales KI 

surgen de la reparación por el sistema HDR, el cual inserta en el genoma mediante HR una 

secuencia molde de DNA en el punto de corte de la cas9. 

 

 Para estudiar el efecto de la deleción somática de Nomo1 en EOCRC se generó un 

ratón condicional para este gen202, ya que su pérdida durante el desarrollo embrionario es 

letal. Esta condicionalidad permite inducir su deleción en un momento y contexto celular 

específico. Para ello, se empleó el sistema Cre-loxp, que consiste en flanquear una región 

del genoma con dos secuencias palindrómicas (de 34 pb cada una) que no están presentes 

en el genoma del ratón (secuencias loxp). De esta manera, si la recombinasa Cre es 
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expresada en la célula, reconoce las secuencias loxp que flanquean la región diana y media 

su escisión mediante recombinación de estas (Figura 27).  

 

 

Figura 27. Funcionamiento del sistema Cre-loxp.  

 

 En este trabajo, se decidió flanquear el exón 3 de Nomo1 por 3 motivos 

fundamentales:  

 1. El exón 3 es lo suficientemente pequeño (46 pb) para que la recombinasa Cre 

curse eficientemente.  

 2. La última base de la secuencia codificante del exón 3 forma parte de un codón 

cuyas dos bases restantes están en el exón 4 por lo que se rompería el marco de lectura, 

generando un alelo nulo de Nomo1.  

 3. Nomo1 tiene 31 exones, por lo que tras la deleción del exón 3 quedaría una larga 

secuencia codificante para generar un codón de parada prematuro.  

 

 El sistema Cre-loxp fue introducido en ratones de la cepa C57BL/6J de Mus 

musculus. Para ello, se microinyectaron en los zigotos los componentes necesarios para el 

funcionamiento del sistema CRISPR/cas9 (Figura 28):  

- sgRNA-1: hibrida en la región codificante del exón 3.  

- sgRNA-2: hibrida en una región del intrón 3-4. 

- mRNA de la cas9.  

- Un oligonucleótido de cadena simple (single strand DNA; ssDNA) que sirve como 

molde para la recombinación homóloga. Este ssDNA tiene 789 pb de longitud 

(ssDNA Megamer, Integrated DNA Technologies) y contiene el exón 3 completo de 

Nomo1 flanqueado por los dos sitios loxp, separados entre sí por 338 pb. Además, 

contiene dos sustituciones de bases: G>A en el exón 3 y GG>AA en el intrón 3-4. 
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Figura 28. Representación esquemática de la generación de un alelo mutado de Nomo1 

mediante CRISPR/cas9 para el funcionamiento del sistema Cre-loxp.  

 

 Los oligonucleótidos específicos para construir los sgRNAs de ratón se diseñaron de 

la misma manera que en células humanas, cambiando únicamente la especie a la hora de 

buscar el genoma de referencia. Estos oligonucleótidos se especifican en la tabla 16. 

 

Tabla 16. Secuencias dianas y oligonucleótidos necesarios para la construcción de los sgRNAs 

de Nomo1 en ratón.  

 Secuencias diana Nomo1 Nomo1 oligo-UP Nomo1 oligo-LOW 

sgRNA-1 5’-CCTGAAGATCGAACCTCCTC-3´ 5’caccgCCTGAAGATC
GAACCTCCTC3’ 

5’aaacGAGGAGGTTC
GATCTTCAGGc3’ 

sgRNA-2 5’-GAGTAACGGGGCGCTTCGCA-3´ 5’caccgGAGTAACGG
GGCGCTTCGCA-3` 

5’aaacTGCGAAGCGC
CCCGTTACTCc3’ 

 

La clonación de ambas guías se realizó en el vector de expresión 

plKO5.sgRNA.EFS.GFP, siguiendo los mismos protocolos que se han utilizado en las líneas 

celulares. A diferencia de las líneas celulares, los sgRNAs se insertaron en los zigotos en 

forma de mRNA por lo que fue necesaria una transcripción previa con el kit 

MEGAshortscriptTM kit (Thermo Fisher), siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

Intrón 2-3 Exón 3 Intrón 3-4

sgRNA-1 + Cas9 sgRNA-2 + Cas9

Nomo1

ssDNA molde

Nomo1

mutado

Exón 3

Rotura de doble 

cadena (DSB)

Recombinación homóloga (HR)
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 Una vez obtenidos todos los componentes necesarios para el funcionamiento del 

sistema CRISPR/cas9, se procedió a la generación de los ratones condicionales para 

Nomo1. Para ello, se siguieron las siguientes etapas (Figura 29):  

 

1. Obtención de zigotos de la cepa C57BL/6J.  

2. Microinyección de los componentes del sistema CRISPR/cas9: sgRNA-1, sgRNA-2, cas9, 

DNA molde.  

3. Transferencia a hembras pseudogestantes.  

4. Genotipado: se extrajo DNA por biopsias de colas de ratón para identificar mediante PCR 

los distintos alelos generados de Nomo1.   

5. Transmisión de los alelos generados: una vez identificados los ratones que tenían la 

mutación esperada en el gen Nomo1, se cruzaron con ratones de su misma línea que tenían 

los dos alelos de Nomo1 wild type.  

 

 

Figura 29. Proceso de edición génica en modelos murinos mediante la tecnología CRISPR/cas9. 

Adaptado de Williams & Warman, 2017.  

 

 Tras la generación del modelo condicional en heterocigosis, se cruzaron estos 

animales entre si con el fin de generar ratones Nomo1flox/flox, Nomo1flox/wt y Nomo1wt/wt. Todos 

estos ratones se mantuvieron en estabulación y fueron utilizados para reproducir la pérdida 

de Nomo1 por inducción de la recombinasa Cre y así poder determinar su papel en la 

génesis del EOCRC.  

 

8.3. Extracción de fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) 

 

 Tras el cruce de ratones condicionales en heterocigosis (Nomo1flox/wt), se extrajeron 

los MEFs a los 13,5 días de gestación. Para ello, fue necesario sacrificar las hembras 

gestantes mediante dislocación cervical siguiendo un protocolo estándar203. Posteriormente, 

se extrajeron los embriones individualmente de los cuernos uterinos y se lavaron con PBS 

en una placa de Petri. Después, los embriones se cortaron en porciones de 1-2 mm y se 

homogenizaron por pipeteo en 1 mL de tripsina. Esta mezcla se pasó a un eppendorf y se 

Cas9 RNA

tracrRNA

crRNA

sgRNA

Zigoto

Microinyección Reparación de DSB

Embrión en dos células

Transferencia a 

hembra 

pseudogestante

Descendencia genéticamente 

modificada
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dejó toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, se filtraron los embriones y se sembraron por 

separado en una placa de Petri con medio de cultivo DMEM, suplementado con un 10% de 

FBS y un 1% de penicilina-estreptomicina. A partir de este punto, se trató el cultivo de MEFs 

bajo las mismas condiciones que el resto de las líneas celulares empleadas en este trabajo. 

Se excluyeron de la extracción de MEFs órganos como el hígado, corazón y cerebro. 

 

 El tejido cerebral descartado para la extracción de MEFs se utilizó para genotipar 

cada embrión mediante PCR y así distinguir los tres genotipos posibles: Nomo1flox/flox, 

Nomo1flox/wt y Nomo1wt/wt. Los oligonucleótidos utilizados para amplificar la región de interés 

de Nomo1 en el genotipado de los ratones se especifican en la tabla 4. 

 

8.4. Deleción de Nomo1 en modelos in vitro e in vivo  

 

 Para reproducir la pérdida de Nomo1 en MEFs y en el intestino de los ratones 

condicionales fue necesario inducir la expresión de la recombinasa Cre mediante infección 

con el adenovirus Ad5CMVCre-eGFP (Viral Vector Core, University of Iowa). Este 

adenovirus porta la proteína GFP como marcador de selección.  

 

 Para validar el funcionamiento del sistema Cre-loxp in vitro, se sembraron 100.000 

MEFs de cada embrión (Nomo1flox/flox, Nomo1flox/wt y Nomo1wt/wt) en una placa de cultivo de 

6 pocillos. Las células se incubaron durante 48 horas y se infectaron con 300 unidades 

infectivas (Multiplicity of infection, MOI) por condición. Para ello, se mezcló 1,5 µL de 

adenovirus y 2,5 mL de medio de cultivo DMEN sin FBS y se añadió a cada pocillo. Cada 

embrión se cultivó por duplicado para estudiar una condición infectada y otra sin infectar 

(control). Tras 48 horas de incubación, se observó la eficiencia de la infección mediante la 

detección de células GFP+ en un microscopio de fluorescencia. Además, se extrajo DNA y 

RNA para comprobar el funcionamiento del sistema Cre-loxp (deleción del exón 3 de 

Nomo1) mediante PCR, secuenciación Sanger y RT-qPCR.  

 

 Para validar el sistema Cre-loxp in vivo, se inyectaron 300 MOI del adenovirus Cre 

(Ad5CMVCre-eGFP) de forma local en el intestino de 9 ratones de 8 semanas de edad: 6 

Nomo1flox/flox, 2 Nomo1flox/wt y 1 Nomo1wt/wt. En paralelo, se estudió 1 ratón de cada genotipo 

sin infectar como grupo control. Todos los grupos de ratones incluidos en el estudio se 

observaron durante 20 meses tras la activación de la Cre, con el fin de identificar la formación 

de tumores o alguna otra patología. En ese momento, se sacrificaron por dislocación cervical 

y se inspeccionaron a nivel macroscópico. Además, en el momento de sacrificar cada animal 

se extrajo DNA y RNA del tubo digestivo para validar el funcionamiento del sistema Cre-loxp 

mediante PCR, secuenciación Sanger y RT-qPCR.  
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 Los oligonucleótidos empleados para estudiar la deleción de Nomo1 a nivel de DNA 

genómico y de expresión se especifican en las tablas 4 y 7, respectivamente.  

 

8.5. Generación de un ratón condicional Nomo1 Flox / Msi1-Cre 

 

 La deleción de Nomo1 in vivo también se puede inducir por la expresión de la 

recombinasa Cre de manera selectiva en algunos tejidos. En este sentido, se han empleado 

ratones Musashi-1-Cre (Msi1-Cre), los cuales expresan la Cre de manera constitutiva en las 

criptas intestinales, pulmón, cerebro y piel. La expresión de esta recombinasa está 

controlada por el promotor Msi1, un marcador de células madre neuronales que tiene un 

papel importante en el mantenimiento del estado stem, la diferenciación y la 

tumorogénesis204.   

 

 Para ello, se cruzaron 3 ratones condicionales para Nomo1 en heterocigosis 

(Nomo1flox/wt) con 3 ratones Msi1-Cre +. De esta manera, se generaron ratones con la 

deleción de Nomo1 en heterocigosis desde estadios tempranos en las criptas intestinales. 

La deleción homocigota de Nomo1 no pudo ser reproducida en este modelo dado que la 

pérdida en homocigosis de este gen es letal durante el desarrollo embrionario.  En total, se 

estudiaron 3 ratones con la deleción heterocigota (Nomo1flox/wt Cre+) y un ratón condicional 

en heterocigosis sin la deleción que fue utilizado como control (Nomo1flox/wt Cre-). Todos los 

animales permanecieron en observación durante 18 meses con el fin de identificar la 

formación de tumores o alguna otra patología, momento en el que fueron sacrificados por 

dislocación cervical para su estudio molecular y anatomopatológico. De cada animal se 

extrajo DNA y RNA del tubo digestivo para validar el funcionamiento del sistema Cre-loxp 

mediante PCR. Además, se extrajo material genómico de otros órganos donde se 

observasen indicios de patología.  

 

8.6. Inducción de carcinogénesis colorrectal en ratones Nomo1 Flox / Msi1-Cre 

 

 La 1,2-Dimetilhidrazina (DMH) es un potente agente carcinógeno que se ha utilizado 

durante muchos años para reproducir modelos de carcinogénesis colorrectal en roedores de 

laboratorio205–208. Además, la formación de tumores en el colon de ratones inducida por DMH 

guarda una estrecha similitud con el cáncer colorrectal en humanos en cuanto a su 

morfología, patrones de crecimiento y manifestaciones clínicas209. El DMH es un agente 

alquilante que incorpora grupos metilo en el DNA, generando mutaciones puntuales que 

afectan a los procesos de proliferación, diferenciación y apoptosis en las células epiteliales 

del colon210–212.  
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 Por este motivo, en este trabajo hemos decidido estudiar el efecto de la deleción de 

Nomo1 en un contexto de carcinogénesis colorrectal generado por sucesivas inyecciones 

semanales de una concentración constante de DMH (Sigma-Aldrich). Para ello, se han 

seguido protocolos descritos anteriormente como modelo213,214. En primer lugar, se han 

dividido un total de 15 ratones de 8 semanas de edad en 3 grupos acorde a su genotipo:  

  a) 4 ratones Nomo1flox/wt; Msi1-Cre + (deleción heterocigota).  

  b) 6 ratones Nomo1flox/wt; Msi1-Cre- (grupo control 1). 

  c) 5 ratones Nomo1wt/wt (grupo control 2).  

 

 A todos los ratones de cada grupo se les administró de forma intraperitoneal una 

dosis semanal de 20 mg/kg durante un periodo de 20 semanas. El DMH fue diluido cada 

semana en EDTA 1 mM ajustado a pH 6,5 con NaOH 8 N.  El volumen final de inyección fue 

de 250 µL. A la semana 22, todos los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical 

excepto en los casos donde se desarrollase alguna patología previamente que hiciera 

necesario sacrificar el animal. Finalmente, se observó si existían formaciones tumorales o 

alguna otra patología y se extrajo el tubo digestivo para su análisis anatomopatológico y 

molecular 

 

8.7. Estudio anatomopatológico  

 

 Las muestras obtenidas del tubo digestivo de todos los ratones fueron fijadas en PBS 

y se llevaron al Servicio de Patología Molecular Comparada del Centro de Investigación del 

Cáncer (IBMCC-CSIC) para su inclusión en bloques de parafina. Los estudios patológicos 

fueron realizados sobre secciones teñidas con hematoxilina-eosina con la colaboración del 

Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Universitario de Salamanca.  

 

9.   Análisis estadístico  

 

 El análisis estadístico se realizó con el programa informático IBM/SPSS® Statistics 

v.26 (SPSS Inc., Chicago, IL). Se consideró la existencia de significación estadística cuando 

se halló un p-valor inferior a 0,05. Las variables cuantitativas se describieron en términos de 

tendencia central (media) y dispersión (desviación estándar). Esto aplica para los estudios 

de viabilidad celular, cuantificaciones de western blot, migración celular, estado stem cell y 

longitud telomérica. Las diferencias entre los grupos comparados se analizaron mediante la 

prueba t de Student cuando tenían una distribución normal validada mediante la prueba 

Kolmogorov-Smirnov (p-valor >0,05). En el caso de variables clínicas cualitativas, se analizó 

la distribución mediante la prueba χ² de Pearson.



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
Resultados 

 
 

 
 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel RESULTADOS 
 

 109 

 

Resultados  

 

CAPÍTULO I. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LA PÉRDIDA DE NOMO1 

EN CÁNCER COLORRECTAL DE APARICIÓN TEMPRANA 

 

1. Generación de líneas celulares knockout para NOMO1 mediante el 

sistema de edición génica CRISPR/cas9  

 

1.1.  Validación de la edición génica de las líneas celulares HCT-116 y HS-5 

 

 La validación de la edición génica generada por el sistema CRISPR/cas9 se realizó 

a nivel de DNA genómico y de expresión proteica. Para ello, primero fue necesario generar 

clones viables de cada condición de estudio, y extraer DNA y proteína de cada uno de ellos 

mediante los protocolos detallados en la metodología.  

 

 Confirmación mediante secuenciación Sanger:  

 

 La extracción de DNA de los clones generados se llevó a cabo de las líneas celulares 

HCT-116 y HS-5 transfectadas con el plásmido vacío, con la combinación de guías G1+G3 

y de las células sin transfectar. 

 

 En primer lugar, se amplificó mediante PCR la región diana del gen NOMO1, que 

comprende todo su exón 3 y parte de las regiones intrónicas adyacentes. De esta manera, 

se pudo observar como la endonucleasa cas9 había sido eficiente generando un corte de 

doble cadena en los puntos de corte marcados por las guías 1 y 3, localizados al inicio y 

final del exón 3. Estos productos de PCR se observaron en un gel de agarosa, se purificaron, 

y se secuenciaron mediante el método de Sanger (Figura 30).   

  

A 

 

 

sgRNA-3 sgRNA-1
NOMO1 WT

AGGGGGATTTCATTCTGAAGATTGAGCCTCCC
HCT-116 NOMO1 KO-1
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 B 

 

 

 

 

Figura 30. Secuencias de nucleótidos correspondientes al exón 3 de NOMO1 y sus regiones 

intrónicas adyacentes. Se observan las secuencias modificadas tras el corte generado por la 

cas9 en las posiciones marcadas por las guías 1 y 3 (estrellas verde y azul). A) Secuencia WT y 

NOMO1-KO de los clones de la línea HCT-116. B) Secuencias WT y NOMO1-KO de los clones 

de la línea HS-5.  

 

 Así, se comprobó que el sistema CRISPR/cas9 había sido eficiente, generando la 

deleción de la región comprendida entre las guías 1 y 3 (32 pb) en 3 clones de la línea HCT-

116 y 3 clones de la línea HS-5. Además, se observó que el estado de NOMO1 permanecía 

AGGGGGATTTCATTCTGAAGATTGAGCCTCCC
HCT-116 NOMO1 KO-2

AGGGGGATTTCATTCTGAAGATTGAGCCTCCC
HCT-116 NOMO1 KO-3

sgRNA-3 sgRNA-1
NOMO1 WT

AGGGGGATTTCATTCTGAAGATTGAGCCTCCCHS-5 NOMO1 KO-1

AGGGGGATTTCATTCTGAAGATTGAGCCTCCC
HS-5 NOMO1 KO-2

AGGGGGATTTCATTCTGAAGATTGAGCCTCCC
HS-5 NOMO1 KO-3
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germinal en todas las condiciones transfectadas con el plásmido vacío y en las células sin 

transfectar. 

 

 Confirmación mediante qPCR:  

 

 Una vez observado que las guías 1 y 3 habían funcionado correctamente para 

escindir la región de interés del exón 3 de NOMO1, se validó la generación de los clones 

mediante la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). En este sentido, se realizó 

la qPCR para 2 clones control y 3 clones knockout de cada línea celular. Así, la secuencia 

de DNA amplificada en la condición control se correspondía con la región delecionada, por 

lo que los clones NOMO1-KO no amplificarían ningún fragmento. Para ello, fue necesario 

utilizar los oligonucleótidos específicos de cada sgRNA (sgRNA-1 y sgRNA-3). 

 

 

Figura 31. Normalización de la cantidad de DNA amplificado para el fragmento de interés del gen 

NOMO1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se representan 2 clones control y 3 clones 

transfectados con la combinación G1+G3 para cada línea celular.  

 

 Como se muestra en la figura 31, los 3 clones NOMO1-KO de la línea HCT-116 y los 

3 clones NOMO1-KO de la línea HS-5 no amplificaron ningún fragmento de DNA. Esto 

confirma que la edición a nivel genómico del exón 3 del gen NOMO1, producida por el 

sistema CRISPR/cas9, había sido la esperada.  

 

 Confirmación mediante western blot:  

 

 Finalmente, se estudió la expresión proteica de NOMO mediante western blot, con 

el objetivo de confirmar si la deleción generada y validada a nivel genómico provocaba la 

ruptura del marco de lectura e inactivación de la proteína. Para esta validación, se utilizaron 

2 clones control y 2 clones NOMO1-KO de cada línea celular, ya que serían los utilizados 

para la caracterización funcional en experimentos posteriores. Como muestra la figura 32, 

las condiciones control en la línea HCT-116 y HS-5 mostraron expresión de NOMO, mientras 

que en los clones editados genéticamente no había expresión de dicha proteína. 
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Figura 32. Análisis de la expresión proteica de NOMO en las líneas celulares HCT-116 y HS-5. 

Se representa la expresión de NOMO en los clones control y en los clones editados mediante 

CRISPR/cas9.  

 

 Por tanto, teniendo en cuenta las diferentes técnicas de validación empleadas, 

confirmamos la correcta generación de dos líneas celulares (HCT-116 y HS-5) knockout para 

NOMO1 con el uso de la herramienta de edición génica CRISPR/cas9.  

 

2. Caracterización fenotípica de las líneas celulares NOMO1 knockout 

 

2.1.  Análisis de expresión del complejo NOMO/NCLN/TMEM147  

  

 Diversos autores han descrito que las proteínas NOMO, NCLN y TMEM147 forman 

un complejo proteico localizado en el retículo endoplásmico que ejerce de antagonista de la 

vía de señalización Nodal durante el desarrollo embrionario. Además, estos estudios han 

demostrado que NCLN y NOMO se vuelven inestables y disminuyen su expresión en 

ausencia de alguno de los dos miembros. Por tanto, estas dos proteínas tendrían un efecto 

estabilizador del complejo. Por este motivo, tras la generación de las líneas celulares HCT-

116 y HS-5 con inactivación de NOMO, quisimos estudiar los niveles de expresión de los 

miembros del complejo a nivel de RNA y proteína, mediante RT-qPCR y western blot, 

respectivamente. Para cada línea celular, se estudiaron 2 clones NOMO-WT y 2 clones 

NOMO-KO. 

 

Como se observa en la figura 33, tal y como indican los estudios previos, la expresión 

de NCLN se redujo significativamente en los clones NOMO-KO de las dos líneas celulares. 

Sin embargo, esta reducción de NCLN a nivel proteico no fue acompañada por una 

disminución de los niveles de ARN mensajero, sugiriendo que la pérdida de expresión es 

causada por un mecanismo post-transcripcional. Del mismo modo, otros autores han 

demostrado que la expresión de TMEM147 se reduce significativamente en ausencia de 

NCLN y NOMO. Contrariamente, en este trabajo demostramos por primera vez que los 

niveles de expresión de TMEM147 no se ven afectados tras la inactivación de NOMO en las 

líneas celulares incluidas en este estudio. Por lo tanto, la pérdida de NOMO desestabiliza el 

complejo formado con NCLN, pero no afecta a la expresión de TMEM147. 

 

HCT-116

NOMO

ACTINA

HS-5

WT PX458 KO1 KO2

130 KDa

43 KDa

WT PX458 KO1 KO2
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A 

 

B 

 

C 

 

Cuantificación WB 

 HCT-116 WT DS HCT-116 NOMO KO DS HS-5 WT DS HS-5 NOMO KO DS 

NOMO 1,00 0,18 0,01 - 1,00 0,16 0,01 - 

NCLN 1,00 0,12 0,01 - 1,00 0,02 0,01 - 

TMEM147 1,00 0,03 0,98 0,13 1,00 0,04 0,87 0,17 

 

Figura 33. Niveles de expresión de los miembros del complejo NOMO/NCLN/TMEM147 en las 

líneas celulares HCT-116 y HS-5, con y sin inactivación de NOMO. A) Niveles de mRNA de NCLN 

y TMEM147. B) Niveles de expresión proteica de NOMO, NCLN y TMEM147 detectados 

mediante western blot. C) Cuantificación y normalización de los niveles de expresión proteica del 

complejo NOMO/NCLN/TMEM147. Se han cuantificado dos clones de cada condición y se 

representa su promedio. DS: desviación estándar.  
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2.2.  Análisis de expresión proteica de los receptores de la vía de señalización 

Nodal 

 

 Se ha demostrado que el complejo NOMO/NCLN/TMEM147 modula la señalización 

de la vía Nodal durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. Aunque se sabe que 

ejerce un papel antagonista de la vía, actualmente se desconoce el mecanismo implicado 

en este proceso. Por ello, nos propusimos estudiar, en las dos líneas celulares carentes de 

NOMO generadas en este trabajo, si la inactivación de NOMO afectaba a la expresión de 

varios miembros de la vía de señalización Nodal. En primer lugar, se cuantificó la expresión 

proteica de los receptores ACTRII-B y ALK4, y del correceptor Cripto-1 mediante western 

blot. Para cada línea celular, se compararon 2 clones NOMO-WT y 2 clones NOMO-KO 

(Figura 34).  
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Cuantificación WB 

 HCT-116 WT DS HCT-116 NOMO KO DS HS-5 WT DS HS-5 NOMO KO DS 

ACTRII-B 1,00 0,10 0,88 0,03 1,00 0,16 0,88 0,04 

ALK4 1,00 0,08 0,96 0,16 1,00 0,14 0,75 0,16 

Cripto-1 1,00 0,05 1,16 0,11 1,00 0,04 0,97 0,07 

 
Figura 34. Niveles de expresión proteica de los receptores (ACTRII-B y ALK4) y del correceptor 

(Cripto-1) de la vía de señalización Nodal en las líneas celulares HCT-116 y HS-5. A) Niveles de 

expresión de ACTRII-B y ALK4 mediante western blot. B) Niveles de expresión proteica del 

correceptor Cripto-1. C) Cuantificación y normalización de los niveles de expresión proteica de 

los receptores y del correceptor de la vía Nodal. Se han cuantificado dos clones de cada 

condición y se representa su promedio. DS: desviación estándar. 

 

 En este sentido, no se observaron alteraciones en los niveles de expresión proteica 

de ACTRII-B, ALK4 y Cripto-1 tras la inactivación de NOMO en ninguno de los clones 

analizados de las dos líneas celulares. Esto sugiere que NOMO no afecta a la expresión de 

los receptores y correceptores de la vía de señalización Nodal en células adultas, en 

consonancia con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio.  

 

2.3.  Estudio de la actividad de la vía Nodal  

 

 Se ha descrito en numerosas ocasiones que la actividad de la vía Nodal se ve 

modificada en diversos tipos tumorales. Así, una vez los receptores son activados por el 

ligando Nodal, éstos fosforilan a las proteínas SMAD2 y SMAD3 que se unen a un mediador 

común, la proteína SMAD4 (Co-Smad). Cuando SMAD4 se activa, forma un complejo 

transcripcional con SMAD2/3, el cual se transloca al núcleo para activar a distintos factores 

de transcripción. Por este motivo, quisimos estudiar si la inactivación de NOMO afectaba a 

la actividad de la vía Nodal alterando la expresión de las proteínas que integran la vía de las 

SMADs.  

 

 En primer lugar, analizamos la expresión de SMAD2 y SMAD3 a nivel endógeno y 

fosforilado, mediante western blot. El estado de estas dos proteínas se cuantificó tanto en 

condiciones basales como en condiciones de activación de la ruta. Para ello, antes de 

realizar la extracción de proteínas, las células se incubaron durante 24 horas con el ligando 

Nodal (rhNodal). Como se puede observar en la figura 35, los niveles de expresión de 

SMAD2 y SMAD3 fue similar en los clones NOMO-WT y NOMO-KO, en condiciones basales 

y tras activación de la vía con el ligando Nodal. Además, el estado de fosforilación de estas 

dos proteínas tampoco se vio alterado tras la inactivación de NOMO en ninguna de las dos 

líneas celulares.  
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Cuantificación WB 

 HCT-116 WT DS 
HCT-116 WT 

+ rhNodal 
DS 

HCT-116 

NOMO KO 
DS 

HCT-116  

NOMO KO + rhNodal 
DS 

SMAD2/3 0,70 0,02 0,87 0,12 0,73 0,07 1,00 0,06 

pSMAD2/3 0,83 0,01 1,00 0,04 0,95 0,11 0,94 0,07 

 HS-5 WT DS 
HS-5 WT  

+ rhNodal 
DS 

HS-5  

NOMO KO 
DS 

HS-5  

NOMO KO + rhNodal 
DS 

SMAD2/3 0,93 0,14 1,00 0,07 0,83 0,17 0,84 0,02 

pSMAD2/3 0,68 0,12 1,00 0,02 0,56 0,11 0,83 0,02 

 
Figura 35. Niveles de expresión de las proteínas SMAD2, SMAD3, pSMAD2 y pSDMAD3 en los 

clones NOMO-WT y NOMO-KO de las líneas celulares HCT-116 y HS-5. A) Niveles de expresión 

de SMAD2/3 y pSMAD2/3 en condiciones basales y con activación de la vía tras incubación con 

el ligando nodal (rhNodal) durante 24 horas. B) Cuantificación y normalización de los niveles de 

expresión de las proteínas SMAD2/3 y pSMAD2/3. Se han cuantificado dos clones de cada 

condición y se representa su promedio. DS: desviación estándar. 

 

 Posteriormente, se estudió el estado de SMAD4 en condiciones basales, con el 

objetivo de ver si la inactivación de NOMO generaba algún cambio en su expresión. En este 

caso, la pérdida de NOMO tampoco parece influir en los niveles de expresión proteica de 

SMAD4 (Figura 36).  
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Cuantificación WB 

 HCT-116 WT DS HCT-116 NOMO KO DS HS-5 WT DS HS-5 NOMO KO DS 

SMAD4 1,00 0,10 0,76 0,18 0,89 0,16 1,00 0,22 

 
Figura 36. Niveles de expresión proteica de SMAD4 en los clones NOMO-WT y NOMO-KO de 

las líneas celulares HCT-116 y HS-5. A) Western blot de SMAD4. B) Cuantificación y 

normalización de los niveles de expresión proteica de SMAD4. Se han cuantificado dos clones 

de cada condición y se representa su promedio. DS: desviación estándar. 

 

 Estos resultados confirman que la actividad de la vía Nodal no se ve afectada por la 

pérdida de NOMO1. Sin embargo, el complejo formado por NCLN y NOMO si parece 

desestabilizarse. En este contexto, NOMO1 podría estar desempeñando su papel a través 

de otra vía de señalización no conocida hasta el momento.  

 

2.4.  Estudio de la viabilidad celular  

 

 Independientemente de los mecanismos moleculares alterados tras la pérdida de 

NOMO1, quisimos determinar si la inactivación de este gen afectaba a la proliferación 

celular. Para ello, se cultivaron 2 clones NOMO-WT y 2 clones NOMO-KO de las líneas HCT-

116 y HS-5, y se evaluó mediante MTT su tasa de crecimiento a 0, 24, 48 y 72 horas. Este 

ensayo se realizó por triplicado, donde cada una de estas réplicas biológicas constó de 3 

réplicas técnicas. De esta manera, cada clon tuvo 9 mediciones a cada tiempo. Las tasas 

de crecimiento de los clones knockout no mostraron diferencias significativas (p-valor >0,05) 

respecto de los clones control (Figura 37). Por tanto, la inactivación de NOMO no modifica 

la viabilidad celular de las líneas HCT-116 y HS-5.  
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 HCT-116 WT HCT-116 PX458 HCT-116 NOMO KO-1 HCT-116 NOMO KO-2 

Tiempo (h) Crecimiento (%) DS Crecimiento (%) DS Crecimiento (%) DS Crecimiento (%) DS 

0 100,00 - 100,00 - 100,00 - 100,00 - 

24 255,35 27,34 266,96 21,53 258,04 26,09 245,90 21,60 

48 706,97 37,34 706,49 46,03 659,01 38,63 699,29 27,96 

72 1084,94 53,17 1101,01 104,61 980,31 90,69 1080,79 91,98 

 

B 

 

 HS-5 WT HS-5 PX458 HS-5 NOMO KO-1 HS-5 NOMO KO-2 

Tiempo (h) Crecimiento (%) DS Crecimiento (%) DS Crecimiento (%) DS Crecimiento (%) DS 

0 100,00 - 100,00 - 100,00 - 100,00 - 

24 255,35 27,34 266,96 21,53 258,04 26,09 245,90 21,60 

48 706,97 37,34 706,49 46,03 659,01 38,63 699,29 27,96 

72 1084,94 53,17 1101,01 104,61 980,31 90,69 1080,79 91,98 

 
Figura 37. Efecto de la inactivación de NOMO sobre la viabilidad celular. A) MTT de la línea 

celular HCT-116. B) MTT de la línea celular HS-5. DS: desviación estándar.  

 

2.5.  Estudio del estado stem cell  

 

 Para estudiar si la inactivación de NOMO afectaba a la diferenciación celular, se 

realizó un análisis de expresión de los marcadores de membrana CD44 y CD24. Estas dos 

proteínas de superficie celular se consideran marcadores de células madre de cáncer de 

colon, y se asocian principalmente a procesos de adhesión celular, migración y metástasis. 

Para ello, se compararon 2 clones NOMO-WT y 2 clones NOMO-KO de cada línea celular 

mediante citometría de flujo. En total, se contabilizaron 50.000 eventos para cada clon y se 

tuvieron en cuenta para el análisis los porcentajes de células vivas con expresión de CD44 

o CD24 (Figura 38). La expresión de dichos marcadores en las líneas celulares HCT-116 y 

HS-5 no presentó diferencias significativas (p-valor >0,05) en función del estado de NOMO. 

100

200

300

400

500

600

700

800

24 48 72

C
re

c
im

ie
n

to
 (

%
)

Tiempo (h)

HS-5

HS-5 WT

HS-5 PX458

HS-5 NOMO KO-1

HS-5 NOMO KO-2



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel RESULTADOS 
 

 120 

 

Es decir, las células NOMO-KO no ofrecen indicios de desdiferenciación como sucede en 

las células madre indiciadoras de la carcinogénesis colorrectal.  

 

A 

 

B 

 

C 

 % CÉLULAS VIVAS CON EXPRESIÓN DE: 

HCT-116 CD44 FITC CD24 APC HS-5 CD44 FITC CD24 APC 

WT 99,60 97,70 WT 100,00 76,50 

PX458 81,70 68,00 PX458 100,00 77,10 

NOMO KO-1 82,10 93,00 NOMO KO-1 99,60 84,30 

NOMO KO-2 73,80 67,70 NOMO KO-2 99,90 86,80 

Promedio 

NOMO WT 90,65 82,85 NOMO WT 100,00 76,80 

NOMO KO 77,95 80,35 NOMO KO 99,75 85,55 

DS WT 12,66 21,00 SD WT 0,00 0,42 

DS KO 5,87 17,89 SD KO 0,21 1,77 

 
Figura 38. Expresión de los marcadores de membrana CD44 y CD24 en las líneas celulares 

HCT-116 y HS-5, con y sin inactivación de NOMO. A) Expresión de los clones individuales y 

agrupados por genotipo de la línea HCT-116. B) Expresión de los clones individuales y agrupados 

por genotipo de la línea HS-5. C) Cuantificación normalizada de CD44 y CD24 detectada 

mediante citometría de flujo en las células NOMO-WT y NOMO-KO de ambas líneas celulares. 

DS: desviación estándar.  

 

 

0

20

40

60

80

100

120

CD44 FITC CD19 APC

E
x

p
re

s
ió

n
 (

%
)

HCT-116

WT

PX458

NOMO KO-1

NOMO KO-2

0

20

40

60

80

100

120

CD44 FITC CD19 APC

E
x

p
re

s
ió

n
 (

%
)

HCT-116

NOMO WT

NOMO KO

CD24 APCCD24 APC

0

20

40

60

80

100

120

CD44 FITC CD19 APC

E
x

p
re

s
ió

n
 (

%
)

HS-5

WT

PX458

NOMO KO-1

NOMO KO-2

0

20

40

60

80

100

120

CD44 FITC CD19 APC

E
x

p
re

s
ió

n
 (

%
)

HS-5

NOMO WT

NOMO KO

CD24 APC CD24 APC



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel RESULTADOS 
 

 121 

 

3. Estudio del perfil transcriptómico y proteómico de las líneas celulares 

carentes de NOMO1  

 

 Dado que los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que la inactivación 

del NOMO1 no afecta a la actividad de la vía de señalización Nodal, quisimos estudiar si la 

pérdida de este gen modificaba los perfiles de expresión génica y proteica. De esta manera, 

podríamos identificar genes y/o rutas de señalización alteradas como consecuencia de la 

pérdida de NOMO1 que pudieran explicar la génesis del EOCRC.  

 

3.1.  Estudio del transcriptoma  

 

 Para estudiar el transcriptoma, se extrajo RNA total de los clones NOMO1-KO y 

NOMO1-WT de las dos líneas celulares y se analizó el perfil de expresión mediante 

microarrays y RNA-seq. Para ambos análisis, se consideró un FC superior a 1,5 para los 

genes sobre-expresados y un FC inferior a -1,5 para los genes infra-expresados. Los datos 

crudos obtenidos en ambos ensayos se han depositado en el repositorio “Gene Expression 

Omnibus (GEO)” con el identificador de acceso GSE198383.  

 

 Microarrays de expresión: 

 

 El análisis del perfil transcripcional se llevó a cabo mediante microarrays de 

expresión, comparando 4 clones NOMO1-KO y 4 clones NOMO1-WT. Esto es, se incluyeron 

en el estudio 2 clones wild type y 2 clones knockout de las líneas celulares HCT-116 y HS-

5. De esta manera, se eliminaría el efecto del fondo genético de cada línea, por lo que los 

cambios detectados en el perfil de expresión génica se deberían únicamente a la pérdida de 

NOMO1.  

 

 Tras el análisis de los datos aportados por el microarray, se pudieron identificar un 

total de 126 genes desregulados (FC>1,5; FC<-1,5), debido a la inactivación de NOMO1, en 

común a las dos líneas celulares. De estos 126 genes, 81 se encontraban sobre-expresados 

(FC>1,5) y 45 se presentaron de forma infra-expresada (FC<-1,5). Así, se puede confirmar 

que la pérdida de NOMO1 genera un perfil transcripcional diferencial en las líneas HCT-116 

y HS-5 (Figura 39). 
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Figura 39. Perfil de expresión diferencial de las líneas celulares HCT-116 y HS-5 con inactivación 

de NOMO1. Representación mediante heatmap de los genes comunes desregulados en el 

microarray de expresión (FC>1,5; FC<-1,5).   

 

 Posteriormente, se realizó un análisis de enriquecimiento de rutas (GSEA) utilizando 

la herramienta WebGestalt. Para ello, se introdujo en el sistema los 126 genes desregulados 

que se identificaron en el microarray tras la inactivación de NOMO1. Además, se añadió el 

FC de cada gen con el fin de reflejar en el análisis de enriquecimiento la magnitud de su 

cambio de expresión. Como resultado, se obtuvieron un total de 18 rutas de señalización 

afectadas por la pérdida de NOMO1, tras contrastar el set de genes desregulados con la 

base de datos “hallmarks” (Figura 40). El análisis de enriquecimiento con las bases de datos 

“KEGG” y “Reactome” se detallan en el anexo 1.  

 

Línea celular

Microarray de expresión 
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Figura 40. Procesos biológicos desregulados asociados a la pérdida de NOMO1 en las líneas 

celulares HCT-116 y HS-5. Se representan los procesos alterados al introducir el set de genes 

desregulados en el microarray de expresión en el análisis GSEA-hallmarks (FC>1,5; FC<-1,5). 

 

 Secuenciación de RNA: 

 

 Para el análisis del perfil transcriptómico mediante RNA-seq, se compararon un total 

de 6 clones NOMO1-KO y 6 clones NOMO1-WT, englobando a las líneas celulares HCT-

116 y HS-5. En este caso, se incluyeron en el estudio 3 clones wild type y 3 clones knockout 

de cada línea celular. Al igual que en el análisis de microarrays, de esta manera se eliminaría 

el efecto del fondo genético de cada línea, por lo que los cambios detectados en el perfil de 

expresión génica se podrían atribuir a la pérdida de NOMO1.  

 

 El análisis de los resultados del RNA-seq mostró un total de 592 genes desregulados 

significativamente (False Discovery Rate; FDR<0,05) en las células carentes de NOMO1 de 

las dos líneas celulares. De todos ellos, 108 genes se encontraban significativamente sobre-

expresados (FC>1,5) y 213 genes se encontraban infra-expresados (FC<-1,5). Estos datos 

corroboran, nuevamente, que la inactivación de NOMO1 genera un cambio en el perfil 

transcripcional de las líneas HCT-116 y HS-5 (Figura 41). 
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Figura 41. Perfil de expresión diferencial de las líneas celulares HCT-116 y HS-5 con inactivación 

de NOMO1. Representación mediante heatmap de los genes comunes desregulados en la 

secuenciación de RNA (FC>1,5; FC<-1,5).   

 

 Además, el análisis de enriquecimiento de rutas (GSEA) realizado con el set de 321 

genes desregulados significativamente en el RNA-seq mostró un total de 20 procesos 

afectados en las células carentes de NOMO1 (Figura 42). Cabe destacar que entre los 20 

procesos afectados en el RNA-seq se encontraban la mayoría de las rutas que se 

identificaron en el microarray de expresión. El análisis de enriquecimiento con las bases de 

datos “KEGG” y “Reactome” se detallan en el anexo 2.  
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Figura 42. Procesos biológicos desregulados asociados a la pérdida de NOMO1 en las líneas 

celulares HCT-116 y HS-5. Se representan los procesos alterados al introducir el set de genes 

desregulados en la secuenciación de RNA en el análisis GSEA-hallmarks (FC>1,5; FC<-1,5).  

 

 Los datos obtenidos en el perfil transcripcional indican que las líneas celulares 

carentes de NOMO1 presentan genes desregulados que se relacionan con la ruta de TNFα 

(Factor de Necrosis Tumoral α), así como con los procesos de inflamación y formación de 

vasos sanguíneos, entre otros. Estas vías están comúnmente alteradas durante la EII, la 

cual es un factor de riesgo importante para el desarrollo del CCR. Interesantemente, los 

genes desregulados en el microarray y en el RNA-seq generan la alteración de la transición 

epitelio-mesénquima, un proceso fundamental para la adquisición de la capacidad invasiva 

y metastásica de las células tumorales (Tabla 17).  
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Tabla 17. Genes asociados a la transición epitelio-mesénquima (EMT) que se encuentran 

desregulados en las líneas celulares HCT-116 y HS-5 tras la inactivación de NOMO1. 

Gen Descripción FC Estado Ensayo 

LUM Lumican 2,51 Sobre-expresado Microarray 

POSTN Periostin 2,14 Sobre-expresado Microarray 

VCAN Versican 2,02 Sobre-expresado Microarray 

CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 1,81 Sobre-expresado Microarray 

PTX3 Pentraxin 1,78 Sobre-expresado Microarray 

EDIL3 EGF like repeats and discoidin domains 3 1,71 Sobre-expresado Microarray 

LOXL1 Lysyl oxidase like 1 1,64 Sobre-expresado Microarray 

BDNF Brain derived neurotrophic factor 1,63 Sobre-expresado Microarray 

CAPG Capping Actin Protein 1,62 Sobre-expresado RNA-seq 

CCN1 Cellular Communication Network Factor 1 -1,70 Infra-expresado RNA-seq 

CCN2 Cellular Communication Network Factor 2 -2,38 Infra-expresado RNA-seq 

CD44 CD44 -1,91 Infra-expresado RNA-seq 

PCOLCE Procollagen Endopeptidase Enhancer 2,17 Sobre-expresado RNA-seq 

QSOX1 Quiescin Sulfhydryl Oxidase 1 1,51 Sobre-expresado RNA-seq 

SERPINE2 Serpin Family E Member 2 1,62 Sobre-expresado RNA-seq 

THBS1 Thrombospondin 1 -2,69 Infra-expresado RNA-seq 

VEGFA Vascular Endothelial Growth Factor A 1,72 Sobre-expresado RNA-seq 

 

Por otro lado, se observó que los genes desregulados en las líneas celulares 

NOMO1-KO que se vinculaban con la EMT también se relacionan con la afectación de la 

migración celular (Figura 43).  

 

 

Figura 43. Procesos biológicos desregulados en las líneas celulares carentes de NOMO1, al 

incluir los genes diferencialmente expresados que mostraban asociación con la EMT en el 

análisis de sobre-representación de rutas. 
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Además, la pérdida de NOMO1 es recurrente en EOCRC, un subgrupo de pacientes 

que se diagnostican fundamentalmente en estadios avanzados y que desarrollan metástasis 

tempranas. Así, la célula tumoral presentaría una mayor capacidad migratoria y un 

importante potencial para invadir tejidos. Para ello, el mecanismo de transición desde un 

estado epitelial a mesenquimal es fundamental.  Por este motivo, nos propusimos estudiar 

mediante WB la expresión de E-Cadherina, Vimentina y β-Catenina, tres marcadores de 

EMT que también se relacionan con un aumento de la capacidad migratoria. Sin embargo, 

la expresión proteica de E-Cadherina, Vimentina y β-Catenina no mostró cambios 

significativos entre los clones NOMO-KO y WT de las dos líneas celulares (Figura 44). 

 

A 

 

B 

 

 Cuantificación WB 
 HCT-116 WT DS HCT-116  

NOMO KO DS HS-5 WT DS HS-5  
NOMO KO 

DS 
E-Cadherina 1,00 0,05 0,86 0,11 1,00 0,09 0,99 0,00 
Vimentina 0,69 0,09 1,00 0,24 0,83 0,07 1,00 0,16 
β-Catenina 0,85 0,03 1,00 0,04 1,29 0,03 1,00 0,06 

 
Figura 44. Expresión proteica de los marcadores de EMT en las líneas celulares HCT-116 y HS-

5 con inactivación de NOMO. A) Expresión de E-Cadherina, Vimentina y β-Catenina analizada 

mediante western blot en los clones NOMO-KO y NOMO-WT. B) Cuantificación y normalización 

de los niveles de expresión proteica de E-Cadherina, Vimentina y β-Catenina. DS: desviación 

estándar. 

E-Cadherina 120 KDa

Vimentina 57 KDa

ACTINA 43 KDa

HCT-116 HS-5

WT PX458 KO1 KO2 WT PX458 KO1 KO2

B-Catenina 92 KDa

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

E-Cadherina Vimentina B-Catenina

E
x
p

re
s
ió

n
 p

ro
te

ic
a
 (

W
B

)

EMT

HCT-116 WT

HCT-116 NOMO KO

HS-5 WT

HS-5 NOMO KO



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel RESULTADOS 
 

 128 

 

 En resumen, la inactivación de NOMO1 genera un perfil transcripcional diferencial y 

desencadena la alteración de la EMT, entre otras vías afectadas, la cual no se puede explicar 

por la desregulación de E-cadherina, Vimentina y β-Catenina. Por tanto, sería necesario 

identificar otras proteínas desreguladas tras la pérdida de NOMO1 que pudieran explicar la 

afectación de la EMT y que pudieran relacionarse con los procesos de migración, invasión 

y metástasis. 

 

3.2.  Estudio del proteoma 

 

 Para dilucidar los cambios en los perfiles de expresión proteica tras la inactivación 

de NOMO, se llevó a cabo un análisis mediante espectrometría de masas (LC-IMS/MS) de 

las líneas celulares HCT-116 y HS-5. Para ello, se compararon 4 réplicas de los clones 

NOMO-WT y NOMO-KO empleando 0,5 µg de proteína de cada muestra. Los datos crudos 

obtenidos en el ensayo de LC-IMS/MS se han depositado en “ProteomeXchange 

Consortium” (http://proteome-central.proteomexchange.org), a través del repositorio PRIDE, 

con el identificador de acceso PXD033636.  

 

 La cuantificación del proteoma incluyó un total de 3227 proteínas, las cuales se 

clasificaron como sobre-expresadas o infra-expresadas cuando el ratio KO/WT fue mayor o 

menor a 1, respectivamente. Así, la inactivación de NOMO generó un total de 357 proteínas 

desreguladas significativamente (p-valor <0,05) en la línea HCT-116, de las cuales 205 

proteínas se encontraban sobre-expresadas y 152 infra-expresadas. Por su parte, en la línea 

HS-5 NOMO-KO se identificaron 486 proteínas desreguladas (p-valor <0,05), de las cuales 

182 se presentaban de forma sobre-expresada y 304 de forma infra-expresada. Cuando se 

cruzaron las proteínas desreguladas en los clones knockout de ambas líneas, se 

encontraron 16 proteínas infra-expresadas y 12 sobre-expresadas en común (Figura 45, 

Tabla 18). 

 

 

Figura 45. Representación mediante diagramas de Venn de las proteínas infra-expresadas y 

sobre-expresadas identificadas mediante LC-IMS/MS de forma común en las líneas celulares 

HCT-116 y HS-5 con inactivación de NOMO. 
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Tabla 18. Proteínas desreguladas tras la pérdida de NOMO en las líneas HCT-116 y HS-5, 

identificadas mediante LC-IMS/MS.  

  Expresión KO/WT  

Proteína Descripción HCT-116 HS-5 Estado 

K2013 Uncharacterized protein 2,71 4,59 

Sobre-expresado 

GFPT2 Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase 2,11 3,68 

S10A6 Protein S100-A6 2,01 3,47 

FDFT Squalene synthase 1,99 2,86 

HMGA1 High mobility group protein A1 1,98 2,65 

SPB4 Serpin B4 1,81 2,55 

TMM33 Transmembrane protein 33 1,79 1,87 

RRAS Ras-related protein 1,47 1,79 

NSDHL Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase 1,43 1,61 

PRDX1 Peroxiredoxin-1 1,31 1,44 

CUL2 Cullin-2 1,26 1,40 

DHE3 Glutamate dehydrogenase 1 1,14 1,35 

ACTN4 Alpha-actinin-4 0,89 0,78 

Infra-expresado 

CTND1 Catenin delta-1 0,84 0,58 

HS90B Heat shock protein 0,91 0,79 

HMGB1 High mobility group protein B1 0,87 0,67 

ANXA3 Annexin A3 0,66 0,20 

LMNB1 Lamin-B1 0,76 0,67 

RIR1 Ribonucleoside-diphosphate reductase 0,78 0,49 

ITA3 Integrin alpha-3 0,52 0,43 

UBP5 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 0,79 0,66 

NOMO Nodal modulator 0,02 0,02 

TDIF2 Deoxynucleotidyltransferase terminal-interacting protein 2 0,56 0,49 

H1X Histone H1.10 0,49 0,64 

NCLN Nicalin 0,06 0,08 

UN45A Protein unc-45 homolog A 0,61 0,31 

MYOF Myoferlin 0,68 0,70 

SNX9 Sorting nexin-9 0,72 0,72 

 

 Una vez identificada la presencia de un perfil proteómico diferencial en las líneas 

NOMO-KO, se incluyeron las 28 proteínas desreguladas en común a las dos líneas celulares 

en un análisis de enriquecimiento de rutas (GSEA). En este caso, se observó que las 

proteínas desreguladas tras la pérdida de NOMO facilitan la alteración de procesos 

biológicos como la homeostasis del colesterol o las uniones apicales. En consonancia con 

lo observado a nivel transcriptómico, los defectos en las uniones apicales de las células se 

identifican normalmente en células con una mayor capacidad migratoria, invasiva y 

metastásica. También, entre las 28 proteínas desreguladas en el proteoma se encontraban 

las proteínas CTND1, LMNB1 y HMGA1, cuyos defectos se asocian con un aumento de la 

capacidad migratoria y de la EMT. Por este motivo, decidimos confirmar la expresión de 

estas proteínas mediante western blot (Figura 46).  
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A 

 

B 

 

C 

 

 Cuantificación WB 
 HCT-116 WT SD HCT-116  

NOMO KO SD HS-5 WT SD HS-5  
NOMO KO SD 

CTND1 1,00 0,02 0,79 0,18 1,00 0,18 0,31 0,04 
LMNB1 1,00 0,06 0,64 0,03 1,00 0,04 0,59 0,10 
HMGA1 1,00 0,23 1,58 0,27 1,00 0,02 1,95 0,38 

 
Figura 46. Expresión de las proteínas asociadas a migración y EMT que se muestran 

desreguladas en el proteoma de las líneas celulares HCT-116 y HS-5 carentes de NOMO. A) 

Procesos biológicos desregulados en las líneas celulares NOMO-KO, incluyendo las proteínas 

diferencialmente expresadas detectadas mediante LC-IMS/MS. B) Expresión de las proteínas 

CTND1, LMNB1 y HMGA1 en los clones NOMO-WT y NOMO-KO mediante western blot. C) 

Cuantificación y normalización de los niveles de expresión proteica de CTND1, LMNB1 y 

HMGA1. DS: desviación estándar. 
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 Por tanto, nuestros resultados confirman los cambios de expresión de CTND1, 

LMNB1 y HMGA1 observados en las líneas celulares carentes de NOMO. Esto sugiere que 

la pérdida de NOMO1 podría inducir un aumento de la capacidad migratoria, invasiva y 

metastásica en EOCRC a través de la alteración de estas proteínas. 

 

4. Análisis de la capacidad migratoria  

 

 Para determinar si la pérdida de NOMO1 modificaba la migración celular, nos 

propusimos estudiar la capacidad migratoria de los clones NOMO-WT y NOMO-KO de las 

líneas celulares HCT-116 y HS-5. Para ello, realizamos un ensayo de cierre de herida y un 

ensayo de migración celular mediante transwell. Cada ensayo se replicó tres veces, y para 

cada una de estas réplicas se analizaron tres heridas de cada clon.  

 

 Estudio de migración celular mediante ensayo de cierre de herida: 

 

 En el ensayo de “cierre de herida”, el área ocupada por las células que migraron se 

calculó a las 0, 12, 24, 36 y 48 horas para la línea HCT-116. Para la línea HS-5, el área 

ocupada se calculó hasta las 36 horas, ya que en ese momento todas las heridas estaban 

cerradas (Figura 47). En este caso, las células con inactivación de NOMO mostraron una 

mayor capacidad migratoria a todos los tiempos, especialmente a las 24 y 48 horas, dado 

que el porcentaje de área ocupada era significativamente mayor que la condición control (p-

valor <0,001). Los porcentajes de área ocupada para cada réplica y cada tiempo de los 

clones knockout y wild type de las dos líneas celulares se detallan en el anexo 3.  

 

A 

 

 

0 h

24 h

48 h

HCT-116 WT HCT-116 PX458 HCT-116 NOMO KO-1 HCT-116 NOMO KO-2
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B 

 

 

C 

 

Figura 47. Análisis mediante ensayo de cierre de herida de la capacidad migratoria de dos clones 

NOMO-KO y dos clones wild type de las líneas celulares HCT-116 y HS-5. A) Imágenes de 

microscopía tomadas a las 0, 24 y 48 horas de la línea HCT-116. B) Imágenes de microscopía 

tomadas a las 0, 24 y 36 horas de la línea HS-5. C) Normalización y cuantificación del área 

ocupada por las células WT y NOMO-KO con capacidad migratoria para cada línea celular.  

**: p<0,001.  
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 Estudio de migración celular mediante ensayo de transwell:  

 

 Posteriormente, quisimos validar este incremento de la capacidad migratoria 

mediante un ensayo de transwell. En este caso, las células que fueron capaces de migrar a 

través de una membrana porosa fueron teñidas con cristal violeta a las 24 y 48 horas, y 

finalmente cuantificadas con el programa ImageJ®. Como se puede observar en la figura 

48, el número de células que consiguieron atravesar la membrana porosa fue 

significativamente mayor en los clones NOMO-KO que en los clones NOMO-WT de las 

líneas HCT-116 y HS-5 (p-valor <0,001). Por tanto, con este ensayo se corrobora que la 

inactivación de NOMO1 produce un aumento de la migración celular. Las cuantificaciones 

del número de partículas positivas (células que han migrado) para cada réplica y cada tiempo 

de los clones knockout y wild type de las dos líneas celulares se detallan en el anexo 4. 
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C 

 

Figura 48. Análisis de la capacidad migratoria de las líneas HCT-116 y HS-5 mediante ensayo 

de transwell. Se han comparado dos clones NOMO-KO y dos clones NOMO-WT de cada línea 

celular. A) Imágenes al microscopio óptico de las células migradas de la línea HCT-116, tomadas 

con el objetivo 10X. B) Imágenes al microscopio óptico de las células migradas de la línea HS-5, 

tomadas con el objetivo 10X. C) Normalización y cuantificación de las células con capacidad 

migratoria (nº células migradas). **: p<0,001.  

 

 De forma consistente en todas las líneas celulares, nuestros resultados muestran 

que la capacidad migratoria de las células NOMO-KO aumenta de forma significativa en las 

líneas celulares HCT-116 y HS-5. Por ello, concluimos que la inactivación de NOMO1 

promueve la migración celular en las líneas celulares incluidas en nuestro trabajo.  
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CAPÍTULO II. CARACTERIZACIÓN DE LA PÉRDIDA DE NOMO1 EN UN 

MODELO MURINO CONDICIONAL  

 

1. Generación de un modelo murino condicional para Nomo1 mediante el 

sistema de edición génica CRISPR/cas9  

 

 Además del estudio en líneas celulares, quisimos reproducir la situación de pérdida 

de función de NOMO en otros modelos de experimentación, con el fin de definir su papel en 

el desarrollo del EOCRC. Para ver el efecto de su deleción somática, generamos un modelo 

murino condicional para Nomo1 con el objetivo de inducir su deleción en un momento y 

contexto celular específico. La elección de un modelo murino condicional se debe a que la 

pérdida de Nomo1 en estado embrionario es letal. 

 

 Mediante la tecnología de edición génica CRISPR/cas9 se generó una rotura de 

doble hebra en el locus de Nomo1 en ratones de la cepa C57BL/6J, concretamente en una 

región del exón 3-intrón 4 del gen. En esa región, se insertaron dos secuencias loxp que 

flanquean el exón 3 y que son reconocidas por la recombinasa Cre. Esta recombinasa 

provoca la recombinación de las dos secuencias loxp, de manera que escinde el exón 3 de 

Nomo1, rompiéndose el marco de lectura y generando su inactivación.  

 

 La generación de este modelo murino se ha descrito en un trabajo previamente 

publicado por nuestro grupo202. En resumen, tras generar la descendencia, se genotiparon 

todos los ratones con el fin de identificar aquellos alelos modificados correctamente. Tan 

solo en uno de los animales analizados se había producido la recombinación homóloga en 

toda la extensión del DNA molde insertado, y por lo tanto incorporó las modificaciones 

genómicas deseadas. Se trataba de un ratón mosaico con 3 alelos diferentes: uno de ellos 

con una deleción de 4 pb dentro de la secuencia del exón 3, otro con una deleción mayor de 

47 pb, y un último alelo con las modificaciones esperadas (alelo Flox).  

 

 Una vez caracterizados los alelos, se estudió si el alelo de interés se transmitía a la 

línea germinal para poder segregarlo a la descendencia. Así, se puso en cruce dicho ratón 

fundador con dos hembras con alelos Nomo1 wild type. Su descendencia, un total de 9 

ratones, se genotiparon mediante PCR y se vio que 4 de las crías poseían el alelo flox y un 

alelo silvestre. Es decir, se generaron eficientemente 4 ratones condicionales para Nomo1 

en heterocigosis (Nomo1flox/wt). Finalmente, se pusieron en cruce estos animales 

heterocigotos para generar ratones con el gen Nomo1 mutado en homocigosis 

(Nomo1flox/flox), en heterocigosis (Nomo1flox/wt) y ratones wild type.  
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1.1.  Validación del sistema cre-loxp in vitro 

 

 Para comprobar el funcionamiento del sistema cre-loxp in vitro, se infectó un cultivo 

de MEFs, obtenidos de embriones que procedían del cruce entre ratones con Nomo1 

mutado en heterocigosis. Estos MEFs fueron extraídos entre los días 12,5 y 13,5 de 

gestación. Posteriormente, se mantuvieron en cultivo hasta ser infectados con un adenovirus 

que porta las secuencias codificantes de la recombinasa Cre y del marcador de selección 

GFP (AD5CMVCre-GFP) (Figura 49). 

 

 

Figura 49. Extracción de fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) para la validación in vitro del 

sistema cre-loxp.  

 

 En este caso, se infectaron 100.000 MEFs procedentes de ratones con Nomo1 

mutado en homocigosis, heterocigosis y wild type. Tras 48 horas de la infección, se testó su 

eficiencia en un microscopio de fluorescencia, y se extrajo DNA y RNA para validar la edición 

génica mediante PCR, secuenciación Sanger y RT-qPCR. 

 

 En primer lugar, los MEFs infectados con el adenovirus mostraron expresión de GFP, 

indicando que el adenovirus se había introducido en las células y, por tanto, la recombinasa 

CRE se estaría expresando. En segundo lugar, la validación en DNA genómico mediante 

PCR mostró un fragmento de 482 pb como resultado de la escisión del exón 3 de Nomo1. 

Los ratones Nomo1flox/flox mostraron un fragmento de 482 pb, los ratones Nomo1flox/wt un 

fragmento de 482 pb y otro de 786 pb, y los ratones wild type un único fragmento de 786 pb. 

En tercer lugar, se analizó mediante RT-qPCR los niveles de expresión de Nomo1 en los 

MEFs infectados y sin infectar. En este caso, se observó una disminución significativa de la 
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expresión de Nomo1 en los embriones condicionales en homocigosis y heterocigosis que se 

habían editado correctamente (Figura 50). Cabe destacar que la expresión no fue nula en 

ningún caso ya que no todas las células consiguieron introducir el adenovirus, por lo que no 

se produciría la escisión del exón 3 de Nomo1 en el 100% del cultivo.  

 

A     B 

 

C 

 

D 

 

Figura 50. Validación del sistema cre-loxp in vitro. Escisión del exón 3 de Nomo1 en fibroblastos 

embrionarios de ratón (MEFs) mediante infección con AD5CMVCre-GFP. A) Imagen de 

microscopía de fluorescencia donde se detecta la expresión de GFP, como control de eficiencia 
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de la infección, en MEFs. B) Validación mediante PCR del sistema cre-loxp en DNA genómico 

de MEFs infectados y sin infectar. C) Secuencia de nucleótidos del exón 3 de Nomo1 en MEFs 

que presentan la deleción en homocigosis. D) Niveles normalizados de mRNA del exón 3 de 

Nomo1 detectados mediante RT-qPCR.  

 

1.2.  Validación del sistema cre-loxp in vivo 

 

 Para ver el efecto de la deleción somática de NOMO1 en EOCRC, y considerando 

este gen como un posible supresor tumoral, quisimos silenciar la expresión de Nomo1 en 

las células del colon de los ratones condicionales generados previamente.  

 

 Para ello, se inyectó el adenovirus que porta la recombinasa CRE en el colon de 9 

ratones de 8 semanas de edad: 6 Nomo1flox/flox, 2 Nomo1flox/wt y 1 Nomo1wt/wt. Como grupo 

control, se utilizaron 2 ratones Nomo1flox/flox y un ratón Nomo1flox/wt sin tratar con el 

adenovirus. Tras 20 meses de seguimiento, todos los ratones se sacrificaron por dislocación 

cervical y se extrajo DNA del intestino para comprobar el funcionamiento del sistema cre-

loxp in vivo.  

 

 Tras evaluar mediante PCR el estado del exón 3 de Nomo1, se pudo observar que 

el sistema cre-loxp había funcionado eficientemente, ya que fue capaz de generar la escisión 

del exón 3 en el intestino. Sin embargo, se pudo comprobar que las células que incorporaron 

el adenovirus habían sido editadas, mientras que las células que no consiguieron infectarse 

mantuvieron el estado de Nomo1 wild type. Por tanto, los ratones Nomo1flox/flox y Nomo1flox/wt 

infectados amplificaron un fragmento de 854 pb (alelo flox) o 786 pb (alelo wt) y otro de 482 

pb (alelo delta). Por su parte, todos los ratones del grupo control mostraron un único 

fragmento de 854 pb (alelo flox) o 786 pb (alelo wt), según correspondiese (Figura 51).  

 

 

Figura 51. Validación del sistema cre-loxp in vivo. Estudio mediante PCR del estado del exón 3 

de Nomo1 en el intestino de ratones condicionales infectados con el adenovirus-Cre y ratones 

control.  
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2. Análisis anatomopatológico de los modelos murinos con inactivación 

de Nomo1  

 

2.1.  Inactivación de Nomo1 mediante inyección con adenovirus portador de la 

recombinasa Cre  

 

Tras la activación de la Cre, los animales se monitorizaron durante 20 meses y se 

sacrificaron por dislocación cervical, momento en el que se llevó a cabo una inspección 

macroscópica. Posteriormente, se realizó un análisis histológico del tracto gastrointestinal y 

de otros tejidos afectados de cada animal en el Servicio de Anatomía Patológica del Hospital 

Universitario de Salamanca. El estudio anatomopatológico confirmó que ni los ratones con 

inactivación de Nomo1 ni los ratones del grupo control mostraban lesiones en el intestino 

compatibles con el desarrollo de CCR (Tabla 19).  

 

Tabla 19. Análisis anatomopatológico de los ratones condicionales para Nomo1 infectados con 

el adenovirus portador de la recombinasa Cre.  

ID Genotipo: Nomo1 Sexo AdenoCRE Anatomía Patológica 

1 FLOX/FLOX Hembra Si Normal 

2 FLOX/FLOX Macho Si Normal 

3 FLOX/FLOX Hembra Si Normal 

4 FLOX/FLOX Hembra Si Normal 

5 FLOX/FLOX Hembra Si Displasia intestino delgado 

6 FLOX/FLOX Hembra Si Normal 

7 FLOX/WT Hembra Si Normal 

8 FLOX/WT Macho Si Normal 

9 WT/WT Hembra Si Normal 

10 FLOX/FLOX Macho NO Normal 

11 FLOX/FLOX Hembra NO 
Intestino normal.  

Sarcoma de mama. 

12 FLOX/WT Hembra NO Normal 

 

 De manera excepcional, se observó que un animal con deleción de Nomo1 en 

homocigosis presentaban una lesión displásica en el intestino delgado (Figura 52). Además, 

un ratón del grupo control presentó un sarcoma de mama.  
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Figura 52. Histología del intestino delgado y grueso normal. Se representa el análisis histológico 

de un animal con inactivación de Nomo1 y displasia en el intestino delgado.  

 

 Estos resultados indican que la pérdida de Nomo1 podría ser una mutación 

passenger en el desarrollo del cáncer colorrectal. 

 

2.2.  Inactivación de Nomo1 en ratones Msi1-Cre  

 

 Además de inducir la pérdida de Nomo1 de manera local en el intestino, nos 

propusimos estudiar si la deleción en heterocigosis de Nomo1 desde fases embrionarias 

promovía la aparición de tumores en el colon. Cabe destacar que este modelo solo pudo 

llevarse a cabo con la inactivación de un alelo del gen ya que la pérdida en homocigosis 

desde estadios embrionarios es letal. Para ello, se pusieron en cruce ratones Nomo1flox/wt 

con ratones que expresan la recombinasa Cre de manera constitutiva. La expresión de la 

Cre en estos animales está controlada por el promotor Msi1, un marcador de células stem 

identificado justo encima de las células de Paneth del intestino delgado. La expresión de 

dicha recombinasa ha sido identificada en varios tejidos como cerebro, pulmón, piel y criptas 

intestinales. Así, su expresión en dichos tejidos promueve la escisión del exón 3 de Nomo1 

por recombinación de las dos secuencias loxp.  

 

 Se generaron un total de 13 ratones Nomo1flox/wt; Msi1-Cre+ (deleción heterocigota 

de Nomo1) y se utilizaron como control 12 ratones Nomo1flox/wt (condicionales sin deleción). 

Intestino delgado normal Intestino grueso normal

ID-5: displasia en intestino delgado



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel RESULTADOS 
 

 141 

 

Se realizó un seguimiento de todos los animales durante al menos un año para ver si 

desarrollaban alguna patología. Al cabo de 14 meses, se sacrificaron mediante dislocación 

cervical 3 ratones con la pérdida en heterocigosis y 1 ratón del grupo control, dado que 

visualmente ningún animal presentaba signos de enfermedad (Tabla 20).  

 

Tabla 20. Análisis anatomopatológico de los ratones Nomo1flox/wt con expresión constitutiva de la 

recombinasa Cre. 

ID Genotipo: Nomo1 Sexo Msi1-Cre Anatomía Patológica 

13 FLOX/WT Macho Si Normal 

14 FLOX/WT Macho Si Angiosarcoma rectal 

15 FLOX/WT Hembra Si Normal 

16 FLOX/WT Macho No Normal 

 

 El estudio histológico del tracto gastrointestinal de todos los ratones no mostró 

ninguna evidencia de neoplasia intestinal. De forma anecdótica, un animal Nomo1flox/wt; 

Msi1-Cre+ presentó un angiosarcoma en el recto (Figura 53). Estos datos corroboran que la 

pérdida de Nomo1 en el colon podría no ser una mutación driver del cáncer colorrectal.  

 

 

Figura 53. Angiosarcoma rectal de un animal Nomo1flox/wt; Msi1-Cre+. 
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2.3.  Modelo de carcinogénesis colorrectal mediante administración de 1,2-

dimetilhidrazina (DMH)  

 

 Una vez confirmado que la inactivación de Nomo1 no es una mutación driver en 

EOCRC, nos planteamos la posibilidad de que tuviese un papel importante como mutación 

passenger en esta enfermedad. En este sentido, cabría esperar que la pérdida de Nomo1 

acelerase la génesis del EOCRC. Por este motivo, decidimos generar un modelo de 

carcinogénesis colorrectal mediante la administración de un agente metilante del DNA, el 

DMH. El tratamiento con este fármaco promueve la aparición desde lesiones benignas hasta 

adenocarcinomas en el colon.  

 

 Para ello, se administró el DMH a un grupo de 4 ratones con deleción heterocigota 

del gen (Nomo1flox/wt; Msi1-Cre+), a un grupo de 6 ratones condicionales como grupo control 

1 (Nomo1flox/wt) y a un grupo de 5 ratones wild type como grupo control 2. Se administraron 

20 mg/kg una vez por semana, durante 20 semanas. A la semana 22, se sacrificaron todos 

los animales por dislocación cervical y se realizó un estudio anatomopatológico del tracto 

gastrointestinal u otros tejidos con signos de patología. Se realizó el análisis histológico de 

todos los ratones con deleción heterocigota de Nomo1, de 3 ratones del grupo control 1 y 

de 2 ratones del grupo control 2. En este caso, se puede confirmar que el modelo de 

carcinogénesis había funcionado correctamente, ya que la mayoría de los animales habían 

desarrollado adenomas tras 20 semanas de tratamiento (Tabla 21).  

 

Tabla 21. Análisis anatomopatológico de los ratones Nomo1flox/wt con expresión constitutiva de la 

recombinasa Cre y de los ratones control en un modelo de carcinogénesis colorrectal inducida 

por DMH.  

ID Genotipo: Nomo1 Sexo Msi1-Cre Anatomía Patológica 

17 FLOX/WT + DMH Macho Si Normal 

18 FLOX/WT + DMH Hembra Si Normal 

19 FLOX/WT + DMH Macho Si 
Intestino normal 

Adenocarcinoma de pulmón  

20 FLOX/WT + DMH Hembra Si Adenocarcinoma en colon 

21 FLOX/WT + DMH Hembra No Adenoma en colon 

22 FLOX/WT + DMH Macho No Adenoma en colon 

23 FLOX/WT + DMH Hembra No Normal 

24 WT/WT + DMH Macho No Normal 

25 WT/WT + DMH Hembra No Adenoma en intestino 
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 Además, en dos animales con pérdida de Nomo1 en heterocigosis se observaron 

lesiones malignas. En el primero, se identificó un adenocarcinoma de pulmón con patrón 

papilar. En el segundo, se detectó un adenocarcinoma in situ intramucoso en el colon (Figura 

54).  

 

 

 

 

Figura 54. Histología del tejido pulmonar e intestinal de animales con inactivación de Nomo1 en 

heterocigosis tratados con DMH. Se representa un adenocarcinoma de pulmón y un 

adenocarcinoma de colon.  

 

 

 

 

 

ID-19: Adenocarcinoma de pulmón

Pulmón normal 20X Adenocarcinoma 20X Adenocarcinoma 40X

ID-20: Adenocarcinoma de colon

Adenoma colon 20X Adenocarcinoma 20X Adenocarcinoma 40X
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CAPÍTULO III. ESTUDIO DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON 

AGENTES QUIMIOTERÁPICOS 

 

1. Estudio de la respuesta al tratamiento con 5-fluorouracilo, irinotecán, 

oxaliplatino y cisplatino de las líneas celulares carentes de NOMO1  

 

 Finalmente, independientemente de los mecanismos moleculares alterados tras la 

inactivación de NOMO1 y su condición de mutación passenger en CCR, quisimos estudiar 

si la pérdida de este gen modificaba la respuesta al tratamiento. De esta manera, podríamos 

identificar si los pacientes menores de 50 años con cáncer colorrectal y deleción de NOMO1 

se pueden beneficiar de un tratamiento particular. Para ello, analizamos la viabilidad celular 

de las líneas celulares HCT-116 y HS-5, con y sin inactivación de NOMO1, a través de los 

ensayos de MTT y de Anexina V/Yoduro de propidio.  

 

1.1.  Análisis de viabilidad celular mediante MTT  

 

 Para estudiar la respuesta al tratamiento en las dos líneas celulares mediante MTT, 

se trataron las células NOMO-KO y NOMO-WT con dosis crecientes de 5-FU, irinotecán, 

oxaliplatino y cisplatino. Para cada línea celular, se compararon 3 clones NOMO-KO y 3 

clones NOMO-WT. La medición del número de células viables se realizó tras 24, 48 y 72 

horas de incubación con el fármaco.  

 

 Como se puede observar en la figura 55, existe una respuesta dosis-dependiente 

para cada uno de los fármacos empleados en este trabajo, independientemente del tiempo 

de incubación. En este caso, no se encontraron diferencias significativas (p-valor >0,05) en 

la respuesta al tratamiento con 5-FU, irinotecán y oxaliplatino en función del estado de 

NOMO en ambas líneas celulares. Sin embargo, si se observó una mayor resistencia al 

cisplatino de las células NOMO-KO, si bien es cierto que este fármaco no está indicado para 

el tratamiento del CCR. Así, el IC50 para cada fármaco fue el siguiente:  

 

 5-fluorouracilo: 

IC50 HCT-116 NOMO-WT y KO: 4,25 y 5,85. 

IC50 HS-5 NOMO-WT y KO: 20,38 y 19,16. 

 Irinotecán: 

IC50 HCT-116 NOMO-WT y KO: 6,66 y 7,71. 

IC50 HS-5 NOMO-WT y KO: 5,53 y 3,91.  

 Oxaliplatino: 

IC50 HCT-116 NOMO-WT y KO: 1,58 y 1,91. 
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IC50 HS-5 NOMO-WT y KO: 3,79 y 4,88. 

 Cisplatino: 

IC50 HCT-116 NOMO-WT y KO: 4,53 y 12,68.  

IC50 HS-5 NOMO-WT y KO: 0,25 y 0,77.  

  

 Con todo esto, la pérdida de NOMO1 no modifica la respuesta al tratamiento con 5-

fluororuracilo, irinotecán y oxaliplatino en EOCRC, pero si ofrece resistencia al cisplatino. 
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D 

 

 

 

Figura 55. Análisis de viabilidad celular mediante MTT de las líneas celulares HCT-116 y HS-5, 

con y sin inactivación de NOMO, tras el tratamiento con agentes quimioterápicos. Se representan 

los porcentajes de crecimiento promedios de 3 clones NOMO-KO y 3 clones NOMO-WT de cada 

línea celular. A) Respuesta al tratamiento con 5-FU. B) Respuesta al tratamiento con irinotecán. 

C) Respuesta al tratamiento con oxaliplatino. D) Respuesta al tratamiento con cisplatino.  

 

1.2.  Análisis de viabilidad celular mediante el ensayo Anexina V/Yoduro de 

Propidio  

 

 Por último, se trataron de forma similar las células NOMO-KO y NOMO-WT de las 

dos líneas celulares con dosis crecientes de los mismos agentes quimioterápicos. En este 

caso, las concentraciones se seleccionaron en función de la respuesta detectada mediante 

MTT. Al igual que en el caso anterior, se compararon 3 clones NOMO-KO y 3 clones NOMO-

WT de las líneas HCT-116 y HS-5 a las 72 horas tras el marcaje con Anexina V/Yoduro de 

Propidio. De esta manera, no solo podríamos contabilizar por citometría de flujo las células 

vivas, sino también las células que se encuentran en apoptosis, necrosis y necro-apoptosis.  
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 Como se muestra en la figura 56, la viabilidad celular de las líneas HCT-116 y HS-5, 

con y sin inactivación de NOMO, no mostró diferencias significativas (p-valor >0,05) en la 

respuesta al tratamiento con 5-FU, irinotecán y oxaliplatino. Al igual que en el caso anterior, 

la línea HCT-116 NOMO-KO ofreció una mayor resistencia al cisplatino. Por otro lado, se 

observó un efecto dosis-dependiente para todos los fármacos. Así, el IC50 para cada uno de 

ellos fue el siguiente:  

 

 Irinotecán: 

IC50 HCT-116 NOMO-WT y KO: 4,08 y 5,59. 

IC50 HS-5 NOMO-WT y KO: 13,57 y 14,60. 

 Oxaliplatino: 

IC50 HCT-116 NOMO-WT y KO: 4,14 y 3,97. 

IC50 HS-5 NOMO-WT y KO: 6,05 y 11,11. 

 Cisplatino: 

IC50 HCT-116 NOMO-WT y KO: 6,00 y 13,33. 

IC50 HS-5 NOMO-WT y KO: 3,73 y 3,40. 
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C 

 

D 

 

Figura 56. Análisis de viabilidad celular mediante citometría de flujo de las líneas celulares HCT-

116 y HS-5, con y sin inactivación de NOMO, tras el tratamiento con agentes quimioterápicos. 

Se representan los porcentajes promedios de 3 clones NOMO-KO y 3 clones NOMO-WT de cada 

línea celular. Marcaje con Anexina V/Yoduro de propidio a las 72 horas de tratamiento. A) 

Respuesta al tratamiento con 5-FU. B) Respuesta al tratamiento con irinotecán. C) Respuesta al 

tratamiento con oxaliplatino. D) Respuesta al tratamiento con cisplatino. 

 

En conclusión, la pérdida de NOMO1 no modifica la respuesta al tratamiento con 5-

FU, irinotecán y oxaliplatino en las líneas celulares HCT-116 y HS-5. Por ello, no podemos 

realizar una indicación específica para este subgrupo de pacientes. Sin embargo, existe una 

resistencia al tratamiento con cisplatino en las células con inactivación del gen NOMO1.  
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CAPÍTULO IV. ESTUDIO DEL ACORTAMIENTO TELOMÉRICO EN 

PACIENTES CON CÁNCER COLORRECTAL DE APARICIÓN TEMPRANA 

 

Dada la relación existente entre el acortamiento telomérico y el riesgo de desarrollar 

cáncer, nos propusimos analizar la LT de pacientes con EOCRC esporádico, con el fin de 

analizar la LT como un posible marcador predictivo de esta enfermedad, ya que esto 

permitiría modificar las estrategias de prevención dirigidas a la población de riesgo menor 

de 50 años.  

 

En primer lugar, quisimos analizar si la variabilidad en la LT podría estar asociada 

con el desarrollo del EOCRC. Para ello, se cuantificó mediante RT-qPCR la LT absoluta de 

los leucocitos procedentes de SP de 87 pacientes con EOCRC esporádico y de 109 

individuos sanos (grupo control), todos ellos menores de 50 años. Como se muestra en la 

figura 57, los telómeros de los pacientes con EOCRC eran significativamente más cortos 

(p<0,001) que en el grupo control (LT media EOCRC: 122 kb; LT media control: 296 kb). Por 

lo tanto, el acortamiento telomérico podría predisponer al desarrollo del EOCRC.  

 

 

Figura 57. Cuantificación mediante RT-qPCR de la longitud telomérica absoluta en DNA 

procedente de sangre periférica de pacientes con EOCRC e individuos sanos. Se representan 

las longitudes teloméricas absolutas por célula diploide. 
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 Dado que se han descrito polimorfismos en el gen hTERT que modulan sus niveles 

de transcripción en células mononucleadas de sangre periférica, nos propusimos estudiar la 

distribución genotípica del polimorfismo rs2853669 (A>G) en EOCRC, mediante 

discriminación alélica por PCR con sondas TaqMan. Este SNP se localiza en la región 

promotora del gen hTERT, concretamente en la posición -245, y ya ha sido relacionado con 

el acortamiento telomérico secundario a mal funcionamiento de la telomerasa215. 

 

 Como se muestra en la tabla 22, en nuestra cohorte, el estado del alelo minoritario 

(G) se asoció con un mayor riesgo de desarrollar EOCRC (p=0,028; OR: 1,326 (IC 95%: 

1,018-1,728). En este caso, observamos que el alelo G era menos frecuente en EOCRC 

(26%) frente al grupo control (36%). Estos datos sugieren que el alelo minoritario podría 

desempeñar un papel protector frente al desarrollo del EOCRC. Por lo tanto, la pérdida de 

este factor protector podría aumentar el riesgo de desarrollar EOCRC a través de un mal 

funcionamiento de la telomerasa.  

 

Tabla 22. Distribución genotípica del polimorfismo rs2853669 del gen hTERT en EOCRC y en la 

población control.  

SNP Genotipo Controles EOCRC esporádico P-valor OR (95% CI) 

hTERT 
 

(rs2853669) 

AA 43 (39%) 47 (54%)   

AG 53 (49%) 35 (40%) 0,082  

GG 13 (12%) 5 (6%)   

AA+AG 96 (88%) 82 (94%) 0,137  

GG 13 (12%) 5 (6%)   

GG+GA 66 (61%) 40 (46%) 0,042 1,803 (1,020-3,190) 

AA 43 (39%) 47 (54%)   

A 139 (64%) 129 (74%)   

G 79 (36%) 45 (26%) 0,028 1,326 (1,018-1,728) 
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Discusión  

 

 El cáncer colorrectal es el tercer tumor más frecuente y la segunda causa de muerte 

por cáncer en el mundo. En el momento actual, su incidencia se está incrementando debido 

al envejecimiento poblacional, aunque su mortalidad está disminuyendo. Esto se debe a la 

detección precoz de la enfermedad gracias a la implementación y mejora de los programas 

de cribado que se destinan a las personas mayores de 50 años, así como a la aparición de 

estrategias terapéuticas más eficaces.  

 

 Sin embargo, la incidencia del CCR en pacientes menores de 50 años (EOCRC) ha 

aumentado de forma importante en las últimas décadas, representando en el momento 

actual el 10% de todos los casos de CCR. En este sentido, el aumento de la incidencia del 

EOCRC de etiología desconocida es una epidemia mundial, sobre todo teniendo en cuenta 

que este subgrupo de pacientes se caracteriza por un diagnóstico de la enfermedad en 

estadio avanzado, con peor pronóstico y con fenotipos más agresivos del tumor216. Además, 

el EOCRC de tipo esporádico abarca casi el 80% de todos los casos de EOCRC y presenta 

limitaciones para la identificación de biomarcadores específicos que faciliten su diagnóstico 

precoz. Los criterios de edad definidos en los programas de cribado del CCR hacen que este 

subgrupo de pacientes no pueda diagnosticarse en estadios tempranos de la enfermedad. 

Esto justifica que en los últimos años la mortalidad de este tipo de tumor se haya 

incrementado considerablemente63.  

 

 A pesar del incremento en la incidencia del EOCRC, son pocos los estudios que han 

explorado las bases genéticas y los mecanismos moleculares implicados su 

génesis141,217,218. Por tanto, los estudios sobre la etiología del EOCRC son imprescindibles 

para mejorar la prevención, el diagnóstico y el tratamiento del CCR de inicio temprano. 

 

 En un estudio previo realizado por nuestro grupo, se identificó una deleción 

recurrente de la región cromosómica 16p13.12-p13.11 en pacientes menores de 50 años 

con CCR esporádico. Además, se demostró que más del 80% de los tumores EOCRCs 

examinados tenían una deleción somática en homocigosis del gen NOMO1, localizado en 

dicha región cromosómica, y presentaban estabilidad de microsatélites156. Además, en un 

análisis sobre el perfil mutacional del gen NOMO1 en EOCRC, se encontró que el 50% de 

los tumores con deleción heterocigota presentaban mutación patogénica en el otro alelo. 

Esto pone de manifiesto que NOMO1 podría ser inactivado, no sólo por deleción, sino 

también por mutación en los tumores EOCRC. Estos datos mostraban, por primera vez, la 

existencia de mutaciones patogénicas en el gen NOMO1 asociadas al EOCRC, y sugerían 

que este gen podría actuar como un supresor tumoral.  
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1. CRISPR/Cas9 genera eficientemente la inactivación de NOMO1 en líneas 

celulares 

 

 En este trabajo se presenta un estudio sobre el posible papel que desempeña el gen 

NOMO1 en la carcinogénesis colorrectal en individuos jóvenes. Para ello, se reprodujo la 

situación de pérdida de función de NOMO1 en líneas celulares y modelos animales 

utilizando la tecnología de edición génica CRISPR/cas9.   

 

 En primer lugar, se inactivó el gen NOMO1 en las líneas celulares HCT-116 

(EOCRC) y HS-5 (no tumoral) mediante el sistema de edición génica CRISPR/cas9. La 

elección de una línea celular de CCR y una línea no tumoral no solo nos ha permitido testar 

la reproducibilidad de nuestros resultados, sino también vincular los cambios fenotípicos 

observados a la pérdida de NOMO1, ya que el fondo genético de cada línea presenta 

importantes diferencias.  

 

 CRISPR/cas9 es una herramienta de edición genómica que puede programarse para 

cumplir distintas funciones según la modificación genética que se pretenda reproducir en la 

célula. Esta técnica está basada en la creación de roturas de doble hebra en el DNA que 

deben ser reparados por la célula. Por un lado, las DSB se reparan preferentemente a través 

de la unión de extremos no homólogos, un sistema de reparación propenso a errores que 

da lugar a inserciones o deleciones en la región diana (InDels). Estas modificaciones se 

caracterizan por interrumpir el marco de lectura y facilitar la formación de codones de parada 

prematuros, por lo que este sistema se considera el más efectivo para generar knockouts 

de genes219. Por este motivo, hemos usado esta estrategia para generar la deleción del exón 

3 del gen NOMO1. Alternativamente, CRISPR/cas9 puede emplearse para insertar 

secuencias de interés en una región diana del gen. Para ello, es necesario añadir una 

secuencia de DNA donadora, la cual se introduce en la región de corte mediante el sistema 

de reparación por recombinación homóloga. Se trata de un sistema de edición génica donde 

se busca activar o reprimir la expresión génica, así como modificar la función de la 

proteína219. 

 

 Para generar las líneas knockout del gen NOMO1 se seleccionó el exón 3 como 

secuencia diana, dado que el último nucleótido de este exón y los dos primeros del exón 4 

forman un mismo codón y codifican un mismo aminoácido. Por tanto, al producirse el corte 

de doble hebra del DNA mediado por la cas9 y repararse mediante NHEJ, se produce un 

cambio en el marco de lectura que facilita la formación de un codón de parada prematuro, 

dando lugar a una proteína truncada.  
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 Para generar la inactivación de NOMO1 se diseñaron tres sgRNAs distintos, 

localizados en el exón 3 y sus regiones intrónicas adyacentes. Cada uno de los sgRNAs fue 

clonado individualmente en un vector que portaba la secuencia codificante de la cas9. Así, 

al introducir el plásmido en la célula, cada sgRNA marcaría el punto de corte específico en 

la secuencia del gen, que sería reconocido por la cas9 para generar el corte de doble hebra 

en el DNA. Para producir la deleción, se transfectaron las líneas celulares con dos 

combinaciones de guías: sgRNA1+sgRNA2, sgRNA1+sgRNA3 y sgRNA2+sgRNA3. De esta 

manera, se pudo aumentar las probabilidades de éxito ya que al menos una de las guías 

sería exónica, y un corte en esa región reparado defectuosamente por la célula podría 

afectar a la funcionalidad de la proteína. Además, al transfectar con dos guías prácticamente 

consecutivas se facilitó la pérdida del fragmento comprendido entre ellas sin que el sistema 

de reparación de la célula reparase el daño. Por último, dirigir distintos sgRNAs hacia una 

misma región de NOMO1 aumenta la especificidad del corte y disminuye la frecuencia con 

la que aparecen las alteraciones fuera de la secuencia diana (modificaciones off target). En 

este sentido, la modificación continua del genoma aumenta la probabilidad de que se 

produzca la escisión fuera de la región diana, lo que reduce la selectividad de la edición 

provocando mutaciones no deseadas que pueden ser letales.  

 

 A pesar de que se trata de una técnica útil, sencilla y económica, la eficiencia del 

sistema CRISPR/cas9 es normalmente baja. En primer lugar, la eficiencia de inserción del 

plásmido en la línea celular HCT-116 fue muy baja (1-2% de células GFP+), mientras que 

en la línea HS-5 aproximadamente el 20% de las células fueron transfectadas 

correctamente. Esto puede deberse al método de transfección, ya que en la línea HCT-116 

se utilizó la electroporación y en la línea HS-5 se empleó la lipofección, un método que 

genera menos letalidad. Sin embargo, la eficacia para generar clones knockout a partir de 

las células individualizadas mediante single cell fue similar en las dos líneas celulares. Tanto 

para la línea HCT-116 como HS-5 se consiguieron generar 3 clones knockout para NOMO1. 

Esto representa un 1% del total de células GFP+ separadas. Por lo tanto, en las líneas 

celulares utilizadas en este trabajo, CRISPR/cas9 ha mostrado ser un sistema de edición 

génica eficiente para generar la inactivación de NOMO1. 
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2. La desestabilización del complejo NOMO/NCLN no afecta a los niveles 

de expresión de TMEM147 

 

 NOMO, junto con NCLN y TMEM147, forman un complejo proteico localizado en el 

retículo endoplásmico que inhibe la vía de señalización Nodal, una vía de transducción de 

señales que mantiene la pluripotencia en las células madre embrionarias humanas163,164. 

 

 Varios estudios han demostrado que la formación del complejo proteico 

NOMO/NCLN/TMEM147 está limitada por un mecanismo de regulación postranscripcional 

que determina el ensamblaje y formación del complejo164. De hecho, la incorporación de 

estos componentes monoméricos en el complejo proteico facilita su estabilización, lo que 

conlleva un aumento significativo de su vida media163. Sin embargo, aunque el modo de 

ensamblaje del complejo no se conoce bien, algunos autores han afirmado que NCLN juega 

un papel crítico en la formación del complejo proteico a través del control de los niveles 

intracelulares de NOMO y TMEM147, ya que estas formas monoméricas están sometidas a 

una rápida degradación proteolítica si se sintetizan en exceso164. 

 

 Se ha descrito que la inactivación de cualquiera de las tres proteínas da lugar a una 

fuerte reducción de las otras dos. Sin embargo, la sobreexpresión de NOMO y TMEM147, 

solas o en combinación, no genera un aumento de los niveles de expresión de NCLN, lo que 

sugiere que NCLN puede ser el factor limitante en la formación de este complejo 

proteico163,164. 

 

 En este trabajo, observamos que la inactivación de NOMO redujo fuertemente la 

expresión de NCLN a nivel proteico. Sin embargo, los niveles de TMEM147 no se 

modificaron en ninguna de las líneas celulares NOMO-KO estudiadas. Estos resultados 

confirman la desestabilización del complejo NOMO/NCLN, pero ponen de manifiesto que 

TMEM147 no es un factor esencial para su estabilización. Por tanto, nuestros resultados no 

apoyan la reducción de los niveles de TMEM147 tras la inactivación de NOMO, lo que podría 

explicarse por el cambio de contexto celular, ya que este hecho sólo está reportado durante 

el desarrollo embrionario164. Nuestros resultados sugieren que, si bien el complejo 

NOMO/NCLN no consigue ensamblarse, TMEM147 no se une, pero tampoco es degradada 

por el proteasoma debido a la estabilidad que posee su forma monomérica en estas líneas 

celulares.  

 

 Además, encontramos que la desestabilización de NCLN en ausencia de NOMO no 

fue acompañada por una reducción de sus niveles de mRNA, como indican los resultados 

del microarrays de expresión, secuenciación de RNA y el análisis por qRT-PCR. Por tanto, 
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nuestros resultados muestran que la reducción de la proteína NCLN es causada por un 

mecanismo postranscripcional, lo que concuerda con los datos publicados por Dettmer et 

al164. En este caso, existiría un mecanismo de regulación mediante el cual NOMO se une a 

NCLN a través de su dominio luminal y, seguidamente, se une a TMEM147 por su dominio 

citoplasmático. Así, la ausencia de NOMO estaría impidiendo el reclutamiento de NCLN para 

formar un complejo proteico estable, y estaría facilitando su degradación por el proteasoma, 

dada su inestabilidad en forma monomérica. Por su parte, TMEM147 no se reclutaría hasta 

que el complejo NOMO/NCLN no estuviese formado, pero no sería degradada. Esto sugiere 

que TMEM147 podría quedar secuestrada en algún compartimiento celular, o bien ser 

funcional en su forma monomérica. Son necesarios nuevos ensayos funcionales y de 

localización, con el fin de esclarecer la relación entre NOMO y TMEM147 en células adultas. 

Por tanto, el papel de NOMO1 se asociaría con la estabilización del complejo NOMO/NCLN, 

sin depender del estado de TMEM147.  

 

3. La inactivación de NOMO no modifica la actividad de la vía Nodal  

 

 Una vez dilucidado el efecto de la pérdida de NOMO1 en la formación y estabilidad 

del complejo NOMO/NCLN/TMEM147, evaluamos su papel en la activación de la vía de 

señalización Nodal, una ruta esencial para la diferenciación celular durante el desarrollo 

embrionario167. Aunque el papel que desempeña NOMO1 en carcinogénesis no está claro, 

existen estudios que lo posicionan como un supresor tumoral, ya que el complejo 

NOMO/NCLN/TMEM147 actúa como antagonista de la vía de señalización Nodal durante el 

desarrollo embrionario.  

 

 La vía de señalización Nodal, un miembro de la familia TGF-β, está directamente 

relacionada con la plasticidad de las células tumorales y las cancer stem cells. Por ello, 

además de ser una ruta vital durante el desarrollo embrionario, también ejerce un papel 

importante en tumorigénesis170,220.  

 

 La sobreexpresión de esta vía de señalización se ha vinculado con la aparición de 

distintos tipos de tumores176, donde se ha relacionado con un aumento de la capacidad de 

proliferación, invasión y metástasis179,221. Por ejemplo, la sobreexpresión de la vía Nodal 

está implicada en cáncer de mama, próstata, páncreas, melanoma, CCR, glioblastoma, 

carcinoma hepatocelular, cáncer de endometrio, carcinoma de células renales o cáncer de 

tiroides. En estos tipos tumorales, se ha descrito una proporcionalidad entre los niveles de 

expresión de NOMO1 y el grado del tumor160,220. Además, los pacientes cuyos tumores 

presentan una alta actividad de la vía Nodal tienen menor supervivencia179,222. En un estudio 

realizado en líneas celulares de melanoma se ha demostrado que la regulación negativa de 
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la vía Nodal suprime el fenotipo de plasticidad y disminuye la capacidad invasiva y 

proliferativa de las células220. También, en un trabajo desarrollado en líneas celulares de 

cáncer de mama, el knockdown del ligando nodal disminuye la viabilidad celular, aumenta 

la apoptosis y provoca la pérdida de la capacidad de autorrenovación celular223.  

 

Por otro lado, Cripto-1 es un correceptor fundamental para la activación de la vía 

Nodal, cuyo bloqueo se ha postulado como una diana potencial para inhibir la activación de 

la vía. Cripto-1 se sobre expresa en diferentes tipos tumorales, como en CCR, de mama, 

gástrico, ovario y pulmón170. Además, se ha visto que antagonizar la vía Nodal a través de 

su inhibidor Lefty o de anticuerpos monoclonales reduce el potencial tumorogénico de las 

células220. Por tanto, la inhibición de NOMO podría sobre activar la vía de señalización 

Nodal, lo que lo sitúa como un posible supresor tumoral.  

 

 Debido al importante papel que desempeña la vía Nodal en CCR, la pérdida 

recurrente de NOMO1 en EOCRC descrita por nuestro grupo, así como el papel de supresor 

tumoral que podría desempeñar este gen, nos propusimos estudiar el estado de todas las 

proteínas que integran la vía Nodal en las líneas celulares HCT-116 y HS-5, con y sin 

inactivación de NOMO1. En primer lugar, encontramos que la inactivación de NOMO1 no 

afectó a la expresión de los receptores ACTRII-B y ALK4, ni del correceptor Cripto-1. Para 

estudiar el efecto en la actividad de la vía, analizamos la expresión de SMAD2 y SMAD3, 

tanto en su estado basal como fosforilado. Para ello, analizamos el estado de estas 

proteínas incubando previamente las células con el ligando Nodal con el fin de inducir la 

activación de la ruta. En este caso, la desestabilización del complejo antagonista formado 

por NOMO, NCLN y TMEM147 permitiría que el estado fosforilado de SMAD2 y SMAD3 se 

elevase. Sin embargo, no observamos cambios en la expresión de las proteínas SMAD2/3 

y pSMAD2/3. Tampoco se identificaron cambios en el estado de SMAD4. Por tanto, la 

inactivación de NOMO no induce una mayor translocación de SMAD4 hacia el núcleo para 

activar los factores de transcripción responsables del fenotipo típico de los tumores con 

sobre activación de la vía Nodal.  

 

 Estos resultados sugieren que el posible efecto carcinogénico de la pérdida del gen 

NOMO1 no está relacionado con su papel descrito como inhibidor de la vía Nodal. Por tanto, 

es esencial dilucidar otras vías biológicas o mecanismos moleculares que podrían estar 

regulados por la inactivación de NOMO1 en EOCRC.   
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4. La inactivación de NOMO no modifica el estado stem cell ni la viabilidad 

celular en respuesta al tratamiento 

  

 Debido al posible papel que pudiera tener el gen NOMO1 en la carcinogénesis 

colorrectal, quisimos estudiar si su pérdida afectaba al estado de diferenciación celular y a 

la viabilidad de las líneas celulares WT y NOMO-KO, tanto en condiciones basales como en 

respuesta al tratamiento quimioterápico.  

  

En primer lugar, quisimos comprobar si la pérdida del gen NOMO1 afectaba al estado 

de diferenciación celular. Para ello, analizamos mediante citometría de flujo la expresión de 

los marcadores de membrana CD24 y CD44. Estas dos proteínas se consideran marcadores 

de células madre de cáncer de colon (CCSC) y se asocian principalmente a los procesos de 

adhesión celular, migración y metástasis191,192. Al igual que ocurre con la viabilidad celular, 

las células carentes de NOMO no ofrecieron cambios en la expresión de estos marcadores, 

por lo que el estado de diferenciación de las líneas NOMO-KO no habría cambiado. Sin 

embargo, los datos reportados por el RNA-seq indican que el marcador CD44 se encuentra 

sobreexpresado en las células carentes del gen NOMO1. Esta discrepancia entre los datos 

obtenidos por citometría de flujo y RNA-seq podría atribuirse a que el marcaje utilizado para 

la citometría se realiza frente a la proteína global, mientras que los datos de expresión de 

mRNA podrían verse afectados por la sobreexpresión de algún transcrito concreto. De 

hecho, se ha descrito recientemente cómo los defectos en el splicing facilitan el aumento de 

la isoforma CD44s, la cual es responsable de la EMT que se da en las células tumorales, 

así como de su mayor invasividad224.  

 

En segundo lugar, se analizó la viabilidad celular de los clones WT y NOMO-KO de 

cada línea celular, previa incubación con dosis crecientes de 5-fluorouracilo, irinotecán, 

oxaliplatino y cisplatino. Estos fármacos, a excepción del cisplatino, forman parte de la 

quimioterapia convencional indicada para el tratamiento del CCR. Nuestros resultados 

mostraron que la inactivación de NOMO no afecta a la proliferación celular ni modifica la 

respuesta al tratamiento con 5-FU, irinotecán y oxaliplatino en las líneas celulares incluidas 

en este trabajo. Por tanto, no se puede hacer una indicación específica de alguno de estos 

fármacos para aquellos pacientes con EOCRC que presentasen deleción del gen NOMO1 

en el tumor.  

Sin embargo, las células carentes de NOMO mostraron resistencia al tratamiento 

con cisplatino. El fenotipo de resistencia de las células del colon al tratamiento con este 

fármaco es causado, principalmente, por alteraciones en la señalización del daño génico a 

través de p53 y/o por defectos en las vías de reparación del mismo225. En particular, la 

inactivación de p53 parece estar asociada a la quimiorresistencia y a un mal pronóstico. De 
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forma interesante, el perfil transcriptómico de las líneas celulares NOMO-KO empleadas en 

nuestro trabajo mostraron la desregulación de la vía de p53, lo cual podría explicar la 

resistencia observada en los ensayos de viabilidad. Por otro lado, la resistencia al 

tratamiento con cisplatino y no al oxaliplatino podría deberse al mecanismo de acción que 

presenta cada fármaco. De hecho, a diferencia del cisplatino, el oxaliplatino genera daños 

en el DNA que no son reconocidos por las proteínas del sistema MMR, lo que hace que la 

citotoxicidad inducida por este sea independiente del sistema de reparación226,227. Esto 

explica la observación preclínica de que el oxaliplatino tenga una actividad sustancial en 

líneas celulares de cáncer de colon, normalmente deficientes en MMR y, por tanto, 

resistentes al cisplatino225. Por lo tanto, sería conveniente considerar el estado mutacional 

de NOMO1 como un posible mecanismo de resistencia en aquellos tipos tumorales que no 

responden al tratamiento con cisplatino.  

 

5. La inactivación del gen NOMO1 genera un perfil transcripcional y 

proteómico diferencial en las líneas celulares HCT-116 y HS-5 

 

 Con el fin de determinar el papel que desempeña NOMO1 en EOCRC, y dado que 

su inactivación no afecta a la actividad de la vía Nodal, decidimos estudiar los perfiles de 

expresión transcripcional y proteica de las líneas celulares WT y NOMO-KO.  

 

 En primer lugar, realizamos un análisis de la expresión de mRNA a través de dos 

aproximaciones: los microarrays de expresión y la secuenciación de RNA. En ambos 

ensayos, se unificaron los clones NOMO-KO y NOMO-WT de las dos líneas celulares para 

realizar la comparación del perfil de expresión, ya que de esta forma igualamos el fondo 

genético de cada línea celular y así los cambios observados podrían atribuirse 

específicamente a la pérdida de NOMO1. En el microarray de expresión, se compararon 4 

clones NOMO-KO con 4 clones NOMO-WT. En el RNA-seq, se compararon 6 clones NOMO-

KO con 6 clones NOMO-WT de las dos líneas celulares.  

 

 Nuestros resultados revelaron un perfil de expresión diferencial de los genes 

comúnmente desregulados en las líneas celulares HCT-116 y HS-5 debido a la inactivación 

de NOMO1, independientemente del ensayo utilizado. Sin embargo, los genes que 

aparecieron sobreexpresados o infraexpresados en las líneas carentes de NOMO1 no 

mostraron una coincidencia total en los dos ensayos empleados. Este hecho podría 

explicarse por diferentes razones: i) el perfil transcriptómico varía a lo largo del tiempo, ya 

que las líneas celulares no solo adquieren mutaciones a medida que se dividen, sino que 

también la expresión de determinados genes responde a diversos estímulos que se dan en 

un momento y contexto celular concreto; ii) existe una diferencia cronológica en el momento 



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel DISCUSIÓN 

 
 

 163 

 

en el que se ha realizado cada ensayo; iii) los microarrays de expresión constituyen una 

técnica de hibridación de una mínima región de la secuencia codificante de cada gen, por lo 

que las alteraciones en el resto de la secuencia no son detectadas; iv) el RNA-seq se basa 

en la secuenciación completa del gen y presenta un mayor potencial para detectar pequeños 

cambios en los niveles de expresión del mismo.  

 

 Además, se realizó un análisis de enriquecimiento de rutas de señalización (GSEA) 

introduciendo el set de genes desregulados en cada uno de los ensayos. A pesar de la no 

coincidencia completa de los genes desregulados en cada aproximación, las rutas de 

señalización afectadas por los genes sobre e infra-expresados en el microarray de expresión 

y en el RNA-seq mostraron una estrecha similitud. Por ejemplo, las líneas celulares con 

inactivación de NOMO1 presentan la desregulación de las rutas de inflamación, formación 

de vasos sanguíneos y de la vía de señalización de TNFα. Estos procesos se encuentran 

principalmente desregulados en la EII, la cual es un factor de riesgo para el desarrollo del 

CCR. También, de manera interesante, los cambios a nivel transcriptómico observados en 

las líneas carentes de NOMO1 se asocian fundamentalmente con la alteración de los 

procesos de transición epitelio-mesénquima y migración celular. En ellos, participan los 

genes QSOX1, LUM, VCAN, CXCL8, PTX3, EDIL3, LOXL1, BDNF, PCOLCE, CAPG, 

POSTN, CCN1, CCN2, CD44, SERPINE2, THBS1 y VEGFA, los cuales se encuentran 

desregulados en nuestras líneas celulares tras la inactivación de NOMO1. Estos procesos 

biológicos afectados son de especial relevancia en el contexto del EOCRC, ya que estos 

pacientes se caracterizan por desarrollar metástasis tempranas y presentar fenotipos 

tumorales más agresivos. Por lo tanto, la pérdida de NOMO1 podría contribuir a un aumento 

de la capacidad metastásica en EOCRC.  

 

 Por este motivo, en primer lugar, decidimos estudiar el estado de E-Cadherina, y 

Vimentina, que son marcadores típicos de la EMT. En segundo lugar, también analizamos 

la expresión proteica de β-Catenina, dada su estrecha relación con los procesos de 

migración celular, invasión y metástasis. Acorde a nuestros resultados, estos marcadores 

no mostraron cambios significativos en su expresión tras la inactivación de NOMO, lo que 

sugiere que son otras proteínas las que podrían estar implicadas en la desregulación de la 

EMT y la migración celular observada en el perfil transcripcional de nuestras líneas celulares.  

 

 En este sentido, se realizó un análisis de LC-IMS/MS con el fin de dilucidar los 

cambios a nivel proteico que se estaban produciendo en las líneas celulares carentes de 

NOMO. Con este análisis se pudo identificar la desregulación de las proteínas CTND1 (delta-

catenina), LMNB1 y HMGA1 en las células NOMO-KO, las cuales se asocian principalmente 

a los procesos de EMT, migración celular, invasión y metástasis. Por tanto, estos resultados 
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indicarían, nuevamente, que la pérdida de NOMO1 podría contribuir a un aumento de la 

capacidad migratoria. 

 

6. La inactivación de NOMO promueve la migración celular en EOCRC 

 

 Con todo esto, decidimos analizar el efecto de la pérdida de NOMO1 en la capacidad 

de migración celular, debido a la alteración de las proteínas asociadas a la migración e 

invasión (CTND1, LMNB1, HMGA1) comentadas anteriormente. Interesantemente, 

encontramos que la inactivación de NOMO1 aumentó significativamente (p<0,001) la 

capacidad migratoria de las líneas celulares HCT-116 y HS-5 knockout para este gen. Por 

lo tanto, los datos proporcionados anteriormente por el transcriptoma y el proteoma podrían 

explicar la mayor capacidad migratoria observada en los clones NOMO-KO, y justifican la 

necesidad de estudiar en profundidad el papel que podrían desempeñar CTND1, LMNB1 y 

HMGA1 en el desarrollo del EOCRC. 

 

CTND1 (infraexpresada en las dos líneas celulares carentes de NOMO) se ha 

asociado con la estabilización de E-Cadherina y con el mantenimiento de las uniones de 

adherencia celular228. Concretamente, el análisis del proteoma mostró la infra expresión de 

CTND1, entre otras proteínas, la cual está asociada con los procesos de uniones apicales. 

CTND1 participa en la vía de señalización Wnt/beta-catenina/CTNNB1 regulando la 

proliferación, migración y diferenciación celular de las células endoteliales en el crecimiento 

tumoral229. Otros estudios han descrito que la pérdida de CTND1 se asocia con un mal 

pronóstico y metástasis en el cáncer de mama ductal y se considera como un supresor 

tumoral230. En un estudio realizado en líneas celulares de carcinoma escamoso de cabeza 

y cuello (HNSCC), y de carcinoma oral de células escamosas (OSCC), la pérdida de CTND1 

provoca un aumento de la migración celular, de la invasión y favorece la EMT231,232. 

  

La lamina B1 (LMNB1), infraexpresada en las dos líneas celulares NOMO-KO de 

nuestro estudio, se ha descrito como supresor tumoral en cáncer de pulmón. La supresión 

de LMNB1 en las células epiteliales de pulmón altera los procesos de EMT y promueve la 

migración celular, el crecimiento tumoral y la metástasis mediante la activación de la 

señalización RET/p38233. 

  

HMGA1 se encuentra sobreexpresada en las células NOMO-KO de las líneas HCT-

116 y HS-5. Este aumento de la expresión concuerda con lo observado por otros autores en 

tejidos de cáncer de cuello uterino, donde su expresión se correlaciona positivamente con 

la metástasis en los ganglios linfáticos y el estadio clínico avanzado. Además, se ha descrito 
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que HMGA1 aumenta el crecimiento tumoral y acelera la migración y la invasión en líneas 

celulares de cáncer de cuello uterino234. 

 

 Sin embargo, aunque un aumento de la migración inducido por la pérdida de NOMO1 

podría contribuir a la carcinogénesis colorrectal a través de la desregulación de CTND1, 

LMNB1 o HMGA1, no podemos excluir la posibilidad de que otras vías de señalización 

desreguladas por la pérdida de este gen puedan desempeñar un papel relevante en la 

patogénesis de la enfermedad.  

 

7. La pérdida del gen NOMO1 es una mutación passenger en EOCRC 

 

 Además, el sistema CRISPR/cas9 también se utilizó para crear un modelo animal 

condicional para Nomo1202 que permitiera generar su inactivación de forma específica en el 

intestino, y así estudiar el desarrollo tumoral a lo largo del tiempo. La elección de un modelo 

condicional se debe a que la pérdida de Nomo1 en estado embrionario es letal. Así, para 

estudiar el papel de NOMO1 en la carcinogénesis colorrectal se utilizó el sistema Cre-loxp, 

con el cual se indujo la deleción del gen en un momento y contexto celular específico. El 

funcionamiento del sistema Cre-loxp in vivo ha revelado resultados satisfactorios en cuanto 

a la edición génica en otros tejidos, por lo que es considerado como un modelo óptimo para 

establecer modelos KO de diversos genes202,235,236. 

 

 Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo por Huang et al. se empleó este modelo 

animal para observar la formación tumoral en el colon de ratones condicionales para los 

genes APC y SMAD4 que presentaban mutación de KRAS236. A diferencia de lo observado 

por el grupo de Huang, los resultados de nuestro modelo in vivo mostraron que la pérdida 

de Nomo1 en el intestino de los ratones analizados no contribuyó al desarrollo tumoral 

después de 20 meses de seguimiento. Este resultado indica de manera firme que la pérdida 

de NOMO1 podría no ser una mutación driver del cáncer colorrectal. En este caso, cabe 

destacar que la influencia del contexto celular y medioambiental que presentan los modelos 

animales difiere, en gran medida, del papel que tiene el ambiente sobre las células del colon 

humano.  

 

 Bajo la premisa de que la pérdida de NOMO1 podría tener un papel passenger en la 

génesis del EOCRC, decidimos desarrollar un modelo de carcinogénesis colorrectal 

mediante la administración semanal de DMH. La DMH es un potente carcinógeno que induce 

la formación de adenomas y adenocarcinomas en el colon de roedores205–208, y que presenta 

gran similitud con el CCR humano en cuanto a su morfología, patrones de crecimiento y 

manifestaciones clínicas209. Desde el punto de vista molecular, este agente provoca la 
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metilación del DNA, generando mutaciones puntuales en genes que afectan a la 

proliferación, diferenciación y apoptosis de las células epiteliales del colon210–212. 

 

Tras 20 semanas de tratamiento con DMH, no se observaron cambios significativos 

a nivel colorrectal en aquellos animales que presentaban deleción heterocigota de Nomo1 

(n=4) en el colon y en los animales del grupo control (n=5). Sin embargo, fue de especial 

interés que los únicos dos animales que progresaron a adenocarcinoma presentaban la 

deleción heterocigota de Nomo1: uno de ellos presentó un adenocarcinoma in situ 

intramucoso en el colon, y el otro un adenocarcinoma de pulmón con patrón papilar. 

Interesantemente, estas dos lesiones se localizaron en tejidos donde la Cre se expresa de 

manera constitutiva, por lo que la deleción heterocigota de Nomo1 se habría producido. 

Estos datos sugieren que la pérdida de Nomo1 podría estar desempeñando un papel 

secundario durante la carcinogénesis colorrectal, facilitando la malignización del tumor. El 

resto de los animales del grupo control no presentaron signos de neoplasia maligna, si bien 

se puede afirmar que el modelo de carcinogénesis había funcionado correctamente ya que 

la mayoría de los animales presentaban adenomas. Cabe destacar que el número de 

ratones incluidos en este modelo no fue lo suficientemente elevado como para concluir sobre 

el papel que desempeña NOMO1 en la génesis del CCR.  

 

Por tanto, la pérdida en heterocigosis de NOMO1 podría contribuir a la aparición de 

una lesión pre-cancerosa en las células del colon, como ocurre con el gen APC. La 

inactivación de APC bloquea la diferenciación de las células intestinales y promueve la 

proliferación, conduciendo a la formación de adenomas en el colon que predisponen al 

desarrollo del CCR. En nuestro caso, la pérdida de NOMO1 podría favorecer la proliferación 

celular permitiendo la aparición de adenomas, y una segunda mutación en otro gen sería el 

responsable de la transformación maligna. Además, un estudio preliminar de nuestro grupo, 

realizado en una serie de pólipos de pacientes menores de 50 años, demostró que más del 

40% presentaban deleción heterocigota de NOMO1. Este hecho situaría la pérdida de este 

gen como un evento precoz en el desarrollo del CCR. Por este motivo, sería de especial 

interés caracterizar la pérdida de NOMO1 en un modelo animal con inactivación del gen 

APC (ratones APCmin/+; Nomo1Flox). En resumen, los resultados proporcionados por nuestros 

modelos in vivo indican que la pérdida de NOMO1 no contribuye directamente al desarrollo 

de tumores colorrectales en ratones.  

 

 En conjunto, nuestros datos sugieren que NOMO1, a pesar de estar delecionado en 

más del 80% de los tumores EOCRC156, desempeña un papel passenger en el desarrollo de 

esta enfermedad. También es importante considerar que otros genes codificantes o no 

codificantes, localizados en la misma región cromosómica (16p13.11-13.12), podrían ser 
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relevantes en la carcinogénesis colorrectal de inicio temprano. En consecuencia, se 

necesitan más estudios mecanísticos para comprender el papel que desempeña NOMO1 

en el desarrollo del EOCRC, así como los mecanismos moleculares implicados en la 

carcinogénesis colorrectal de inicio temprano. 

 

8. La longitud telomérica como un marcador predictivo del CCR 

 

Por último, en este trabajo quisimos explorar nuevos marcadores predictivos en línea 

germinal que pudieran ser incluidos en los programas de cribado del CCR, de manera que 

facilitasen la detección de la población de riesgo de una manera precoz. Especialmente, el 

EOCRC presenta la limitación de que estos pacientes no son incluidos en las estrategias de 

prevención del CCR, ya que no cumplen criterios de edad, con la excepción de aquellos 

sujetos que tienen antecedentes familiares de CCR. La European Society of Gastrointestinal 

Endoscopy (ESGE) solo recomienda el cribado antes de los 50 años cuando el sujeto 

presenta al menos dos familiares de primer grado con CCR, o al menos un familiar de primer 

grado menor de 50 años con CCR237. Además, el EOCRC de tipo esporádico abarca casi el 

80% de todos los casos de EOCRC, por lo que este grupo de sujetos no disponen de 

herramientas útiles que faciliten la prevención de la enfermedad. Por esta razón, quisimos 

analizar el estado de los telómeros en este grupo de pacientes, e investigar si el 

acortamiento telomérico podría predisponer al desarrollo del CCR, y así utilizar la LT como 

una herramienta útil en los programas de cribado.  

 

En primer lugar, decidimos analizar mediante RT-qPCR la LT de leucocitos 

procedentes de SP de 87 casos esporádicos de EOCRC y 109 individuos sanos. Cabe 

destacar que, en el momento de la toma de muestra, ninguno de los pacientes había recibido 

tratamiento quirúrgico, neoadyuvante o adyuvante. Nuestros resultados mostraron que la LT 

de los pacientes con EOCRC fue significativamente menor (p<0,001) que la LT de la 

población control. Así, la longitud media del telómero por cada célula diploide fue de 122 kb 

en EOCRC y de 296 kb en la población control. En un estudio sobre el acortamiento 

telomérico realizado por Lisa Boardman et al., se observó que los telómeros más largos 

aumentaban el riesgo de desarrollar EOCRC, mientras que los telómeros más cortos 

incrementaban el riesgo de LOCRC143. Aunque estos hallazgos contrastan con nuestros 

resultados, debemos tener en cuenta que nuestro estudio de casos y controles sólo se 

centra en la población menor de 50 años, ya que el objetivo principal del estudio es el de 

establecer la LT como una herramienta útil para detectar precozmente a los sujetos con 

riesgo de desarrollar EOCRC. Además, los telómeros de los leucocitos se acortan 

sistemáticamente con el paso de los años, posicionándose como un claro factor de 

envejecimiento celular, lo que podría explicar el mayor acortamiento observado por el grupo 
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de Lisa Boardman en los pacientes con LOCRC. Estos pacientes podrían tener un 

importante acortamiento telomérico debido a la edad, que conduce a una situación de crisis 

en los telómeros y a una inestabilidad cromosómica, permitiendo la malignización de las 

células. Por lo tanto, si consideramos el cáncer como una enfermedad del adulto mayor, la 

existencia de un acortamiento telomérico en línea germinal, en sujetos menores de 50 años, 

podría generar una situación de envejecimiento prematuro que aumenta el riesgo de 

desarrollar EOCRC.  

 

En segundo lugar, estudiamos la distribución genotípica del SNP rs2853669 (A>G) 

del gen hTERT, el cual ha sido asociado con el desarrollo de diferentes tipos de tumores 

como gliomas, melanomas, cáncer de mama, carcinoma hepatocelular o cáncer de 

pulmón238. En estos casos, se ha evidenciado una asociación entre el genotipo GG y el 

desarrollo tumoral a través de una ganancia de función de la telomerasa, la cual promueve 

la inmortalización celular por elongación de los telómeros. En nuestro estudio, identificamos 

una asociación entre el alelo G y el riesgo de desarrollar EOCRC. La menor frecuencia del 

alelo G estaría relacionada con una pérdida de la actividad de la telomerasa, por lo que 

existiría un acortamiento telomérico que genera un envejecimiento celular prematuro, el cual 

predispone al desarrollo del EOCRC.  
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Conclusiones 

 

Primera. En relación con la caracterización funcional de la pérdida del gen NOMO1: 

 

- La inactivación de NOMO genera la desestabilización del complejo que forma con Nicalina, 

pero no afecta a la expresión de TMEM147 en EOCRC. La regulación que ejerce NOMO 

sobre Nicalina se lleva a cabo mediante un mecanismo post-transcripcional, sin afectar a los 

niveles proteicos de TMEM147.  

 

- La inactivación de NOMO no afecta a la actividad de la vía Nodal. La expresión de las 

proteínas que conforman la vía de señalización Nodal no se ve alterada en los clones 

knockout para NOMO. Esto sugiere que el papel de NOMO en la carcinogénesis colorrectal 

debe estar mediado por otra ruta de señalización no conocida hasta el momento.  

 

- La pérdida del gen NOMO1 en las líneas celulares empleadas en este trabajo no modifica 

la viabilidad celular ni el estado de diferenciación celular.  

 

- Las líneas celulares carentes de NOMO1 muestran un perfil transcripcional diferencial, 

donde se incluyen genes involucrados en la transición epitelio-mesénquima y en la migración 

celular.  

 

- La inactivación de NOMO1 promueve la migración celular. El aumento de la capacidad 

migratoria en las células carentes de este gen podría asociarse con el incremento de la 

capacidad invasiva y metastásica que presentan los tumores colorrectales de inicio 

temprano.  

 

- Las líneas celulares con inactivación de NOMO muestran un perfil de expresión proteico 

diferencial. La desregulación de CTND1, LMNB1 y HMGA1 en las células knockout para 

NOMO podría asociarse con el incremento de la capacidad migratoria observada.  

 

Segunda. En relación con el efecto tumorigénico de la pérdida del gen NOMO1:   

 

- El sistema Cre-loxp funciona eficientemente para inducir la deleción de Nomo1 en un 

modelo animal condicional, en un momento y contexto celular específico.  

 

- La pérdida de Nomo1 no induce la formación de cáncer en modelos murinos, lo que sugiere 

que este gen actúa como passenger del cáncer colorrectal.  

 



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel CONCLUSIONES 

 
 

 172 

 

Tercera. La inactivación de NOMO no modifica la respuesta al tratamiento con 5-

fluorouracilo, irinotecán y oxaliplatino en líneas celulares. No obstante, existe una resistencia 

de las células carentes de NOMO al tratamiento con cisplatino. Sería conveniente considerar 

el estado del gen NOMO1 como un posible mecanismo de resistencia en aquellos tumores 

que no responden al tratamiento con cisplatino.  

 

Cuarta. La medición de la longitud telomérica se posiciona como un método no invasivo que 

podría facilitar la identificación precoz de individuos con riesgo de desarrollar cáncer 

colorrectal, especialmente en aquellos individuos sin antecedentes familiares menores de 

50 años.  
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Anexos 

 

Anexo 1. Rutas afectadas en las líneas celulares HCT-116 y HS-5 tras la 

inactivación de NOMO1. Set de genes identificados en el microarray de 

expresión comparados con las bases de datos “KEGG” y “Reactome”.  

 

KEGG 

 

 

 

Reactome 

 

 

Hepatitis B

Cytokine-cytokine receptor interaction

MAPK signaling pathway

Phospholipase D signaling pathway

Human papillomavirus infection

Leishmaniasis

Tuberculosis

Pertussis

Legionellosis

Herpes simplex infection

Human T-cell leukemia virus 1 infection

Metabolic pathways

Staphylococcus aureus infection 

Apelin signaling pathway

Pathways in cancer

Transcriptional misregulation in cancer

Hippo signaling pathway

Thermogenesis

ECM proteoglycans

Elastic fibre formation

Metabolism of carbohydrates

Glycosaminoglycan metabolism

Innate Immune System

Extracellular matrix organization

Inflammasomes

NLRP3 inflammasome

SLC-mediated transmembrane transport

GPCR downstream signaling

Platelet activation

Generic Transcription Pathway

RNA Polymerase II Transcription

Gene expression

Membrane Trafficking

Vesicle-mediated transport

Signaling by Receptor Tyrosine Kinases

Adaptative Immune System

Metabolism

Metabolism of proteins
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Anexo 2. Rutas afectadas en las líneas celulares HCT-116 y HS-5 tras la 

inactivación de NOMO1. Set de genes identificados en la secuenciación de 

RNA comparados con las bases de datos “KEGG” y “Reactome”.  

 

KEGG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Type I diabetes mellitus

Graft-versus-host disease

Focal adhesion

Cell adhesion molecules (CAMs)

Autoimmune thyroid disease

Allograft rejection

Viral myocarditis

MAPK signaling pathway

Complement and coagulation cascades

Fluid shear stress and atherosclerosis

Human T-cell leukemia virus 1 infection

Endocytosis

Human papillomavirus

Biosynthesis of amino acids

Measles

Osteoclast differentiation

Leishmaniasis

PI3K-Akt signaling pathway

Cytokine-cytokine receptor interaction

Cellular senescence

Apelin signaling pathway

Cushing syndrome

Insulin secretion

Proteoglycans in cancer

Wnt signaling pathway

Long-term potentiation

Melanogenesis

Glucagon signaling pathway

Thyroid hormone signaling pathway

Inflammatory mediator regulation of TRP channels

Spliceosome

Cardiac muscle contraction

TGF-beta signaling pathway

Alzheimer disease

Metabolic pathways

Huntington disease

Retrograde endocannabinoid signaling

Parkinson disease

Thermogenesis

Oxidative phosphorylation
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Reactome 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Collagen formation

Assembly of collagen fibrils and other multimeric structures

Cytokine Signaling in Immune system

Collagen biosynthesis and modifying enzymes

Collagen degradation

Degradation of the extracellular matrix

Formation of Fibrin Clot

Class I MHC mediated antigen processing and presentation

Interleukin-4 and Interleukin-13 signaling

Immunoregulatory interactions between a Lymphoid and a non-Lymphoid cell

Antigen Presentation: Folding, assembly and peptide loading of class I MHC

Endosomal and vacuolar pathway

Common Pathway of Fibrin Clot Formation

Extracellular matrix organization

Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport

Adaptive Immune System

Immune System

Antigen processing-Cross presentation

Interferon gamma signaling

Interferon alpha/beta signaling

Ion channel transport

Signaling by NOTCH

Fc-gamma receptor (FCGR) dependent phagocytosis

RNA Polymerase II Transcription

Mitochondrial biogenesis

Gene expression

Pre-NOTCH transcription and translation

Pre-NOTCH expression and processing

Metabolism

Transcriptional regulation by RUNX3

Transcriptional regulation by RUNX1

Complex I biogenesis

RUNX1 regulates genes involved in megakaryocyte differentiation

Metabolism of RNA

mRNA splicing – Mayor pathway

mRNA splicing

Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA

Respiratory electron transport

ATP synthesis

The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport
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Anexo 3. Cuantificación del porcentaje de área ocupada de los clones 

NOMO-WT y NOMO-KO de cada línea celular. Se representan todas las 

réplicas a todos los tiempos estudiados. 

 

HCT-116 WT 

Tiempo 0 horas 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas 

% ocupado WT.1 0,00 40,84 46,69 51,29 55,27 

% ocupado WT.2 0,00 32,31 37,60 39,92 44,91 

% ocupado WT.3 0,00 15,75 22,16 24,97 29,04 

Promedio % ocupado 0,00 29,64 35,48 38,73 43,07 

Desviación Estándar 0,00 12,76 12,40 13,20 13,21 

HCT-116 PX458 

Tiempo 0 horas 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas 

% ocupado PX458.1 0,00 16,30 22,53 34,44 45,97 

% ocupado PX458.2 0,00 28,68 37,55 47,94 56,60 

% ocupado PX458.3 0,00 19,59 27,58 35,58 43,72 

Promedio % ocupado 0,00 21,52 29,22 39,32 48,76 

Desviación Estándar 0,00 6,34 7,50 7,47 6,85 

HCT-116 NOMO KO-1 

Tiempo 0 horas 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas 

% ocupado NOMO KO-1.1 0,00 34,61 47,56 56,80 61,03 

% ocupado NOMO KO-1.2 0,00 39,84 53,48 62,21 67,92 

% ocupado NOMO KO-1.3 0,00 42,83 60,70 71,77 80,32 

Promedio % ocupado 0,00 39,09 53,91 63,59 69,76 

Desviación Estándar 0,00 4,16 6,58 7,58 9,78 

HCT-116 NOMO KO-2 

Tiempo 0 horas 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas 

% ocupado NOMO KO-2.1 0,00 51,99 64,86 70,73 77,68 

% ocupado NOMO KO-2.2 0,00 42,65 57,46 61,97 71,89 

% ocupado NOMO KO-2.3 0,00 57,39 68,44 72,97 76,57 

Promedio % ocupado 0,00 50,68 63,59 68,56 75,38 

Desviación Estándar 0,00 7,46 5,60 5,81 3,07 

 

 

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

24 48

Á
re

a
 o

c
u

p
a
d

a
 (

%
)

Tiempo (h)

HCT-116

HCT116 WT

HCT116 PX458

HCT116 NOMO KO-1

HCT116 NOMO KO-2



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel ANEXOS 
 
 

 195 

 

HS-5 WT 

Tiempo 0 horas 12 horas 24 horas 36 horas 

% ocupado WT.1 0,00 24,00 43,55 63,85 

% ocupado WT.2 0,00 21,50 57,46 67,26 

% ocupado WT.3 0,00 13,37 40,28 59,29 

Promedio % ocupado 0,00 19,62 47,10 63,47 

Desviación Estándar 0,00 5,56 9,12 4,00 

HS-5 PX458 

Tiempo 0 horas 12 horas 24 horas 36 horas 

% ocupado PX458.1 0,00 28,82 56,88 76,58 

% ocupado PX458.2 0,00 23,52 47,57 61,97 

% ocupado PX458.3 0,00 27,96 63,27 73,30 

Promedio % ocupado 0,00 26,77 55,91 70,62 

Desviación Estándar 0,00 2,85 7,89 7,67 

HS-5 NOMO KO-1 

Tiempo 0 horas 12 horas 24 horas 36 horas 

% ocupado NOMO KO-2.1 0,00 39,96 86,16 98,29 

% ocupado NOMO KO-2.2 0,00 34,92 85,39 98,00 

% ocupado NOMO KO-2.3 0,00 36,17 72,23 98,12 

Promedio % ocupado 0,00 37,02 81,26 98,14 

Desviación Estándar 0,00 2,63 7,83 0,15 

HS-5 NOMO KO-2 

Tiempo 0 horas 12 horas 24 horas 36 horas 

% ocupado NOMO KO-1.1 0,00 37,44 82,56 98,71 

% ocupado NOMO KO-1.2 0,00 41,00 82,78 96,10 

% ocupado NOMO KO-1.3 0,00 42,70 95,04 100,00 

Promedio % ocupado 0,00 40,38 86,79 98,27 

Desviación Estándar 0,00 2,69 7,14 1,98 
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Anexo 4. Cuantificación del número de partículas positivas (células que 

han migrado) de los clones NOMO-WT y NOMO-KO de cada línea celular. 

Se representan todas las réplicas a todos los tiempos estudiados.  

 

HCT-116 WT 

Tiempo 0 horas 24 horas 48 horas 

Partículas + WT.1 0,00 729,00 2052,00 

Partículas + WT.2 0,00 798,00 2033,00 

Partículas + WT.3 0,00 777,00 2015,00 

Promedio Partículas + 0,00 768,00 2033,33 

Desviación Estándar 0,00 35,37 18,50 

HCT-116 PX458 

Tiempo 0 horas 24 horas 48 horas 

Partículas + PX458.1 0,00 947,00 2044,00 

Partículas + PX458.2 0,00 1009,00 1921,00 

Partículas + PX458.3 0,00 985,00 1951,00 

Promedio Partículas + 0,00 980,33 1972,00 

Desviación Estándar 0,00 31,26 64,13 

HCT-116 NOMO KO-1 

Tiempo 0 horas 24 horas 48 horas 

Partículas + NOMO KO-2.1 0,00 3281,00 4287,00 

Partículas + NOMO KO-2.2 0,00 3305,00 5330,00 

Partículas + NOMO KO-2.3 0,00 3243,00 5299,00 

Promedio Partículas + 0,00 3276,33 4972,00 

Desviación Estándar 0,00 31,26 593,43 

HCT-116 NOMO KO-2 

Tiempo 0 horas 24 horas 48 horas 

Partículas + NOMO KO-1.1 0,00 2620,00 3301,00 

Partículas + NOMO KO-1.2 0,00 2223,00 2904,00 

Partículas + NOMO KO-1.3 0,00 2910,00 3761,00 

Promedio Partículas + 0,00 2584,33 3322,00 

Desviación Estándar 0,00 344,89 428,89 
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HS-5 WT 

Tiempo 0 horas 24 horas 48 horas 

Partículas + WT.1 0,00 2319,00 6060,00 

Partículas + WT.2 0,00 2645,00 6221,00 

Partículas + WT.3 0,00 2512,00 5895,00 

Promedio Partículas + 0,00 2492,00 6058,67 

Desviación Estándar 0,00 163,92 163,00 

HS-5 PX458 

Tiempo 0 horas 24 horas 48 horas 

Partículas + PX458.1 0,00 2219,00 8383,00 

Partículas + PX458.2 0,00 1615,00 7057,00 

Partículas + PX458.3 0,00 1879,00 8412,00 

Promedio Partículas + 0,00 1904,33 7950,67 

Desviación Estándar 0,00 302,80 774,07 

HS-5 NOMO KO-1 

Tiempo 0 horas 24 horas 48 horas 

Partículas + NOMO KO-2.1 0,00 6553,00 11759,00 

Partículas + NOMO KO-2.2 0,00 7555,00 12326,00 

Partículas + NOMO KO-2.3 0,00 6991,00 12671,00 

Promedio Partículas + 0,00 7033,00 12252,00 

Desviación Estándar 0,00 502,32 460,48 

HS-5 NOMO KO-2 

Tiempo 0 horas 24 horas 48 horas 

Partículas + NOMO KO-1.1 0,00 8720,00 11276,00 

Partículas + NOMO KO-1.2 0,00 8904,00 12216,00 

Partículas + NOMO KO-1.3 0,00 8501,00 12951,00 

Promedio Partículas + 0,00 8708,33 12147,67 

Desviación Estándar 0,00 201,75 839,59 
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ABSTRACT  

  

Early-onset colorectal cancer (EOCRC; age younger than 50 years) incidence has been steadily 

increasing over the last decades worldwide with causes unexplained. A unique molecular feature of EOCRC 

is that these cases harbor a greater incidence of Nodal Modulator 1 (NOMO1) somatic deletions compared 

with late-onset colorectal cancer. Yet the mechanisms of NOMO1 in early-onset colorectal carcinogenesis 

are currently unknown. Here we show that 50% of heterozygous NOMO1 deleted–EOCRCs presented 

pathogenic mutations in this gene, suggesting that NOMO1 can be inactivated by deletion or mutation in 

EOCRC. To study its role in EOCRC, CRISPR/cas9 technology was used to generate NOMO1 knockout 

HCT-116 (EOCRC) and HS-5 (bone marrow) cell lines. Loss of NOMO1 in these cell lines did not perturb 

Nodal pathway signaling. Results from expression microarray, RNA sequencing and protein expression 

analysis by LC-IMS/MS revealed that NOMO1 inactivation deregulates other signaling pathways 

independent of the Nodal pathway such as epithelial-mesenchymal transition and cell migration. Importantly, 

NOMO1 inactivation increased the migration capacity of CRC cells. Additionally, a gut-specific conditional 

KO mouse model of NOMO1 revealed no subsequent tumor development in mice. Overall, these findings 

suggest that NOMO1 could not be a driver of early-onset colorectal carcinogenesis, but its loss promotes an 

increased migration capacity of CRC cells. Further study is warranted to explore other signaling pathways 

deregulated by the loss of NOMO1 that may play a relevant role in the pathogenesis of the disease.  
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INTRODUCTION 

 

Colorectal cancer (CRC) is the third most commonly diagnosed cancer among men and women 

worldwide, estimated to have accounted for one in every ten new cancer cases in 2020(1). Despite a 

reduction in the absolute numbers of patients diagnosed with CRC, there has been an increase in CRC 

incidence among individuals diagnosed before age 50 years (Early-Onset CRC; EOCRC) that remains not 

well understood(2). Indeed, the pathogenesis of EOCRC is well characterized among individuals with 

hereditary CRC. However, the majority (over 80%) of EOCRC cases do not carry a germline mutation 

associated with cancer predisposition (sporadic EOCRC)(3,4). Consequently, there is a timely need to 

elucidate the molecular etiologies of sporadic EOCRC to accelerate the translation of research findings into 

clinical application and reduce this disease burden. 

Evidence is accumulating to suggest that EOCRC carries a distinct clinical, pathologic, and 

molecular presentation compared with CRCs from cases diagnosed at age 50+ years (Late-Onset CRC; 

LOCRC)(5–9). For example, from a clinical point of view, sporadic early-onset tumors have a worse 

prognosis than the late-onset ones: they are more aggressive, develop early metastasis and therefore they 

are associated with poorer survival. From a molecular point of view, EOCRCs show poor differentiation, 

signet ring and mucinous histology, typical features of tumors associated with Lynch syndrome. Moreover, 

these tumors show substantial dissimilarities regarding the CIN pattern in comparison with LOCRC(10,11). 

Assessment of DNA copy number alterations (CNAs) between EOCRC and LOCRC cases has also 

yielded intriguing observations for further study. We previously identified a recurrent deletion in the short 

arm of chromosome 16 (16p13.12-p13.11) that presented alone or in combination with other gains or losses 

of genetic material to be more frequent in EOCRC than LOCRC cases (33% vs. 16.3%, respectively)(12). 

Importantly, in this chromosomal region was located the Nodal Modulator 1 (NOMO1) gene—which was 

subsequently found to be deleted in 70% of EOCRC cases. However, among late-onset CRCs, only 4.5% 

of cases carried a NOMO1 deletion. Together, these findings suggest that NOMO1 may be a promising 

molecular feature distinct to EOCRC cases for further molecular study(13). 

 The NOMO1 gene encodes a 130kDa transmembrane protein located in the endoplasmic reticulum 

that forms a protein complex together with Nicalin (NCLN) and the Transmembrane Protein 147 (TMEM147) 

that inhibits Nodal signaling during embryonic development(14,15). Importantly, the Nodal pathway is a 

signal transduction pathway critical for differentiation during embryonic development and for the 

maintenance of pluripotency in human embryonic stem cells(16–19). The ligand, Nodal, propagates its signal 

by binding the type I Activin receptor ALK4/7 (ACVR1B/ACVR1C) and type II ACTRIIA/ACTRIIB 

(ACVR2A/ACVR2B) in cooperation with its co-receptor Cripto-1(16,17,20). This co-receptor binds ALK4 and 

promotes the recruitment of ACTRIIA/B, facilitating the formation of the receptor signaling complex. Once 

activated, the receptor phosphorylates Smad proteins (P-Smads) which bind to a common intermediate, 

SMAD4 (Co-Smad), allowing the translocation of the complex to the nucleus where it regulates the 

transcription of target genes(20). Although Nodal is not active in most adult tissues, its re-expression and 

signaling have been linked to multiple types of human cancers(21). Nodal signaling maintains the self-

renewal capacity of cancer stem cells (CSC) and promotes the invasiveness of several solid tumor-including 

melanoma, breast, colon, ovarian, prostate, endometrial and pancreas tumours(18,21–23). In addition, other 

complex components, including co-receptor Cripto-1, have been found to be overexpressed in a variety of 

human tumors and human cancer cell lines, whereas low or undetectable levels of expression were detected 

in normal adult tissues and in non-transformed normal cell lines(16). Despite the growing importance of 

Nodal signaling in carcinogenesis, the role of NOMO1 in the pathogenesis or progression of CRC, 

particularly EOCRC, remains unexplored. 
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 In the study presented here, we used CRISPR-Cas9 technology to delete endogenous NOMO1 in 

multiple independent cell lines bearing the wild type (WT) gene. We also used a gut-specific conditional 

knockout (KO) mouse model of NOMO1 to study subsequent tumor development. Specifically, the 

characterization of the NOMO1-KO clones revealed that loss of NOMO1 did not affect Nodal signaling 

pathway activity nor cell proliferation. Importantly, loss of NOMO1 deregulate the epithelial-mesenchymal 

transition (EMT) process and increased CRC cell migration. Deletion of NOMO1 using in vivo models also 

yielded no subsequent tumor development. Together, these findings suggest that NOMO1 could not be a 

driver of early-onset colorectal carcinogenesis, and that other signaling pathways deregulated by its loss 

may play a relevant role in the pathogenesis of EOCRC. 

 

RESULTS 

 

Quantitative PCR reveals a single NOMO gene 

 The presence of three highly similar genes named NOMO1, NOMO-2 and NOMO-3 have been 

previously reported in a region of duplication located on the p arm of chromosome 16(35). These genes 

encode closely related proteins with a homology of 99.6% that may have identical function. To confirm the 

existence of three NOMO genes, we used the RT-qPCR method(36). A specific pair of oligonucleotides were 

designed to amplify the NOMO genes. Using these primers, a DNA fragment that contains part of exon 4 

and part of intron 4 (whose sequence is 100% similar in the three reported NOMO genes) was amplified. 

Several oligonucleotides were also designed to amplify and quantify different controls (Table S1). To further 

quantify NOMO content, we amplified another fragment of the NOMO gene that contains part of exon 1-a 

sequence which is 100% identical across the three reported NOMO genes. As an internal control, we 

amplified part of exon 1 of the single copy gene LEMD3 (two alleles), a DNA fragment between exon2-intron 

2 of RBFOX1, a gene located in proximity to the NOMO genes on the same chromosomal region (two 

alleles), and a fragment of exon 30 of PKD1-that has no homology with any pseudogene (two alleles). We 

also amplified, as a control of gene duplication, exon 13 of PKD1, that has a pseudogene that contains a 

100% homologous sequence (4 alleles), and exon 5 of the STS gene, located on chromosome X that has 

only one allele in males. Our results showed that the amount of NOMO DNA amplified in RT-qPCR was 

similar to single copy genes LEMD3, RBFOX1 and exon 30 of PKD1, whereas this amount was half the 

amount of exon 13 of PKD1 and double the amount of STS exon 5 (Fig. 1).  

 

 

Fig. 1. DNA content of the indicated genes determined by q-PCR. Data are presented as the mean of three 

replicates ± SD. RQ represents the relative expression levels of each amplicon normalized with a control 

(LEMD3). 
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 Next, we compared coding regions of the three reported NOMO genes and found that they differ in 

20 nucleotides that correspond to 13 silent and 7 missense mutations (Table 1). Only one of these missense 

mutations (c.26C>T/p.L9P) has not been included in the dSNP database(37). The allele frequency of these 

mutations obtained from the ExAC aggregated population(38) showed that most of the NOMO WT alleles 

have a population frequency near 100%. As the presence of two genes would yield a 50% frequency of the 

mutated allele, these results accumulate to strongly suggest that there is a single NOMO gene. 

 

Table 1. Alelle frequency of nucleotides that differ between the reported NOMO1, NOMO2 and NOMO3. 

Missense mutations are marked in bold. 

 

 

NOMO1 is frequently inactivated by deletion or mutation in EOCRC 

 We have previously reported that a high proportion of EOCRCs carry a homozygous deletion of the 

NOMO1 gene(13). To expand upon these findings, we sequenced the NOMO1 gene in 20 EOCRCs bearing 

a heterozygous deletion of NOMO1. Mutational profiling obtained through next-generation sequencing 

showed that half (8 of 16) carried a pathogenic mutation in the NOMO1 gene (Table 2). The majority of these 

mutations were nonsense mutations (7/8; 87.5%) with a single frameshift mutation (1/8; 12.5%). In addition, 

8 VUS were classified by prediction programs as likely pathogenic. Therefore, more than half of the tumors 

with heterozygous deletion of the NOMO1 gene harbored a pathogenic mutation in the remaining allele or a 

VUS described as likely pathogenic (Table 2). Together, these results indicate that NOMO1 is frequently 

inactivated in EOCRC either through homozygous deletion or a deletion of one allele and a pathogenic 

mutation in the second allele. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GVSc NOMO1 NOMO2 NOMO3 POBLATION ID SUBJECTS FREQ. ALE> FREQ. ALE<

c.26AC>T p.(L9P) C T C

c.156T>G p.(S52S) T G T

c.696C>G p.(N232N) C G C ExAc 7964 C=0.997 G=0.003

c.1185G>A p.(P395P) G G A ExAc 121402 G=0.999 A=0.001

c.1210 A>G p.(I404V) A G G ExAc 121400 A=0.999 G=0.001

c.1238 A>G p.(Q413R) A G A ExAc 11862 A=0.999 G=0.000

c.1260C>G p.(P420P) C G C ExAc 25306 C=0.999 G=0.001

c.1374 T>G p.(K458N) T T G ExAc 27102 T=0.777 G=0.223

c.1468A>G p.(N490D) A G G ExAc 23336 A=0.943 G=0.056

c.1477 A>G p.(M493V) A G G ExAc 121206 A=0.999 G=0.001

c.1738 A>G p.(M580V) A G G ExAc 119700 A=0.989 G=0.010

c.2187C>T p.(G729G) C T T ExAc 121396 C=0.999 T=0.001

c.2211C>T p.(P737P) C C T ExAc 814 T=0.814 C=0.185

c.2388T>C p.(H796H) T C C

c.2586G>A p.(A862A) G A A

c.2694C>T p.(S898S) C T T ExAc 121402 C=0.999 T=0.001

c.3216A>G p.(T1072T) A G G ExAc 121310 A=0.999 G=0.001

c.3318C>T p.(D1106D) C T T ExAc 121406 C=0.999 T=0.001

c.3583C>G p.(R1195R) C G G

c.3666T>Gp.(T1222T) T G G
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Table 2. Pathogenic mutations and variants of unknown clinical significance (VUS) identified in CRC tumors 

with heterozygous deletion of the NOMO1 gene. 

 

 

CRISPR/Cas9 technology efficiently produces inactivation of NOMO1 

 To investigate the consequences of NOMO1 inactivation, we constructed NOMO1-KO cell lines 

using CRISPR-Cas9 technology. We deleted endogenous NOMO1 in one cell line derived from EOCRC 

(HCT-116) and in a bone marrow-derived non-cancerous mesenchymal cell line (HS-5). Each cell line was 

transfected with a combination of two plasmids (Fig. S1). In addition, cell lines were also transfected with 

the PX458 empty plasmid. After single-cell sorting of GFP+ cells, clones were expanded and screened by 

RT‐qPCR (Fig. 2A), PCR‐Sanger sequencing (Fig. 2B) and WB (Fig. 2C). At least two NOMO1-KO clones 

and two control WT clones for each cell line were efficiently generated and selected for further studies. 

 

 

Fig. 2. Generation of NOMO1-KO cell lines using CRISPR/Cas9 technology. (A) qPCR amplification of the 

fragment corresponding to the sgRNAs used in NOMO1-KO and control clones. The RQ was calculated 

according to 2-ΔΔCT method, using the WT clones for normalization. Data are shown as the mean ± SD of 

SAMPLE VARIANT ALELLIC FRECUENCY (%) SIFT POLYPHEN CADD SCORE

Sample  1 c.3587C>T/p.(Ala1196Val) 40.8 deleterious (0.01) probably damaging (0.931) 24.1

Sample 2 c.3651_3652delGA/p.(Lys1218AspfsTer31 46.9 - -

Sample 4 c.1692G>A/p.(Trp564Ter) 12.5 - -

Sample 4 c.3107T>A/p.(Ile1036Asn) 26.7 deleterious (0) possibly damaging (0.838) 23.2

Sample 4 c.3284C>G/p.(Ser1095Cys) 16.3 deleterious (0) probably damaging (0.979) 17.2

Sample 5 c.2684T>A/p.(Leu895Ter) 22.5 - -

Sample 5 c.2810C>T/p.(Pro937Leu) 52.9 deleterious (0) probably damaging (1) 29.5

Sample 6 c.3637C>T/p.(Gln1213Ter) 27.3 - -

Sample 7 c.2434G>T / p.(Glu812Ter) 18.7 - -

Sample 8 c.3649C>T/ p.(Gln1217Ter) 20.4 - -

Sample 9 c.118G>T/ p.(Gly40Cys) 15.2 deleterious (0) probably damaging (1) 23.1

Sample 12 c.3002G>A/ p.(Gly1001Asp) 38.3 deleterious (0.01) probably damaging (0.998) 25.1

Sample 14 c.2278G>A/ p.(Gly760Arg) 11.5 deleterious (0.01) probably damaging (0.992) 29.3

Sample 14 c.2833C>T/p.(Gln945Ter) 10.5 - -

Sample 14 c.3019G>A/ p.(Gly1007Arg) 25.0 deleterious (0) probably damaging (1) 26.0

Sample 15 c.2428G>T/p.(Glu810Ter) 17.2 - -
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three replicates. (B) Confirmation by Sanger sequencing of the reading frame change in the nucleotide 

sequence generated by Cas9 in NOMO1-KO clones. The Cas9 breakpoint guided by sRNA1/sgRNA3 is 

marked with a red arrow. (C) NOMO1 expression by WB in WT and KO clones in HCT-116 and HS-5 cell 

lines. 

 

Inactivation of NOMO1 significantly reduces the expression of NCLN in cell lines 

 It has been reported that NOMO1, together with NCLN and TMEM147 form a protein complex 

located in the endoplasmic reticulum(14,39). Using an RNA interference approach, previous studies have 

demonstrated that NCLN and NOMO1 become unstable and therefore decrease in the absence of the 

respective binding partner, suggesting that complex formation has a stabilizing effect(39). Similarly, it was 

later shown that TMEM147 expression was strongly reduced in NCLN and NOMO1 knockdown cells(14). 

Here, we found that the expression level of TMEM147 was not affected by the loss of NOMO1 in our study 

(Fig. 3A). In contrast, NCLN expression was strongly reduced in NOMO1-KO cells across all two cell lines 

tested. As the reduction in NCLN levels was not accompanied by a significative decline in the corresponding 

mRNA expression levels as determined by qRT-PCR, these results suggest that protein reduction is caused 

by a posttranscriptional mechanism (Fig. 3B).  

 

 

Fig. 3. Expression levels of Nicalin and TMEM147 in the presence or absence of NOMO1 across cell lines. 

(A) NOMO1, NCLN and TMEM147 protein levels determined by WB. (B) mRNA expression of Nicalin 

determined by qRT-PCR in NOMO1-KO and control clones. The expression of each clone was determined 

using the 2-ΔΔCT method and GAPDH was used for normalization. Data are shown as the mean ± SD of three 

replicates. 

 

Inactivation of NOMO1 does not affect Nodal signaling pathway activity nor cell proliferation  

 The NCLN-NOMO1-TMEM147 complex has been shown to modulate Nodal signaling in developing 

zebrafish embryos by an unknown mechanism(14,15,39). Therefore, we next analyzed the abundance of 

several members of the Nodal pathway in NOMO1-KO and control cells. First, we quantified protein 

expression of receptor proteins ALK4, ACTRII, and co-receptor Cripto-1, by WB(18,23). We observed that 

no alterations in the abundance of any of these proteins were observed after NOMO1-KO (Fig. 4A). Once 

activated by the Nodal ligand, the receptors phosphorylate the Smad2 and Smad3 proteins that bind to 

Smad4 (Co-Smad). We found that Smad4 expression was not affected by NOMO1 inactivation in any of the 

cell lines analyzed (Fig. 4B). To further examine whether the loss of NOMO1 affects the activity of the Nodal 

signaling pathway, we analyzed Smad2/3 and p-Smad2/3 levels in the presence or absence of recombinant 

human Nodal (rhNodal) (R&D Systems). Smad2/3 and p-Smad2/3 proteins expression was found to be 

similar in WT and NOMO1-KO clones (Fig. 4C). This strongly indicates that Nodal pathway activity is not 

affected by NOMO1 inactivation.  
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Fig. 4. Expression levels of proteins involved in the Nodal signaling pathway in NOMO1-KO and control 

clones. (A) Expression of ALK4 and ACTRII Nodal pathway receptor proteins and the co-receptor Cripto1 

detected by WB. (B) Protein expression of SMAD4. (C) Levels of Smad2/3 and p-Smad2/3 protein 

expression in clones treated or untreated with rhNodal (300ng/mL) for 24h. 

 

 To determine whether loss of NOMO1 affects cell growth rates, WT and NOMO1-KO clones were 

cultured and proliferation was quantified by MTT assays. No significant differences (p>0.05) were found 

between the growth rates of the NOMO1-KO and control clones (Fig. S2).  

 

Gene expression profiling in NOMO1-KO cell lines 

 Although our results indicate that NOMO1 inactivation does not affect Nodal pathway activity, we 

aimed to test whether loss of NOMO1 affected gene expression profiles. Total RNAs were extracted from 

NOMO1-KO and WT clones and subsequently processed for expression microarray and RNA sequencing 

(RNA-seq). For both analyses, a FC greater than 1.5 was considered for up-regulated genes and a FC lower 

than -1.5 for down-regulated genes.  

 According to the microarray analysis revealed a total of 63 genes were found to be de-regulated 

commonly to the two cell lines (HCT-116 and HS-5) when compared the 5 NOMO1-KO clones to 5 NOMO1-

WT clones (FC>1.5; FC<-1,5). A total of 37 genes were up-regulated and 26 down-regulated in NOMO1-KO 

clones compared to WT (Fig. S3A; Table S4). Results from the Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 

revealed the existence of 10 pathways to be enriched by the deregulated genes associated with NOMO1 

loss (Fig. S4A).  

 According to the RNA-seq data, a total of 592 genes were found to be de-regulated (FDR<0.05) 

commonly to the two cell lines when compared the 6 NOMO1-KO clones to 6 control clones. A total of 108 

genes were significantly up-regulated and 213 down-regulated in NOMO1-KO clones compared to WT (Fig. 

S3B; Table S5). The GSEA analysis showed that NOMO1 inactivation leads to the enrichment of 20 signaling 

pathways (Fig. S4B).  
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 Interestingly, microarray and RNA-seq commonly deregulated genes in NOMO1-KO cells showed 

to perturb the EMT process by the deregulation of QSOX1, LUM, PCOLCE, CAPG, POSTN, CCN1, CCN2, 

CD44, SERPINE2, THBS1 and VEGFA. These genes are also involved in the alteration of cell migration(40–

49). In addition, according to an over-representation analysis (ORA) that included the genes mentioned 

above, different biological processes were affected in relation to cell migration (Fig. S4C). Therefore, the 

alteration of these two processes could contribute to an increase in the metastatic capacity of NOMO1-KO 

cells.  

 For that reason, to identify whether NOMO1 inactivation affected these processes, we first studied 

the protein expression of the typical EMT-associated markers E-Cadherin and Vimentin, and the expression 

of β-catenin due to its relationship with cell migration, invasion and metastasis. However, protein expression 

of these markers did not show significant changes when comparing NOMO1-KO and control clones (Fig. 

S4D).  

 Taken together, microarray and RNA-seq approaches showed a differential expression profile and 

a set of affected signaling pathways by NOMO1 loss, specially EMT and cell migration.  

 

Protein expression profiling in NOMO1-KO cell lines  

 To elucidate the protein expression profile changes after NOMO1 inactivation in the two cell lines 

(HCT-116 and HS-5), a LC-IMS/MS analyze was performed. A total of 4 samples of a NOMO1-WT and 

NOMO1-KO clones were compared for the two cell lines using 0.5 µg of total protein of each clone. The 

proteome quantification data of 3227 proteins revealed a total of 357 and 486 deregulated proteins (p<0.05) 

in HCT-116 and HS-5 NOMO1-KO cell lines, respectively. A total of 205 up-regulated and 152 down-

regulated proteins were found in the HCT-116 NOMO1-KO clone. In HS-5, 182 proteins were up-regulated 

and 304 down-regulated in the NOMO1-KO clone compared to WT. When we compared commonly 

deregulated proteins in all the NOMO1-KO clones vs. all control clones, we identified 12 up-regulated and 

16 down-regulated proteins across the two cell lines (Table S6). Results from the GSEA revealed the 

existence of 2 pathways (apical junction and cholesterol homeostasis) enriched (FDR<0.05) by the 

deregulated proteins associated with NOMO1 loss.  

 In addition, differentially expressed cell migration associated-proteins in the LC-IMS/MS analysis 

(CTND1, LMNB1 and HMGA1) were detected and confirmed by WB (Fig. 5). These results justify the 

alteration of the processes observed in the transcriptome (EMT and cell migration) and suggest that NOMO1 

loss could affect to the migratory capability in CRC cells.  

 

 

Fig. 5. Expression of differentially expressed cell migration associated-proteins (CTND1, LMNB1, HMGA1) 

in the LC-IMS/MS analysis of the HCT-116 and HS-5 cell lines. 
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Inactivation of NOMO1 promote cell migration 

 To determine if NOMO1 has an important role in cell migration, we aimed to test the migration 

capacity of colon cancer cells in the absence of this gene. Thus, we performed a wound healing and transwell 

migration assays to compare the cell migration ability of WT and NOMO1-KO clones in all two cell lines. The 

recolonized area was calculated at 24 and 48 hours for the HCT-116 cell line. For the HS-5 cell line it was 

calculated at 24 and 36 hours (in the wound healing assay), since at 36 hours all the wounds were closed. 

Consistent across all cell lines, our results showed that the percentage of migration was significantly higher 

in the NOMO1-KO clones compared to controls (t-test, p<0.01) (Fig. 6). Therefore, NOMO1 loss promotes 

cell migration. 

 

 

 

Fig. 6. Loss of NOMO1 promote cell migration of HCT-116 and HS-5 cell lines. (A) Wound healing assay of 

NOMO1-KO and control clones analyzed at 0, 24 and 36 or 48 hours. (B) Wound healing rate (%) 
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representation for NOMO1-KO and control clones. Data are shown as the mean ± SD of the three replicates. 

Statistically significant differences are indicated by asterisks (**p<0.01). (C) Transwell assay assessed at 24 

and 48 hours of NOMO1-KO and control clones. (D) Quantification of cells with migration capability 

represented as migrated cells in the transwell assay to the two cell lines. Data are shown as the mean ± SD. 

Statistically significant differences are indicated by asterisks (**p<0.01). 

 

NOMO1 deficiency in mouse colon cells does not modify the susceptibility of developing EOCRC.  

 To see the effect of the somatic deletion of NOMO1 in EOCRC, and considering that this gene 

could be a tumor suppressor, we decided to silence NOMO1 expression in the mouse colon cells using a 

conditional mouse model(34). The selection of a conditional mouse model allowed to induce a NOMO1 

deletion at a specific time and cellular context. A total of 9 mice (8 weeks old) were colon injected with a Cre 

adenovirus: 6 NOMO1flox/flox, 2 NOMO1flox/+ and 1 NOMO1+/+. As a control group, we used 2 

NOMO1flox/flox and 1 NOMO1flox/+. All mice were monitored for tumor development until 20 months after 

Cre activation, when they were euthanized for histological analysis of the gastrointestinal tract. NOMO1 exon 

3 deletion was checked by PCR in genomic DNA from mice of experimental and control groups. 

NOMO1flox/flox; CreAdV and NOMO1flox/+; CreAdV showed a fragment of 482 bp corresponding with the 

NOMO1 exon 3 ablation (Fig. S5). The pathological study of both, transduced and control mice, shows no 

lesions in the digestive tract compatible with the development of CRC or other tumors. This result would 

indicate that NOMO1 deficiency is not a driver for the development of CRC tumors in mice.  

 

DISCUSSION 

 

 The rising burden of EOCRC with etiologies unknown is a global epidemic—particularly given that 

EOCRC is characterized by more aggressive phenotypes and poorer prognostic outcomes compared with 

late-onset disease(10). Despite initial advances in understanding the distinct disease burden—with clinical, 

pathologic and molecular phenotypes—most notably, few studies have explored the mechanistic 

underpinnings of this malignancy(50–52). Consequently, such studies of EOCRC etiology may yield 

translation of research findings into clinical advances to improve outcomes specifically for this growing 

population. Here, our study is one of the first mechanistic studies of EOCRC biology—with a specific focus 

on the role of NOMO1 in colorectal carcinogenesis among young individuals. We applied CRISPR-Cas9 

technology to delete endogenous NOMO1 in multiple independent cell lines and used a gut-specific 

conditional KO mouse model of NOMO1 to study subsequent tumor development. While characterization of 

the NOMO1-KO clones revealed that loss of NOMO1 did not affect Nodal signaling pathway activity nor cell 

proliferation, loss of NOMO1 increased CRC cell migration. Deletion of NOMO1 using in vivo models also 

yielded no subsequent tumor development. Together, these findings suggest that other signaling pathways 

deregulated by the loss of NOMO1 may play a relevant role in the pathogenesis of EOCRC. 

 To date, three NOMO genes had been described: NOMO1, NOMO2 and NOMO3, with a sequence 

homology of more than 96%. In this work, we observed that the amount of NOMO gene amplified by qPCR 

was the same as the amplified for different single copy genes. These results, together with: (i) an observed 

frequency of NOMO1 WT alleles close to 100%, and (ii) the finding that across different species, including 

the mouse, there is only one NOMO gene; strongly suggest the existence of a single NOMO gene. Thus, it 

could be possible that alternative NOMO alleles could be either a rare mutation or a sequence annotation 

error.  

In an earlier study, we reported that 70% of EOCRCs examined had a loss of the NOMO1 gene(13). 

Here, we expanded upon these findings to investigate the mutational profile of NOMO1 in heterozygous 



Tesis doctoral | Abel J. Martel Martel ARTÍCULOS 
 
 

 212 

 

NOMO1-KO EOCRCs. We found that 50% of the samples presented a mutation that generated a premature 

stop codon resulting in a truncated protein. In addition, 10 variants of unknown clinical significance were 

identified, 6 of which were classified as likely pathogenic. Thus, we demonstrate that this gene can be 

inactivated not only by deletion but also by mutation in EOCRC tumors, which highlights the recurrence of 

NOMO1 inactivation in the pathogenesis or progression of EOCRC. These data show, for the first time, the 

existence of pathogenic mutations in NOMO1 gene associated with EOCRC and suggests that this gene 

may function as a tumor suppressor.  

 NOMO1, together with NCLN and TMEM147, form a protein complex located in the endoplasmic 

reticulum that inhibits Nodal signaling—a signal transduction pathway that maintains pluripotency in human 

embryonic stem cells(14,39). Previous investigations have shown that the formation of the protein complex 

NCLN-NOMO1-TMEM147 are limited by a posttranscriptional regulation mechanism that originates from the 

assembly of the complexes(14). The incorporation of these monomeric components in the protein complex 

results in their stabilization, leading to a significant increase in their half-lives(39). Although the assembly 

mode of the complex is not well understood, Dettmer et al. (2010) showed the critical role that NCLN plays 

in the formation of the protein complex by controlling the cellular steady-state levels of NOMO1 and 

TMEM147, which are synthesized in excess and their monomeric forms are subjected to rapid proteolytic 

degradation(14). It has been described that inactivation of any of the three proteins resulted in a strong 

reduction in the other two proteins. However, overexpression of NOMO1 and TMEM147, alone or in 

combination, did not yield increased levels of NCLN expression, suggesting that NCLN may be the limiting 

factor in this protein complex formation(14,39).  

 In this work, we also observed that NOMO1 inactivation strongly reduced NCLN protein expression. 

However, the levels of TMEM147 were not modified in any of the cell lines studied herein. These results 

confirm the destabilization of the protein complex by modifying the levels of some components. However, 

our results are inconsistent with the reported reduction of TMEM147 levels by NOMO1 inactivation(14). We 

hypothesize that although the protein complex is not correctly assembled, the unbound TMEM147 is not 

degraded by the proteasome, potentially due to its stability in the monomeric form across the analyzed cell 

lines. We found that the destabilization of NCLN in the absence of NOMO1 was not accompanied by a 

reduction of its mRNA, as indicated by microarrays, RNA-seq and qRT-PCR analysis. These results indicate 

that protein reduction is caused by a posttranscriptional mechanism, in agreement with the data published 

by Dettmer et al.(14).  

 After elucidated the effect of NOMO1 loss in the NCLN-NOMO1-TMEM147 complex, we evaluated 

its role in the activation of the Nodal signaling pathway, essential for cellular differentiation during embryonic 

development(20) and reactivation in multiple tumor types(21), where it has been related to increased 

proliferation and invasion(18,53). We found that NOMO1 inactivation did not perturb the expression of any 

proteins involved in the Nodal signaling pathway, including both p-Smad2 and p-Smad3, whose levels should 

be elevated upon signaling pathway activation. These results suggest that the possible carcinogenic effect 

of NOMO1 loss is not related to its described role as an inhibitor of the Nodal pathway. Further investigation 

is essential to elucidate other biological pathways that might be regulated by the inactivation of NOMO1 in 

EOCRC.   

 To determine the role of NOMO1 in EOCRC, we subsequently interrogated the transcriptional and 

the protein expression profiles of WT and NOMO1-KO cell lines. Our results revealed a differentially 

expression profile of genes commonly deregulated across the HCT-116 and HS-5 cell lines due to NOMO1 

inactivation, with the involvement of several genes associated with cell migration, invasion and EMT 

processes. For that reason, we first studied the protein expression of E-Cadherin, Vimentin and B-Catenin. 

However, these markers not showed significantly changes after NOMO1 inactivation, suggesting that other 
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proteins may be involved in the deregulation of EMT and cell migration. In this sense, the LC-IMS/MS 

analysis revealed a set of proteins that are communally deregulated and associated with migration, invasion 

and EMT processes and that could respond to the inactivation of NOMO1 by contributing to the increased 

migratory capacity.  

 For example, CTND1 (underexpressed in all two cell lines) has been associated with the 

stabilization of E-cadherin and the maintenance of cell adherents junctions(54), consistent with the 

deregulated pathways associated with our proteome analysis. Moreover, CTND1 is involved in the Wnt/beta-

catenin/CTNNB1 signaling pathway by regulating the proliferation, migration and cell differentiation of 

endothelial cells in tumor growth(55). Other studies have described that loss of CTND1 is associated with 

poor prognosis and metastasis in ductal breast cancer and is considered a tumor suppressor(56). In head 

and neck squamous carcinoma (HNSCC) and oral squamous cell carcinoma (OSCC) cell lines, loss of 

CTND1 causes increased migration and invasion and favors EMT(57,58). Lamin B1 (LMNB1), 

underexpressed in all two cell lines in our study, has been described as tumor suppressor in lung cancer. 

Lamin B1 knockdown in lung epithelial cells promoted EMT, cell migration, tumor growth and metastasis by 

activation of the RET/p38 signaling(59).  HMGA1, up-regulated in NOMO1-KO cells, is overexpressed in 

cervical cancer tissues and positively correlate with lymph node metastasis and advanced clinical stage. In 

addition, HMGA1 enhances tumor growth and accelerate migration and invasion via targeting miR-221/222 

in cervical cancer cell lines(60).  

 Previous studies have shown that Nodal expression can increase invasive and metastatic capacity 

of tumor cells(21). Although we did not find an increased activation of the Nodal signaling pathway upon 

NOMO1 loss, we investigated the effect of NOMO1 loss in cellular migration capacity due to the alteration 

of the cell migration associated-proteins (CTND1, LMNB1, HMGA1) discusses above. Strikingly, we found 

that inactivation of NOMO1 increased the migration ability of all cell lines analyzed. Taken together, these 

data provide a possible explanation for the increased migration capacity exhibited by the NOMO1-KO clones 

and warrant further study in the role of these genes in EOCRC development. Although an increased 

migration induced by NOMO1 loss could contribute to colorectal carcinogenesis, we cannot exclude the 

possibility that other signaling pathways deregulated by NOMO1 loss may play a relevant role in the 

pathogenesis of the disease.   

 To study the NOMO1 role in the colorectal carcinogenesis, a conditional NOMO1 mouse model 

was used to analyze this gene function in a rigorous and specific way that avoids embryonic lethality(34). 

This animal model, which use the Cre-loxp system to delete a specific gene in a particular tissue, has been 

efficiently tested by other groups(61,62). For example, Huang et al. used this method to study the tumor 

formation in the colon(63). The results provided by our in vivo models indicate that loss of NOMO1 does not 

directly contribute to the development of colorectal tumors in mice after 20 months of follow-up. In this case, 

we think that the cellular and environmental influence in the mouse colon cells differ from the cellular context 

in human colon during colorectal carcinogenesis. 

 Together, our data suggest that NOMO1, despite being deleted in 70% of EOCRC(13), plays a 

passenger role in the development of this disease. It also may suggest that other coding or non-coding 

genes, located in the same chromosomal region (16p13.11-13.12), could acts as a driver gene in early-onset 

colorectal carcinogenesis. Consequently, further mechanistic studies are needed to understand the role of 

this putative tumor suppressor in EOCRC and the distinct mechanistic underpinnings of early-onset 

colorectal carcinogenesis.  
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MATERIAL AND METHODS 

 

Human tissue samples 

 Twenty formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) blocks of tumors isolated from EOCRC patients 

diagnosed at the “12 of October” University Hospital (Madrid) and at the “University Hospital of Salamanca” 

were included in this study. All tumors came from patients under 50 years who had previously showed 

heterozygous deletion of the NOMO1 gene(13). Clinicopathological data, microsatellite instability (MSI) 

status and mismatch repair (MMR) gene mutations status were analyzed in all cases. All tumor samples 

were confirmed to be microsatellite stable (MSS)/sporadic and to carry WT MMR genes. 

 

Cell lines and culture conditions 

 The colon cancer cell line HCT-116 and the human stromal cell line HS-5 were acquired from ATCC 

(American Type Culture Collection). The cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich) and 1% 

penicillin/streptomycin (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY). All cells were incubated at 37°C in a 

5% CO2. The presence of mycoplasma was routinely checked with MycoAlert kit (Lonza, Basel, Switzerland) 

and only mycoplasma free cells were used in all subsequent experiments. 

 

DNA extraction and DNA quality evaluation 

 DNA was isolated from 10µm sections from each FFPE block. FFPE sections were treated with 

deparaffinization solution (Qiagen, Heidelberg, Germany) and DNA extraction was performed using the 

QIAamp DNA FFPE Tissue kit according to manufacturer’s instructions (Qiagen, Heidelberg, Germany). The 

Illumina Custom DNA Panel Reference Guide (Illumina, San Diego, USA) was used to measure DNA quality 

by comparing FFPE-gDNA amplification potential with a reference non-FFPE gDNA (QCT). Using qPCR, 

delta Cq values was calculated to predict the dilution required for each sample. 

 

Quantitative PCR (qPCR) and quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) 

 For real-time quantification, Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) was performed using 

FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) in a StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life 

Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.). The primers used for gene amplification are detailed in Table 

S1. For all cases a fragment of LEMD3 gene (single copy gene) was amplified from the same DNA sample 

for internal control. PCR experiments were performed using Applied Biosystems StepOnePlus® and RQ 

Manager® software for analysis. Three replicates were used for each PCR reaction. The comparative Ct 

method (2-∆∆Ct) was applied to calculate the relative expression levels of each amplicon using LEMD3 as 

the reference gene for normalization. RT-PCR specificity of each PCR reaction was verified by melting curve 

analysis. 

 

NOMO1 sequencing  

 DNA samples with optimal quality were used to sequence NOMO1 within a panel of genes by Next 

Generation Sequencing (NGS), according to manufacturer's instructions (Illumina, San Diego, USA). Briefly, 

this process included following steps: hybridization with the oligo pool, removing unbound oligos, extension 

and ligation with bound oligos and amplification of the libraries. Finally, the libraries were cleaned up by 

magnetic beads. PCR products were quantified using a Qubit Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

and the libraries were normalized at 4nM in a final pool. Sequencing was performed by a MiSeq System 

(Illumina, San Diego, USA).  Variant Studio Software was used for subsequent analysis (Illumina, San Diego, 
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USA). Somatic variants with>10% frequency, a quality score>500 in the bi-directional sequencing quality 

filter and met the software PASS filter were reported. In silico analyses to predict the pathogenicity of variants 

of uncertain significance (VUS) were performed using the prediction programs: PolyPhen (Polymorphism 

Phenotyping), Sift (Sorting Intolerant From Tolerant) and CADD (Combined Annotation Dependent 

Depletion).  

 

CRISPR/Cas9-mediated generation of NOMO1 knockout cells  

 Exon 3 and adjacent intronic regions of the NOMO1 gene were selected as target sequences for 

the CRISPR-Cas9 design. This is because it is the first exon of the gene where the last nucleotide of its 

coding sequence encodes a codon with the first two nucleotides of the next exon. Therefore, removal this 

fragment from exon 3 could produce an early truncated NOMO1 protein. Three sgRNAs (sgRNA1, sgRNA2 

and sgRNA3) were designed with the Spanish National Biotechnology Centre (CNB)-CSIC web tool(24). 

Three complementary oligonucleotides corresponding to sgRNAs were designed, including two 4-bp 

overhang sequences (NOMO1 UP and LOW oligonucleotides; Table S2). Each pair of oligonucleotides was 

phosphorylated, annealed, digested with Bpil enzyme (NEB) and ligated to the pSpCas9(BB)-2A-GFP 

(PX458) also digested with the same enzyme(25). 

 Subsequently, 50μl of E. coli DH5α cells were transformed with 2μl of ligated plasmids. Single 

colonies were grown, and plasmid DNA was extracted and purified using the Danagene plasmid miniprep 

kit per manufacturer protocol (DANAGEN-BIOTED S.L.). The correct insertion of the sgRNAs into the vector 

was confirmed by Sanger sequencing (data not shown). Cell lines were transfected with a combination of 

two different NOMO1 CRISPR-Cas9 KO plasmids (4μg each) or 8μg of control CRISPR-Cas9 plasmid 

(empty PX458).  

 Transfection for the HCT-116 cell line was carried out using the Amaxa Cell Line Nucleofector Kit 

V, the Amaxa Nucleofector device (Lonza) with the T-016 program. HS-5 cell line was transfected by 

lipofection per manufacturer instructions (PolyJetTM In Vitro DNA Transfection Reagent, SignaGen). Single 

GFP+ cells were sorted into 96-well plates 48 hours after transfection using a BD FACSAriaTM III flow 

cytometer. Isolated clones were expanded in culture over a period of three weeks and then genomic DNA 

was extracted by the phenol-chloroform method. We confirmed the NOMO1 status of each clone by PCR 

using the NOMO1 exon/intron 3 primers (Forward: 5’-CAGTGCTCAGTACCATGTAG-3’; Reverse: 5’- 

GGGAGGAATACAAACCCTC-3’). At least two NOMO1-KO clones and two controls (WT cell line or clones 

generated after transfection with the empty plasmid) were assayed for each cell line. In addition, the 

NOMO1-KO clones were also confirmed by qPCR and Western blot (WB). 

 

Western blotting 

 Cells were resuspended in RIPA buffer containing protease inhibitors (Complete, Roche Applied 

Science, Indianapolis), and protein concentration was measured using the Bradford assay (BioRad). 30μg 

of protein samples were separated on an 8% or 12% SDS-PAGE gel (depending on protein size), transferred 

to an Immobilon-P membrane (Millipore) and incubated with primary specific antibodies overnight (Table 

S3). The following day secondary antibodies were added, immunoblots were incubated for 1h at room 

temperature and developed using enhanced chemiluminescence WB detection reagents (Thermo Fisher 

Scientific). β-actin was used as a loading control. 

 

Cell viability assay 

   MTT assay was used to quantify cell viability and metabolic activity. Metabolically active cells were 

marked using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (Sigma-Aldrich). A total of 
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5000 cells/well from the NOMO1-KO and control clones of the two cell lines were seeded in a 96-well plate. 

We measured the viability of cells by cellular metabolic function at 0 (control), 24, 48 and 72 hours, adding 

to each well 10μl of MTT and incubating for 1 hour at 37°C. The percentage of growth was determined by 

statistical analysis with SPSS-IBM software. 

 

Wound healing assay 

 106 cells per well were seeded in 6-well plates containing 3 well silicone inserts with two defined 

cell-free gaps (Ibidi USA, Inc.).  A minimal concentration of FBS was added to the culture medium to maintain 

survival but inhibit cell proliferation (2% for HCT-116 and HS-5 cell lines). After cell attachment (24 h), 

culture-inserts were removed creating a scratch. Each experiment was performed in triplicate. Photos of a 

determined region of each scratch (three wounds/replica) were taken every 10 minutes for 48 hours using a 

camera attached to a Mikon ECLIPSE TE-2000-E microscope. The ImageJ® program was used in 

combination with the MRI Wound Healing Tool to calculate the percentage of migration (shown on the Y-

axis) for each time reference at 0, 12, 24 and 36 or 48 hours (shown on the X-axis). The SPSS/IBM software 

was used to calculate migration percentages for NOMO1-KO and control clones.  

 

Transwell migration assay 

 For the transwell migration assay, 4x104 cells of two HCT-116 and HS-5 NOMO1-KO clones and 

2 control clones were suspended in 300µL of serum free DMEM. This cell suspension was added to the 

upper chamber of 24-multiwell insert system with 8µm pore (SARSTEDT) and 600µL of DMEM with 10% 

FBS was added to each lower well. After 24-hour incubation, migratory cells were fixed with 3.7% 

paraformaldehyde for 5 minutes and stained with 1% crystal violet solution for 15 minutes. Microscopy 

pictures were taken for each well with a 10x objective lens and the stained area was quantified with ImageJ® 

software. 

 

RNA extraction, microarray data analysis and RNA sequencing  

 Total RNA was extracted from three NOMO1-KO clones and three control clones for HCT-116 and 

HS-5 using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. DNA 

was removed from the samples using RNase-free DNase Set (Qiagen, Hilden, Germany). RNA integrity was 

assessed using the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA).  

 For the microarray analysis, labelling and hybridizations were performed according to protocols 

from Affymetrix. Washing and scanning were performed using the Affymetrix GeneChip System (GeneChip 

Hybridization Oven 645, GeneChip Fluidics Station 450 and GeneChip Scanner 7G). Raw microarray data 

were quantile normalized, background corrected and log2 transformed by the Robust Multi-array Average 

(RMA) procedure(26) in the oligo R package (v.1.54.1) using a custom cdf reference from BrainArray 

(v.25.0.0)(27). Differential gene expression analyses were carried out with the limma package (v.3.46.0). 

Microarray batch-effects were adjusted through the ComBat function from the sva package. 

 For RNA sequencing (RNA-seq), 0.5 µg of total RNA was used to construct cDNA libraries with 

TruSeq stranded total RNA with Ribo-Zero kit (Illumina, San Diego, CA, USA). Then, cDNA libraries were 

sequenced with NovaSeq 6000 (paired-end 150bp x 2) with a range of 61.8-78.7M reads/sample according 

to the manufacturer instructions. Library construction and sequencing were performed by Macrogen Inc. 

(Macrogen, Seoul, Korea). Adapter sequences and low-quality bases were trimmed using Trimmomatic 

(v.0.39). Raw and trimmed reads quality was assessed with the FASTQC tool (v.0.11.9). The surviving 

paired reads after trimming were mapped to hg19 human genome with the STAR aligner (v.2.7.9a). The 

reference genome sequence (hg19, Genome Reference Consortium GRCh37) and annotation data (v.87) 
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were downloaded from the Ensembl website (https://www.ensembl.org). Gene level counts were calculated 

using the union mode from the HTSeq package (v.0.12.4). Gene expression count normalization through 

the median of ratios method(28) and differential gene expression analyses were performed with the DESeq2 

R package (v.1.30.1). Batch-effects were adjusted through the ComBat_seq function from the sva R package 

(v.3.38.0). 

 Microarray and RNA-seq data have been deposited into the Gene Expression Omnibus (GEO) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/) with the accession number GSE198383. For both assays, the false 

discovery rate (FDR) was controlled by adjusting p-values with the Benjamini–Hochberg method. Genes 

with an absolute value of the fold change (FC) greater than 1.5 (over-expressed) and lower than -1.5 (under-

expressed) were selected for further analysis. Gene expression values of the selected genes were visualized 

using a heat-map with the pheatmap R package (v.4.0.5). The WebGestalt tool (WEB-based Gene set 

analysis toolkit)(29) was used for pathway enrichment analyses. Hallmarks standards were used to find the 

biological processes that could be affected by the NOMO1 inactivation.  

 

Proteome analysis by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-IMS/MS) 

 Changes in protein expression profiles after NOMO1 inactivation were analyzed by liquid 

chromatography-mass spectrometry (LC-IMS/MS). A total of 4 samples of a NOMO1-WT and NOMO1-KO 

clones were compared for the HCT-116 and HS-5 cell lines. All purified cells (2000-3000 cells) were 

processed by lysis solution and phosphates-protease inhibitors(30). 0.5 µg of total protein was reduced with 

10mM Dithiothreitol (DTT) + 55mM iodiacetamide at room temperature for 45 min. Protein was digested with 

trypsin (1:50 w/w) at 37 ºC for 18h; then, the peptide mixture was acidified with 0.1% TFA & desalted with 

C18 StageTips. Samples were stored at -20 ºC until LC-IMS/MS tests were performed. The mass 

spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium 

(http://proteomecentral.proteomexchange.org) via the PRIDE partner repository with the dataset identifier 

PXD033636. For the LC-IMS/MS analysis, a nanoUPLC system (NanoElute, Bruker) was used with a C18 

column 15cm x75µm, with 1.6µm C18 particles (Ion Optics Inc.) and 120 min. gradient (3-50% of ACN at 

300nL/min.), which is coupled to a TimsTOF Pro (Bruker). The TimsTOF Pro was operated in PASEF mode 

(Parallel Accumulation Serial Fragmentation) using Compass Hystar 5.036.0. Settings for 11 samples per 

day method as follows: Mass Range 100 to 1700m/z, 1/K0 Start 0.6-End 1.6 V⋅s/cm2, Ramp time 110.1ms, 

Lock Duty Cycle 100%, Capillary Vol. 1600V, Dry Gas 3 L/min, Dry Temp 180°C, PASEF settings: 10 MS/MS 

scans (total cycle 1.27sec), charge range 0-5, active exclusion 0.4 min, Schedul Target intensity 10000, 

Intensity threshold 2500, CID collision energy 42eV(31). All raw files were analyzed by MaxQuant v1.6.6.0 

software using the integrated Andromeda search engine. Data search was against the Human Uniprot 

Reference Proteome with isoforms (latest version available) and a separated reverse decoy database using 

a strict trypsin specificity allowing up to 2 missed cleavages. The minimum peptide length set to 

7αα´Carbamidomethylation of Cysteine as fixed modification, and N-acetylation and oxidation of Methionine 

as variable modifications. First search peptide tolerance set at 70 ppm-main search set at 30 ppm (other 

settings left as default). Single shot samples and fractions assign as separate parameter groups and 

matching between runs was turned on and set as and to” for single shot samples and “from” for fractions. 

Maximum peptide mass (Da) set at 8000. All other settings in group or global parameters were as default 

for MaxQuant. PTMS screening was carried out following PTMScan Direct PTMScan® m (Cell Signaling 

Technology, USA) with the slight modifications described(32,33).  
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Mouse strains, adenovirus injection and histological analysis.  

 Conditional mouse mutant for NOMO1 has been previously described(34). In summary, to avoid 

NOMO1 expression in C57BL/6J mouse intestine cells, NOMO1flox/flox and NOMO1flox/+ mice were 

infected by single injection of 300 MOI of Cre adenovirus (Ad5CMVCre-eGFP) into the colon area of 8 weeks 

old mice (named NOMO1flox/flox CreAdV and NOMO1flox/+ CreAdV). We used NOMO1flox/flox, 

NOMO1flox/+, and NOMO1+/+ uninfected mice as a control group. All groups were euthanized for CCR 

tumor observation 20 months old. PCRs using the mNOMO1-F and mNOMO1-R specific primers (Table S1) 

of genomic DNA from mice colons were performed to demonstrate whether Cre activity effectively removes 

NOMO1 exon 3 achieving homozygous or heterozygous NOMO1 null alleles. Specifically, mice were always 

housed in a temperature-controlled facility (specific pathogen free, spf) using individually ventilated cages, 

standard diet and a 12hr light/dark cycle, according to EU at the Servicio de Experimentación Animal of the 

University of Salamanca. For histological analysis, after the necropsy of the mice their digestive tracts were 

removed and fixed in formol 10% solution. All samples were processed into serial paraffin sections and 

stained with haematoxylin-eosin. Subsequently, a pathological analysis of the digestive tract of all mice was 

carried out at the Pathology Service of the University Hospital of Salamanca. 

 

Statistical analysis 

 Data were analyzed using IBM/SPSS software v26 (SPSS Inc., Chicago, IL). All quantitative data 

are showed as the mean ± standard deviation (SD). Student´s t-test was used to compared differences 

between two groups when they had a normal distribution (test Kolmogorov-Smirnov; p-value>0.05). A p-

value  0.05 was considered statistically significant. 

 

Study approval 

 The study with animals followed Spanish and European Union guidelines for animal 

experimentation (RD1201/05, RD 53/2013, and 86/609/CEE). Genetically modified animals were generated 

at Transgenic Facility, Nucleus, University of Salamanca and the generation was approved by the Bioethics 

Committee of the University of Salamanca and “Consejería de Agricultura y Ganadería de la Junta de 

Castilla y León” (ref 338). 
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INTRODUCTION 

Colorectal cancer (CRC) is the third most diagnosed tumor and the second leading cause of cancer death 

worldwide(1). Over the past few decades, there has been an alarming increase in early-onset CRC (EOCRC, 

age<50 years at diagnosis) incidence. Nowadays, EOCRC accounts for approximately 10% of the total CRC 

cases diagnosed each year and it is also being shown a significant rise in the associated mortality(2). The 

pathogenesis of EOCRC is well characterized among individuals with hereditary CRC. However, the 

remaining 80% does not carry a germline mutation associated with any cancer predisposition, thus we could 

defined as sporadic EOCRC(3,4). These sporadic early-onset tumors have worse prognosis than late-onset 

CRC tumors, being characterized by developing early metastasis and more aggressiveness features. Apart 

from this, early-onset tumors are diagnosed at very advanced stages because current screening programs 

do not consider this age subgroup in average-risk population, and only for high-risk individuals with family 

history of CRC this is reduced. In fact, the European Society of Gastrointestinal Endoscopy (ESGE) only 

recommends screening for CRC before 50 (beginning at 40 y/o) when criteria for familial CRC are fulfilled 

(at least two CRC in FDR, or at least one FDR with CRC younger than 50 years old)(5). Thus, the need of 

developing new markers that can be included in average-risk population CRC prevention strategies to detect 

individuals in risk for developing EOCRC in undeniable.  

 

In this sense, telomerase activity has been postulated as a key factor in cancer development, in terms of the 

cellular immortalization through telomeric elongation, as well as aging and senescence through telomere 

shortening. Telomeres cap linear chromosomes to maintain stability and shorten with DNA replication during 

cell division. In healthy cells, erosion of telomere length (TL) eventually leads to regulated cell senescence 

and apoptosis. However, in abnormal cells, continued cell division results in telomeric shortening that can 

lead to end-to-end fusion of chromosomes and chromosomal instability. Therefore, telomere shortening is a 

process of aging associated with genetic instability and oncogenesis(6). Previous studies have shown that 

the depletion of constitutional telomere structure end sequences is associated with an increased risk for 

some cancers, such head and neck, urinary bladder, renal, lung, esophageal, and CRC. However, studies 

on CRC telomere dynamics in CRC have reported controversial results, with a recent study indicating that 

both long and short telomeres are associated with an increased risk of CRC(7). For this reason, we want to 

explore TL as a useful tool in CRC screening programs, particularly in the population under 50 years of age. 
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RESULTS 

Telomeric shortening predisposes to the development of EOCRC. 

First, we set out to analyze whether TL variability could be associated with the development of EOCRC. To 

this end, the absolute TL of leukocytes from 87 sporadic EOCRC patients and 109 healthy controls (HC) 

was quantified by RT-qPCR. Interestingly, we observed that TL was significantly shorter in the EOCRC 

group than in the control group (EOCRC mean: 122 kb vs HC mean: 296 kb; t-test, p<0.001). Therefore, 

telomeric shortening could be associated with individuals with EOCRC, in comparison with healthy controls. 

Moreover, we studied in our cohort of patients the status of genes involved in the maintenance of TL 

(telosome/shelterin complex) by whole exome sequencing (WES). However, we did not find any relevant 

pathogenic mutation that could explain the telomeric shortening observed in our series.  

 

hTERT rs2853669 polymorphism is associated with the risk of developing EOCRC. 

In addition, we studied whether the genotypic distribution of the polymorphism of the hTERT gene 

(rs2853669; A>G), related to telomeric shortening(8) and not reached by WES because its location at -245 

bp from hTERT ATG site, confer a higher risk of developing EOCRC. In our cohort, the status of the minority 

allele (G) was associated with the risk of developing EOCRC (p-value=0.028; OR: 1.326 (95% IC: 1.018-

1.728)) (Table 1). In this case, we observed that G allele was less frequent in EOCRC than in control 

population (26% EOCRC vs 36% in control group). These data suggest that the minority allele may play a 

protective role against the development of EOCRC. Therefore, the loss of this protective factor would 

increase the risk of developing EOCRC through telomerase dysfunction.   

 

Comparative analysis focused on clinical and familial features. 

When we compared telomere lengths with the different clinico-pathological and familial features, gender and 

BMI showed statistical differences (data not shown): shorter telomeres were associated with males, as well 

as with higher BMI. Regarding the comparison between all the features and the different forms of hTERT 

polymorphism, no association showed statistical significance. No analysis was carried out focused on ESGE 

screening criteria in our cohort as none of the cases fulfilled the need of reducing the age of screening. 
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Table 1. hTERT rs2853669 SNP showing statistical differences between patients with sporadic EOCRC and 

controls. 

SNP* Genotype Controls Sporadic EOCRC P-value OR* (95% CI) 

hTERT 
 

(rs2853669) 

AA 43 (39%) 47 (54%)   

AG 53 (49%) 35 (40%) 0.082  

GG 13 (12%) 5 (6%)   

AA+AG 96 (88%) 82 (94%) 0.137  

GG 13 (12%) 5 (6%)   

GG+GA 66 (61%) 40 (46%) 0.042 1.803 (1.020-3.190) 

AA 43 (39%) 47 (54%)   

A 139 (64%) 129 (74%)   

G 79 (36%) 45 (26%) 0.028 1.326 (1.018-1.728) 

* SNP: Single Nucleotide Polymorphism, OR: Odd Ratio.  

 

DISCUSSION 

A study on germline telomere shortening by Lisa Boardman et al. showed that longer telomeres increased 

the risk of developing EOCRC, whereas shorter telomeres were associated with the development of CRC in 

patients older than 50 years(9). Although these findings contrast with our results, we should note that our 

case/control study is only focused on the population younger than 50 years, since the main objective is to 

establish the analysis of TL as a predictive marker for risk of develop EOCRC. In addition, leukocyte 

telomeres systematically shorten over the years and have been positioned as a clear factor of cellular aging, 

which could explain the greater shortening observed by Lisa's group in LOCRC patients. Patients older than 

50 years could have a significant telomeric shortening due to age that leads to telomere crisis and 

subsequent chromosomal instability, enabling cells to advance toward malignancy. Therefore, if we consider 

cancer as a disease of the older adult, the existence of a germline telomeric shortening in people under 50, 

could generate a premature cellular aging situation that increases the risk of developing EOCRC.  

 

In addition, the rs2853669 polymorphism of the hTERT gene (A>G) has been associated with the 

development of different types of tumors such as gliomas, melanoma, breast cancer, hepatocellular 

carcinoma, and lung cancer(10). In these cases, there was an association between GG genotype and tumor 

development through a gain of telomerase function that promotes cell immortalization by telomeric 

elongation. In our cohort, the lower frequency of the G allele would be related to a loss of telomerase activity 

leading to telomeric shortening and, therefore, to premature cellular aging that predisposes to the 

development of EOCRC.  
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In conclusion, we consider the measurement of germline TL at early ages as a non-invasive method that 

could facilitate the early identification of individuals in risk of developing EOCRC, but without any familial 

criteria that could lead in an advance of the starting age of the CRC screening. Thus, this could justify the 

need of including TL as a new marker in CRC prevention strategies, after consequent validation cohort in 

other young populations. 
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SUPPLEMENTARY METHODS 

 

Patient´s selection:  

For this study, we firstly selected a total of 96 consecutive cases of EOCRC, from which cases with 

pathogenic mutations in any of the CRC susceptibility genes were excluded, leaving the definitive study 

sample in 87 EOCRC cases. They were selected from the prospective multicenter study defined as the 

Spanish Early-Onset Colorectal Cancer Consortium (SECOC)(11). All patients were diagnosed before age 

50 years, without history of inflammatory bowel disease and with a histopathological diagnosis of 

adenocarcinoma. Clinicopathological features were determined from a detailed review of the medical 

records. Variables included gender, age at CRC diagnosis, Body Mass Index (BMI) at diagnosis, tumor stage 

at diagnosis, tumor location, histological features (grade of differentiation, mucinous component, “signet ring” 

cells), multiple primary neoplasms (synchronous and metachronous CRC) and familial cancer history 

(Supplementary Table 1). Peripheral blood (PB) samples from all patients included in the study were 

collected before any type of neoadjuvant (chemotherapy or radiotherapy), adjuvant or surgical treatment. 

 

DNA isolation, genotyping, and telomere length analysis by Real Time Quantitative PCR (RT-

qPCR): 

DNA was obtained from leukocytes PB tube using the phenol-chloroform method. All DNA samples were 

stored in Eppendorf tubes at 20ºC to prevent its progressive degradation and potential contamination.  

 

The rs2853669 single nucleotide polymorphism (SNP) of hTERT gene was selected according to the 

following criteria: literature association with shortened telomeres, and >5% minor allele frequency in 

Caucasian population. Genotyping was performed by Real-Time Quantitative PCR (RT-qPCR) using the 

TaqMan® allelic discrimination assay (Applied Biosystems, Foster, CA), including specific oligonucleotides 

to amplify the SNP sequences and two labelled probes with the fluorochrome VIC and FAM to detect both 

alleles of each SNP. For that, 40 ng of DNA sample were added to 5 µL of TaqMan® Universal PCR Master 

Mix and combined with the specific forward and reverse primers, and the VIC/FAM labelled probes.  

 

The leukocytes telomere length (TL) from each sample was measured using RT-qPCR using the Absolute 

Human Telomere Length Quantification qPCR Assay Kit (ScienCell, Catalog #8918, CA, USA). This 

technique allows the initial amount of DNA coding for telomerase (TEL) and a single copy reference gene 

(used as an endogenous control) to be quantified simultaneously. The difference in the amount of DNA 

quantified represents the relative TL of each sample. To analyze these relative changes, a reference 

fragment of known TL (provided by the manufacturer) was added to each assay, allowing the absolute 
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quantification of the TL of each sample, for a diploid cell and/or chromosome end to be determined. Triplicate 

reactions were carried to minimize variability. The TEL and SCR fragments were amplified using 10 ng in 2 

µL of DNA, 1 µL of each specific primer and 10 µL of the FastStart SYBR Green Master Mix. The 

amplification program was as follows: 10 min at 95 ◦C, followed by 40 cycles at 95 ◦C for 15 s, 52 ◦C for 30 

s and 60 ºC for 1 min. Finally, the Ct (2−∆∆Ct) comparative method was used to calculate the relative DNA 

amount of each amplicon.  

 

These assays were performed in a 96 well plate and the detection was carried out in the Step-One Plus 

Real-Time PCR system (Applied Biosystems). 

 

Statistical analyses: 

Categorical variables were expressed as number of cases and percentage and were compared using 

Pearson’s Chi Square (χ2) test. Comparing continuous with categorical variable, Student’s t-Test was used 

for independent samples and the Mann–Whitney U test was used for continuous variables (all of which were 

expressed as mean values plus/minus standard deviation (SD)). Analysis of variance (ANOVA) was also 

used to compare more than two groups following normal distributions and the Kruskal–Wallis test for those 

following nonparametric distributions. SPSS version 23.0 (IBM) was used for statistical analyses. A p-Value 

< 0.05 was established to consider differences as statistically significant. 
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Supplementary Table 1. Baseline data from Early-onset colorectal cancer cases. 

Characteristic Total (%) 

Total 87 

Sex   

Female 36 (41) 

Male 51 (59) 

Age at Diagnosis   

<30 years 4 (5) 

30-39 years 15 (17) 

40-49 years 68 (78) 

Mean (std), years 42.7 (6.2) 

Median (range), years 44 (23-49) 

Body Mass Index (BMI)   

Underweight (<18.5 kg/m2) 2 (2) 

Normoweight (18.5-<25 kg/m2) 33 (38) 

Overweight (25-<30 kg/m2) 24 (28) 

Obese (30+ kg/m2) 11 (13) 

Unknown 17 (19) 

Mean (std), kg/m2  25.15 (5.4) 

Median (range), kg/m2 3 24.9 (15.6-43) 

Tumor Stage at diagnosis   

I 12 (14) 

II 17 (20) 

III 30 (34) 

IV 20 (23) 

Unknown 8 (9) 

Tumor Site   

Right colon 20 (23) 

Left colon 27 (31) 

Rectosigmoid junction/Rectum 40 (46) 

Histological features*   

Mucionous 13/59 (22) 

"Signet ring" cells  4/59 (7) 

Unknown 18 (21) 

Grade of differentiation*   

Low 9 (10) 

Medium 23 (26) 

High 27 (31) 

Unknown 18 (21) 

Multiple Primary Neoplasms   

Synchronous colorectal cancer 3 (3) 

Other Multiple Primary Neoplasms 8 (9) 

Familal Cancer History   

Colorectal Cancer 19 (22) 

Unknown 8 (9) 

Sporadic cases   

Yes 39 (45) 

No 43 (49) 

Unknown 5 (6) 

* The remaining cases are those with only biopsy due to palliative conditions. 
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