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Abreviaturas y terminos en ingles

ADN: acido desoxirribonucleico.

ADNCc: ADN complementario.

ARN: acido ribonucleico.

ARNmM: ARN mensajero.

ATP: adenosina trifosfato.

BSA: albumina de suero bovino.

Checkpoint: punto de control del ciclo celular.

CDK: kinasa dependiente de ciclina.

CPCNP: cancer de pulmoén de células no pequefas.
C-terminal: extremo carboxi terminal de la proteina.
CTP: citidina trifosfato.

DMEM: medio de cultivo Eagle modificado por Dulbeco.
DMSO: dimetilsulfoxido.

EDTA: acido etilen diamino tetracetico.

EGFR: receptor de factor de crecimiento epidérmico.
Enhancer: potenciador

ER: receptor estrogénico.

FBS: suero fetal bovino.

FDG: fluorodeoxiglucosa.

GIST: tumor del estroma gastrointestinal.

GTP: guanosina trifosfato.

HER2: factor de crecimiento epidérmico.

IHQ: inmunohistoquimica.

LB: medio de cultivo de bacterias Luria-Bertani.



Microarray: chip de ADNc.

MSI: inestabilidad de microsatélites.

MTT: thiazolyl Blue Tetrazolium Blue.

N-terminal: extremo amino terminal de la proteina.
Pb: pares de bases.

PBS: tampodn fosfato salino.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PDX: patient derived xenografts.

PET: tomografia por emision de positrones.

PP2: protein fosfatasa 2.

RNase H: ribonucleasa H.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

RT-PCR: transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa.
RTK: receptores tirosinas quinasas.

NRTK: tirosinas quinasa no receptores.

SA-Bgal: B-galactosidasa asociada a senescencia.
SCID: severe combined immunodeficiency.

SDS: dodecil sulfato sodico.

SG: supervivencia global.

shRNA: horquilla corta de ARN, complementaria a ARNm.
SLE: supervivencia libre de enfermedad.

SLP: supervivencia libre de progresion.

SNP: polimorfismo de un solo nucleotido.

SOD: superoxido dismutasa.

TMA: microarray tisular.


https://es.wikipedia.org/wiki/Polimorfismo_gen%C3%A9tico

TTP: timidina trifosfato.
WB: western blot.

Wt: wild type.
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Resumen




El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes
relacionadas con él. Se prevé ademas que el nimero de nuevos casos aumente
aproximadamente un 70% en los proximos 20 afios. Esto hace de esta enfermedad un
problema de salud publica a escala mundial. A pesar de los grandes esfuerzos en la
caracterizacion molecular de varios tipos de cancer, y la blusqueda de nuevos abordajes
terapéuticos, no se han logrado los resultados esperados. La investigacion bésica y los
ensayos clinicos son componentes esenciales en el proceso de descubrimiento y
desarrollo de nuevos farmacos en oncologia. El uso de modelos preclinicos es un punto
clave de cada aspecto del desarrollo de farmacos.

Debido a la limitacion de la estrategia convencional en el desarrollo de nuevos
compuestos antitumorales, en el presente trabajo proponemos el uso de modelos de
xenoinjertos derivados directamente de pacientes (PDX) como herramienta idénea para
los estudios bioldgicos de eficacia de farmacos asociados a biomarcadores en
oncologia.

En este trabajo hemos generado modelos PDX de sarcomas y de metastasis
hepatica de cancer colorrectal obtenidos implantando directamente la biopsia de
pacientes en ratones inmunodeprimidos. ElI objetivo es generar modelos
experimentales que reflejan lo mas posible la enfermedad tumoral observada en la
clinica y estudiar la resistencia y/o sensibilidad a farmacos. Estos modelos PDX
generados mantenian las caracteristicas fenotipicas, genéticas y moleculares de los
tumores de origen.

A continuacion estudiamos la sefializacion desregulada en sarcomas mediante
analisis transcriptomico de muestras tumorales humanas frente a muestras no
tumorales. Encontramos una sobre regulacion en las rutas de ciclo celular. Entre los
mecanismos que contribuyen a la desregulacién del ciclo celular decidimos explorar en
las lineas celulares y en los modelos PDX de sarcomas el efecto de la inhibicion de
CDK4 mediante Palbociclib, el primer inhibidor de CDK4 aprobado para usos clinicos
en humanos. Encontramos que, si los tumores tenian altos niveles de ARNm de CDK4
y bajos niveles de ARNm de p16 respondian a la inhibicién de CDK4.

Centramos también nuestra atenciéon en MAP17 una pequefia proteina no
glicosilada que se encuentra sobreexpresada en muchos tipos de tumores incluyendo
sarcomas. Observamos que los sarcomas con altos niveles de MAP17 tenian peor
pronostico. Datos previos del laboratorio nos indicaban que MAP17 determinaba la
sensibilidad al inhibidor de proteosoma Bortezomib en lineas celulares de cancer de
mama y por eso decidimos explorar esa ruta. Encontramos que al aumentar la

expresion de MAP17 incrementaba la sensibilidad a Bortezomib, tanto en lineas



celulares como en nuestros modelos PDX de sarcomas. Esos resultados nos sugerian
que Bortezomib podria considerarse como posible terapia para los pacientes con
sarcomas que al diagnostico presentan altos niveles de MAP17.

Por dltimo buscamos una alternativa terapéutica para el tratamiento de las
metastasis hepaticas colorrectales que a dia de hoy no tienen ninguna opcién de
tratamiento. En particular centramos nuestra atencion en SRC, un receptor
citoplasmético de tipo tirosina quinasa que se encuentra sobreexpresado en el
carcinoma colorrectal, cuya desregulacion parece estar implicada en varios procesos
relacionados con la carcinogénesis y cuya activacion esta implicada en la resistencia
a varios agentes quimioterapicos. Por esa razén buscamos posibles mecanismos que
pudieran revertir esa resistencia y por lo tanto resensibilizar los tumores
gquimiorefractarios a la terapia convencional. Encontramos que altos niveles de p-SRC
podrian definir la resistencia o sensibilidad a Oxaliplatino y que la inhibicién de p-SRC
a través de su inhibidor Dasatinib sensibilizaba al tratamiento con Oxaliplatino las

metastasis hepaticas de cancer colorrectal que sobreexpresen altos niveles de p-SRC.
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1. Medicina personalizada en el tratamiento del cancer

El campo de la oncologia estd evolucionando en las Ultimas décadas,
asistiendo a un rapido cambio en su enfoque terapéutico. Hemos pasado de terapias
generalizadas a un enfoque mas personalizado, tratando de caracterizar
molecularmente cada tumor y llevando esto a un abordaje mas selectivo desde un
punto de vista clinico [1]. Ejemplo de ello son el abordaje del céancer, el cancer de
pulmén de células no pequefias (CPCNP) o el cancer de mama, que han sufrido
radicales cambios en su manejo en los Ultimos 20 afios [2]. A pesar de lo dicho, el
desarrollo de tratamientos dirigidos a una diana especifica no ha supuesto en todos los
casos una mejora en supervivencia global de los pacientes. Siguen existiendo, no
obstante, entidades neoplasicas en las que no se han identificado biomarcadores de
eficacia y que por lo tanto aun no son candidatas a recibir una terapia personalizada.
Por otro lado, la investigacion centrada en la medicina personalizada en cancer tiene
mdltiples tareas pendientes. Carecemos, en muchas ocasiones, de un conocimiento
exhaustivo de las bases moleculares de respuesta a los tratamientos dirigidos, que
lleva a veces a orientar de manera errénea los ensayos clinicos con estas terapias. La
evidencia actual pone en relieve diferencias notables en la sensibilidad a dichas
terapias entre los distintos pacientes, hecho que sugiere mayor potencial en la

personalizacion de los tratamientos.

Por todas esas razones, se hace necesario identificar mas y mejores
biomarcadores, que sean realmente predictivos de respuesta, con el fin dltimo de
generar una mejora significativa en la personalizacion del cancer, que se traduzca en

mejoras en perfil de toxicidad y en control de la enfermedad.

2. Desarrollo de farmacos antineoplasicos

En adultos la mayoria de los tumores sélidos avanzados no son curables con el
armamento terapéutico convencional actualmente disponible [3]. La introduccién de
terapias dirigidas, como los inhibidores del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) o los antiangiogénicos entre otros, ha mejorado discretamente la
supervivencia de algunas neoplasias [4-7]. Sin embargo los tratamientos
farmacoldgicos dirigidos a dianas moleculares especificas son eficaces si la diana es
inhibida por el farmaco y la ruta que inhiben es relevante para la supervivencia celular
(“adiccion oncogénica”). El motivo del elevado nivel de fracasos en los ensayos
clinicos con nuevas drogas es, entre otros, el fallo de alguno de estos dos requisitos
fundamentales. La estrategia convencional de desarrollo de nuevos farmacos en

oncologia, basada en una selecciéon de dosis por toxicidad maxima tolerada y una
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evaluacién empirica de la eficacia, no ha resultado muy productiva. El desarrollo de
los inhibidores de EGFR en el cancer de pulmén es un ejemplo ilustrativo de ello. La
actividad de estos farmacos fue muy limitada en la poblacion no seleccionada en la
que se realizé el ensayo inicialmente, si bien estudios mas recientes han descubierto
factores moleculares involucrados en la susceptibilidad o resistencia a estos agentes,
lo cual permite seleccionar mas adecuadamente a los pacientes y mejorar el beneficio

terapéutico que aportan [8-12].

Estos factores moleculares, o “marcadores”, han sido descubiertos después de
haber tratado a miles de pacientes con estos farmacos, en muchos casos sin beneficio
clinico alguno, con alta toxicidad y un elevado coste economico. Es por lo tanto
posible, que muchos agentes hayan fracasado en la clinica porque fueron ensayados
en poblacién no seleccionada y su potencial efecto terapéutico quedé “diluido” por la
inclusién de pacientes que no se beneficiaron del tratamiento. Ademas, el fracaso de
alguno de estos farmacos, por ejemplo el inhibidor de EGFR (Gefitinib), fue
posiblemente también causado por la seleccion de una dosis terapéutica insuficiente
para ejercer un efecto farmacodinamico en pacientes con receptor nativo ho mutado.
Todo ello indica que el desarrollo de tests adecuados para la monitorizacion
farmacodinamica y para una seleccion de dosis adecuada es critico en el desarrollo de

nuevos farmacos.

En el momento en que se inician los ensayos clinicos, la limitada informacién
disponible sobre los factores que determinan la eficacia del tratamiento es uno de los
motivos que condiciona el alto indice de fracasos que sufren los farmacos
antineoplasicos en su desarrollo. Los ensayos preclinicos al dia de hoy aln suelen
realizarse en lineas celulares comerciales sometidas a multiples pases en cultivo, y en
xenoinjertos derivados de esas lineas celulares (Figura 1). Para los agentes
citotoxicos, la correlacion entre la actividad antineoplasica observada en estos
modelos animales y aquella observada en humanos es pobre [13, 14]. Si bien estos
modelos tumorales son humanos en origen, se encuentran en un medio artificial y
probablemente no reproducen adecuadamente la enfermedad neoplasica tal y como
se observa en la clinica. De hecho, la adaptacion de las células tumorales a las
condiciones de laboratorio, con multiples pases en cultivo durante largos periodos de
tiempo, origina alteraciones genéticas que dan lugar a células tumorales distintas del

tumor parental [13].
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Figura 1. Xenoinjertos derivados de lineas celulares. Se muestra un esquema del procedimiento para
la induccién de tumores en ratones a partir de lineas celulares comerciales

Tanto la investigacidon basica como los ensayos clinicos son componentes
esenciales del proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. Los
agentes que son activos en estudios preclinicos son seleccionados para continuar su
desarrollo e iniciar ensayos clinicos tempranos (Fase I-1l). Esta seleccién se hace
asumiendo que la actividad observada para un determinado compuesto en modelos
preclinicos se traduce en cierta eficacia clinica de ese compuesto. Es decir asumiendo

gue los modelos tumorales de laboratorio son predictivos.

Existen dos aproximaciones potenciales:

e orientada al compuesto, en la cual se asume que un determinado farmaco
puede ser potencialmente activo en todos los canceres si presenta actividad
preclinica frente a un tipo de neoplasia concreta.

e orientada a la enfermedad, en la cual se asume que un farmaco activo en
estudios preclinicos frente a un determinado tumor predice la actividad de

dicho compuesto frente al mismo tipo de tumor en la clinica.

Ninguna de estas dos aproximaciones ha sido demostrada de manera clara por
los estudios realizados hasta la fecha. En cualquier caso, cualquier estudio que
pretenda responder a esta cuestion sufre de un sesgo inherente al hecho de que los
compuestos que no son activos en modelos preclinicos nunca son evaluados en el

hombre.

El empleo de modelos preclinicos de cancer para la seleccion de farmacos con
actividad antineoplasica potencial fue iniciado en Estados Unidos en los afios 50

liderado por el National Cancer Institute (NCI). Las estrategias de cribado utilizadas
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hasta 1990 estaban esencialmente orientadas al compuesto e involucraban un
pequefio numero de aloinjertos tumorales fundamentalmente murinos. Diversos
estudios demostraron, no obstante, que estos modelos tenian un valor predictivo muy
pobre [13, 15, 16] y tendian a seleccionar compuestos activos frente a leucemias
humanas y linfomas [17-19]. Por ello, en 1990 el NCI introdujo un panel de cribado
orientado a la enfermedad neoplasica que incluia 60 lineas celulares de los tumores

humanos mas frecuentes [20-24].

Esta plataforma de cribado estaba disefiada de tal manera que cada tipo
tumoral estaba representado por un panel de lineas celulares que incluian distintos
subtipos histologicos y perfiles de resistencia a drogas. Con ello se pretendia
seleccionar farmacos con alta potencia y/o actividad selectiva frente a determinados
tipos tumorales. EI NCI ha examinado la correlacion entre la actividad de los farmacos
en modelos preclinicos de xenografts y aquella observada en ensayos clinicos de fase

II [25] y las principales conclusiones de este analisis son las siguientes:

e con la excepcion del carcinoma no microcitico de pulmén, existe una pobre
correlacion entre la actividad observada para un determinado tipo de tumor en
xenografts de tumores humanos y en ensayos clinicos de fase Il;

e con la excepcion de los canceres de colon y mama, los xenografts de lineas
celulares de tumores humanos no predecian la actividad clinica del compuesto
en otros tipos tumorales;

e los compuestos que no eran activos en al menos un tercio de todos los
xenografts evaluados tenian altas probabilidades de no ser activos en la

clinica.

Otros estudios de rastreo preclinico han empleado modelos de cancer humano
orientados al tumor, obteniendo tanto resultados positivos (el modelo era predictivo)
como negativos (el modelo no predecia la actividad clinica del compuesto) en distintos
tipos de neoplasias humanas [13, 25, 26]. En cualquier caso, todos ellos han basado
sus conclusiones en la observacién de tendencias mas que en andlisis estadisticos
rigurosos. Por otro lado, estos estudios han empleado definiciones dicotémicas de
actividad antineoplasica tanto preclinica como clinica, basados en puntos de corte
arbitrarios no validados (ej. un 20% de tasas de respuesta en ensayos clinicos de fase
II; un 42% en xenografts de lineas celulares de humanos y grafts murinos). Por todo

ello, el proceso de descubrimiento de nuevos agentes antineoplasicos requiere una



plataforma preclinica en la cual el ensayo de farmacos pueda ser realmente predictivo
de la actividad esperada en humanos.

Actualmente los modelos preclinicos disponibles no son muy adecuados para
alcanzar estos objetivos. Los xenografts de lineas celulares no reconstituyen la
arquitectura ni el microambiente del céncer humano y acarrean mutaciones

adaptativas no presentes en el tumor original.

3. Los modelos PDX en cancer

El uso de modelos preclinicos es un componente clave en cada aspecto de la
investigacion traslacional en cancer, desde el entendimiento biolégico de la
enfermedad hasta el desarrollo de nuevos tratamientos. En los ultimos afios se ha
observado un creciente interés en la aplicacion de modelos preclinicos en cancer que
puedan ser realmente predictivos de la enfermedad en la clinica, entre ellos los
xenoinjertos de tumores derivados directamente de pacientes o “patient derived tumor
xenografts” (PDXs).

Los modelos PDX no son nuevos; ya en los afios 80 algunos trabajos
mostraban una alta correlacion entre la respuesta clinica a citotéxicos en adultos y la
respuesta observada en los modelos PDX [27, 28]. El proceso de generar modelos
PDX a partir de material en fresco del tumor primario o del tumor metastésico es una
técnica ampliamente descrita en la literatura [29-32]. Se basa en transferir el tumor
primario directamente desde el paciente al ratdén. Para este fin, el tumor, obtenido en
fresco de la reseccién quirGrgica o de la biopsia (Figura 2, F0), se recorta
mecanicamente o enzimaticamente en trozos pequefios, descartando la parte
necrética y se implanta en un ratén inmunodeprimido (por ejemplo Nude-SCID) (Figura
2-F1), bien sélo, con matrigel, o enriquecido con fibroblastos humanos (Figura 2).

Fase de tratamiento (F3....... Fn)

\

Paciente con Reseccion Fase de Fase de { Estudios Biolégicos \
cancer quirdrgica del Engrfat (F1) Expansion (F2) : Eficacia a f_armacos
tumor (FO0) Busqueda de biomarcadores

f No tratado

@ 1@ Tratado

No tratado

Volumen tumoral

Dias

Figura 2. Representacién esquematica de la generacion de modelos PDX y fases de los estudios



La implantacién con matrigel aporta nutrientes al tejido recién implantado,
mientras que el enriquecimiento con fibroblastos humanos quiere compensar el
reclutamiento de la matriz extracelular huésped-especifico al tumor recién implantado.
Cuando los tumores han crecido (F1), se reimplantan en otra cohorte con el fin de
expandir la muestra (F2-F3 etc.). El tiempo requerido para el éxito de la implantacion
es variable, generalmente entre 1 mes y 1 afio. Tras la fase de expansiéon de las
muestras (desde pocos meses hasta un afio dependiendo del tumor), las muestras se
reimplantan generando cohortes de tumores iguales en ratones inmunodeprimidos
para empezar los estudios bioldgicos, los estudios pre-clinicos de eficacia a farmacos,
o la busqueda de biomarcadores de respuesta (F3....Fn). Esos estudios suelen
desarrollarse en generaciones tempranas (F2-F4), y se denominan ensayos Fase 0
[31, 33] aunque se haya visto que la propagacién ratén-ratébn del tumor no parece
aportar sustanciales cambios en las caracteristicas del tumor [26, 34]. Estos estudios
han comparado la respuesta a tratamientos de modelos PDX en varios pasos y han
mostrado una respuesta estable entre las distintas generaciones, dando mas apoyo a
la estabilidad fenotipica de esos modelos. A pesar de que diferentes grupos han
desarrollado técnicas especificas de implantacién, el sitio mas comun para la
implantacién es la region dorsal (implantacién subcutanea), aunque la implantacién
ortotépica, en el mismo érgano de procedencia del tumor, puede ser una mejor
alternativa cuando es posible. En algunos casos, independientemente del origen del
tumor, se ha implantado el tumor primario en la capsula renal con el fin de incrementar
la eficiencia de crecimiento del tumor [35-37]. Se considera que la implantacion
ortotopica reproduce mas exactamente el tumor de origen, tanto histolégicamente
como en su perfil transcripcional [38, 39]. Esto es debido sobre todo al efecto del
microambiente, ya que el efecto entre el tumor y el estroma es especifico de tejido
[43]. Diversos estudios muestran alguna variacion en la expresion de genes asociados
al compartimiento del estroma humano, debido a que el tumor acaba reclutando
estroma del organismo huésped [40, 41]. Al mismo tiempo son reproducibles los SNP
y las variaciones de nimero de copias cromosémicas [38, 39].

En definitiva, los modelos PDX mantienen, a nivel fenotipico, histolégico y
molecular, las caracteristicas del tumor primario y reproducen adecuadamente la
enfermedad tal y como se observa en la clinica. Por tanto, ofrecen una excelente
herramienta para el estudio biologico del tumor y para evaluar el efecto de compuestos
contra el cancer. No obstante, con el aumento de reimplantaciones, el tumor
implantado, comienza a ser invadido con células estromales de ratén, y hay que tener
en cuenta esta mezcla de subpoblaciones a la hora de disefiar los analisis y

experimentos.



En ese trabajo nos hemos centrado en la creacién de una plataforma de
modelos PDX de metéstasis hepatica de cancer colorrectal a través de la implantacion
ortotopica del tumor en ratones inmunodeprimidos, y una plataforma de sarcomas a

través de implantacion subcutanea.

4. Los sarcomas

Los sarcomas son un grupo heterogéneo de tumores poco frecuentes,
constituidos por una amplia variedad de subtipos histolégicos, que requieren un
tratamiento multidisciplinario, especializado y complejo. La gran mayoria de sarcomas
son esporadicos con etiologia desconocida, aunque existen varias predisposiciones
genéticas asociadas a tipos de sarcoma especificos [42, 43]. El andlisis taxonémico de
los sarcomas ha identificado aproximadamente 60 subtipos histol6gicos de sarcomas y
mas de 50 tumores benignos [44]. Los sarcomas se agrupan generalmente en dos
grandes categorias en funcién de sus caracteristicas moleculares: aquellos que
presentan un cariotipo diploide o casi diploide con alteraciones genéticas simples,
como el sarcoma de Ewing, y los sarcomas con un cariotipo complejo y desequilibrado
como los osteosarcomas. La cirugia es la terapia estandar para el tratamiento de los
sarcomas, aunque en pacientes con enfermedad no resecable o con tumor residual,
tras la cirugia, se asocia también la radioterapia. Los pacientes con enfermedad
metastasica se tratan con quimioterapia sistémica, generalmente Doxorubicina o
Ifosfamida. Este tratamiento ha resultado ser efectivo en pacientes que presentan
tumor localizado, incrementando la supervivencia global [45]. Sin embargo, para
muchos tumores que resultan quimiorefractarios o resistentes a los tratamiento o para
los pacientes con enfermedad metastasica, se necesitan nuevos tratamientos.
Aunque en los ultimos afios se han producido avances notables en el conocimiento de
la patologia y de la biologia molecular de esta enfermedad, el tratamiento clinico ha
evolucionado de forma mas discreta y, en la practica, los resultados no son siempre
los 6ptimos. Los tratamientos para los sarcomas incluyen Gemcitabina, Ifosfamida y
recientemente la Trabectedina [46-49]. Al dia de hoy pocas alteraciones genéticas son
dianas directas para la terapia, y se necesita mas conocimiento de la biologia
molecular de esos tumores y de posibles alteraciones diana para futuras terapias. Al
mismo tiempo se necesita buscar biomarcadores de eficacia que permitan optimizar el

tratamiento, evitando toxicidad inutil.

5. Desregulacion de ciclo celular en cancer
La regulacién aberrante del ciclo celular es una caracteristica intrinseca del

cancer. Son varios los mecanismos que contribuyen a la desregulacion del checkpoint
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de G1-S [50, 51]. Estos mecanismos incluyen, entre otros, la amplificacion o la
mutacion de CDK4, la amplificacion de los genes que codifican para la CICLINA de
tipo D y la deleccién o el silenciamiento de los genes CDKN2A/B, que codifican para la
familia perteneciente a los inhibidores de INK4, p16 y p15 [52-54].

La desregulacion del ciclo celular es crucial para varios procesos de
transformacién oncogénicos, sugiriendo que las células cancerigenas dependen de
una actividad aumentada de CDK4/6 [55-60]. Por otro lado, el desarrollo normal de
muchos tejidos puede llevarse a cabo en ausencia de los complejos CICLINA-D-
CDKA4/6 [61]. Mediante cepas de ratones genéticamente modificados, algunos estudios
genéticos han proporcionado una evidencia directa del papel de Cdk4 en el desarrollo
tumoral. En ratones que carecen de la Ciclina-D1 no se observaba desarrollo de tumor
mamario tras induccion con el oncogén HerB2, que se encuentra frecuentemente
sobre expresado en tumores de mama [62, 63]. Ademas ratones que expresan una
forma mutada de la Ciclina-D1, que se une pero no es capaz de activar Cdk4, son
resistentes a la induccion de la tumorigenesis inducida por ErbB2 [57].

Algunos estudios han mostrado que el silenciamiento de Cdk4, en células
tumorales de mama inducidas por ErbB2, elimina su propiedades oncogénicas [57].
La perdida de Cdk4 ha sido también implicada en la incapacidad del mutante activo
Kras G12 de inducir cancer de pulmén y de c-Myc de desarrollar tumores cutaneos
[55, 60, 64]. Por todas esas razones CDK4 parece representar una importante diana
terapéutica para el tratamiento del cancer [65, 66].

Actualmente varios inhibidores de CDK4 y CDK®6 estan siendo testados en fase
clinica II/Ill [67, 68], y entre ellos el primero que ha sido testado y aprobado para uso
en humanos es el Palbociclib (PD03329919). El Palbociclib esta indicado para el
tratamiento del cancer de mama metastasico o localmente avanzado, positivo para
para receptor estrogenico (ER) y negativos para el receptor 2 de crecimiento
epidérmico (HER2), en combinacion con un inhibidor de la aromatasa o en
combinacién con Fulvestrant en mujeres que hayan recibido hormonoterapia previa
[69]. Palbociclib ha sido probado en rabdiosarcomas y liposarcomas con amplificacion
génica de CDKA4 [70, 71] siendo capaz de inducir una parada del ciclo celular in vitro y
un retraso del crecimiento tumoral en xenografts. Recientemente se ha terminado un
ensayo clinico de fase Il en pacientes con liposarcomas bien diferenciados o que
muestran amplificacion de CDK4 [72]. Estudios preclinicos han demostrado que
Palbocliclib induce la parada en G1 de las células positivas para pRB y que induce
parada de crecimiento de varios tumores en xenografts [63, 68, 73, 74]. En diferentes

modelos de cancer el tratamiento con Palbociclib no solo ejerce un efecto citostatico

9



sino que también induce mecanismos de muerte celular a través de mecanismos de
apoptosis [75]. El tnico mecanismo conocido de resistencia a la inhibicion de CDK4/6
es la perdida de funcion de pRB [55, 68, 74, 76], ademas han sido propuestos otros
mecanismos como la perdida de pl6, la sobreexpresion de CICLINA-D1 o elevados
niveles de CDK2 [68, 77, 78]. En este trabajo, hemos probado la inhibicién de CDK4
usando Palbociclib en el tratamiento de los sarcomas y hemos explorado posibles
marcadores de eficacia que no sean dependientes del subtipo histolégico de sarcoma.

6. MAP17

MAP17 (DD96, PDZK1IP1) es una pequefia proteina no glicosilada asociada a
la membrana [79, 80]. En condiciones normales se encuentra localizada sélo en las
células tubulares renales de los adultos [81, 82]. Posee dos dominios transmembrana

y un dominio de unién a PDZ en su extremo carboxilo terminal [83, 84] (Figura 3).

1 4 20 29 49 111 114
Region transmembrana Dominio PDZ

Figura 3. Representacion de la estructura de la proteina MAP17. Se observan las regiones
transmembranas y el dominio de unién a PDZ en el extremo carboxilo terminal.

El dominio de union a PDZ es capaz de unirse a varias proteinas con un
dominio PDZ, como el de NHRF3, NaPilla y NHe3 [81, 82, 84]. MAP17 aumenta las
capacidades tumorigénicas de las células tumorales, induciendo un aumento en las
especies reactivas de oxigeno (ROS) [85]. Ademas las células tumorales que
sobreexpresan MAP17 muestran un incremento en la capacidad proliferativa tanto in
vitro como in vivo, y una reduccién de la apoptosis [85, 86]. MAP17 se sobreexpresa
en una gran variedad de carcinomas humanos, cancer de cérvix, de mama, de
prostata y ovario [87] y su sobreexpresion esta correlacionada con la progresion
tumoral [82, 87, 88]. Mientras que adenomas o tumores benignos y tejidos normales
raramente expresan MAP17, la gran mayoria (50-90%) de tumores metastasicos
expresan altos niveles de la proteina y presentan un fenotipo mas des-diferenciado
[82, 86-89]. Estos hechos marcan la relevancia de este gen en el proceso de
tumorigenesis y en el desarrollo del tumor.

Sabemos que en las células en condiciones de homeostasis existe un balance
entre la produccion de ROS y la capacidad celular de detoxificar el estrés oxidativo
inducido por ROS, gracias a la actividad de enzimas como la superéxido dismutasa

(SOD), la catalasa y otras sustancias antioxidantes como el glutatiéon o la vitamina C.
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Una acumulacién de ROS, inducida por un aumento de la expresion de MAP17, seria
suficiente para determinar la activacion de sefiales que pueden influenciar los
procesos de regulacién celulares y tumorigénicos. Por otro lado parece existir un limite
por encima del cual la acumulacion de ROS mueve la balanza hacia la muerte celular
programada [88]. Esto explicaria por qué varios tipos de canceres que sobreexpresan
MAP17 se benefician de tratamientos que inducen un aumento en ROS [88, 90, 91].
En este sentido MAP17 podria incrementar la eficacia de las terapias que inducen este
aumento de ROS, y ser considerado un biomarcador de mejor prondstico en esos
tumores. Resumiendo, podriamos considerar MAP17 no solo un marcador de
malignidad, sino también un biomarcador de sensibilidad a todos aquellos farmacos
gque inducen un aumento del estrés oxidativo.

En trabajos previos del laboratorio con células de cancer de mama vy
xenografts, vimos que la expresion de MAP17 determinaba la sensibilidad a
Bortezomib, y que la inhibicién del estrés oxidativo abolia la capacidad de MAP17 de
inducir la sensibilizacién al farmaco [92]. Por lo tanto los altos niveles de MAP17
podrian considerarse como predictivos de respuesta en todos aquellos pacientes
tratados con Bortezomib. En ese trabajo hemos explorado la relevancia de la
expresion de MAP17 en sarcomas y buscando nuevas alternativas terapéuticas hemos
testado como los altos niveles de MAP17 podrian ser determinantes en la respuesta a

Bortezomib.

7. El cancer colorrectal

El carcinoma colorrectal es la tercera neoplasia mas frecuente en el varon (tras
el cancer de pulmén y de prostata) y la segunda en la mujer (tras el cancer de mama),
con una incidencia mundial de 1.400.000 de casos nuevos por afio (32.000 en
Espafa). A nivel mundial ocupa el tercer lugar en incidencia, representando un 9% de
todos los tumores malignos diagnosticados [93,94]. Es responsable de
aproximadamente 694.000 fallecimientos anuales, siendo la cuarta causa de muerte
por cancer en ambos sexos. La incidencia no ha parado de aumentar a lo largo de las
Ultimas décadas en paises desarrollados, en parte debido a los cambios en los habitos
alimentarios y el sedentarismo. Su prevalencia también ha aumentado tanto por el
aumento de incidencia como por la mejora experimentada en los abordajes
terapéuticos y, en consecuencia, en la supervivencia de estos pacientes. La
supervivencia global (SG) de pacientes con céncer colorrectal depende de mdultiples
factores, siendo el mas importante el estadio tumoral, definido por la profundidad de
penetracion del tumor en la pared intestinal (T), por el nimero de ganglios afectos por

el tumor (N) y por la presencia o no de metastasis (M) [95].
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Al diagnostico, aproximadamente el 14% de los pacientes diagnosticados de
cancer de colon se presenta con un tumor en estadio I, el 28% con un tumor en
estadio 11, el 37% en un estadio Il y un 21% con un estadio metastasico. El higado es
el o6rgano mas frecuentemente metastatizado en el céncer colorrectal.
Aproximadamente un 15% de los pacientes presenta metastasis hepatica en el
momento del diagndstico, mientras que alrededor del 50% las acaba desarrollando a lo
largo de la enfermedad. Se estima que casi la mitad de los pacientes que fallecen por
cancer colorrectal presenta metastasis hepaticas en la autopsia, y que las metéstasis
representan la causa del fallecimiento en la mayoria de esos casos [96)].

El tratamiento estandar inicial del cancer de colon localizado es la cirugia
abierta de reseccion del tumor primario y de los ganglios linfaticos regionales. Cuando
se diagnostican en estadios tempranos, estadios | y Il, limitado al intestino, (Figura 4)
la reseccién quirargica puede curar un alto porcentaje de pacientes (85-90% en
estadio I; 70-75% en estadio 1l). Una vez que la enfermedad se ha extendido a los
ganglios regionales (estadio Ill), la probabilidad de recidiva tras la cirugia aumenta
notablemente (40-50%) y estd indicado el empleo de quimioterapia adyuvante
postquirurgica para reducir el riesgo de recurrencia. Globalmente, aproximadamente el
20-30% de los pacientes se diagnostican en estadios avanzados o metastésicos
(estadio 1V) y el 50% de los pacientes con enfermedad resecable (estadios I-ll)
eventualmente recidivan tras la cirugia. Una vez diseminada, la enfermedad es
esencialmente incurable y con un mal prondstico, con menos del 5% de supervivientes

a los 5 afos.

Varias combinaciones terapéuticas, que incluyen fluoropirimidinas, Oxaliplatino
y/o Irinotecan, con o sin el uso de anticuerpos monoclonales contra VEGF o EGFR,
representan el estandar de tratamiento para el cancer colorrectal metastasico. Estos
tratamientos inducen respuestas objetivas en un 40-60% de los casos, no obstante
generalmente esas respuestas no son completas ni muy duraderas en el tiempo, y se
asocian a supervivencias que no exceden los 24 meses. Mas recientemente, se ha
visto que la reseccién quirargica completa de la enfermedad metastasica, cuando es
factible, ofrece una alternativa terapéutica potencialmente curativa a largo plazo, con
tasas de supervivencia a 5 afios del 20 al 50% segun las series [97, 98]. A pesar de
los avances, el cancer colorrectal metastasico sigue siendo incurable para pacientes

con enfermedad no resecable..
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Figura 4. Cancer colorrectal: estadificacion y penetracion de la mucosa.

Uno de los farmacos mas cominmente empleado tanto en el tratamiento
adyuvante de los estadios precoces resecados como en el tratamiento de la
enfermedad avanzada es el Oxalaiplatino. El Oxaliplatino es un agente quimioterapico
derivado del platino que forma aductos con el ADN blogueando su replicacién, con
parada del ciclo celular resultante, y muerte celular [99, 100]. Los mecanismos de
resistencia a los agentes derivados del platino son variados, como la disminucién de la
afluencia de platino, mejora en el sistema de reparacion y aumento en la capacidad de
detoxificacion mediado por glutation y metalotioneinas [99, 101] La reversion de los
mecanismos de resistencia ha demostrado ser un desafio en parte debido a la
incapacidad de modular farmacol6gicamente estas rutas. Recientemente, la familia de
las quinasas SRC ha sido implicada en la resistencia a farmacos [98-99]. SRC es el
prototipo de una familia de nueve miembros, y se activa por numerosos estimulos de
crecimiento, migratorios y de estrés [100]. En lineas celulares de carcinoma colorrectal
y en tumores primarios los niveles de expresién de SRC fosforilado (p-SRC) y su
actividad se han encontrados elevados comparados con las células de mucosa de
colon normal [101]. SRC, ademas parece incrementarse sensiblemente en las
metéastasis hepaticas colorrectales comparadas con las que derivan de otros tipos
tumorales [102, 103], y su aumento estd relacionado con un peor prondéstico de
supervivencia en los pacientes [104].

Profundizar en el conocimiento de las bases moleculares que determinan la

génesis y progresiéon tumoral, asi como su susceptibilidad individual a las distintas
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estrategias terapéuticas, es un gran reto que sin duda contribuira a mejorar el manejo

clinico de estos pacientes y su supervivencia a largo plazo.

8. Las proteinas SRC

Las proteinas de la familia de SRC pertenecen a una familia de receptores
citoplasméticos de tipo tirosinas quinasas que actiian como complejos de sefializacion
implicados en diferentes funciones celulares [105]. Las tirosinas quinasas estan
implicadas en trasferir un grupo fosfato desde el ATP hacia los residuos de tirosinas
presentes en secuencias especificas de aminoacidos en la proteinas diana. Esta
categoria puede ser dividida a su vez en 2 grupos: las tirosinas quinasas receptores
(RTK) y las tirosinas quinasa no receptores (nNRTK).

Las RTK son receptores de membrana con actividad tirosina quinasa y poseen
un dominio extracelular para la interaccion con el ligando, una porcién transmembrana
y un dominio quinasa intracelular. La interaccién del ligando con la porcién extracelular
del receptor de membrana determina su dimerizacion. Dicha dimerizacion conlleva la
activacion de la quinasa a través de un mecanismo de autofosforilacion del dominio
catalitico intracelular, que permite la transduccién de la sefial en el interior de la célula.

Las nRTK son moléculas que trasmiten la sefial pero no presentan una porcion
extracelular ni una porcién transmembrana, aunque pueden tener un enlace directo
con receptores de membrana, Estas moléculas trasmiten la sefial en respuesta a
estimulos externos a través de dominios con actividad quinasa, actividad regulatoria o
de modulacion de la interaccion proteina-proteina.

SRC pertenece al grupo de la nRTK y es un miembro de una familia de 9
miembros que juegan un papel clave en la transduccion de sefales intracelulares
directamente relacionado con mecanismos de proliferacion celular, diferenciacion,
angiogenesis, migracion, invasion, adhesion y apoptosis [106-108]. La familia SRC
incluye: SRC, LYN, FYN, YES, FGR, HCK, LCK and BLK. Todos los miembros de la
familia poseen un dominio poco conservado y tres dominios homélogos conservados
(SH1-SH2-SH3). Su actividad estd regulada por procesos de fosforilacion/
defosforilacion. En su forma inactiva el residuo Tyr 527 en el domino carboxiterminal
es fosforilado por la proteina quinasa CSK (Figura 5). La defosforilacibn en este
residuo induce un cambio conformacional con consecuente autofosforilacion en el
residuo de tirosina 418 en el bucle de activacién, promoviendo la activacion de su
actividad quinasa [109, 110].
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Figura 5. Imagen de la proteina SRC. La proteina SRC esta compuesta por 4 dominios (SH1-SH2-SH3-
SH4). El domino SH4 se encuentra en la porcion N-terminal y contiene una secuencia de miroistilacion
importante para el anclaje a la membrana. El dominio SH3, rico en prolina, es capaz de interaccionar con
otras proteinas o consigo misma. El domino SH2 puede reconocer residuos de tirosina fosforilados,
necesarios para la regulacion de la actividad de la proteina. La region SH1 contiene el dominio de
quinasa y el residuo Y418, fosforilado por el dominio quinasa.

Generalmente el 90-95 % de SRC se encuentra en un estado inactivo, sin
embargo cuando hay mutaciones en el dominio tirosina 527, en SH2, SH3 o
alteraciones en la actividad quinasa de la proteina CSK, SRC se encuentra en un
estado constitutivamente activado. SRC ha sido implicado en una miriada de procesos
que estan desregulados en cancer, ademas estudios recientes sugieren que la
activacion de SRC es critica para mecanismos que regulan la progresién tumoral y la
metastasis [108]. En el carcinoma colorrectal la desregulacion de SRC parece estar
implicada en varios procesos relacionados con la carcinogénesis, aunque los
mecanismos moleculares no han sido aun plenamente dilucidados, ademas SRC
activado estad implicado en la resistencia a varios agentes quimioterapicos [111].
Estudios preclinicos realizados en lineas celulares de sarcomas y carcinoma ovarico
muestran que la activacion de SRC esté relacionada con la resistencia a los platinos y
gue esta resistencia puede ser revertida a través de inhibidores farmacolégicos
especificos de SRC [112, 113]. En otro estudio en células de cancer de colon humano
se ha demostrado que la expresion de un dominante negativo en la actividad quinasa
de SRC, determina el incremento de la capacidad del Oxaliplatino de inducir
fendmenos apoptoticos. Por otro lado la activacion de SRC, ademdas de estar
implicada en proceso de carcinogénesis en cancer colorrectal, y en la resistencia a

farmacos, se ha visto que se asocia a peor pronostico [104]. Como resultado han
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comenzado numerosos estudios clinicos en tumores solidos con inhibidores de la
familia de SRC [111, 114].

En conclusion, predecir en que células tumorales la inhibicion de SRC podria
ser un marcador de respuesta a los tratamientos con quimioterapicos y entender mejor
a través de que mecanismo ayudaria a seleccionar que pacientes pueden beneficiarse

de agentes inhibidores de SRC.
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Objetivos
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Generacion de una plataforma in vivo (modelos PDX) de sarcomas y
metastasis hepéticas de tumores colorrectales que sean potencialmente
predictivos de respuesta a farmacos.

Comparacion del perfil fenotipico, histolégico y molecular entre los PDX
generados y los tumores de origen.

Identificacién de biomarcadores que nos permitan predecir la respuesta a los

tratamientos en uso en la medicina oncoldgica.

Busqueda de nuevas opciones terapéuticas que puedan aplicarse a pacientes

que al dia de hoy no tienen ninguna opcién de tratamiento.

18



Materiales y métodos
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9. Reactivos bioldgicos
9.1. Antibidticos

Geneticina Sulfato-G418 (Santa Cruz), Ampicilina/Streptomicina (Sigma),
Fungizona (Sigma), Puromicina (Nucliber).

9.2. FArmacos o compuestos antitumorales
Dasatinib (CAS 302962-49-8-Deltaclon), Oxaliplatino (Accord), 5-Fluoruracilo
(Accord) Palbociclib (PD0332991- Pfizer), Bortezomib (Janssen), PP2 (Sigma).

Palbociclib fué una gentil donacion de Pfizer.

9.3 Vectores

pCMV6-neo (vector retroviral con resistencia a neomicina), pPCMV6-neo-CDK4
(wt CDK4 clonado en el vector pCMV6-neo) pCMV6-neo-CDK4-R24C (mutante
CDK4-R24C clonado en el vector pCMV6-neo) pBabepuro (vector Retroviral con
resistencia a puromicina), pBabepuro c-SRC (c-SRC clonado el el vector pBabepuro),
pBabepuro-Mapl7 (Mapl7 clonado el el vector pBabepuro), pRetroSuper (vector de
expresion de shARNs con resistencia a puromicina). c-SRC fue una gentil donacién de
Jorge Martin Pérez (IIB-CSIC).

9.4 Cepas bacterianas

Todos los plasmidos utilizados se propagaron en la cepa de E. Coli DH5-Alpha.
Se crecieron en un medio LB (10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 10 g/l
NaCl pH 7.0) a 37°C, con agitacién, durante 16h.

9.5 Lineas celulares
En la tabla 1 se recogen las lineas celulares usadas en el siguiente trabajo,

incluyendo el medio de cultivo, el origen y el tipo celular que representan.

Tabla 1: Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas

Linea Especie | Tipo celular Medio de cultivo Crecimiento Origen
celular

Sw48 Humana | Céancer colorrectal L15 Adherente ATCC
Sw480 Humana | Céancer colorrectal L15 Adherente ATCC
LoVo Humana | Céancer colorrectal F12 HAM+10%FBS Adherente ATCC
T84 Humana | Cancer colorrectal DMEM F12+10FBS Adherente ATCC
Colo-205 | Humana | Cancer colorrectal RPMI 1640 +10%FBS | En suspension | ATCC
LS174-T | Humana | Céancer colorrectal DMEM+10%FBS Adherente ATCC
HT-29 Humana | Céncer colorrectal McCoy-5A+10%FBS Adherente ATCC
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LS180 Humana | Céancer colorrectal DMEM+10%FBS Adherente ATCC
A673 Humana | Sarcoma de Ewing Ham F10+10%FBS Adherente ATCC
AA Humana | Leiomiosarcoma Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
AW Humana | Liposarcoma Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
AX Humana | Liposarcoma Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
AZ Humana | Tumor Fibroso Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
BC Humana | MPNST Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
BD Humana | Sarcoma de Ewing Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
BG Humana | Fibrosarcoma mixoide Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
CE Humana | Rabdiosarcoma Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
IBIS DA Humana | MPNST Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
IBIS DD Humana | Mixofibrosarcoma Ham F10+10%FBS Adherente Nuestro grupo
SAOS2 Humana | Osteosarcoma DMEM+10%FBS Adherente ATCC
SwW872 Humana | Liposarcoma DMEM+10%FBS Adherente ATCC
1455 Humana | Liposarcoma Ham F10+10%FBS Adherente ATCC
CP0024 Humana | Leiomiosarcoma RPMI 1640 +10%FBS | Adherente Nuestro grupo
CP0038 Humana | Leiomiosarcoma RPMI 1640 +10%FBS | Adherente Nuestro grupo
HT1080 Humana | Fibrosarcoma EMEM (EBSS) + 2mM | Adherente ATCC
SKUT-1 Humana | Leiomiosarcoma DMEM+10%FBS Adherente ATCC
93T449 Humana | Liposarcoma +10%FBS | DMEM+10%FBS Adherente ATCC

ATCC: Coleccion Americana de Cultivos Tipo. MPNST: Tumor maligno de vaina nerviosa periférica.

9.6 Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados en esta tesis, asi como su procedencia, especie, tipo

(monoclonal o policlonal), aplicaciones y diluciones empleadas se detallan en la tabla

2.
Tabla 2. Anticuerpos utilizados
Anticuerpo Proveedor Diluiciéon | Diluicion
wB IHQ
SRC (EG107) (Policlonal conejo) Abcam Ab32102 1:2500 1:100
p-SRC (Y418) (Policlonal conejo) Abcam Ab4816 1.1000 1:100
P44/42 MAPK (Monoclonal conejo) Cell Signaling 137F5 1:1000
p-P44/42 MAPK (Thr202/204) (Monoclonal ratén) | Cell Signaling 9106 1:2000
CDK2 (Policlonal conejo) Santacruz sc-163 1:200
CDK4 (Monoclonal raton) Abcam Ab3112 Lug/ml
CICLINA D1 (Monoclonal conejo) Abcam Ab16663 1:5000
pAKT (Ser-473) (Monoclonal conejo) Abcam Ab81283 1:10000
pRb (Ser 807/811) (Policlonal conejo) Cell Signaling 9308 1:1000
pRb (Ser795) (Policlonal conejo) Abcam Ab47474 1:1000
pRb (Ser780) (Monoclonal conejo) Abcam Ab173289 1:1000
RB (Monoclonal raton) BD Pharmingem 554136 1:500
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p-p107(Ser 975) (Policlonal conejo) Santacruz sc-130209 1:200

p130 (phospho S672) (Monoclonal conejo) Abcam Ab76255 1:5000
CDKN2A/p16INK4a (Monoclonal conejo) Abcam Ab108349 1:1000

p21 (Policlonal conejo) Abcam Ab7960 1:500

p53 (FL-393) (Policlonal conejo) Santa Cruz sc-6243 1:200

K1-67 MIB-1 (Monoclonal ratdn) DakoM7240 1:100
a-TUBULINA (Monoclonal ratén) Sigma T6557 1:10000
Histona H2AXp (Ser139) (Monoclonal raton) Millipore 05-636 1:1000
HRP/DAB Dako K5007 20ul
NFKB-p65 (Policlonal ratén) Abcam Ab6502 1:2000
p-NFKB-p65 (Ser536) (Monoclonal raton) Cell signaling 3033 1:1000

LC3B (Policlonal ratén) Abcam Ab48394 lug/ml

SQSTM1 / p62 (Policlonal raton) Abcam Ab109012 1:10000

CK 20 (Monoclonal ratén) Dako M7019 1:50
53BP1 (Policlonal raton) Novus Biol. NB100-304 1:100

Cabra anti-conejo (Policlonal ) Abcam Ab6721 1:5000

Burro anti-raton (Policlonal) Rockland 605-731-002 1:5000

Cabra anti-raton 680 (Monoclonal) Invitrogen A21057 1:5000

WB: western blot; IHQ: inmunohistoquimica

10. Técnicas basicas de biologia molecular
10.1 Extraccién de ADN desde lineas celulares y desde tejidos

El ADN total de lineas celulares se purificd con kit de Extraccidon (Qiagen)
segun las indicaciones del fabricante. A las células en monocapa, lavadas con PBS, se
les afiadié 1 ml del reactivo y utilizando un rascador se despegaron las células y se
pasaron a un tubo de 1.5 ml, después se centrifugaron 5 minutos a 300 x g Yy se
extrajo el sobrenatante. El pellet de células se resuspendié en 200ul de PBS y 20ul
proteina K. Afiadimos después 200ul de buffer de digestion y pusimos la muestra en
agitacion a 56°C durante 10 minutos. Tras la incubacién afiadimos a la muestra 200l
de etanol absoluto y agitamos la muestra con vortex. Se puso entonces la mezcla
desde el eppendorf en columna y se centrifugé 1 minuto a 8000 x g con el fin de
retener el ADN en la columna. Tras lavar la muestra en columna se eluyé con H,O
para extraccion del ADN.

Para la extraccion de ADN desde tejidos, las muestras de tejido humano y de
raton se purificaron con kit de extraccion (Qiagen) segun las indicaciones del
fabricante. Antes de empezar el proceso de extraccion de ADN y ARN, 25ug de cada
muestra se sumergieron en nitrégeno liquido y se disgregaron con un mortero. A los
pequefios fragmentos generados se les afiadié 180ul de buffer de digestion y 20ul de

proteinasa K y se dejaron en agitacion a 56°C durante 2 horas. Una vez que el tejido
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se ha lisado completamente, se procedié con el mismo protocolo descrito en el

aparatado “Extraccion de ADN desde lineas celulares”.

11. Técnica de anélisis a nivel de ADN
11.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para determinar el estado
mutacional de PDGFR g

La amplificacién de fragmentos de ADN por PCR se realizO mediante un
procedimiento estandar. Se preparo una mezcla que contenia 0.25mM de
desoxirribonucleotidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2.5 mM de MgCl,, 1U de
polimerasa Taq y un buffer comercial. Se usé para amplificar las muestras una
cantidad de 100ng de ADN. Las reacciones se realizaron en termocicladores XP
Cycler. Las condiciones de reaccion fueron 3 minutos a 95°C, 40 ciclos de
amplificacién (30 segundos a 95°C, 40 segundos a 58°C, 1 minutos a 72°C) y una
extension final de 5 minutos a 72°C. Los productos de PCR se analizaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se secuenciaron con secuenciador ABI
310 (Applied Biosystems).

Cebadores usados para amplificar el exén 19 de PDGR 5:
Secuencia;: GGATGGACATGGGAACTGTG
Secuencia;: GGCATGAGTGGTCGAAG

11.2 Estudio mutacional del gen KRAS

En analisis mutacional se ha realizado por RT-PCR disefiando un set de 7
pares de sondas tagman de discriminacion alélica (una para la secuencia silvestre y la
otra para la probable secuencia mutada) para detectar 6 mutaciones en el codén 12 de
KRAS y una en el codén 13 (Tabla 3). La amplificacibn del ADN se ha realizado
usando aproximadamente 60ng de cada ADN en un volumen final de 10ul. La muestra
se ha amplificado con un set de cebadores y con 8 diferentes cebadores reporter (uno
para la secuencia silvestre y uno para cada una de las mutaciones). En cada reaccion
de RT-PCR se ha usado un control positivo por cada mutacion y un control negativo

como control de contaminacion de los reactivos.
Secuencia de los cebadores:

Forward: AGGCCTGCTGAAAATGACTGAATAT
Reverse: GCTGTATCGTCAAGGCACTCTT
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Tabla 3. Lista de mutaciones del gen KRAS analizadas y secuencia de los reporters

Gen Exo6n Cambio aminoéacido Reporter 1 Reporter 2

KRAS 12 p.Glyl2Ser (G12S) TTGGAGCTCGTGGCGT TTGGAGCTGGTGGCGT
KRAS 12 p.Glyl2Arg (G12R) TTGGAGCTGGTGGCGT | TGGAGCTGATGGCGT
KRAS 12 p.Gly12Cys (G12C) CCTACGCCACCAGCT CTACGCCACAAGCT
KRAS 12 p.Gly12Asp (G12D) CCTACGCCACCAGCT CTACGCCAGCAGCT
KRAS 12 p.Gly12Ala (G12A) CTACGCCACCAGCTC CTACGCCACTAGCTC
KRAS 12 p.Glyl2val (G12V) CTACGCCACCAGCTC ACGCCAACAGCTC
KRAS 13 p.Gly13Asp (G13D) TGGTGGCGTAGGCA CTGGTGACGTAGGCA

11.3 Estudio mutacional de los genes PI3K y BRAF

Para detectar las 4 mutaciones més relevantes en PI3K (p.E542K, p.E545K,
p.E545D, p.H1047R) y la mutacion en BRAF (V600E) se ha realizado un estudio
mutacional a través de sonda “tagman mutation detection” (Applied Biosystems). El
estudio mutacional se llevé a cabo mediante un termociclador ABI PRISM 7900 HT
(Applied Biosystems, Foster City, CA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los
resultados obtenidos fueron analizados con el software “Mutation Detector” (Applied

Biosystems).

11.4. Analisis de inestabilidad de microsatélites (MSI)

Para detectar la presencia o no de inestabilidad de microsatélites (MSI) se
realizé una amplificacion de ADN de las muestras de tejido normal y tumoral del
mismo paciente. Para la amplificacion se mezclaron 2ng de ADN con una mezcla de
reactivos segun las indicaciones del fabricante (Promega). El sistema de analisis de
MSI incluye cebadores marcados con fluorescencia para la co-amplificacion de siete
marcadores, entre ellos cinco marcadores de repeticion de mononucledtidos (BAT-25,
BAT-26, NR-21, NR-24y MONO-27) y dos marcadores de 5 nucleétidos (Penta C y
Penta D). Los marcadores de mononucleétidos se utilizaron para la determinacion de
MSI, y los de 5 nucleétidos se utilizan para detectar una potencial contaminacion. Los
productos de PCR amplificados se separaron por electroforesis capilar utilizando un
ABI PRISM 310 (Applied Biosystems) y los datos fueron analizados con GeneMapper®
software (Applied Biosystems). Los datos de inestabilidad de microsatélites se
obtuvieron comparando los perfiles alélicos de marcadores de microsatélites,
generados por la amplificacion de ADN, entre la muestra normal y la muestra tumoral.
Los alelos que estaban presentes en la muestra tumoral pero no en la muestra normal

indicaban la presencia de MSI.
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12. Técnica de analisis de expresion a nivel de ARN
12.1. Extraccion de ARN total desde lineas celulares y desde tejido

El ARN total de lineas celulares se purific6 con kit de Extraccion (Qiagen)
segun las indicaciones del fabricante. A las células en monocapa, lavadas con PBS, se
les afiadié 1 ml del reactivo y utilizando un rascador, se centrifugé 5 minutos a 300 x g
y se extrajo el sobrenatante. Se le afadié al pellet 700ul de Qiazol y se mantuvo a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Para la separacion de las fases, se
afadieron 140ul de cloroformo y se agité con vortex durante 15 segundos. Tras la
incubacion de la muestra durante 2-3 minutos a temperatura ambiente, se centrifugo
15 minutos a 12000 x g a 4°C Se transfirié la interfase acuosa a otro tubo y se le
afiadié 1.5 volumen de etanol al 100% y se resuspendié varias veces. Se puso
entonces la mezcla en columnas y se centrifugo por 1 minuto a 8000g. Tras varios
pasos con bufferes para limpiar la columna, se eluyé con 30ul de H,O libre de ARN.

Para la extracciéon de ARN desde tejido hemos seguido el mismo protocolo de
disgregacién de las muestras descrito en al apartado “Extraccion de ADN total desde
tejidos” y se ha usado el mismo Kit de extraccién usado para la extraccion de ARN
desde lineas celulares descrito en apartado “Extraccion de ARN total desde lineas

celulares”.

12.2. Transcripcion reversay PCR

La transcripcion reversa se realizo mediante el “High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits” (Applied Biosystems). Para la retrotranscripcion se mezclaron 1lug
de ARN total, diluido en agua en un volumen total de 25 pl, y 25 yl de mezcla de
reaccion, contenientes un buffer de de transcripcion reversa, una mezcla de dNTP,
cebadores de secuencia aleatoria y la enzima retrotranscriptasa. Esta mezcla se
incubd 25° durante 10 minutos, después 2 horas a 37°C y por ultimo 5 minutos a

80°C. Tras la incubacion el ADNc se conservo a -20°C.

12.3. Muestras usadas en PCR cuantitativa a tiempo real

Se utiliz6 tejido tumoral del los 9 modelos PDX de sarcomas generado a partir
de las muestra humanas procedentes del Banco de Tumores del Hospital Virgen del
Rocio (Sevilla, Espafia). Todas las muestras procedian de material sobrante tras el
diagnostico y fueron anonimizadas. El proyecto ha sido aprobado por el comité ético
del Hospital Virgen del Rocio (acta 01/2013 y acta 01/2012). Las muestras de biopsias
se recogieron y se congelaron a —80°C inmediatamente después de su extraccion.

Todos los tumores fueron histologicamente examinados para confirmar el diagnostico.
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12.4. PCR cuantitativa a tiempo real

El ARN total fue extraido del tejido tumoral del ratén, directamente de la biopsia
humana o de las lineas celulares tumorales dependiendo del caso, con el kit
miRNAeasy (Qiagen). El kit de ARN nano Lab Chip (Agilent, CA) se utilizé para
cuantificar y determinar la integridad del ARN total aislado. Para determinar la
expresion de CDK4, CICLINA D1, pl6 y MAP17 se utilizé la tecnologia RT-PCR
cuantitativa a tiempo real. La cuantificacién se hizo con un termociclador ABlI PRISM
7900 HT (Applied Biosystems, Foster City, CA) y los datos fueron analizados con el
software RQ Manager. El programa de PCR consistié en una desnaturalizacién a 95°C
durante 10 minutos y 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos; la hibridacion y la
polimerizacion se realizaron a 60°C durante 1 minuto. Los cebadores y la sonda
tagman para CDK4, CICLINA D1, pl6 y MAP17 fueron comprados de Applied
Biosystems (Thermofisher). Para normalizar los resultados obtenidos se usé como
control enddgeno la sonda GADPH y B-ACTINA (Applied Biosystems-Thermofisher).
Cada reaccion se hizo por triplicado con cada ADNc de tejido tumoral. En la tabla 4 la

lista de las sondas tagman usadas.

Tabla 4. Lista de sondas tagman utilizadas

Sondas tagman Numero de bases | Proveedor Referencia
CDK4 65 Thermofisher | Hs01565683g1
CICLINA D1 57 Thermofisher | Hs0076653m1
pl6 115 Thermofisher | Hs00923894m1
MAP17 68 Thermofisher | Hs00173779m1
GADPH 58 Thermofisher | Hs03929097g1
B-ACTINA 171 Thermofisher | Hs99999903m1

12.5. Microarray

El array que hemos usado es el Prime View y el Kit Human Gene Expression
Array GeneChip 3 IVT PLUS (Affymetrix, USA). El Kit genera copias complementarias
al ARN (cARN) desde el Poly (A) ARN. En un segundo paso en la reaccion de
retrotranscripcion 100ng de ARN de cada muestra se han convertido a ADNc de un
anico filamento, y por dltimo a un doble filamento de ADNc. Se usaron
simultaneamente dos enzimas, la ADN polimerasa y la RNase H para degradar el
ARN y a la vez sintetizar el ADNc a doble filamento.
La hibridacion se ha llevado a cabo en el instrumento Gene Chip Hybridation 645 a
una temperatura de 45°C a 60 repeticiones por minuto durante 16 horas, después los

chip se lavaron (Gene Chip fluidic station 450- Affymetrix) y escanearon (Gene Chip
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Scanner 3000 7G, Affymetrix). Finalmente los datos se adquirieron a través de un

software.

12.6. PCR Array

El PCR ARRAY es un método altamente sensible y fiable que combina el
rendimiento de una PCR en tiempo real y la tecnologia de un microarray para detectar
la expresién de muchos genes simultaneamente. Su amplio rango dinamico permite
cuantificar en tiempo genes con alta y baja expresion en la misma muestra frente a un
control. EI ARN total fue extraido del tejido tumoral y no tumoral (normal) de las
biopsias humanas o de las lineas celulares de sarcomas, segun el caso, como descrito
en el apartado de “extraccion de ARN desde tejido”. Primero se retrotranscribieron las
muestra de ARN. Pasamos despues a unir el ADNc obtenido con una mezcla de
reaccién y a cargarlo en la placa del array MIHS-102Z (Qiagen). Una vez realizada la
PCR a tiempo real se procedié a analizar los datos usando el software de analisis
“miScript miRNA PCR Array”obtenido.

13. Técnicas de analisis de expresién a nivel de proteina
13.1. Extraccion de proteinas totales

Las células se lavaron con PBS dos veces y se afiadi6 sobre ellas un volumen
de 1ml de RIPA buffer (tampon de lisis). Se dejaron las células en agitacién con el
buffer durante 10 minutos, después se recogieron los lisados mediante unos
rascadores y se echaron en un tubo de 2ml. Las muestras se sometieron a 3 ciclos
de 15 segundos de sonicacion y se eliminaron los restos de material de desecho
celular por centrifugacién a 15000 x g durante 15 minutos a 4°C. Como ultimo paso se
recoji6 el sobrenadante y se guardé a -80°C. También se obtuvieron lisados de
proteina a partir de tejidos de raton y de muestras de tejidos humanos. En ese caso,
antes de afadir el buffer de lisis, se procedi6é a disgregar las muestras con un mortero
usando nitrégeno liquido. Una vez disgregadas las muestras se dejaron en agitacion
con el buffer de lisis durante 30 minutos a 4°C, y se ha procedido con el mismo
protocolo de extraccion de proteinas desde células. La cuantificacion de los extractos
proteicos se realiz6 usando el método Bradford modificado (BioRad), segun las
instrucciones del fabricante, utilizando como control el quick Start Bovin Serum
Albumin (BSA) Standard Test (BioRad).

Tampoén de lisis RIPA: Tris-HCI 25mM pH 8, NP-40 (IGEPAL) 1%, NaCl
150mM. Ademas, afiadimos inhibidores de fosfatasas (un inhibidor general de

fosfatasas: NasP>,0O,; 20mM, un inhibidor de serin treonin fosfatasas, mas un inhibidor
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de tirosina fosfatasas: NazVO, 1mM, o un coctel de inhibidores de fosfatasas (Sigma-
P5726), e inhibidores de proteasas (Sigma-P8340) EDTA 5mM, SDS 0.1% vy
desoxicolato sodico.

13.2. Western blot

La inmunodeteccion de proteinas sobre membranas de PDVF (Whatman) o
nitrocelulosa (Amersham) se realiz6 de acuerdo a un protocolo estandar. Los extractos
proteicos se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida (con una
concentracion dependiente del tamafio de la proteina a detectar) 6-15% o en geles
prefabricados TGX Precast Protein 3 Gels (BioRad).

Después de determinar la cantidad apropiada de proteina, las muestras se
disolvieron en tampo6n de carga (Tris-HCI 62.5mM pH 6.8, glicerol 10%, SDS 1%, 2-
mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0.0025%) y se desnaturalizaron durante 5
minutos a 95°C. Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida-SDS en
tampén de electroforesis (5X: Tris HCI 0.13 M, glicina 0.95 M, SDS 0.5%). Se procedio
después a transferir las proteinas a una membrana de PDVF o nitrocelulosa segun el
caso, utilizando un equipo Mini Trans-Blot Cell (BioRad) o PROTEAN II xi Cell
(BioRad). La transferencia se realizo a 400mA durante 2 horas (equipo Midi Trans-
Blot Cell) o over night a 30mA (equipo PROTEAN II xi Cell) en buffer de transferencia
(TrisHCI 0.025M, glicina 0.2M, 20% metanol). Las membranas se bloquearon durante
2 horas o toda la noche segun el caso en agitacion. El tampdn de bloqueo contenia
PBS 1%, Tween 20 al 0.01% y 4% de BSA o0 4% de leche en polvo desnatada. Se
incubaron sucesivamente con la dilucion adecuada de anticuerpo primario y una
dilucion de 1:5000 — 1:10000 del anticuerpo secundario conjugado con peroxidada o
marcado con un fluorocromo (diluido en tampdén de bloqueo). La deteccién se realizd
mediante una reaccién quimioluminiscente (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) y la
visualizacién con peliculas. Para cuantificar las bandas de proteinas, el sistema de
deteccidn utilizado fue una reacciéon quimioluminiscente (ECL, Amersham Pharmacia
Biotech), utilizamos un escaner de BioRad para escanear la pelicula y el programa

“guantity one” para hacer la cuantificacion.

14 Técnicas de inmunohistoquimica
14.1 Preparacién de las muestras para analisis de inmunohistoquimica

Se usaron secciones de 5um de los bloques de parafina. Las matrices de
tejidos se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en una serie gradada de alcoholes.

A continuacién se bloqueé la actividad peroxidasa endégena introduciendo las
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secciones en una solucion acuosa de H»0» al 3% durante 30 minutos y, después se
bloquearon los antigenos inespecificos cubriendo las secciones con tampon de
blogueo al 1X (ROCHE) durante 1 hora a temperatura ambiente.

14.2. Analisis de expresiéon de Ki67 de p-SRC y MAP17 (PDZK1IP1)

Para la tincion con Ki67 las secciones se incubaron con el anticuerpo primario
anti Ki67 (clone MIB-1-Dako) durante toda la noche a 4°C en camara humeda. Tras
lavar con tampén Tris 0.05 M, se aplicé el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa y el sustrato cromogénico 3.3° diaminobenzidina de acuerdo con el
protocolo facilitado por el fabricante (EnVision, Dako). Las secciones se contratifieron
con hematoxilina y se montaron en DPX (BDH Laboratories). Para la tinciéon con p-
SRC las secciones se incubaron con el anticuerpo primario anti-fosfo-SRC Y418
(1:300) diluido en tampdn de bloqueo durante toda la noche a 4°C en camara humeda.
Tras lavar con tampon Tris 0.05 M, se aplicé el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa y el sustrato cromogénico 3.3° diaminobenzidina de acuerdo con el
protocolo facilitado por el fabricante (EnVision, Dako). Las secciones se contratifieron
con hematoxilina y se montaron en DPX (BDH Laboratories). Como control negativo se
usaron secciones incubadas con tampoén de bloqueo en lugar de anticuerpo primario.
Se evaluaron al menos 10 campos utilizando un aumento de 200x; y se puntuaron
como baja expresion si menos del 25% de las células tumorales estaban tefiidas
intensamente y alta expresion si mas del 25% de las células tumorales estaban
tefiidas intensamente. Para la tincibn con MAP17 las secciones de 3um se
seccionaban desde los blogues de TMA y se incubaron con el anticuerpo primario anti-
MAP17 (1:4) diluido en tampdn de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Después de
la incubacién, la inmunodeteccion se realizo con el sistema de visualizacién EnVision
(Dako, Glostrup-Dinamarca) usando el sustrato cromogénico 3.3’ diaminobenzidina, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La inmunotincion se realiz6 en un
dispositivo 500 Techmate inmunotincion automatico (DAKO) y se realiz6 una
evaluacién de doble ciego por microscopia. La puntuacion de la muestra se realiz6 por
analisis microscépico semi-cuantitativa, teniendo en cuenta la intensidad de la sefial y
el porcentaje de la tincién. Se utilizé la puntuacion obtenida por los niveles de
intensidad (1, 2 o 3).

15. Cultivos celulares
15.1. Cultivos y conservacion de las lineas celulares
Las lineas se cultivaron en medio suplementado con glutamina (Sigma/Gibco),

10% de suero fetal bovino (FBS; Sigma), 100 u/ml de penicilina, 100 pg/ml de
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estreptomicina y 1 yg/ml de fungizona (anfotericina B; Gibco), manteniéndolas en un
incubador humidificado a 37°C en una atmosfera de 5% CO,. Las células se crecieron
en placas de 10 cm (Falcén) y se subcultivaron cada 2-3 dias mediante tratamiento
con tripsina/EDTA (Sigma). Para su almacenamiento a largo plazo, las células se
conservaron en un contenedor de nitrodgeno liquido, en criotubos de 2 ml, en su medio
de cultivo normal o FBS, con 10% dedimetilsulfoxido (DMSQ). Para descongelar un
vial, se sumergi6é en un bafio de agua a 37°C se centrifugd el contenido en 5 ml de

medio con suero y las células se resuspendieron en su medio de cultivo habitual.

15.2. Transfeccion de células

El procedimiento se realizé en dos pasos, en el primero el ADN se mezcl6 con
el enhancer y con un buffer que le confirié las condiciones salinas optimales para una
eficiente condensacién del ADN. Tras 2-5 minutos de incubacién a temperatura
ambiente en el segundo paso se afiadio el effectene al complejo ADN-enhancer. El
complejo effectene-ADN-enhancer se mezcl6 al medio completo y se afadid
directamente al cultivo celular. Tras 24 horas de incubacion se procedié con la
seleccidn de los clones transfectados. La cantidad utilizada de cada reactivo dependié

del tipo de placa de cultivo utilizada siguiendo las instrucciones del fabricante.

15.3. Seleccion de células transfectadas o infectadas

Tras 24 horas incubacion se comenzé la seleccién con el antibiético apropiado,
dependiendo del caso, G418 (Sigma) o puromicina, a una concentracion de 0.5-1ug/ml
respetivamente, manteniéndolo durante el tiempo necesario (que vendra dado por la
muerte de las células control sin transfectar). Una vez seleccionado los clones para
mantener las colonias seleccionadas reducimos la concentracién del antibidtico a la

mitad para evitar seleccionar clones sin el ADNc.

16. Ensayos celulares
16.1. Ensayo citotéxico con PP2y Oxaliplatino, Palbociclib y Bortezomib

Se prepar6 una solucién de farmaco en agua desionizada, o0 DMSO segun los
requerimientos de solubilidad de cada farmaco, a una concentracion madre de 10mM
a 300 mM dependiendo del farmaco (generalmente 100x de la concentracion méaxima
a alcanzar en la placa de ensayo) en una placa de 96 pocillos en concentraciones
decrecientes a 1/3. Las lineas celulares se sembraron en placas de 96 pocillos (2000-
3000 células por pocillo, dependiendo de la linea celular). 24 horas después de la
siembra se aplica el tratamiento con concentraciones decrecientes y se mantienen en

condiciones normales durante 96 horas.
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El Palbociclib (PD-0332991) se prepard en una solucién en agua desionizada a
una concentracion madre de 300mM en una placa de 96 pocillos, el Bortezomib se
prepar6 en una solucion en agua desionizada a una concentracion madre de 30mM, el
Oxaliplatino se prepard una solucion en agua desionizada a una concentracion madre
de 10mM en una placa de 96 pocillos y PP2 se prepar6 una solucion en DMSO en a

una concentracion madre de 30m.

16.2. Visualizacion con cristal violeta

Después de 96 horas de tratamiento las placas de 96 pocillos se lavaron dos
veces con PBS y las células adherentes se fijaron con una solucién de glutaraldehido
al 0.5% durante 30 minutos. Posteriormente se tifieron durante 30 minutos con una
solucion al 0.1% de cristal violeta. La intensidad de de la tincion, directamente
proporcional al nimero de células adherentes se cuantificé midiendo la absorbancia a

595nm usando un lector de microplacas (BioRad).

16.3. Visualizacion con MTT

Después de 96 horas de tratamiento se afiadio a las placas de 96 pocillos 20
uL de reactivo MTT a una concentracion de 5 mg/ml y se incubé a 37°C en oscuridad
por un periodo entre 2 y 4 horas hasta que no se formé un precipitado violeta. Se
afadio después 100ul de dimetilsulfoxido (DMSO) para disolver los cristales formados
y se dejo en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. La intensidad de la

tincion se midié a 595nm usando un lector de microplacas (BioRad).

16.4. Inmunofluorescencia y andlisis de Foci de 53BP1

Las células se sembraron en portaobjetos de vidrio y se cultivaron en las
condiciones requeridas, entonces los cristales se fijaron con parafolmaldeido al 4%
durante 5 minutos a temperatura ambiente, se lavaron dos veces con PBS, se
permeabilizaron con triton X-100 al 5% y por ultimo se lavaron dos veces con PBS.

Las células fijadas se incubaron después en solucién de bloqueo (PBS al 3%
en BSA) a 37°C durante 1 hora, seguido de una incubacién de 2 horas a temperatura

ambiente con el anticuerpo anti 53BP1 (Novus Biologicals NB100-304).

Tras un lavado con PBS las células se incubaron con anticuerpo secundario
conjugado con peroxidadas en una soluciéon de bloqueo durante 1 hora en oscuridad.
Los nucleos se tifleron con DAPI y los cristales se montaron con la solucién de
montaje Prolong Gold Antifade (Life Technologies). Las muestras se visualizaron a

través de un microscopio confocal (Leica TCS-SP2-AOBS-UV). La intensidad de
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fluorescencia se midié en un minimo de 300 células por condicién usando el software

Leica Confocal. La significancia estadistica se calculé usando un test de Student.

16.5. Actividad SA-Bgal asociada a senescencia

La actividad B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-Bgal) se midi6 como
se ha descrito previamente [115], salvo que las células se incubaron en 5-Bromo-
4Cloro-Indolils-D-Galactopiranosido (X-Gal) a pH 5.5 para aumentar la sensibilidad del

ensayo.

Las células senescentes se fijaron con glutaraldehido 0.5%, se lavaron 2 veces
con MgCl, 1mM en PBS, se tifieron con la solucién de tinciéon de X-Gal durante 3 horas
a 37°C, se lavaron con agua 2 veces y se guardaron a 4°C y en oscuridad hasta el
analisis. El porcentaje de células que expresaban SA-BGal se cuantifico al microscopio

examinando mas de 300 células y en tres repeticiones independientes.

17.Ensayo in vivo
17.1. Generaciobn de modelos PDX de metastasis hepaticas colorrectales
y sarcomas

Los modelos PDX de metastasis hepaticas colorrectal se generaron a partir de
muestras humanas obtenidas de metastasis hepéticas resecadas de pacientes con
cancer colorrectal metastasico y fueron implantadas en el higado de ratones
desnudos. Los modelos PDX de sarcomas se generaron a partir de muestras humanas
resecadas de pacientes con sarcoma de origen muy heterogéneo y fueron
implanatadas subcutaneamente en ratones desnudos. El consentimiento informado ha
sido previamente aprobado por el Comité Etico de Investigacion clinica del Hospital
Virgen del Rocio (acta 01/2013 y acta 01/2012). La informacion clinica se ha obtenido
de la historia clinica del paciente por personal con formacién y dedicacién especifica.
El tratamiento de los datos de caracter personal se ha realizado de acuerdo a la
normativa vigente, el RD 223/2004 de 6 de Febrero y la Ley Organica 15/1999 de 13

de Diciembre sobre proteccién de datos de caracter personal.
De entre las metastasis hepaticas implantadas solo en torno al 40% se

constituyeron en linea PDX ortotépica (Tabla 5), similar al porcentaje de los sarcomas

implantados de forma subcutanea (Tabla 6).
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Tabla 5. Orden de muestras de metastasis hepatica colorrectal implantada ortotdpicamente que se

constituyeron en modelos PDX.

Muestra Diagnostico Histolégico Fecha Implante
C003 Metastasis Hepatica colorrectal 19/05/11
C005 Metastasis Hepética colorrectal 10/06/11
C009 Metastasis Hepética colorrectal 14/07/11
Co010 Metastasis Hepatica colorrectal 28/07/11
Cco12 Metastasis Hepética colorrectal 03/10/11
C013 Metastasis Hepéatica colorrectal 17/10/11
C016 Metastasis Hepatica colorrectal 23/11/11
Co18 Metastasis Hepética colorrectal 23/01/12
co21 Metastasis Hepéatica colorrectal 12/03/12
C022 Metastasis Hepatica colorrectal 20/03/12
C025 Metastasis Hepatica colorrectal 14/05/12
C034 Metastasis Hepatica colorrectal 25/02/13
C035 Metéstasis Hepatica colorrectal 04/03/13
C036 Metastasis Hepatica colorrectal 08/04/13
C037 Metastasis Hepatica colorrectal 12/04/13
Co042 Metéastasis Hepatica colorrectal 13/06/13
Co043 Metastasis Hepatica colorrectal 24/06/13
Co044 Metastasis Hepatica colorrectal 24/06/13
C045 Metéastasis Hepatica colorrectal 01/07/13
C046 Metastasis Hepatica colorrectal 10/07/13

Tabla 6. Orden de muestras de sarcomas implantadas subcutaneamente en ratones desnudos que se

constituyeron en modelos PDX.

Muestra Diagnostico Histolégico Fecha implante
S11 Mixofibrosarcoma de alto grado 17/05/2011
S14 Tumor maligno de vaina nerviosa periférica, grado 2. 21/09/2011
S16 Mixofibrosarcoma grado 2. 22/11/2011
S21 Sarcoma sinovial monofasico 15/02/2012
S23 Sarcoma pleomoérfico indiferenciado 20/03/2012
S25 Sarcoma pleomorfico indiferenciado 01/04/2012
S27 Recidiva de sarcoma pleomorfico de alto grado 24/04/2012
S28 Liposarcoma mixoide de células redondas grado 2 15/05/2012
S29 Leiomoiosarcoma 06/06/2012

17.2. Preparaciéon de la muestra

El tejido excedente del andlisis anatomopatologico de los tumores resecados

se implanto, antes de 2 horas desde la reseccion en ratones desnudos (Athymic Nude
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Foxnlnu-Harlan) en el Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBIS) de acuerdo al
protocolo aprobado por comité de uso y cuidado animal del IBIS. El tejido excedente
se cortd en piezas de 2-3 mm de espesor, eliminando &reas de tejido necrético, y
manteniéndolo en medio F10-Ham (Sigma) suplementado con glutamina (Gibco), 10%
de suero fetal bovino (FBS; Sigma), 100 u/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina y 1 mg/ml de fungizona (anfotericina B; Gibco/Invitrogen).

17.3. Implantacion de la muestra en ratones inmunosuprimidos

Bajo anestesia por via intraperitoneal con Diazepam (Valium 5 mg/ml-Roche) y
Ketamina hidrocloruro (KETOLAR 50 mg/ml- Pfizer) en proporcion 1:3, en un volumen
de 100yl los tumores fueron implantados mediante una incisién en ratones hembra de
5-6 semanas, depositando una pieza tumoral en el I6bulo hepatico derecho del raton
(Figura 6). Para los implantes subcutdneos se practicaba una incisién de la dermis

cerca de la nalga depositando subcutdneamente una pieza tumoral en cada ratén.

17.4. Seguimiento

Tras la cirugia de implante, los ratones se observaron y pesaron diariamente
para asegurar la recuperacion y observar posibles disminuciones de peso o sintomas
de enfermedad o estrés. Cuando los ratones mostraron sefales de malestar se
sacrificaron y los tumores se recolectaron y reimplantaron de manera similar para

asegurar un crecimiento exponencial adecuado.

Vesicula biliar

Lébulo hepatico
izquierdo

Lobulo hepatico
mediano
Loébulo hepatico caudado

Loébulo hepatico
derecho

Rifién derecho

Rifién izquierdo

Figura 6. Anatomia de ratén. La flecha roja y el circulo indican el lugar del implante de las metastasis
hepaticas colorrectales.
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17.5. Evaluacién del crecimiento tumoral de los tumores subcutaneos

El crecimiento del tumor se evalué a través de un calibre, midiendo el tamafio
tumoral dos veces por semana. Para valorar el tamafio se usé la formula (alto x por
ancho)?/2.

17.6. Evaluacion del crecimiento tumoral de los tumores ortotopicos a través de
tomografia por emisidon de positrones (PET)

En este caso se utilizo el radionuclido 6-fluorodeoxiglucosa (FDG). El
radiofarmaco se administré en la vena de la cola a través de una sonda intravenosa
(IV) entre 4 y 6 semanas después del implante del xenoinjerto. Luego, a través del
escaner PET se detectaron los positrones emitidos por la descomposicién de los

radionuclidos.

17.7 Necropsiay analisis patologico

Una vez sacrificados los animales, se realiz6 la necropsia y se recogieron
muestras de determinados tejidos para realizar el andlisis histologico. Las muestras se
fijaron en formalina al 4% tamponada durante 24 horas. Tras un proceso de
deshidratacién con etanol a distintas concentraciones y xilol, se introdujeron en
parafina a 65°C, obteniendo bloques de los que se hicieron cortes de 2um en
micrétomo automatico. A continuacion se realizaron cortes de 3um que se tifieron con
hematoxilina y eosina y/o incubaron con diferentes anticuerpos como se describe en el
apartado de “Técnica de inmunohistoquimica”. También se recogieron muestras de
tejidos normales y tumorales que se congelaron a -80°C. Algunos de estos tejidos
congelados se disgregaron y lisaron con solucion de lisis para extracciéon de ARN y
proteinas como se describe en el apartado (extraccion de ARN desde tejidos) y se
utilizaron para analizar determinadas proteinas por western blot y niveles de ARN de

algunos genes por PCR a tiempo real (RT PCR).

18 Ensayos in vivo con farmacos
18.1. Tratamiento con Dasatinib

Se prepar6 una disolucion de Dasatinib (CAS 302962-49-8) a una
concentracion de 4.5 mg/ml en agua a pH 2.5. Se trataron ratones de entre 3 y 4
meses de edad por via intraperitoneal, 5 semanas después de la implantacién de la
muestra. La dosis final fué de 0.45 mg en un volumen final de 100 ul, 5 veces por

semana durante 4 semanas.
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18.2. Tratamiento con Oxaliplatino

Se prepardé una disolucién del farmaco a una concentracion de 1 mg/ml en
suero fisiologico. Se trataron ratones de entre 3 y 4 meses de edad por via
intraperitoneal, 5 semanas después de la implantacion de la muestra. La dosis final fue
de 0.1 mg en un volumen final de 100 pl, 5 veces por semana durante 4 semanas.

18.3. Tratamiento combinado Dasatinib mas Oxalipaltino

La combinacién de farmacos se ha preparado a la misma concentracion y con
el mismo esquema del tratamiento Unico, es decir Dasatinib 4.5 mg/ml en un volumen
final de 100 pl 5 veces por semana y Oxaliplatino 1 mg/ml en un volumen final 100 pl

2 veces por semana durante 4 semanas.

18.4. Tratamiento con 5 Fluorouracilo

Se prepard una disolucion del farmaco a una concentracion de 2 mg/ml en
suero fisiol6gico. Se trataron ratones de entre 3 y 4 meses de edad por via
intraperitoneal, 5 semanas después de la implantacién de la muestra. La dosis ha sido

de 0.2 mg en un volumen final de 100 pl 2 veces por semana durante 4 semanas.

18.5. Tratamiento combinado Dasatinib mas 5 Fluorouracilo

La combinaciéon de farmacos se ha preparado a la misma concentracion y con
el mismo esquema del tratamiento Unico, es decir Dasatinib 4.5 mg/ml en un volumen
final de 100 pl 5 veces por semana y Fluorouracilo 2 mg/ml en un volumen final de

100 pl 2 veces por semana durante 4 semanas.

18.6. Tratamiento con Palbociclib

Se prepar6 una disolucion del farmaco a una concentracion de 20 mg/ml en
agua. Se subministro el farmaco a ratones de entre 2 y 3 meses de edad por via oral,
2 semanas después de la implantacion de la muestra. La dosis ha sido de 2 mg en un

volumen final de 100 ul 7 veces por semana durante 3 semanas.

18.7. Tratamiento con Bortezomib

Se preparé una disolucién del farmaco a una concentracién de 1 mg/ml en
suero fisiologico Se trataron ratones de entre 2 y 3 meses de edad por via
intraperitoneal, 2 semanas después de la implantacién de la muestra. La dosis ha sido

de 0.1 mg en un volumen final de 100 pl 5 veces por semana durante 4 semanas.
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18.8. Analisis estadistico de los datos obtenidos y software de analisis.
Utilizamos el programa informatico GraphPad PRISM o el software SPSS 22.0,
dependiendo del tipo de andlisis, para todos los andlisis estadisticos. Para
correlacionar la sensibilidad in vitro con los niveles de ARNm y de proteinas, para
determinar la significacién estadistica de la inmunofluorescencia y del andlisis por
microscopia confocal de los Foci de 53BP1 aplicamos un test de student. Usamos el
método de Kaplan Meier para todos los analisis de supervivencia, aplicando el modelo
de regresion de Cox para ajustar las variables y obtener los valores de significacion
estadistica (p) y de Hazard Ratio. Valores de p menores a 0.05 (p< 0.05) fueron
considerados estadisticamente significativos. Usamos en analisis de regresion
logistica multivariante para el calculo de las “odds ratio” (OR) y los intervalos de
confianza (95%). Para calcular la dependencia entre las variables cuantitativas
utiizamos un test de correlacibn de Pearson. Realizamos una curva COR para
determinar un punto de cohorte para la expresion de MAP17. Para comparar la
distribucion en supervivencia entre la baja y la alta expresion de MAP17 se utilizé la
la prueba de Mantel-Cox. Para el ensayo de apoptosis se utilizé el software BD FACS
DIVA 8.0 Los valores de IC50 fueron calculados usando el software GraphPad Prism.
La cuantificacién relativa de ARNm y los andlisis estadisticos de gPCR se realizé

usando el software RQ Manager 1.2.1.
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Resultados
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19. Eficaciade lainhibicion de CDK4 en sarcomas

19.1. Analisis transcriptdmico de muestras de sarcomas

En primer lugar, con objeto de estudiar la sefializacién desregulada en

sarcomas, decidimos realizar un perfil trancriptomico completo de varios subtipos

histolégicos de sarcomas de pacientes intervenidos en el Hospital Virgen del Rocio de

Sevilla, y los comparamos con los correspondientes tejidos normales. En analisis

computacional de los datos obtenidos revel6 una sobre regulacién en las rutas de ciclo

celular y replicacién del ADN (Figura 7A) y una baja representacion en las rutas del

sistema inmune y de presentacién antigénica (Figura 7B). También realizamos un

array de miARN (micro ARN) y encontramos una reduccién de la expresién en los

MIARN implicados en la ruta de los receptores tirosina quinasa y en la ruta de ciclo

celular (Figura 7C).
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Figura 7 (A) Diagrama de sectores
de genes sobreexpresados en las
muestras tumorales frente a las no
tumorales (B) Diagrama de sectores
de genes menos expresados en las
muestras tumorales frente a las no
tumorales (C) Diagrama de sectores
de micro ARN menos expresados
en las muestras tumorales frente a
las no tumorales. Los valores de
expresion se han calculado de
acuerdo al KEGG pathway database
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Aunque en los ultimos afios se han producido avances notables en el
conocimiento de la patologia y de la biologia molecular de los sarcomas, aun no se ha
logrado una caracterizacion adecuada de los perfiles moleculares de los varios
subtipos histolégicos de sarcomas y apenas se han identificado alteraciones genéticas
que sean dianas directa para futuras terapias. Quiz& la Unica excepcion son los GIST,
donde la inhibicibn de la quinasa c-KIT induce una respuesta parcial o una
estabilizacién de la enfermedad en aproximadamente el 80% de los pacientes [44].
Este hecho nos ha llevado a pensar que una amplia variedad de sarcomas podrian
mostrar una dependencia de una particular quinasa, y que la inhibicion de estas
proteinas podria ser eficaz para todos los subtipos histolégicos positivos para ese
biomarcador.

La desregulacién del ciclo celular es crucial para varios procesos de
transformacion oncogénicos y son varios los mecanismos que contribuyen a dicha
desregulacién, entre otros, la amplificacién o la mutacién de los genes que codifican
para las ciclinas dependientes de quinasas, CDK4 y CDK®6 [52, 54]. CDK4 y CDK6 se
consideran esenciales para el proceso de transicibn G1/S y han sido elegidos,
mayoritariamente CDK4, como diana terapéutica en varios tipos de canceres. Entre los
varios inhibidores de CDK4/6 actualmente en fase clinica el primero que ha sido
testado y aprobado para uso en humanos es el Palbociclib (PD03329919).

En este trabajo, hemos probado la inhibicion de CDK4 usando Palbociclib en el
tratamiento de los sarcomas y hemos explorado posibles marcadores de eficacia.

19.2. Palbociclib induce senescencia en lineas celulares de sarcomas de
diferentes origenes

Para averiguar el efecto de la inhibicion de CDK4, decidimos tratar con
Palbocilib 10 lineas celulares de sarcomas, generadas directamente a partir de
muestras de pacientes y 2 lineas comerciales de origen muy heterogéneo y con
diferente cariotipo (Tabla 7) [10, 11]. En todos los casos obtuvimos valores de IC50 en
el rango de uM (Tabla 7).

Tras analizar la sensibilidad a Palbociclib de las lineas celulares de sarcomas,
decidimos explorar en profundidad el efecto generado por la inhibicion de CDK4. Por
eso seleccionamos 4 lineas celulares de distintas caracteristicas para medir el efecto
producido (AA, AX, AW, BG). En primer lugar analizamos el proceso de senescencia
midiendo la actividad p-galactosidasa asociada a senescencia (SA-pgal). Encontramos
gue el tratamiento con Palbociclib inducia la parada del ciclo celular y la entrada en
senescencia de todas las lineas celulares tratadas, que se identificaba con un

incremento de la tincién con SA-Bgal. (Figura 8A). Tras 4 dias de tratamiento con
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Palbociclib observamos un aumento de actividad de B-galactosidasa (SA-pBgal) de 2.4
veces (AA), de 2.5 veces (AX), de 2.2 veces (AW) y de 4.3 veces (BG) (Figura 8A).
Por otro lado también observamos que el tratamiento con Palbociclib inducia un

aumento de expresion de Foci de 53BP1, frente al control, respectivamente de 2 veces

(AA), 4.8 veces (AX) de 2 veces (AW) y de 5.9 veces (BG) (Figura 8B).

Tabla 7. Cariotipo de varias lineas celulares de sarcomas. En la tabla se representa nuestro panel de
lineas celulares de sarcomas, incluyendo lineas poco pasadas generadas en nuestro laboratorio. Se
incluye el correspondiente cariotipo y los valores de IC50 para el tratamiento con Palbociclib.

Lineas Tipo de sarcoma Cariotipo IC50 Palbociclib
celular (M)
AW Liposarcoma 46,XY/47 +3/50%/50% 16.44 £1.62
AA Leiomiosarcoma | 55-63<3n>XXY,-3,-4,-8,i(8)(q10),add(8)(p23), 26.63+2.20
der(11)t(5?;11)(q13;p15),-12,-13,-14,-
16,der(1;7)(t(17;?) (p?;?),-18,-22, mar 1-3
SwWa872 Liposarcoma (5)t(5;?)(q31;?)1,dre(5)t(5;?)(q31;?)2,der(6)t(6;?) 15.79 £ 0.13
(q15:?),der(7)t(7;?)(936;7?),t(15916q
BD Sarcoma de Ewing | 46, XY 23.07 £2.33
AX Liposarcoma 62-65,<3n>,-3,-4,- 16.90 £ 0.20
5,+7.der(7)t(7;?),add(8)(p?).i(8)(q10),-9,-
11,der(11)t(5;11),-13, add(14)(q32),-15,x2,-16 -
18,+1-4mar cp5]
BG Fibrosarcoma 44-49.XY,der(1)t(1;3)(q12;p12).-3,- 20.96 + 0.04
mixoide 4,+6,+7x2,der(11) t(10;11;15),-13x2,-
15,+der(16)t(16;?)(q12;?),del(17)(p11.2)
+20[cp4]
BC MPNST 46, XX 1243 +£1.01
AZ Tumor fibroso 46,XX/47 ,XX+8/50%/50% 17.42 £5.46
A673 Sarcoma de Ewing | 46~47,XX,der(1)t(1;9)p36;0922),der(3)del(3)(p21) 8.95+ 0.40
del(3)(g21),del(4)(q21931),(5;8)(q33;921),der(9)t
(9;13)(g22;914),+der(11)t(11;13)(p13;914),der(1
3)t(1;13)p36;q14),der(13)t(11;13)(q13;q14)(11;22
)(q24;912),der(16)t(3;16)(g217;922),der(22)t(11;
22) (024;912) [cpl5].
CE Rabdomiosarcoma | 46, XY 15.72 +1.17
DA MPNST ND 259+1.34
DD Fibrosarcoma ND 16.65 £ 0.15

mixoide

El IC50 ha sido calculado como resultado de valores medios de un triplicado de tres experimentos
realizado independientemente. MPNST= tumor maligno de vaina nerviosa periférica. ND=No detectado

41




AA AX AW
: A
i 0 QLY on il 50 (2
_ s \ VAN Células
R e & & 4 proliferativas
| 3 3025 i _/“"V‘ N

FUshy  Nea g Células
${ [ . &, < ’ oy senescentes

22
__ 807
E 70 2.5
T 60
2.4 4.3
(c?x 50 1
< 40
§ 30
0 201
S 10,
‘@ 0.
o = + - + - + - + 10uM Palbociclib
AA AX AW BG

W

>
X

> 5 Foci

Bl

D N
o O O
-
(=]

= N W B O
O O O O O o
N

1

|N

+*
o
©

ullil.

+ -

AA AX AW BG

+ 10uM Palbociclib

Células con Foci de BP1 (%) ..

Figura 8. Senescencia en lineas celulares de sarcomas de diferentes origenes. (A) Andlisis de
senescencia asociado a actividad B—galactosidasa (SA-Bgal). Imagen representativa y cuantificacion
de SA-Bgal en las lineas celulares de sarcomas AA, AX, AW y BG en presencia 0 ausencia de Palbociclib
10uM. Todas las lineas tratadas mostraban fenotipo senescente, que se identificaba con un incremento
de la tincién con SA-Bgal (B) Analisis de los niveles de Foci 53BP1. Imagen representativa y
cuantificacion de Foci de 53BP1 en las lineas celulares de sarcomas AA, AX, AW y BG en presencia o
ausencia de Palbociclib 10uM. Se observa como el tratamiento induce un aumento de los Foci en todos
los casos.
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19.2.1. Efecto de Palbociclib sobre el ciclo celular

Pasamos entonces a estudiar los cambios inducidos sobre algunas proteinas
de ciclo celular tras el tratamiento con Palbociclib. Como esperdbamos, la inhibicion de
CDK4 mediante Palbociclib se acompafiaba con la inhibicién de la fosforilaciéon de Rb
en todas las lineas celulares tratadas, (AA, AX, AW, BG), sin embargo no
detectdbamos cambios significativos en los niveles de p16 ni de p21, salvo en la linea
celular BG, la unica linea celular con p53 wild type, en la que el tratamiento inducia un
importante incremento de p21 (Figura 9).

AA AX AW BG

-+ -+ - + -+ 10uM Palbociclib
p-Rb (Ser807/811)

.-ig.-iﬂ“

(T —— —— p53

- - —— P21
N~Q~.Q..m
R 2

s o -tubulina

Figura 9. Estudio de los niveles proteicos de p-Rb, Rb, p53, p21, pl6 y py-H2AX. Western blot de
varias proteinas de ciclo celular en las lineas celulares de sarcomas AA, AX, AW y BG en presencia o
ausencia de Palbociclib 10uM.

19.2.2. Los niveles de CDK4 determinan la respuesta a Palbociclib en un panel
de lineas celulares de sarcomas.

El siguiente paso fue explorar como la actividad de Palbociclib se relacionaba
con alguna caracteristica molecular de las lineas celulares. Habia sido ya descrito en
diferentes modelos que la actividad de Palbociclib correlacionaba con los niveles de
pl6 o CICLINA-D1 [77, 78], por esa razon decidimos caracterizar nuestras lineas
celulares para esas moléculas, asi como con los niveles de CDK4 y el estado
mutacional de p53 (Figura 10). Encontramos niveles variables entre las diferentes
lineas celulares, ademas de diferente estado mutacional de p53. Pasamos después a
analizar la correlacion que habia con la respuesta a Palbociclib. Observamos que no
habia ninguna correlacion entre la sensibilidad al compuesto y la complejidad del
cariotipo (Figura 11). Encontramos ademas que la sensibilidad in vitro a Palbociclib se

correlacionaba con altos niveles de CDK4, tanto de ARNm (test de student, p=0.017)
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como de proteinas (test de student, p=0.077), sin embargo encontramos que no habia
ninguna correlacion con los niveles celulares de pl16, CICLINA-D1, estatus de p53 o
cariotipo (Figura 11).
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(4)
AA 273H 0 0 1 0
AW 273H 0 0 0 0
AX 273H 0 0 0 0
AZ WT 0 1 1 0
BD WT 1 1 0 0
BC WT 0 1 0 0
BG Del 1 1 0 1
DA 273H 0 0 0 0
DD 175H 0 0 0 0
CE WT 1 0 0 0
A673 WT 0 1 1 1
Swsg72 251N 1 0 0 1

Figura 10. (A) Niveles de ARNm de CDK4, P16 y CICLINA-D1 en un panel de lineas celulares se
sarcomas. Se muestran los niveles de expresiéon de ARNm de un panel de lineas celulares de
sarcomas. Los niveles se han medido en triplicado por RT-PCR y los resultados se han normalizado
con GADPH. B) Tabla esquematica con los niveles proteicos y de ARNm de de CDK4 , pl6y
CICLINA-D1 y con el estado mutacional de p53 en el panel de lineas celulares de sarcomas (1):
1: presencia de ARNm; 0: ausencia de ARNm, (2): 1: sobreexpresion de la proteina ; 0: ausencia o
bajos niveles de la proteina, (3): 1: altos niveles de la proteina; O: niveles normales de la proteina, (4):
1: altos niveles de ARNm; 0: niveles normales o negativos de ARNm. Estos fueron los niveles
dicotomicos considerados para la correlacién de la Figura 11

Para profundizar en los datos obtenidos, es decir en la correlacion entre
niveles de CDK4 y sensibilidad al inhibidor de CDK4, decidimos tratar un panel de
lineas celulares de sarcomas con Flavopiridol, otro inhibidor de la ciclinas

dependientes de quinasas. El andlisis de los IC50 mostr6 una correlacion entre la
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sensibilidad al compuesto y los niveles CDK4 (Figura 12), sin embargo

no

encontramos ninguna correlacion entre sensibilidad a Flavopiridol y niveles de p16,
CICLINA-D1 o subtipo histolégico del tumor.
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Figura 11. Representacion esquematica de correlacién. Se muestra la correlacién entre los niveles de
CDK4, CICLINA D1, p16, p53, cariotipo de las lineas celulares y la sensibilidad a Palbociclib.
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Figura 12. Sensibilidad a Flavopiridol. (A) Representacion esquematica de los niveles de IC50 de
Flavopiridol en un panel de lineas celulares de sarcomas (B) Correlacion entre los niveles de CDK4 y los
niveles de IC50 de las lineas celulares de sarcomas.
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19.2.3. Relacion funcional entre niveles de CDK4 y respuesta a Palbociclib.

Para estudiar la relacion funcional entre los niveles de CDK4 y la respuesta a
Palbociclib, sobreexpresamos CDK4 wild type en 2 lineas celulares diferentes de
sarcoma, las lineas AW y AX, y comprobamos la expresion de ARNm de las lineas
tranfectadas (Figura 13A). Ya que se habia descrito que un mutante activo de CDKA4,
el CDK4 (R24C), mutacion presente en tumores humanos, posee la habilidad de no
ser inhibido por los miembros de la familia de INK4 (pl6, pl5, pl8 y pl9) [116],
decidimos sobreexpresar dicho mutante en las mismas lineas celulares y explorar la

respuesta a Palbociclib.
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AW CDK4 Wt 11,10 £ 0,61 —
AW CDK4(R24C) 20,81 1,55

AX 16,91 £ 0,20 —
AX CDK4 Wt 11,15+0,8 —
AX CDK4(R24C) 25,49 £ 0,72

Figura 13. (A) Representacion de los niveles de ARNm deCDK4 en las lineas parentales AW y AX y
en las lineas transfectadas. Se trasfectaron las lineas AW y AX con el CDK4 Wty con el mutante CDK4
(R24C), después comprobamos la transfeccion midiendo los niveles de ARNm de CDK4, normalizados al
control GADPH. (B) Valores de IC50 con Palbociclib. Se realizaron experimentos de IC50 con la lineas
trasfectadas y parentales. La tabla indica los valores de IC50 * la desviacion estandar. Las células que
sobreexpresaban el CDK4 Wt muestraban més sensibilidad al tratamiento que las lineas celulares Wt,
mientras las que sobreexpresaban el mutante CDK4 (R24C) eran mas resistentes, (ANOVA, P<0.0001).
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El analisis de los valores de IC50 evidenciaba un aumento de sensibilidad a
Palbociclib en las células que sobreexpresaban CDK4 wild type frente al control
(11.10uM frente a 16.44uM para la linea AW y 11.15uM frente a 16.91uM para la linea
AX), mientras que la sobreexpresion del mutante CDK4 (R24C) inducia un aumento de
la resistencia en ambas lineas celulares (20.81uM frente a 16.44uM para la linea AW y
25.49uM frente a 16.44uM para la linea AW) (Figura 13B).

19.3. Palbociclib induce senescencia en las lineas parentales y en las que
sobreexpresan CDK4 wild type.

A continuacion analizamos el efecto de Palbociclib en las lineas con aumento
de CDK4. Primero analizamos si el tratamiento con Palbociclib inducia senescencia,
comparando la tincién con SA-BGal y la presencia de Foci de 53BP1 entre las lineas
celulares parentales (AW-EV y AX-EV) y las correspondientes lineas celulares
transfectadas que sobreexpresaban CDK4 wild type (AW-CDK4 y AX-CDK4) y las
lineas celulares que sobreexpresaban el mutante (AW-CDK4-R24C y AX-CDK4-
R24C). Encontramos que el tratamiento con Palbociclib inducia senescencia en las
lineas parentales y en las lineas que sobrexpresaban CDK4 wild type (Figura 14B). De
hecho, tras el tratamiento con Palbociclib, observamos una aumento de tincidbn con
SA-BGal de 2.2 y 3.5 veces en las lineas celulares AW EV y AW CDK4 Wty de 3.5y
2.2 veces en las lineas celulares AX-EV y AX-CDK4 Wt respetivamente. Por otro lado
no se observaba una clara inducciobn de senescencia en las células que
sobreexpresaban el mutante CDK4-R24C (Figura 14A), donde el incremento de tincién
con SA-BGal era moderada.

También constatamos que, tras el tratamiento, la inducciéon de Foci de 53BP1
era mas evidente en las lineas parentales y en las lineas que sobreexpresaban el
CDK4 Wt, con un incremento de los Foci de 2 veces para las lineas AW (AW EV y AW
CDK4 Wt) y de 2.8 Y 3.2 veces para las lineas AX (AX-EV y AX-CDK4 Wt)
respetivamente (Figura 14B). También en ese caso observamos que en las lineas
celulares que sobreexprasaban el mutante (AW CDK4-R24C y AX CDK4-R24C) no
habia induccién de Foci tras el tratamiento. Observamos también que los niveles de
marcadores de senescencia se correlacionaban positivamente con una reduccion de
los niveles de pRB (Figura 15). Realizamos ademas una inmunodeteccion de células
apoptéticas por Anexina V y observamos que las células que sobreexpresaban el
mutante de CDK4 mostraban preferentemente apoptésis, aunque también
detectdbamos, en menor proporcion, apoptdsis en las células parentales y en las que

sobreexpresaban el CDK4 wild type (Figura 16).
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Figura 14. El tratamiento con Palbociclib induce la presencia de Foci de 53BP1, sobre todo en las
células wild type y en la que sobrexpresan CDK4 wild type. (A) Imagen representativa y cuantificacion
de SA B-Gal en las lineas celulares de sarcomas AW y AX tranfectadas con el vector vacio (Ev), con el
plasmido sobrexpresando CDK4 (CDK4) o con el mutante CDK4-R24C (R24C) después del tratamiento
con Palbociclib 10uM. (B) Imagen representativa y cuantificacion de Foci de 53BP1 en las lineas celulares
de sarcomas AW y AX transfectadas con el vector vacio (Ev), con el plasmido sobrexpresando CDK4
(CDK4) o con el mutante CDK4-R24C (R24C) después del tratamiento con Palbociclib (10Mm).
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Figura 15. Western Blot de marcadores de senescencia en las lineas celulares de sarcomas AW y AX
trasnfectadas con el vector vacio (Ev), con el plasmido sobrexpresando CDK4 (CDK4) o con el mutante
CDK4-R24C (R24C) después del tratamiento con Palbociclib 10 uyM.
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Figura 16. Las células trasfectada con el plasmido mutante CDK4R24C muestran preferentemente
fendbmenos apoptdticos tras el tratamiento con Palbociclib. A) Inmunodeteccién de células
apoptoticas, por Anexina V, entre las células AW y AX tranfectadas con el vector vacio (Ev), con el
plasmido sobrexpresando CDK4 (CDK4) o con el mutante CDK4-R24C después del tratamiento con
Palbociclib 10 uM . B) Representacion esquematica de los resultados.
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20. Generacion y caracterizacion de una plataforma de PDX de sarcomas
Con el fin de establecer una plataforma in vivo para ensayar nuevos farmacos
en sarcomas, implantamos subcutdaneamente muestras tumorales procedentes de
pacientes directamente en ratones desnudos. Los tumores se implantaron en ratones
hembras atimicos (nu/nu) de 4 a 6 semanas de edad (segun el protocolo descrito en el
apartado de materiales y métodos). Tras la cirugia de implante, los ratones se
siguieron diariamente y se sacrificaron cuando los tumores alcanzaron un volumen de
1500 mm?. Las muestras recolectadas se reimplantaron nuevamente siguiendo el
mismo protocolo de la muestra primaria. De los 24 tumores implantados, 9 de ellos

crecieron suponiendo una eficacia de crecimiento del 37.5% (Tabla 8).

Tabla 8. Listay diagnostico histolégico de los modelos PDX establecidos.

Modelo PDX Diagnostico histolégico

S11 Mixofibrosarcoma de alto grado

S14 Tumor maligno de vaina nerviosa periférica
S16 Mixofibrosarcoma

S21 Sarcoma sinovial monofasico

S23 Sarcoma pleomorfico indiferenciado

S25 Sarcoma pleomorfico indiferenciado

S27 Recidiva de sarcoma Pleomorfico

S28 Liposarcoma mixoide de células redondas
S29 Leiomiosarcoma

20.1 Analisis del perfil transcriptomico de los modelos subcutaneos (PDX)

Para estudiar el grado de similitud entre los PDX de sarcomas y los tumores
humanos primarios de origen, decidimos comparar el perfil transcriptdbmico completo
de los PDXs y de los correspondientes tumores humanos. La comparacion del perfil
transcriptomico completo mostraba un nivel de similitud medio del 93% (Figura 17),
indicando que los modelos PDX eran muy parecidos a los tumores de origen tanto

cualitativa como cuantitativamente en la expresion de ARNm.
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Figura 17. Correlacién entre los modelos PDX y los correspondientes tumores humanos. Se
muestra correlacion de Pearson del perfil trascriptomico de los modelos PDX frente a los tumores
humanos de origen (0.81 < r < 0.95). Los valores de correlacion se han obtenido mediante el Affymetrix
console software. Se observa que los modelos PDX tienen perfil transcriptdmico muy parecido a los
tumores originales.

21. Efecto de lainhibicién in vivo de CDK4

Ya que habiamos obtenido resultados que nos indicaban que los sarcomas
eran sensibles a Palbociclib in vitro y que habia una correlacién entre los niveles de
CDK4 y la sensibilidad al farmaco decidimos trasladar nuestros resultados a un ensayo
in vivo, usando los PDX de sarcomas generados. El primer paso fue medir los niveles
de ARNm de la CICLINA-D1, p16 y CDK4 con el fin de seleccionar nuestros modelos
en funcién de esos marcadores. Decidimos seleccionar 6 de los 9 modelos generados,
2 con altos niveles de de CDK4 (S11 y S16) que ademas expresaban altos niveles de
CICLINA-D1; 2 con altos niveles de pl16 (S23 y S27) y dos con niveles normales de
CDK4 y con bajos niveles de CICLINA-D1 y que no expresaban pl6 (S14 y S29)
(Figura 18).
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Figura 18. Niveles de expresion de CDK4, CICLINA-D1 y p16. Se muestran los niveles de ARNm de
CDK4, CICLINA-D1 y p16 de los modelos PDX normalizados al control GADPH.

Para el ensayo con Palbociclib implantamos subcutdneamente 12 ratones que
distribuimos aleatoriamente por cada modelo PDX seleccionado, 6 ratones como
controles y 6 ratones para ser tratados. Cuando el tumor alcanzé un tamafio de 50
mm? de volumen comenzamos el tratamiento con 100 mg/Kg de Palbociclib, o con
suero fisiologico en los ratones controles. El tratamiento se suministré por via oral
todos los dias durante tres semanas y los ratones se siguieron diariamente hasta que
el tumor alcanz6 un volumen de 1500 mm?®, momento en que se sacrificaron y se

estrajeron los tumores.

Para comprobar el efecto del tratamiento sobre la capacidad proliferativa de los
tumores, decidimos sacrificar, el Ultimo dia de tratamiento, dos ratones control y dos
tratados de cada tumor implantado y medir los niveles del marcador de proliferacién
K167. Encontramos un efecto variable en los diferentes tipos de sarcomas tratados. En
los tumores S11, S14 y S23 observamos una clara disminucion en la capacidad
proliferativa, mientras que en otro tumor como el S29 no observamos ningun efecto en

la tincion con K167 (Figura 19).

También quisimos comprobar si el tratamiento con Palbociclib inducia una
disminucion en varias proteinas implicadas en el ciclo celular. Por esta razdn
comparamos los niveles de expresién de dichas proteinas. Pudimos apreciar que
Palbociclib inducia una disminucion en todas las proteinas analizadas (Figura 20), con
un claro efecto sobre la fosforilacion de Rb, tanto en los tumores que respondian como
en los que no respondian, confirmando asi la actividad del farmaco sobre CDK4 en

todos los modelos. (Figura 20).
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Figura 19. Efecto de Palbociclib en la proliferacion in vivo. Los sarcomas se implantaron
subcutaneamente y se crecieron hasta un volumen de 50 mm®, en ese momento empezaba el tratamiento
con Palbociclib 2mg/dosis durante 3 semanas (7 dias por semana) por via oral. El dia después de la
Gltima dosis de tratamiento, se sacrificaba un ratén no tratado y uno tratado de cada modelo PDX. En la
imagen se muestra una tincion con Hematoxilina-Eosina (izquierda) y de KI67 (derecha) de los tumores
resecados. NT= no tratados T= tratados.

Al mismo tiempo observamos diferentes comportamientos en respuesta a la
inhibicion de CDK4. Aunque todos los tumores mostraban inicialmente una inhibicion
en el crecimiento del tumor durante el tratamiento (Figura 21), vimos que los diferentes
sarcomas tratados tenian un comportamiento muy diferente entre ellos. Los tumores
que expresaban altos niveles de CDK4, como el S11 y el S16, ambos
mixofibrosarcomas, respondian bien al tratamiento. Observamos en el tumor S16 una
reduccion del tamafio tumoral y en algunos casos la remision total de la enfermedad,
mientras en el tumor S11 el tratamiento con el inhibidor de CDK4 retrasaba
notablemente el crecimiento tumoral y como resultado los ratones tratados sobrevivian

el doble de tiempo que los ratones controles (Figura 21).
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Figura 20. Valoracién in vivo de los niveles de varias proteinas tras el tratamiento con Palbociclib.
Se muestran los niveles proteicos por western blot de diferentes proteinas implicadas en el ciclo celular.
Se procesaron los tumores controles y tratados de cada engraft el Gltimo dia de tratamiento y se midieron
por western blot los niveles de proteinas de CDK4, CICLINA-D1, p16, p107 (S975), p130 (S762), pRb
(S807/811), pRb (S780), , CDK2, p21, y a-TUBULINA (control). La figura muestra 2 tumores controles y 2
tratados de cada engraft. C= control Palb= Palbociclib.

Por otro lado los dos tumores con altos niveles de p16 y con niveles normales
de CDK4, como el S23 y el S27, dos sarcomas pleomorficos, mostraban una
respuesta inicial al tratamiento, pero al final del tratamiento recuperaban el crecimiento
mas rapidamente que los controles y no se observaba diferencia de supervivencia
entre los dos grupos (Figura 21).

Por dltimo, los dos tumores con niveles normales de CDK4 y bajos niveles de
pl6 mostraban una respuesta muy heterogénea. EI MPNST S14 respondia a la
inhibicion de CDK4 con una clara reduccion del crecimiento tumoral, ademas en uno
de los casos se observaba la remision total de la enfermedad y como consecuencia el

ratoén sobrevivia.
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Figura 21. Efecto de Palbociclib en los modelos PDX de sarcomas. Los sarcomas se implantaron
subcutaneamente y se crecieron hasta un volumen de 50 mm® en ese momento empezamos el
tratamiento con Palbociclib 2mg/dosis durante 3 semanas (7 dias por semana) por via oral. Los tumores
se midieron 2 veces por semana y se sacrificaron cuando el tumor alcanzé un volumen de 1500 mm? El
grafico muestra el tamafio de todos los tumores (izquierda) + la desviacién estandar (DS/\n) y la curva de
supervivencia de todos los ratones (derecha).

Por otro lado el leiomiosarcoma S29 respondia inicialmente al tratamiento, pero
la recuperacion del crecimiento tras el tratamiento se reflejaba solo en una ligera
mejoria en supervivencia frente a los controles no tratados (Figura 21).

No sabemos si un segundo ciclo de tratamiento con el inhibidor podria haber
sido eficaz en los sarcomas que no habian respondido al tratamiento ya que todos
parecian responder a la primera dosis. Los datos se correlacionaban con los
resultados que habiamos obtenido previamente in vitro, y nos indicaban que los
tumores que presentaban altos niveles de CDK4 respondian mejor al tratamiento con
Palbociclib.

Al final del experimento extrajimos todos los tumores que habian crecido y
analizamos los niveles de diferentes proteinas que podian estar involucradas en la
respuesta al farmaco o en el re-crecimiento de los tumores. Esto nos servia para

estudiar la evolucion tumoral durante el tratamiento e identificar algin determinante
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molecular que podria haber sido inducido por el tratamiento y que podria estar
implicado en mecanismos de resistencia. Con ese fin analizamos los niveles proteicos
de algunas proteinas implicadas en el ciclo celular en los tumores tratados y no
tratados en 5 de los 6 modelos de PDX (Figura 22). En uno de los modelos PDX (S16),
obtuvimos una total remision de la enfermedad tumoral y no pudimos recolectar
muestra de los tumores implantados en la cohorte de ratones tratados. Pudimos
observar, en general, que los tumores no tratados mantenian altos los niveles de
CDK4, mientras que la contraparte tratada mostraba una neta reduccion de los niveles
de dicha proteina (Figura 22).
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Figura 22. Valoracion de los niveles de varias proteinas en los tumores tratados y no tratados. Se
recogieron los tumores de 3 ratones control y de 3 ratones tratados por cada engraft cuando el tumor
alcanzé un volumen de 1500 mm®. Se midieron por western blot los niveles de las proteinas CDK4,
CICLINA-D1, p16, p107 (S975), p130 (S762), pRb (S807/811), pRb (S780), CDK2, p21, y se normalizaron
con los niveles de a-TUBULINA.
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Observamos también una cierta heterogeneidad entre los tumores tratados.
Algunos de ellos mantenian altos niveles de CDK4 tras el tratamiento, lo que sefialaba
una evolucion independiente de los distintos tumores. En cuanto al estado de
fosforilacion de Rb, también observamos un comportamiento muy heterogéneo entre
los clones. En nuestro andlisis el aumento de fosforilacion de pRb no parecia ser un
determinante de re-crecimiento tras el tratamiento. Al mismo tiempo no encontramos
ninguna asociacion entre los niveles de CICLINA D1, de p16, de AKT fosforilado ni de
CDK2 vy el re-crecimiento de los tumores tratados (Figura 22). Sorprendentemente
pudimos observar un incremento de p21 en los ratones tratados, incluso entre los que

mostraban una respuesta al farmaco (S16 y S11).

22. Expresion de MAP17 en sarcoma como factor prondstico de

supervivencia
22.1. Descripcién de las cohortes de pacientes y expresion de MAP17

Ya que en trabajos previos del laboratorio habiamos observado que MAP17 era
un factor pronéstico de agresividad tumoral en varios tipos de canceres [85, 87, 88],
decidimos explorar su relevancia en sarcomas. En primer lugar analizamos la
expresion de MAP17 en una cohorte de pacientes que habia tenido un seguimiento
clinico durante toda la progresion de la enfermedad. La cohorte de pacientes analizada
estaba distribuida equitativamente entre hombres (53%), y mujeres (47%) y
presentaba una edad media de 51 afios al diagnostico de la enfermedad, con una
distribucion entre 20 y 72 afios (Tabla 9). La histologia era muy variable e incluia
principalmente, liposarcomas (18.8%, n=13), sarcomas pleomorficos indiferenciados
(17.4%, n= 12) y leiomiosarcomas (31.9%, n=22). Otros tipos histolégicos menos
representados en la cohorte incluian los hemangiopericitomas (4.3%, n=3), sarcomas
sinoviales (4.3%, n=3), sarcomas neurogenicos (4.3%, n=3), fibrosarcomas (7.2 %, n=
5), fibrosarcoma mixoide (1.5%, n=1), angiosarcoma (1.5%, n=1), y sarcoma
mesenquimal (1.5%, n=1). La mayoria de esos tumores eran metastasicos al dia del
diagnostico (76%) y los restantes eran tumores localmente avanzados. El tratamiento
recibido fue Doxorubicina 75 mg/m?, administrado intravenoso un dia cada 3 semanas
por 6 ciclos en la mitad de los casos, mientras que la otra mitad recibia Doxorubicina
60 mg/m?y Trabectidina 1.1 mg/m? ambos administrados intravenoso un dia cada 3
semanas por 6 ciclos (Tabla 9). Esta cohorte ha sido reportada en Javier Martin Broto
et al [117]. Para la valoracién de la expresion de MAP17 se amplid esa serie con
varias muestras (de las cuales no disponiamos de informacién clinica) con el fin de

evaluar las expresion de MAP17 en diferentes subtipos histoldgicos de sarcomas.
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Tabla 9. Caracteristicas de la cohorte de pacientes y tratamiento recibido

Pacientes (N=69)
Genero
Hombres 53.6% (37)
Mujeres 46.4% (32)
Edad 51 [20-72]
Histologia
Liposarcoma 18.8% (13)
Sarcoma pleomorfico indiferenciado 17.4%(12)
Hemangiopericitoma 4.3% (3)
Leiomiosarcoma 31.9% (22)
Sarcoma sinoviale 4.3% (3)
Sarcoma neurogénico 4.3% (3)
Fibrosarcomas 7.2% (5)
No clasificados 5.8% (4)
Sarcomas fibromixoides 1.5% (1)
Angiosarcomas 1.5% (1)
Sarcoma mesenquimal 1.5% (1)
Otros 1.5% (1)
Estadio
Localmente avanzado 23.2% (16)
Metastasico 76.8% (53)
Tratamiento
D_oxorubicina 75mg/ m® 1 diacada 3 semanas x6 | 50.7% (35)
'(I:'Ir?’J\chtidina 1.1mg/m2 + Doxorubicina 60mg/ m* 1 | 49.3% (34)
dia cada 3 semanas x 6 ciclos

22.2 Expresién de MAP17 en sarcomas humanos

Analizamos la expresién por imunohistoquimica de MAP17 (Figura 23) en la
cohorte de pacientes y en las muestras complementarias. La expresion de cada tumor
fue analizada en duplicado y se asign6 un valor de 0, 1+, 2+ 0 3+ dependiendo de la
intensidad y del porcentaje de la tincion. Finalmente se calcul6 un valor medio de
expresion de cada tumor y pasamos a calcular la curva ROC para establecer un punto

de corte entre baja y alta expresion de MAP17 (Figura 24).
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Figura 23. Imagen representativa de la tincion de MAP17 en muestras humanas de sarcomas.
Angiosarcoma (AS), GIST (Gist), Condrosarcoma (CS), Leiomiosarcoma (LY), Sarcoma de Ewing (Ew),
sarcoma pleomorfico (PIm).

Usando el punto de corte de 0.75 (sensibilidad=0.76 y especificidad=0.54)
pasamos a analizar las correlaciones entre la expresion de MAP17 y los datos de
supervivencia global (SG), de la supervivencia libre de progresién (SLP) y de la
supervivencia libre de enfermedad (SLE). El analisis de las curvas Kaplan-Meier nos
indicaba que los niveles de MAP17 eran predictivos de peor supervivencia libre de
enfermedad (p=0.03) y libre de progresion (p=0.033), mientras que no observabamos
correlacion significativa entre los niveles de MAP17 y la supervivencia global (Figura
24). Esos pacientes habian sido tratados con Doxorubicina en monoterapia o en
combinacion con Trabectedina, por lo que pasamos a analizar la SLE, la SLP y la SG
en funcion del tratamiento. Observamos que los datos de supervivencia mostraban la
misma tendencia en los pacientes tratados solo con Doxorubicina (Figura 25A), salvo
en los datos de supervivencia global donde existia una fuerte tendencia a una mayor
supervivencia para los pacientes con baja expresiéon de MAP17. Observamos también
gue en los pacientes tratados con Doxorubicina mas Trabectedina, MAP17 no tenia
ninguna relevancia pronostica (Figura 25B). Realizamos ademas un analisis
multivariante con varios factores pronésticos para determinar el potencial impacto de la
expresion de MAP17 en el prondstico de los pacientes con sarcomas y encontramos
que la presencia de altos niveles de MAP17 es un predictor independiente de las otras

variables clinicas (Tabla 11).
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Se analizaron 101 muestras para la expresion de MAPL1l7 por
inmunohistoquimica. El 39% de ellas presentaba altos niveles de expresion y fue
considerado positivo para la expresion de MAP17 teniendo en consideracién la curva
ROC (Figura 26A). Constatamos ademas que la distribucion de los tumores no estaba
asociado a ningun subtipo histolégico (Figura 26B) y ademas habia una correlacion
directa y estadisticamente significativa entre expresion de MAP17 y el grado tumoral
(Anova, p<0.05) (Figura 26C).
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Figura 24. Correlacion entre niveles de MAP17 y supervivencia en sarcomas. La curva ROC para
MAP17 muestra un punto de corte de MAP17=0,75, con una sensibilidad=0,76 y una especificidad
de=0,54. Se muestra la correlacion entre la expresion de MAP17 y los datos de supervivencia global (SG),
supervivencia libre de progresion (SLP) y supervivencia libre de enfermedad (SLE).

En definitiva, nuestros datos mostraban que un 40% de los sarcomas
presentaban altos niveles de MAP17 al diagnostico, independientemente del subtipo

histologico del tumor. Ademas los altos niveles de MAP17 estaban relacionados con
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un alto grado tumoral y eran predictivos de mal prondstico en los pacientes tratados en

monoterapia con Doxorubicina o tratados con Doxorubicina y Trabectidina.
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Figura 25. Correlacion entre los nivel es de MAP17 y la respuesta clinica en funcion del
tratamiento. A) Correlacion de la expresion de MAP17 y la supervivencia global (SG), la supervivencia
libre de progresion (SLP) y la supervivencia libre de enfermedad (SLE) en pacientes tratados con
Doxorubicina N=35 B) Correlacion de la expresion de MAP17 y la supervivencia global (SG), la
supervivencia libre de progresién (SLP) y la supervivencia libre de enfermedad (SLE) en pacientes
tratados con Doxorubicina méas Trabectidina N= 34.

SLE SLP SG
Correlacion p-valor Correlacion p-valor Correlacién p-valor
de Pearson de Pearson de Pearson
MAP17 -0.268 0.015 -0.268 0.016 -0.142 0.129
Radioterapia -0.155 0.134 -0.143 0.154 0.162 0.123
Diferenciaciéon -0.216 0.06 -0.167 0.116 -0.245 0.038
Enfermedad -0.191 0.085 -0.125 0.187 -0.207 0.069
metastasica
Extension T4 -0.114 0.208 -0.157 0.130 -0.207 0.069

Tabla 11: Analisis multivariante. Se muestra MAP17 es un predictor independiente de la otras variables
clinicas.
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Figura 26. Expresion de MAP17 en sarcomas. A) Distribucion en % de las muestras en funcion de los
niveles de expresion de MAP17 B) Correlacién entre los niveles de MAP17 y el grado tumoral. Los valores
representados son, para el grado 1=0,45, para el grado 2=0,66 y para el grado 3=0,90. Para establecer la
correlacion entre los niveles proteicos de MAP17 y el grado tumoral realizamos un test de Anova (p<0.05).
C) Distribucion de la expresion de MAP17 entre los diferentes subtipos histolégicos de sarcomas.
Angiosarcomas (AS), fibromixosarcoma mixoide (FM), fibrosarcoma (F), hemangioperitoma (HP)
leyomiosarcoma (Ly), liposarcomas (L), sarcoma sinovial (Sy) sarcoma pleomorfico indiferenciado (SPI),
sarcoma de Ewing (Ew), rabdomiosarcoma (R), sarcoma fusocelular (Fs) GIST (G), sarcoma pleomorfico
(PIm), condrosarcoma (CS).

23. Eficacia del tratamiento con Bortezomib en sarcomas y su
dependencia de MAP17

23.1. Larespuesta a Bortezomib en lineas celulares de sarcomas depende de los
niveles de MAP17

Ya que los pacientes con altos niveles de MAPL17 mostraban un peor
pronostico de la enfermedad, nos preguntamos si podiamos encontrar una alternativa
terapéutica para esos pacientes. Decidimos entonces testar el Bortezomib, que
habiamos observado que tenia eficacia en células tumorales de cancer de mama que

sobrexpresaban MAP17 [92]. Para ese fin, primero decidimos analizar el nivel de
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ARNmM de MAP17 en un panel de lineas celulares de sarcomas y correlacionarlo con la
respuesta a Bortezomib. Utilizamos 16 lineas celulares de sarcomas de origen
heterogéneo [10, 11] y las tratamos con diferentes concentraciones de Bortezomib.
Obtuvimos valores de IC50 en el orden de nM (Tabla 12), con valores distribuidos
entre 10 y 500 nM. Al mismo tiempo, para averiguar si existia una correlacién entre
respuesta y niveles de MAP17, medimos en todas las lineas los niveles basales de
ARNm. Encontramos una expresion de ARNm de MAP17 distinta entre las lineas
celulares. Distribuimos las lineas celulares en funcion de los niveles de ARNm de
MAP17 en tres grupos, aquellas con niveles de MAP17 no detectables (BP, CE,
SAOS2, CP0024 SKUT-1, HT-1080 y CP0038), aquellas con valores bajos de MAP17
(AA, AW, BG and BD) y aquellas con niveles altos de MAP17 (BC, AZ, AX, SW872
and 93T449) (Tabla 12).

Tabla 12. Valores de IC50 a Bortezomib y niveles de ARNm de MAP17 de las lineas celulares de
sarcomas. Los valores de IC50 y los niveles de ARNm de MAP17 se han calculado como media de tres
experimentos independientes por triplicado, los valores se muestran como 22°T Se muestran en verde las
lineas celulares que expresan altos niveles de MAP17, en naranja las que expresan bajos niveles y en
rojo aquella en que no habia niveles detectables.

Linea Tumor de origen IC50 MAP17(2T)
celular Bortezomib
93T449 Liposarcoma 35.9 +3.75 0.000132199
Leiomiosarcoma 20.65+0.75 6.21882E-05
Liposarcoma 30.95+8.5 0.00011437
AX Liposarcoma 19.3+5.2 0.000534323
AZ Fibrosarcoma 92.89 + 0.92 0.001050201
BC MPNST 325+9.38 0.00025699
Sarcoma de Ewing 149.7 £17.42 0.000111012
Fibrosarcoma mixoide 28.99+538 7.64036E-05
BP Osteosarcoma 502 + 56.6 2.32244E-05
CE Rabdomiosarcoma 1553 +2.9 4.55244E-05
CP0024 Leiomiosarcoma 30.75 £ 5.46 2.84148E-05
CP0038 Leiomiosarcoma 43.65+9.78 2.52213E-05
HT1080 Fibrosarcoma 15.88 £ 2.37 1.68955E-05
SAQS-2 Osteosarcoma 52.78 +9.5 1.30192E-05
SKUT1 Leiomiosarcoma 10.95+2.46 5.58532E-05
SwW872 Liposarcoma 1.13+2.36 0.000262208

El andlisis de la correlacién entre los niveles de MAP17 y la respuesta a
Bortezomib mostraba una tendencia (Anova, p=0.1) y nos indicaba que las células con
altos niveles de MAP17 eran mas sensibles al Bortezomib que aquellas con bajos

niveles de MAP17 (Figura 27A). Para confirmar los datos obtenidos decidimos
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sobreexpresar un vector con ADNc de MAP17 en dos de las lineas celulares con bajos
niveles de expresion, las AA y AW (Figura 27B) y calculamos los valores de IC50 a
Bortezomib de esas lineas en comparacion con las lineas celulares que expresaban
solo el vector vacio. Encontramos que al aumentar la expresion de MAP17
incrementaba 2-3 veces la sensibilidad a Bortezomib (Figura 27C).
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Figura 27. Correlacion entre los niveles de MAP17 y sensibilidad a Bortezomib. A) Correlacién entre
los niveles de MAP17 y la sensibilidad a Bortezomib en un panel de 16 lineas celulares de sarcoma. Las
lineas celulares se han dividido en funcion de los niveles de MAP17: Lineas celulares con niveles muy
bajo y apenas detectables de MAP17, (Bajo)= (BP, CE, A673, SAOS2, SKUT-1, HT-1080 and CP0038),
células con niveles bajo pero detectables de MAP17, (Medio)= (AA, AW, BG and BD) y células con niveles
altos de MAP17, (Alto)= (BC, AZ, AX, SW872 and 93T449). El analisis de la correlacion entre los niveles
de ARNm de MAP17 y el IC50 a Bortezomib se realizé6 mediante test de Anova, p=0,1. B) Niveles de
ARNm de MAP17 en lineas celulares que expresaban ectépicamente el ADNc de MAP17 (MAP17) o el
vector vacio (V). La figura muestra los niveles de ARNm de MAP17 realizado en tres experimentos
independientes. C) La curva muestra el IC50 de las lineas celulares expresando ectopicamente el ADNc
de MAP17 (MAP1) o el vector vacio (V). El IC50 se ha calculado como la media + la desviacion estandar
de 4 experimentos independientes realizados en triplicado.

Para confirmar esos resultados, decidimos reducir los niveles de MAP17 en
una de las lineas celulares con niveles enddgenos de MAP17 elevados, la linea AX.

Para ese fin sobreexpresamos un shARN contra MAP17, reduciendo los niveles de
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MAP17 en torno al 50% (Figura 28A), y comprobamos la sensibilidad a Bortezomib
(Figura 28B). Observamos un 50% de reduccion en la sensibilidad al farmaco, en la
linea con el aumento de 2 veces en los niveles de MAP17 (Figura 27C).
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Figura 28. Correlacion entre los niveles de MAP17 y sensibilidad a Bortezomib. A) Niveles de
expresion de ARNm de MAP17 por Q-RT-PCR. Se realizaron tres repeticiones independientes realizadas
por triplicado, de la linea AX que sobreexpresa un shARN de MAP17 (AX shM17) y del control (AX
shscr). B) Curva de IC50 a Bortezomib de la linea AX que sobreexpresa un shARN frente a MAP17 (AX
shM17) en comparacion con el control (AX shscr). Los valores de IC50 se muestran con * la desviacion
estandar resultante de 4 experimentos independientes realizados en triplicado.

23.2 In vivo, los sarcomas que sobreexpresan MAP17 son mas sensibles a
Bortezomib

Para confirmar nuestros resultados decidimaos probar la eficacia de Bortezomib
in vivo. De nuestro panel de PDX de sarcomas seleccionamos 4 modelos en funcion
de sus niveles de expresién de ARNm de MAP17. (Figura 29 A). Para el ensayo in vivo
implantamos 12 ratones por cada modelo PDX y distribuimos aleatoriamente 6 ratones
en el grupo control y 6 ratones en el grupo que recibi6 el tratamiento con Bortezomib.
El tratamiento se suministré durante 4 semanas (5 dias a la semana) con Bortezomib
(1 mg/Kg peso en una solucion de 0.9% de NaCl) o suero fisiolégico en el grupo
control (soluciébn de 09% NaCl). Tras analizar los datos de supervivencia y de
crecimiento de los tumores, encontramos que los PDX que expresaban altos niveles
de MAP17 (S16) respondian eficazmente al tratamiento con Bortezomib (Figura 30).
En esos PDX obteniamos una desaparicion del tumor en el grupo de tumores tratados
y como consecuencia todos los ratones sobrevivian. Por otro lado el modelo S11, con
niveles intermedios de MAP17, respondia parcialmente al tratamiento con Bortezomib

y obteniamos una disminucién en el crecimiento tumoral y una mejora en
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supervivencia del 25% (Figura 30). Sin embargo, los modelos que tenian baja
expresion o que no expresaban MAP17 (S14 y S29) no respondian al tratamiento
(Figura 30).
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Figura 29. Modelos PDX usados para el ensayo in vivo con Bortezomib A) Subtipos histol6gicos de
los modelos PDX del estudio B) Niveles de ARNm de MAP17 de los modelos PDX seleccionados.

En definitiva, nuestros datos in vivo con los modelos PDX de sarcomas,
confirmaban los datos in vitro y nos sugerian que Bortezomib podria considerarse
como posible terapia para los pacientes con sarcomas que al diagnostico presentan
altos niveles de MAP17.

En trabajos previos del laboratorio, con células de cancer de mama habiamos
demostrado que MAP17 previene la activacion de NFkB inducida por Bortezomib,
inhibiendo asi su efecto citoprotector mediado por autofagia [92]. Decidimos entonces
explorar si esos marcadores correlacionaban también con nuestros modelos PDX
antes de recibir el tratamiento con Bortezomib. Por eso decidimos medir en los
modelos PDX utilizados los niveles de NFkB, de su forma activa (fosforilada en el
residuo de Serina 536) y de dos marcadores de autofagia (p62 y LC3B). Pudimos
observar que los modelos PDX que respondian al tratamiento con Bortezomib (S16)
mostraban niveles sensiblemente mas bajos de NFkB activado (medido como p65
fosforilado en la Serina 536) y de autofagia (medido como incremento de p62 y LC3B)
(Figura 31). Los tumores que no respondian (S14 y S29) presentaban niveles mas
altos de NFkB activado y de marcadores de autofagia confirmando asi el papel de
esos factores en la respuesta a Bortezomib (Figura 31). Obtuvimos datos similares con
las lineas celulares AA y AW, en las que la sobreexpresion de MAP17 reducia la
activacion de NFkB y por lo tanto de autofagia (Figura 32). Constatamos, ademas, que

en las lineas celulares de sarcoma, MAP17 prevenia la activacion citoprotectora de

67



NFkB y la autofagia inducida por Bortezomib, asi como se habia descrito en nuestro
trabajo previo con células de cancer de mama (Figura 33) [92]. La inhibicién inducida
por MAP17 de esta ruta citoprotectora podria explicar el incremento de sensibilidad al

farmaco que habiamos encontrado in vivo.
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Figura 30. Efecto de Bortezomib in vivo. En la parte izquierda se muestra el tamafio tumoral + la
desviacién estandar (DS/Vn). La parte derecha muestra los datos de supervivencia de los ratones,
sacrificados cuando el tumor alcanzé 1000 mm?®. Los sarcomas fueron implantados subcutaneamente, y
se trataron cuando el tumor alcanzé un volumen de 20 mm?®. El tratamiento se suministré durante 4
semanas (5 dias a la semana) con Bortezomib (1 mg/Kg peso en una solucion de 0.9% de NacCl) o suero
fisiolégico (09% NaCl). Los ratones fueron monitorizados diariamente y pesados dos veces por semana.
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Figura 31. Niveles de NFkB y autofagia en modelos PDX de. A) Western Blot de NFkB-p65, p.NF-Kb-
p65 (Ser536), LC3B, p62 y a-tubulina en los modelo PDX seleccionados. B) Cuantificacién de los niveles
de NFkB-p65, p.NFkB-p65 (Ser536), p62 y LC3B en relacion a los niveles proteicos de a-tubulina.
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Figura 32. Niveles de NFkB y autofagia en las lineas celulares de sarcoma. A) Western Blot de NFkB-
p65, p.NF-Kb-p65 (Ser536), LC3B, p62 y a-tubulina en las lineas celulares de sarcoma AA y AW,
trasfectadas con el vector vacio o con el ADNc de MAP17. B) Cuantificacion de los niveles de NFkB-p65,
p.NFkB-p65 (Ser536), p62 y LC3B en relacién a los niveles proteicos de a-tubulina.
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Figura 33. Niveles de NFkB y autofagia en modelos PDX de sarcomas y en lineas celulares que
expresan MAP17. A) Western Blot de NFkB-p65, p.NF-Kb-p65 (Ser536), LC3B,p62 y a-tubulina en las
lineas celulares de sarcoma AA y AW, transfectada con el vector vacio, o con el ADNc de MAP17 en
respuesta a concentraciones crecientes de Bortezomib. B) Cuantificacion de los niveles de NFkB-p65,
p-NFkB-p65 (Ser536), p62 y LC3B en relacion a los niveles proteicos de a-tubulina.
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24. Efecto citotdéxico de Oxaliplatino en un panel de lineas de cancer

colorrectal

Uno de los objetivos de ese trabajo era buscar marcadores para identificar
pacientes con cancer colorrectal que pudieran responder al tratamiento con
Oxaliplatino. Datos previos del laboratorio sugerian que altos niveles de p-SRC
podrian definir la resistencia o sensibilidad a Oxaliplatino. Por esta razoén, lo primero
que hicimos fue usar un panel de 8 lineas celulares de carcinoma colorrectal que
fueron caracterizadas por la presencia de mutaciones con importante relevancia
clinica, como KRAS-BRAF y PI3K (Tabla 13).

Tablal3. Estado mutacional de las lineas celulares de cancer colorrectal del estudio

Linea Mutaciones Mutacion

celular KRAS BRAF V600E Mutaciones PI3K
COLO 205 Wild type Mutada Wild type
HT29 Wild type Mutada Wild type
LS174T G12D wild type p.H1047R
LS180 G12D Wild type p.H1047R
LOVO G13D Mutada p.H1047R

T84 G13D wild type p.E542K/ p.H1047R
Sw480 Glz2v Wild type Wild type
SW48 Wild type Wild type Wild type

Caracterizamos en las 8 lineas celulares los niveles de SRC activado
(fosforilacién en el residuo de tirosina 418, p-SRC) y buscamos una correlacién con su
efectores en la misma cascada, p-P42/44 MAPK. Observamos que 4 lineas celulares,
COLO 205, HT29, LS174T y LS180 presentaban SRC en un estado activado (p-SRC),
mientras las demas lineas celulares, LOVO, SW48, SW480 y T84 no presentaban
SRC en su forma activa (Figura 34). Observamos también que los altos niveles de p-
SRC correlacionaban con un incremento en los niveles de SRC total y con P42/44
MAPK en su forma activa (p-P42/44 MAPK). Constatamos ademas que la activacion
de p-P42/44 MAPK correlacionaba con los niveles de p-SRC pero no con el estado
mutacional de KRAS, BRAF y PI3K (Tablal3 y Figura 34).

Con el fin de observar si existia alguna correlacion entre los niveles de p-SRC y
la sensibilidad a Oxaliplatino, tratamos las 8 lineas de cancer colorrectal con diferentes
concentraciones de Oxaliplatino y procedimos a analizar los valores de IC50
obtenidos. Los valores de IC50 oscilaban entre 1 y mayores que 100uM, como en el
caso de la HT29 y LS180 (Tabla 14). Observamos ademas que dichos valores de IC50

correlacionaban, en general, con los niveles de SRC activado (p-SRC), de forma que
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las lineas celulares con altos niveles de SRC activado mostraban resistencia a
Oxaliplatino, salvo la linea COLO 205 que no mostraba quimioresistencia a pesar de
los altos niveles de p-SRC (Tabla 14). Vimos también que los valores de IC50 estaban
influenciados por los niveles de P42/P44 MAPK fosforilado, aunque el ndmero de

lineas celulares analizadas era pequefio para sacar una conclusion robusta.
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Figura 34. Caracterizacion de los niveles proteicos de las lineas celulares de cancer colorrectal
usadas en ese estudio. A) Niveles proteicos de p-SRC, SRC, p-P42/p44 MAPK y P42/p44 MAPK en las
lineas celulares de cancer colorrectal B) Efecto citotdxico de Oxaliplatino en correlacidn con los niveles de
SRC activado (p-SRC). Los valores de IC50 estan separados en 2 diferentes grupos en funcién de los
niveles de p-SRC. C) Cuantificacién de los western blot. La cuantificacion se realizé en relacion a la
expresion de la a-TUBULINA.
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Tabla 14. Quimiosensibilidad a Oxalipatino de las lineas celulares de cancer colorrectal

Linea celular 1C50 (uM)
Oxaliplatino
SW48 1.47+04
SW 480 550+1.6
LoVo 8.29+44
T84 82014
COLO-205 6.43+1.2
LS174-T 2924
HT29 100+ 2.1
LS180 616 £ 6.2

25. Efecto de la sobreexpresiéon de p-SRC
25.1. La sobreexpresion de p-SRC en lineas celulares de carcinoma colorrectal
induce quimioresistencia a Oxaliplatino

A pesar de haber examinado un numero limitado de lineas celulares,
decidimos sobreexpresar constitutivamente SRC para estudiar la relacién funcional
entre los niveles de p-SRC vy la respuesta a Oxaliplatino (Figura 27). Elegimos dos de
las lineas de carcinoma colorrectales, la T84 y la SW480, que presentaban bajo
niveles de expresion de la proteina. Tras la transfeccion comprobamos los niveles de
p-SRC y de su efector MAPK en las lineas transfectadas (Figura 35A). Observamos
gue la sobreexpresion de SRC llevaba a la activacion de p-SRC en estas lineas
celulares, con la consiguiente activacion de MAPK (Figura 35A). Ademas constatamos
gue la inhibicién farmacoldgica de p-SRC con un inhibidor especifico, PP2 [118, 119],
reducia la activacion de MAPK en estas lineas celulares (Figura 35B). Los resultados
obtenidos confirmaban que la activacion de MAPK en las lineas celulares de cancer
colorrectal es mas dependiente de los niveles de p-SRC que del estado mutacional de
BRAF, KRAS o PI3K.

Para comprender mejor el efecto de la activacion de SRC en la sensibilidad a
Oxaliplatino, tratamos las lineas celulares transfectadas con el farmaco. El andlisis de
los valores de IC50 confirmaba nuestros resultados previos, observando que las lineas
celulares que sobreexpresaban ectépicamente p-SRC mostraban valores de IC50 dos
veces mas altos que las lineas celulares parentales que expresaban el vector vacio
(Tabla 15).

Realizamos también un ensayo con el farmaco PP2 y con PP2 mas

Oxaliplatino para ver si la inhibicién de p-SRC surtia algun efecto en la sensibilidad de
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las lineas transfectadas. Observamos que la quimioresitencia a Oxaliplatino se revertia
inhibiendo p-SRC a través de su inhibidor PP2 (Tabla 15).
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Figura 35. A) Valoracion de los niveles proteicos de p-SRC, SRC p-P42/p44 MAPK y P42/p44 MAPK en
las lineas celulares parentales T84, SW480 y HT29, con niveles endégenos normales de SRC y en dos
lineas transfectadas con ADNc de SRC (T84SRC y SW480SRC) B) Valoracion de los niveles proteicos de
p-SRC, SRC p-P42/p44 MAPK y P42/p44 MAPK en las lineas celulares parentales T84, SW480 y HT29
con niveles enddgenos normales de SRC y en las lineas transfectadas con ADNc de SRC (T84 SRC y
SW480 SRC) en presencia (+) y en ausencia (-) de PP2 un inhibidor especifico de la actividad de SRC.

Tabla 15. Representacion esquematica de los valores de IC50 de PP2, Oxaliplatino y de la combinacién
de los dos farmacos en las lineas parentales, T84 Y SW480 y transfectadas con el plasmido
sobrexpresando SRC. En el subgrupo de tratamiento que recibian Oxaliplatino mas PP2 los valores de
IC50 se calculaban a una concentracion constante de PP2 de 10uM.

IC50 (uM)
Linea celular Mut RAS/RAF PP2 Oxaliplatino Oxaliplatino + PP2
SW480 G12V (KRAS) 14.85+3.8 550+1.6 1.23+13
Sw480 SRC G12V (KRAS) 16.67 £ 6.8 10.44 £ 2.3 3.29+1.0
T84 Wwild Type 11.53+3.2 8.20+14 1.80+2.2
T84 SRC Wwild Type 11.64 £5.2 147521 6.39+1.7
HT-29 V600E (BRAF) 7.98 £9.93 100+ 2.1 89711

Ya que los tumores colorrectales suelen también tratarse con 5-FU (30),
decidimos explorar in vitro como p-SRC podria ser de relevante en la respuesta a ese
compuesto. Por lo tanto tratamos las mismas lineas celulares con 5-FU y calculamos
los valores IC50. En este caso no encontramos ninguna correlacion entre la respuesta
a 5-FU y los niveles de p-SRC (Tabla 16), de hecho la inhibicién de p-SRC con PP2 no
sensibilizaba las células al tratamiento con 5-FU (Tabla  16).
Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la quimioresistencia inducida por p-SRC es

especifica a Oxaliplatino.
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Tabla 16. Valores de IC50 a 5-FU de las lineas de adenocarcinoma colorrectal. Representacion
esquematica de los valores de IC50 de PP2 y de 5-FU del panel de 8 lineas celulares de cancer
colorrectal. En el subgrupo de tratamiento que recibia 5-FU mas PP2 los valores de IC50 se calculaban a
una concentracion constante de PP2 de 10uM.

IC50 (uM)
Lineas celulares 5-FU PP2 5-FU + PP2
Sw48 16.1+£3.2 14.78 £ 3.6 16.4
SW480 21.5+34 18.75+3.2 17.3+2.4
SW480 SRC 251+2.1 15.58 £ 4.7 12+4.1
LoVo 1723 14.21 £ 3.3 185+ 3.6
T84 19.3+4.6 13.42+238 9.8 +4.3
T84 SRC 12.7+4.1 13.78 £3.5 7337
COLO-205 89x1.6 12.88+£3.4 9.2+24
LS174 2742 +3.6 18.61+4.2 234748
HT-29 23.9+45 10.23+ 4.5 8.7+23
LS180 3.69+17 16.41 £5.7 45+26

26. Generacion y caracterizaciéon de modelos PDX de metastasis hepética
de cancer colorrectal

Con el fin de establecer una plataforma in vivo para ensayar nuevos farmacos
en las metastasis hepaticas colorrectales, implantamos 46 muestras tumorales
procedentes de pacientes intervenidos de metastasis hepética de cancer colorrectal.

De los 46 tumores implantados, 20 de ellos crecieron, con una eficacia de
crecimiento del 42.5% (tabla 17). Dichas muestras han sido reimplantadas
nuevamente siguiendo el mismo protocolo de la muestra primaria. En todos los casos

pudimos observar el crecimiento del xenoinjerto en el higado (Figura 36).

Figura 36. Xenoinjerto creciendo en el higado del raton. Representacion de 3 ejemplos de metastasis
hepatica colorrectal creciendo ortotépicamente en el higado de ratén.

Establecimos una colaboracion para hacer un seguimiento eventual mediante
PET de la masa tumoral implantada. La figura 37 muestra una comparativa del higado

de un raton operado, pero no implantado (control) con un ratén implantado
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(implantado) tras 2 meses de la operacion. La flecha muestra la localizacion del tumor

implantado (o lugar de la operacion).

control

implantado

Figura 37. Analisis comparativo por Micro PET de la captacion de 6 Fluor-deoxi-glucosa (FDG). Las
flechas indican la localizacién del implante ortotépico. Control=Raton operado pero no implantado.
Implantado=Rat6n con implante ortotépico en higado.

26.1. Los modelos ortotopicos muestran caracteristicas morfolégicas vy
fenotipicas comparables ala de los tumores humanos de origen

Se realizaron bloques de tejido fijado en parafina de los tumores primarios y de
los tumores hepéticos que habian crecido, para compararlos. Cortes de tejidos de
0.3um se tifleron con hematoxilina eosina y se analizaron por microscopia.
Observamos que los tumores generados en el animal exhibian caracteristicas
morfoldgicas y fenotipicas similares a los tumores primarios humanos (Figura 38).

Comparamos ademas mas muestras de cada tumor y de diferentes pases (F1-
F2), para lograr una adecuada representacion de la heterogeneidad tumoral y
observamos que el fenotipo tumoral se mantenia invariable también en el segundo
pase en el animal. Valoramos también la expresién por inmunohistoquimica de la
citoqueratina 20, una citoqueratina de bajo peso molecular que generalmente se
expresa en el epitelio gastrointestinal. La presencia de citoqueratina 20 en los tumores
murinos nos confirmaba el origen colorrectal del tumor (Figura 39). Observamos
también que el xenoinjerto generado tenia un crecimiento delimitado y no se detectaba

invasion del parénquima hepético del ratén (Figura 40).
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Humano

Ratén

Figura 38. Representacién de imagenes histoldgicas tefiidas con hematoxilina-eosina: Se muestran
tres imagenes histologicas de tres tumores humanos (A, B, C) y abajo los correspondientes tumores
creciendo en el raton.

Humano

Raton

Figura 39. Representacion de imagenes histolégicas tefiidas con citoqueratina 20 del tumor
primario y de los correspondientes xenoinjertos: En la parte de arriba se muestran tres imagenes
histologicas de tres tumores humanos (A-B-C), y abajo los correspondiente engraft en el raton.

Figura 40. Representacion de imagenes histolégicas de los xenoinjertos. Se muestran dos imagenes
histolégicas de tumores creciendo en el higado del ratén. Se observa como el tumor no infiltra el
parénquima hepatico. T = Tumor, H= Higado de raton
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26.2. Los modelos ortotépicos muestran las mismas caracteristicas genéticas
que los tumores originales de los que derivan

Con el fin de averiguar el grado de similitud entre los xenoinjertos y los tumores
de origen humano, decidimos realizar un estudio mutacional de varios genes con
implicaciones importantes en la clinica del cancer. Por eso estudiamos en esas
muestras varias mutaciones a cargo de los genes KRAS, BRAF, PI3K y PDGFRf
(Tabla 17). Incluimos PDGFRp ya que habiamos encontrado un SNP en una serie
propia y pensabamos que podia tener relaciéon con la sensibilidad a los tratamientos
Pudimos observar un alto grado de correspondencia entre los xenoinjertos generados
y los tumores humanos. Solo en dos casos (marcados en rojo en la tabla 17), uno en
tumor humano y el otro en xenoinjertos de ratdn encontramos una mutacién presente
en solo uno de ellos. Ese hecho probablemente ha ocurrido por la alta heterogeneidad
tumoral, responsable de que hayamos realizado el estudio mutacional con parte de la
biopsia humana sin la mutacién, implantando en el ratéon la parte del tumor que

presentaba la mutacion, o viceversa.

TUMORES HUMANOS MODELOS PDX
| || 1
Mut. Mut. BRAF PDGFRBEx.19 Mut.  Mut. BRAF  PDGFRB Ex.19
Kras  PI3K  V60OE Kras PI3K  V60OE

N3 | owr | owr | owr wT wr | owr | owr wT

NS | owr | owr | owr wT wr | owr | owr wWT

N9 |Gias | wr | wr c2601A>6 | Gi2s | wr | wr 2601 A>G
N.10 [ Grc | wr | mut c258740T>A | G12c | wr | mut | c2s8740m>A

¢.2601 A>G (GG) ¢.2601 A>G (GG)

N2 | cio | wr | wr wT gin | wr | wr wT
N3l owr | owr | owr wT cin| wr | wr WT
Ne | owr | owr | owr WT wr | owr | owr wWT
N.18 | c12c | Esask | wr c2601A>G | G12c | Es4sk | wT 2601 A>G
N2t | owr [ owr | owr wT wr | owr | owr wT
N22[Gio | wr | wr wT G1o | wr | wr wT
N.2s | ciop| wr | wr wT wr | owr | owr wT
N3a | wr [ owr | wr wT wr | owr | owr wT
N3s | owr [ owr | wr wT wr | owr | owr wT
N.36 | wr | Esaok | wr c2601A>G | WT | Esazx | wr ¢.2601 A>G
N.37 [ Gis | wr | wr wT cgizs | wr | wr wT
Na2| wr | owr | owr wT wr | owr | owr wT
Nas | wr [ owr | wr wT wr | owr | owr wT
N.gs | crov | wr | wr c2601A>G | Grov| wr | wr wi
Nas | wr | wr | wr WT wr | owr | owr wT

Tabla 17. Lista de mutaciones de los tumores primarios y de los correspondiente modelos PDX. En
la parte izquierda de la tabla se representan los tumores humanos y el correspondiente perfil mutacional,
el parte derecha la lista correspondiente de modelos PDX generados con su perfil mutacional.
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Realizamos también el estudio de inestabilidad de microsatélites (MSI). En la
clinica, los datos de inestabilidad de microsatélites se usan sobre todo en estadio 2, en
ese estadio los pacientes con inestabilidad de microsatélites parecen tener mejor
pronostico y menor sensibilidad a las fluoropirimidinas [120, 121]. También en ese
caso observamos una concordancia entre los tumores primarios y los
correspondientes xenoinjertos, no mostrando inestabilidad de microsatélites (MSI) en
ninguno de los casos analizados (Figura 41).
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Figura 41. Analisis de inestabilidad de microsatélites (MSI). Se muestra en la parte de arriba el
patréon alélico de una muestra de tejido no tumoral de paciente (TEJIDO NORMAL), al centro una
muestra tumoral del mismo paciente y abajo el PDX correspondiente. La ausencia de nuevos alelos en
el tejido tumoral frente al tejido normal indica la ausencia de inestabilidad de microsatélites (MSI). La
ausencia de nuevos alelos en el modelo PDX indica que el patrén alélico se ha mantenido invariable en
el tumor generado en el raton.

26.3. Niveles de p-SRC en los modelos PDX de metéstasis hepaticas de cancer
colorrectal

Habiamos observado en los ensayos con las lineas celulares colorrectales que
los niveles proteicos de p-SRC determinaban la sensibilidad a Oxalipaltino, de forma
qgue las lineas con alto nivel de p-SRC mostraban mayor sensibilidad al farmaco.

Habiamos también explorado como la inhibiciéon de p-SRC parecia no ser relevante en
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la respuesta a 5FU. Decidimos entonces trasladar esos resultados a los ensayos in
vivo. A tal fin, medimos los niveles proteicos de SRC total, de su forma activa
fosforilada en la tirosina 418 (p-SRC), de P42/44 MAPK y de su forma activa
fosforilada (p-P42/44 MAPK) en los PDX generados (Figura 42).

A

/ / / /S
p-SRC e - T bl 1
SRC T D . g e e ey w—————— S— ——

- - =
p-P42iaaMAPK " . s B RN L LU nm e L -
pa2aamMAPK SR TZLL o I E s

B-ACTINA TS~ ———— e > — ~ em——

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 B3
w (3} 0 - - - - - N N N W W

B © N ®W o o =2 N o a o
KRAS WT WIT M M M WITWT M WTIMm M M M
PI3K WT WT WT WT WT WT WT M WT WT WT WT M
BRAF WT WT WT M WT WT WT WT WT WT WT WT WT
PDGFRg WT WT M M WT WT WT M WT WT WT WT M
MsI NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO

Figura 42. A) Niveles proteicos en los modelos PDX. Se muestran los niveles proteicos de SRC total
(SRC) de su forma activada p-SRC (fosforilada en la tirosina 418), de p-P42/44 MAPK, de P42/44 MAPK
y del control de carga B-ACTINA. B) Estado mutacional de los modelos PDX. Representacion
esquemética del estado mutacional de KRAS, BRAF, PI3K y PDGFRB. M=mutado, WT=wild type. La
figura muestra también el analisis de inestabilidad de microsatélites (MSI).

27. Efecto in vivo de la inhibicion de p-SRC en la metastasis
colorrectales

Seleccionamos 4 modelos PDX (Figura 42, marcados con flechas) en funcion
de los niveles de expresion de p-SRC. 2 de los modelos tenian bajo niveles de p-SRC
(C13-C18) y los otros 2 tenian altos niveles de p-SRC (C35-C36). Uno de los modelos
PDX con bajos niveles de p-SRC, no presentaba ninguna mutacion en KRAS, RAF,
PISK y PDGFRB y no presentaba inestabilidad de microsatélites (Figura 42), sin
embargo el modelo C18, también con bajos niveles de p-SRC, presentaba mutaciones
en KRAS y PI3K mientras no la tenia en BRAF ni presentaba inestabilidad de

microsatélites. Por otro lado los 2 modelos con altos niveles de p-SRC, el C35y el C36
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presentaban mutacion en KRAS, pero no en BRAF. El modelo C36 también mostraba
una mutacién activante en PI3K.

Para corroborar la relacion niveles de p-SRC y sensibilidad a Oxaliplatino,
usamos un inhibidor de p-SRC, el Dasatinib. Dasatinib es un inhibidor relativamente
especifico de la quinasa BCR-ABL y de las quinasas de la familia SRC junto con otras
quinasas oncogénicas especificas, incluyendo c-KIT, los receptores quinasa de la
efrinas (EPH) y el receptor de PDGFB. Se utiliza en el tratamiento de adultos con
leucemia mieloide crénica y en pacientes con leucemia linfoblastica aguda con
cromosoma filadelfia positivo (Ph+) y crisis blastica linfoide procedente de una

leucemia mieloide crénica.

Para el ensayo in vivo implantamos ortotopicamente en el higado de raton los 4
modelos PDX de metastasis hepética colorrectal seleccionados. Se implantaron 24
ratones que aleatoriamente se distribuyeron en 6 ratones por cada grupo; control (qQue
recibieron solo suero fisiolégico), tratados con Oxaliplatino, tratados con Dasatinib o
que recibieron la combinacién de ambos tratamientos (Dasatinib mas Oxaliplatino).
Tras 15 dias, necesarios para asegurarnos el correcto injerto de los tumores
implantados, un ratén de cada cohorte se sacrificO para examinar el crecimiento del
tumor (Figura 44A). Un dia después del ultimo dia de tratamiento, sacrificamos un
raton de cada grupo de tratamiento y de cada modelo PDX implantado y analizamos
un corte del tejido para valorar la expresion de p-SRC. Encontramos un claro efecto en

la inhibicion de p-SRC en el higado de los ratones tratados con Dasatinib (Figura 44B).

Para explorar el efecto de los diferentes tratamientos, los ratones fueron
tratados durante 4 semanas. Seguimos la evolucion de todos los animales implantados
hasta el sacrificio por razones humanitarias. En ese momento los sacrificamos y
realizamos la necropsia, anotando la fecha de sacrificio y todas las alteraciones
macroscoépicas observadas. En todos los casos observamos crecimiento del tumor
delimitado en el lugar del implante, y s6lo en muy pocos casos pudimos observar
crecimiento en otra localizacion, como estomago o peritoneo, debido probablemente a
gue una parte del tumor implantado habia salido del lugar del implante mas que a una
real capacidad metastasica del tumor. En el andlisis de supervivencia observamos
gue no habia una diferencia significativa entre los ratones no tratados y los ratones
tratados solo con Dasatinib u Oxaliplatino, independientemente de los niveles de

expresion de p-SRC.
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Figura 44. Implante ortotépico de metastasis colorrectal humana creciendo en higado de ratén al
principio del tratamiento. Las 4 metastasis hepéticas colorrectales se implantaron ortotépicamente en
el higado de raton y se dejaron crecer 15 dias. Tras ese tiempo sacrificamos un raton de cada cohorte
para examinar el crecimiento del tumor. A) La figura muestra una representacion macroscopica por
inmunohistoquimica del tumor creciendo (lineas) y el mismo tumor creciendo en higado. B) Valoracion
por inmunohistoquimica de la expresion de p-SRC (fosforilacién en la tirosina 418) en los varios
subgrupos de tratamiento (Control, Dasatinib, Oxaliplatino y Oxaliplatino+Dasatinib).

Sin embargo, observamos una clara y estadisticamente significativa mejoria en
la supervivencia de los ratones con alto niveles de p-SRC tratados con la combinacion
de Dasatinib mas Oxaliplatino. Ademas en algunos casos, como el C35 y C36,
observdabamos una remisién total de la enfermedad tumoral, (Figura 45A). Esta
mejoria en supervivencia no se observaba en los ratones con bajos niveles de p-SRC.
El analisis del tamafio tumoral al final del experimento ponia en evidencia un volumen
tumoral similar, aunque heterogéneo, sugiriendo que la supervivencia era determinada
por el volumen tumoral. (Figura 46). Ademas comprobamos que el aumento de
eficacia al tratamiento con Oxaliplatino inducido por la co-suministracion de Dasatinib,
observados en los ratones con metastasis hepatica colorrectal, era especifico para el
Oxaliplatino. Realizando el mismo experimento con 5FU, otro compuesto en uso en
estadios avanzado de cancer colorrectal, no observamos una mejoria en supervivencia
entre los ratones que habian recibido 5FU y los que habian recibido la combinacién
de los dos tratamientos, 5-FU mas Dasatinib (Figura 45B).
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Figura 45. Curvas de supervivencia de la cohorte de ratones tratados. A) Cohorte de ratones
tratados: Control (rojo), Oxaliplatino (azul), Dasatinib (verde) Dasatinib + Oxaliplatino (negro). (B)
Cohorte de ratones tratados: Control (rojo), 5FU (azul), Dasatinib (verde) Dasatinib + 5FU (negro). La

barra gris vertical indica el tiempo de tratamiento.
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Figura 46. Representacion del tamafio tumoral al final del experimento. Se representa volumen
tumoral medio de los subgrupos de tratamiento. Cada punto representa el volumen tumoral de un raton.
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28. Discusion

A pesar de todos los esfuerzos en la caracterizacion molecular de los multiples
tipos de tumores, y del desarrollo de terapias cada vez més dirigidas a una diana
especifica, aun se necesitan mas avances en el tratamiento del cancer. Parte de esos
avances deberian centrarse en el descubrimiento de nuevos agentes antineoplasicos y
en la identificacion de biomarcadores que sean realmente predictivos de respuesta.
Todo ello requiere una plataforma preclinica que reproduzca lo méas posible la
heterogeneidad tumoral y en la cual el ensayo de farmacos pueda ser realmente
predictivo de la actividad esperada en humanos. Por esa razén nuestros primeros
esfuerzos se han centrado en la realizacion de plataformas tumorales (modelos PDX),
obtenidas a través de la implantacion de las biopsias humanas en ratones desnudos, y
en asegurarnos que los modelos generados mantuviesen las mismas caracteristicas
fenotipicas, morfoldgicas y genéticas de los tumores de origen. Los modelos PDX (de
sarcomas y de metastasis hepaticas colorrectales) establecidos durante el periodo de
tesis han sido caracterizados fenotipicamente y genéticamente para confirmar la
similitud al tumor humano de origen. Los andlisis de inmunohistoquimica, los analisis
mutacionales y el analisis del perfil transcriptémico han demostrado que los modelos
PDX generados son practicamente idénticos al tumor primario de origen,
confirmandose asi como una herramienta idonea para el fin propuesto al principio del

trabajo.

28.1. La eficacia de la inhibicién de CDK4 en sarcoma depende de los niveles de
ARNm de CDK4vy pl6

Los inhibidores de CDK4 muestran actividad in vitro frente a una gran variedad
de canceres y actividad antitumoral en pacientes con cancer de mama, o lineas
celulares de linfomas, sarcomas y otros tumores [68, 122-124]. Actualmente se estan
produciendo muchos esfuerzos para identificar biomarcadores de respuesta a
tratamientos y para lograr entender los mecanismos que estan detras de la resistencia
a los inhibidores de CDK4 [68, 123]. Estudiamos el efecto de la inhibicion de CDK4 en
sarcomas, un tipo tumoral con limitadas opciones terapéuticas, examinando el efecto
de un inhibidor de CDK4, el Palbociclib, en un panel de lineas celulares de sarcomas y
en nuestros modelos PDX. Observamos que el tratamiento de esos sarcomas con
Palbociclib correlacionaba con los niveles de ARNm de CDK4 y de p16, de forma que
los tumores que expresan altos niveles de ARNm de CDK4 medio/bajos de p16, y no
los que expresan bajos niveles de ARNm de CDK4 y altos de pl16, respondian al

tratamiento.
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Por otro lado observamos que CDK4-R24C, un mutante presente en los
tumores humanos que no es inhibido por los miembros de la familia de INK4 (p15, p16,
p18, pl19), resultaba mas resistente al tratamiento. Los mecanismos que estan detras
de este resultado no son del todo claros. Palbociclib se une al complejo CICLINA-
CDK4/6 [125, 126]. Es posible que la mutacion en R24C de CDK4 altere la
conformacion del dominio de enlace para el ATP determinando una disminucién de la
afinidad de Palbociclib por el mutante de CDK4. Creemos que son necesarios
estudios cristalogréficos que analicen la union entre el compuesto y el mutante o el WT

para sacar una conclusiéon correcta.

Ha sido descrito en la literatura que la eficacia en la inhibicibn de CDK4
requiere que el tumor exprese un pRb que funcione [63, 127]. La pérdida de pRb
determina que la proliferaciéon celular sea independiente de CDK4/6 y determina por
tanto un mecanismo de resistencia a los inhibidores de CDK4/6. Por otro lado han sido
descritos que algunas lineas celulares que expresan una funcion normal de pRb,
resultan resistentes a la inhibicion de CDK/6, indicando por lo tanto que existen otros
mecanismos de escape [68, 128]. En este sentido el aumento de los niveles de pl6
podria servir como un marcador de deficiencia en pRb [128, 129]. Nuestros estudios in
vivo han sugerido que el alto nivel de pl6 es un marcador de peor respuesta a
Palbociclib, incluso en presencia de pRb activo, como se ha demostrado por las
diferentes fosforilaciones (Figura 22). Hemos encontrado un claro patron de respuesta
a los inhibidores de CDK4. Encontramos que los 2 sarcomas que expresaban altos
niveles de CDK4 (S11 y S16) respondian al tratamiento, mientras los dos que
expresaban altos niveles de p16 y niveles normales de CDK4 (S23 Y S27) mostraban
poca respuesta al tratamiento. Sin embargo, entre los tumores con niveles normales
de CDKA4, pero bajo de p16, observamos una cierta heterogeneidad, con uno de ellos
gque parecia responder al tratamiento (MPNST-S14), mientras el otro no
(Leiomiosarcoma-S29). Al mismo tiempo esos dos tumores mostraban niveles de KI67
diferentes, de forma que la respuesta de esos tumores no resulté facil de analizar. Es
posible que los leiomiosarcomas en general, 0 ese tumor en particular, sean
refractarios al tratamiento con Palbociclib in vivo. Es también posible que bajo algunas
condiciones moleculares (niveles normales de CDK4, medio/bajos de CICLINA y bajos
de p16) la respuesta sea peor que en la condicion de total ausencia de p16.

Ademas, aunque no observamos una correlacion con el tejido de origen en las
lineas celulares, constatamos que los 2 tumores que respondian eran ambos
mixofibrosarcomas y los 2 que claramente no respondian eran sarcomas pleomorficos,

sugiriendo una posible correlacion entre la respuesta y el subtipo histolégico del tumor.
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Para confirmar esa hipotesis se necesitarian mas experimentos en una cohorte
méas amplia de esos tumores. En linea con los resultados obtenidos con el tumor S14
(MPNST), merece la pena mencionar que esos tumores son sensibles a Sorafenib,
probablemente debido a la inhibicién de MEK y ERK, la supresion de CICLINA D1, y la
hipofosforilacién de pRb en el sitio especifico para CDK4 que conlleva al paro del ciclo
celular [130]. Esta evidencia sugiere que Sorafenib, inhibiendo la ruta de MAPK,
inhibiria CDK4 indicando que Palbociclib podria servir como nueva herramienta
terapéutica en los MPNST.

Buscando posibles mecanismos de resistencia analizamos los niveles proteicos
de p16, de pRb y de varias proteinas con implicacion en el ciclo celular y observamos
que, en las lineas celulares, no habia ninguna correlacion entre la respuesta al
farmaco y la expresiéon de pl6 (Figura 9), ademas detectdbamos pRb en todos los
tumores (Figura 20 y 22). Por otro lado no observdbamos un claro incremento de pRb
ni de p16 en los tumores que volvian a crecer tras el tratamiento, indicando que existia
otro mecanismo de resistencia. Fue interesante encontrar un aumento de expresion de
p21 en los tumores tratados frente a los tumores no tratados (Figura 22). No sabemos
si este incremento ha contribuido a parar el ciclo celular ralentizando el crecimiento del
tumor o si solamente ha acompafiado el recrecimiento del tumor

Es posible que Palbociclib pueda ser aplicado a diferentes subtipos histolégicos
de sarcomas, especialmente a los que expresan altos niveles de CDK4 y bajos niveles
de pl6. Datos similares han sido reportados recientemente para el
dermatofibrosarcoma protuberans [75], ademas un incremento de actividad de CDK4
debido a una mutacién activadora, a amplificacion génica, o a la inhibiciéon de los
sefiales de inhibicion de CDK4 a través del silenciamiento de p16 han sido sugeridos
como eventos causantes la iniciacion y promocién tumoral. De hecho, la amplificacion
de CDK4 ha sido descrita en sarcomas, glioblastomas y cancer de mama [131, 132],
mientras que la activacion de CDK4 por mutacién ha sido reportada en melanoma
[133].

La presencia de mutaciones activadoras en CDK4 han sido menos
frecuentemente asociadas en tumores que la amplificacion de CDK4. Nuestros datos
sugieren que los sarcomas que presentan mutaciones activadoras no son candidatos
para el tratamiento con Palbociclib. A dia de hoy no se ha descrito de forma fehaciente
como las alteraciones en CDK4 pueden predecir la respuesta a los inhibidores de
CDK4, y queda por aclarar la asociacion entre aumento de actividad de CDK4 y la
sensibilidad al farmaco. Por otro lado la pérdida de pl6 ha sido consistentemente
asociada a la sensibilidad al tratamiento con esos inhibidores. Estudios preclinicos en

liposarcomas han sugerido que la amplificacion de CDK4 puede predecir un aumento
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de respuesta a los inhibidores de CDK4 [71, 72, 134], sin embargo en glioblastomas y
melanomas, la amplificacion o sobreexpresion de CDK4 ha sido asociada a resistencia
al tratamiento o no ha mostrado ninguna asociacion [135]. Nuestros datos han
evidenciado una correlacion directa entre los niveles de ARNm de CDK4 y la
respuesta a los inhibidores de CDK4. Hay que remarcar que los inhibidores de CDK4
no deberian mostrar eficacia en tumores en los que falta Rb activa o que muestran
sobreexpresion de pl6. Para dar fuerza a los datos que hemos obtenidos hay que
destacar un ensayo clinico de fase Il en pacientes con liposarcomas, que ha
demostrado que el tratamiento con Palbociclib se asociaba a una mejoria en
supervivencia libre de progresion en tumores que expresaban pRb y tenian una
amplificacién de CDK4 [136].

En resumen, nuestros datos apoyan la eficacia de los inhibidores de CDK4 en
los sarcomas que muestren una sobreexpresion de ARNm de CDK4 y bajos niveles de
ARNmM de pl16 son predictivos de poca eficacia con Palbociclib. Por otro lado, hemos
mostrado que los tumores que presentan la mutacién activadora CDK4-R24C son mas
resistentes a Palbociclib, pero podrian ser candidatos al tratamiento con otros
inhibidores de CDK4, con otro mecanismo de accion. En definitiva nuestros datos dan
fuerza a los datos publicados previamente en la idoneidad de la inhibicion de CDK4
para los tumores ciclo celular dependientes y apoyan el uso de nuevos ensayos
clinicos dirigidos para otros tipos de sarcomas.

Hay que destacar que este trabajo ha dado lugar al ensayo clinico de fase |l
multicéntrico de “Palbociclib en segunda linea de sarcomas avanzados con
sobreexpresion CDK4” (GEIS-51 -Numero EudraCT: 2016-004039-19).

28.2. Eficacia del tratamiento con Bortezomib en sarcomas con altos niveles de
MAP17 (PDZK1IP1)

MAP17 es una proteina sobreexpresada en gran parte de los tumores en
estadios avanzados (estadio Il y Ill), y no expresada en tejidos normales o en tumores
en estadios tempranos. MAP17 puede ser considerada un biomarcador independiente
de malignidad. En nuestro laboratorio habiamos mostrado previamente que la
sobreexpresion de MAP17 correlacionaba con el estadio tumoral en tumores de
ovarios, de cérvix, de laringe y prostata [80, 86]. Ademds, que las células de
carcinoma mamario, pero no las células epiteliales normales, que expresan MAP17,

mostraban un incremento en la capacidad tumorigenica caracterizada por un aumento
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en la capacidad de proliferacion [86]. El aumento en las propiedades proliferativas
inducidas por MAP17 esta asociado a un aumento de los niveles de especies reactivas
de oxigeno (ROS), y el tratamiento de las células que sobreexpresan MAP17 con
antioxidantes conlleva a una reduccién de su capacidad tumorigenica [80]. Ademas
mostramos previamente que la inhibicion de ROS con tratamientos antioxidantes
inhibia también el efecto de MAP17 en la activacion de NFkB y autofagia, restaurando
asi la resistencia a Bortezomib e indicando que las especies reactivas de oxigeno
estan involucradas en ese proceso [92].

Establecido asi el papel de MAP17 en cancer y habiendo observado que su
sobreexpresion correlacionaba con alto grado tumoral y poca diferenciacion en varios
tipos de canceres, hipopetizamos que terapias que puedan contrarrestar el efecto
inducido por MAP17 podrian conducir a una aplicacién prometedora en el tratamiento
de los sarcomas con mal prondstico. En principio analizamos la expresion de MAP17
en sarcomas humanos y observamos que un 40% de ellos tenian alta expresion,
ademas estos pacientes presentaban peor pronéstico independientemente del subtipo
histologico. (Figura 26). Observamos ademas que las lineas celulares de sarcoma y
los modelos PDX in vivo con altos niveles de MAP17 respondian a Bortezomib (Figura
27A y 30), un inhibidor del proteosoma que ha sido ya aprobado para el tratamiento de
mieloma multiple y linfomas de células del manto [137, 138].

Ya que en trabajos previos habiamos observado que MAP17 determinaba la
sensibilidad a Bortezomib en células de tumores de mama, inhibiendo el efecto
citoprotector mediado por la activacion de NFkB y la autofagia, hipotetizamos que altos
niveles de MAP17 podrian ser usados para seleccionar pacientes con sarcomas para
los que ese tratamiento no esta indicado. Encontramos que MAP17 incrementaba la
sensibilidad en sarcoma y que correlacionaba con los niveles de NFkB fosforilados y
con mecanismos de autofagia, medidos como niveles de p62/LC3II (Figura 30, 31, 32),
confirmando asi la relevancia de esas dos rutas.

Por lo tanto la inhibicién de la autofagia y de la ruta de NFkB podria cooperar
con Bortezomib en la respuesta en sarcomas. En esta linea podria ser interesante
comprobar si la respuesta a Bortezomib o a otro inhibidor del proteosoma [139], en
combinacion con autofagia o con inhibidores de NFkB, en sarcomas que expresen
MAP17.

Al dia de hoy han comenzado varios ensayos clinicos con Bortezomib en
monoterapia 0 en combinacion con otros tratamientos en pacientes con sarcomas
[140, 141] y podria ser interesante analizar ademas los resultados de los ensayos
clinicos en relacion a la expresion de MAP17. Por otro lado, en ese trabajo

observamos que MAP17 es un marcador de peor supervivencia libre de progresion
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independientemente del subtipo tumoral. Asi mismo MAP17 no tiene ningun papel en
la respuesta a los tratamientos comunes (Figura 24 y 25).

El tratamiento de los sarcomas incluye la cirugia y/o radioterapia, siendo esta
dltima una modalidad de tratamiento usada como adyuvante en combinacion con otros
tratamientos sistémicos. Los pacientes con enfermedad metastésica se tratan con
quimioterapia, generalmente Doxorubicina mas Ifosfamida [45]. Al dia de hoy no
tenemos suficiente informacién para estudiar el papel de MAP17 como marcador
prondstico en los tumores no resecables tratados con radioterapia o en combinacion
con otra quimioterapia (ej. Ifosfamida), pero sin duda merece la atencion investigarlo.

En definitiva, nuestros resultados aportan evidencia de que algunos pacientes
con sarcomas (los que sobreexpresan MAP17) podrian beneficiarse del tratamiento
con Bortezomib. En especial podria aplicarse para pacientes en segunda o tercera

linea de tratamiento, que al dia de hoy tienen limitadas opciones terapéuticas.

28.3. Dasatinib sensibiliza al tratamiento con Oxaliplatino las metéastasis
hepaticas de cancer colorrectal que sobreexpresen altos niveles de p-SRC

A pesar de los avances en el desarrollo de nuevos agentes quimioterapicos, el
cancer colorrectal sigue siendo esencialmente una enfermedad incurable, ya que
todos los pacientes acaban desarrollando resistencia al tratamiento con resultado de
progresion de la enfermedad y muerte. Por lo tanto, se necesitan nuevas estrategias
terapéuticas que resensibilicen los tumores a esos tratamientos. Con este fin, en el
presente trabajo hemos demostrado que uno de los mediadores de
sensibilidad/resistencia a Oxaliplatino es la tirosina quinasa SRC. Ademas, el efecto
sensibilizador de p-SRC es especifico para Oxaliplatino y no afecta a la respuesta a
otro tratamiento comunemente usado en el tratamiento del cancer colorrectal, como el
5 Fluorouracilo. Observamos ademas que p-SRC (fosforilacion el la tirosina 419) es un
buen biomarcador para predecir la capacidad de Dasatinib en resensibilizar a
Oxaliplatino in vivo.

Dasatinib es un inhibidor de SRC/ABL, que actia también para otras proteinas
de la familia de las quinasa de SRC y receptores de las tirosinas quinasas como c-KIT,
PDGFRa, PDGFRpB, que ha sido ya aprobado para el tratamiento de la leucemia
mieloide crénica y leucemia linfoblastica aguda positiva por el cromosoma Philadelphia
[142]. Al dia de hoy, el uso en monoterapia para tumores sélidos no ha mostrado aun
resultados prometedores [143, 144]. Sin embargo el uso de inhibidores de SRC en
combinaciébn con otros tratamientos antitumorales parece ser mas alentador.

Actualmente estdn en macha varios ensayos clinicos para evaluar esas
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combinaciones en tumores sélidos y en metastasis hepaticas colorrectales, que
facilitaran la comprensién del mecanismo de este enfoque terapéutico [113, 145].

Nuestros datos in vivo han evidenciado que la combinacién de Dasatinib y
Oxaliplatino, en modelos murinos (PDX) de metastasis hepéatica colorrectal, reduce el
crecimiento tumoral frente a los ratones tratados en monoterapia con Oxaliplatino
(Figura 45A).

Estd probado que el Oxaliplatino activa SRC a través de un mecanismo
dependiente de ROS y que Dasatinib media la inhibicion de SRC sensibilizando las
células a Oxaliplatino [146]. Nuestros datos in vivo e in vitro, muestran que la inhibicion
de SRC es efectiva solo en las metéstasis hepéticas colorrectales con altos niveles de
p-SRC (fosforilacién en la tirosina 419), que ademas esta correlacionado con un
incremento de actividad de MAPK. Por otro lado, se ha descrito que en las metastasis
hepaticas colorrectales, las mutaciones en KRAS son un biomarcador predictivo de
resistencia a Cetuximab. También se ha visto que, en lineas celulares de cancer
colorrectal, el tratamiento con Dasatinib es mas eficaz que Cetuximab, y que la
combinacién de ambos compuestos muestra mejores efectos antiproliferativos in vivo
e in vitro [147, 148]. Coherente con esos datos, hemos observado en nuestros
modelos in vivo y en nuestros experimentos in vitro, que la presencia de mutaciones
en KRAS no tiene relevancia en la capacidad de Dasatinib de quimiosensibilizar los
tumores a Oxaliplatino. También observamos que Dasatinib no tenia ningun efecto
sobre la sensibilizaciéon a otro tratamiento de primera eleccién en cancer colorrectal, el
5-FU. No sabemos el mecanismo molecular del porqué Dasatinib no sensibiliza los
tumores al tratamiento con 5-FU, es posible que los altos niveles de ROS inducido por
5-FU puedan influenciar la respuesta activando aun mas SRC [149]. Este aumento en
activacion podria hacer las células aun mas dependientes de la actividad de SRC,
generando un mecanismo de supervivencia a través de un mecanismo de adiccion
oncogénica.

Resumiendo, Dasatinib sensibiliza las metastasis hepaticas colorrectales a
Oxaliplatino en modelos PDX, y su efecto es visible solo en los tumores que expresan
altos niveles de p-SRC (fosforilacién en la tirosina 419). Como resultado podriamos
afirmar que altos niveles de fosforilacion de SRC pueden considerarse un buen

marcador prondstico y predictivos, de facil aplicacion en ensayos clinicos en curso.

28.4. Perspectivas futuras
Los modelos PDX han demostrado mantener las caracteristicas fenotipicas y
genéticas del tumor original y reflejar la patologia tumoral, su crecimiento y la

evolucionde la enfermedad. En el presente trabajo hemos generado varios modelos
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PDX de sarcomas y de metastasis hepdatica colorrectal, con la finalidad de encontrar
biomarcardores que nos permitieran sensibilizar los tumores a tratamientos en uso en
la medicina oncolégica y poder buscar nuevas opciones terapéuticas. Nuestros
resultados han puesto en evidencia la importancia de la caracterizacion molecular del
los tumores y de la busqueda de biomarcadores de resistencia y/o sensibilidad a los
tratamientos, para un correcto abordaje terapéutico en la medicina del cancer. Durante
la realizacion de este trabajo hemos identificado nuevas posibilidades terapéuticas en
el tratamiento de los sarcomas y un marcador de sensibilidad a un tratamiento en uso
en el cancer colorrectal. Ademas uno de nuestros trabajos ha dado lugar a un
ensayo clinico de fase Il en segunda linea de sarcomas avanzados que quizds podra
aplicarse para pacientes que al dia de hoy no tienen ninguna opcion terapéutica.
Podemos concluir afirmando que se hace necesario identificar mas y mejores
biomarcadores, que sean predictivos de respuesta, con el fin Gltimo de generar una
mejora significativa en la personalizacién del cancer que se traduzca en mejoras en
perfil de toxicidad y en control de la enfermedad. Los modelos de xenoinjertos
derivados de pacientes (PDX) y su alto potencial, clinicamente relevante, hace que se
estén convirtiendo en una parte integral del proceso de desarrollo de farmacos y que
deban considerarse como una herramienta esencial para el reto de la mejor

personalizacién en cancer.
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Conclusiones

94



1. Los modelos PDX de sarcomas y de metéstasis hepética de cancer colorrectal
generados en el presente trabajo son muy similares a los tumores primarios de
origen, confirmandose asi como una buena herramienta para estudiar la

eficacia terapéutica.

2. Elinhibidor de CDK4 Palbociclib ha mostrado eficacia en las lineas celulares y
en nuestros modelos PDX de sarcomas con elevados niveles de CDK4 y bajos
niveles de p16, por lo tanto, los sarcomas que muestren una sobreexpresion de
ARNmM de CDK4 y bajos niveles de ARNm de p16 podrian ser candidatos al
tratamiento con inhibidores de CDKA4.

3. El 40% de los sarcomas presentan altos niveles de MAP17 al diagnostico.
Ademas los altos niveles de MAP17 son predictivos de peor prondéstico.

4. El inhibidor del proteasoma Bortezomib ha mostrado eficacia en las lineas
celulares y en nuestros modelos PDX de sarcomas que presentan altos niveles
de MAP17.

5. La sobreexpresion de p-SRC en lineas celulares y en modelos PDX de
carcinoma colorrectal induce resistencia a Oxaliplatino pero no a 5-FU.

6. La inhibicion farmacologica de p-SRC en las lineas celulares de cancer
colorrectal, asi como en nuestros modelos PDX de metastasis hepéatica de
cancer colorrectal determina una sensibilizacion al tratamiento con Oxaliplatino.
La combinacién de los dos tratamientos solo es eficaz cuando los niveles de p-

SRC son elevados.
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