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RESUMEN

El cdncer de pulmén representa uno de los tipos de cancer con mayor
incidencia y mortalidad. Su caracterizacion molecular ha permitido identificar
alteraciones moleculares conductoras de esta patologia, algunas de las cuales son
abordables terapéuticamente. Este es el caso de FGFR1 y FGFR4, cuya amplificacién o
sobreexpresién ha demostrado estar asociada a este tipo de tumores y correlacionada
con un peor prondstico de los pacientes afectos. Se han desarrollado diferentes
inhibidores dirigidos frente a los FGFRs, actualmente en ensayos clinicos en diferentes
tipos tumorales, incluido el de pulmdn. Sin embargo, a pesar de los prometedores
resultados obtenidos con estos inhibidores en estudios preclinicos, su eficacia a nivel
clinico ha sido mas que modesta. La causa de esto se ha atribuido a la ausencia de
criterios de seleccion de pacientes apropiados para recibir este tipo de terapia. Por
todo esto, el objetivo de este trabajo de tesis es la elucidacién del papel de ambos
FGFRs en la tumorogénesis pulmonar y de sus implicaciones clinicas, asi como la
determinacién de factores predictivos de respuesta a sus inhibidores.

A lo largo del presente trabajo, mediante la realizacion de técnicas
experimentales in vitro, in vivo y de analisis de muestras tumorales de cohortes de
pacientes con cancer de pulmon, describiremos el papel de FGFR1 y FGFR4 en la
biologia del cancer de pulmoén dependiente del contexto molecular. La expresién de
cualquiera de estos receptores provoca efectos pro-tumorogénicos en dos contextos
diferentes. Por un lado, en modelos con sobreactivacion de EGFR, ambos FGFRs
interaccionan fisicamente con EGFR, produciéndose una activacién reciproca de ambos
tipos de receptores y de las rutas de sefializacion oncogénicas candnicas de éstos. En
linea con estos resultados, los tratamientos combinados con inhibidores de EGFR y
FGFR presentan gran eficacia en modelos de xenoinjertos de tumores derivados de
pacientes con alta expresion de FGFR1 y/o FGFR4 y activacién de EGFR. Ademas, el
analisis de una cohorte de pacientes tratados con inhibidores de EGFR en monoterapia
sefiala que los pacientes con tumores con alta expresion de FGFR1 y/o FGFR4
presentan peor respuesta al tratamiento.

Por otro lado, en modelos con sobreexpresion de N-cadherina, esta molécula

de adhesién interacciona con ambos receptores provocando su activacion y la de su
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sefalizaciéon oncogénica. De acuerdo a esto, el tratamiento con inhibidores de FGFR es
efectivo solo en los modelos de tumores derivados de pacientes con alta expresién de
FGFR1 y/o FGFR4, y de N-cadherina. Ademas, el andlisis de varias cohortes
independientes de pacientes indica que la N-cadherina tiene un papel prondstico en
los pacientes afectos de tumores pulmonares con alta expresién de FGFR1 y/o FGFR4,
correlacionando con supervivencias mas acortadas.

Sin embargo, en ausencia de activacién de EGFR y de expresién de N-cadherina,
ambos FGFRs ejercen un efecto supresor tumoral mediante una disminucién de la
sefalizacién oncogénica asociada a estos receptores.

En vista a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral, se propone
que la determinacion de la expresiéon de FGFR1 y FGFR4 no es suficiente para
determinar la efectividad de los inhibidores de FGFR. La determinacion
complementaria de la activacion de EGFR y de la expresién de N-cadherina podria ser

clave para la seleccidon de la terapia a aplicar a cada paciente.
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1. Epidemiologia del cancer de pulmoén

El cancer de pulmén en Estados Unidos ocupa el segundo puesto en
incidencia en pacientes varones, constituyendo el 14% de los casos de cancer
nuevos al afio. lgualmente es el segundo en incidencia en mujeres,
representando un 12% del total de casos nuevos de cancer anuales. En este pais,
esta patologia es la principal causa de muerte por cédncer tanto en hombres
como en mujeres, representando el 25-27% de la mortalidad por esta
enfermedad, y causando mas de 150.000 muertes al afio (Figura 1) *. En Espafia
se diagnostican entre 25.000 y 30.000 casos nuevos de cancer de pulmén al afio,
con una mayor afectacidon en pacientes varones (80%) que en mujeres (20%).
Ademads, se prevé un aumento de la incidencia en ambos sexos en los proximos
anos, con hasta 35.000 casos nuevos esperados para 2025, y mas de 40.000
nuevos casos en 2035 **.

Muchos de los factores de riesgo asociados al cancer de pulmdn estan
relacionados con los habitos de vida. Entre éstos, el habito tabaquico es el mas
importante, debido a la presencia de mas de 50 carcinégenos en el humo del
tabaco . Se ha demostrado que fumar aumenta entre 10 y 20 veces el riesgo de
sufrir cdncer de pulmdn, y que este riesgo aumenta proporcionalmente con la
cantidad de tabaco consumida °. Ademas, este habito promueve el desarrollo de
otras enfermedades tales como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), que se caracteriza por la obstruccién inflamatoria de las vias aéreas y
que esta directamente asociada a su vez al desarrollo de los tumores pulmonares
® |gualmente, una dieta inadecuada y la obesidad pueden favorecer la aparicién

9,10

del cancer pulmonar El resto de factores de riesgo estd asociado a la

1125 al contacto profesional con

exposicién a carcinégenos ambientales
carcinégenos tales como el asbestos, un material frecuentemente empleado en
construccion durante décadas, o el raddn, presente en suelo y rocas de las que
puede desprenderse, acumuldandose hasta niveles elevados en el aire en ciertas

casas y edificios, asi como en fuentes de agua subterranea ***.
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Estimacidn de casos nuevos de cancer

Hombres Mujeres
Préstata 19% Mama 30%
Pulmén y brongquios 14% Pulmdén y bronquios 12%
Colon y recto 9% Colon y recto 8%
Urinarios 7% Cuerpo uterino 7%
Melanoma 6% Tiroide 5%
Rifidn 5% Melanoma 4%
Linfoma no Hodgkin 5% Linfoma no Hodgkin 4%
Leucemia 4% Leucemia 3%
Cavidad oral y faringe 4% Pancreas 3%
Hepatico 3% Rifidn 3%
Muertes estimadas por cancer
Hombres Mujeres
Pulmén y bronquios 27% Pulmén vy bronquios 25%
Colon y recto 9% Mama 14%
Prostata 8% : Colon y recto 8%
Pancreas 7% Pancreas 7%
Hepatico 6% b Ovario 5%
Leucemia A% Cuerpo uterino 4%
Esdfago 4% Leucemia A%
Urinarios 4% Hepético 3%
Linfoma no Hodgkin 4% Linfoma no Hodgkin 3%
Cerebral y del sistema nervioso 3% Cerebral y del sistema nervioso 3%

Figura 1. Incidencia y mortalidad de los tipos de cdncer mas prevalentes en Estados Unidos.

Adaptada de Siegel y colaboradores !

El cdncer de pulmdn es una enfermedad compleja que puede ser dividida
en dos grandes grupos atendiendo a su histologia: cancer de pulmdén microcitico
(CPM) y cancer de pulmdén no microcitico (CPNM), que representan el 15% y el
85% de los carcinomas de pulmén, respectivamente >. El CPNM puede ser
clasificado a su vez en adenocarcinoma, carcinoma epidermoide y carcinoma de
células grandes, que representan el 50%, 35% y 15% de los casos de CPNM,
respectivamente.

En relacién a su prondstico, solo un pequefio subgrupo de pacientes de
en torno al 15-20% presentan tumores en estadios tempranos al momento del
diagnéstico, y son subsidiarios de tratamiento con cirugia radical potencialmente
curativa. La mayor parte de los pacientes con cancer pulmonar son
diagnosticados en estadios avanzados, de forma que la supervivencia a los 5 afos
tras el diagnéstico de todos los pacientes es de sélo el 18% °. En los Gltimos afios

los avances en los tratamientos solo han mejorado modestamente Ia
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supervivencia a largo plazo ®, por lo que la identificacién de nuevas estrategias

terapéuticas eficaces resulta esencial.

2. Biologia Molecular del Cancer de pulmoén

Desde el punto de vista molecular, el cdncer de pulmén es una
enfermedad muy heterogénea '’. En los Ultimos afios se han identificado
alteraciones moleculares esenciales para el desarrollo de este tipo de tumores
gracias al avance de las tecnologias de secuenciacién y al andlisis de datos
masivos, que han permitido la caracterizacidon genética y molecular de amplias
cohortes de pacientes. En el contexto del cancer de pulmadn, las alteraciones que

18-2 .
820 se han descrito

cobran mas importancia ocurren a nivel gendmico
alteraciones en genes cuyo papel en esta patologia han sido validados a nivel
funcional, designando su papel en la tumorogénesis como oncogenes o
supresores tumorales.

En el caso del adenocarcinoma pulmonar (Figura 2), algunas de las
alteraciones genéticas mas frecuentes son las mutaciones inactivadoras en el gen
supresor tumoral TP53, presentes en entre el 40 y 50% de los pacientes, o en el
gen STK11, en un 10-20% de los tumores pertenecientes a este tipo histoldgico.
También se han detectado alteraciones en genes implicados en rutas de
sefializacion oncogénica que han demostrado tener relevancia a nivel
terapéutico, como las mutaciones en KRAS o en el receptor de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), o las translocaciones del receptor ALK, que se
detectan en el 20-30%, 15% y en el 5% de los adenocarcinomas, respectivamente
2l Otras alteraciones de baja prevalencia con potenciales implicaciones

terapéuticas incluyen las translocaciones de ROS1, de RET, NRTK o las

mutaciones en BRAF, MET o HER2 2022

La identificacidn de algunas de estas alteraciones ha permitido desarrollar
terapias dirigidas que ya hoy se aplican en la practica clinica y que han mejorado
notablemente la esperanza de vida de algunos pacientes afectos de tumores con

anomalias moleculares determinadas. Uno de los ejemplos mds destacados es el
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descubrimiento de mutaciones activadoras de EGFR. Este receptor forma parte
de una familia de 4 receptores tirosina quinasa (HER1-4), y estd implicado en la
ruta de sefalizacién activada por el factor de crecimiento epidérmico (EGF).
EGFR presenta una gran importancia en el cancer de pulmdn, especialmente en
el adenocarcinoma, donde se encuentra alterado en el 10-35% de los casos,
dependiendo del tipo de poblacién, siendo menos frecuente en las poblaciones
caucasicas y mas prevalente en las poblaciones asidticas, y estando asociado a

2 .
3, Estas alteraciones en EGFR causan la

pacientes con baja carga tabdaquica
activacion constitutiva del receptor, y condicionan la progresion del
adenocarcinoma pulmonar %*. Las mutaciones activadoras mas frecuentemente
detectadas afectan a los exones 19 y 21, y representan el 45% y 41% de la
mutaciones en este gen, respectivamente *°. Entre estas mutaciones, destacan
las deleciones en el exdn 19 y la mutacidon puntual L858R en el exén 21. La
presencia de estas aberraciones se utiliza como factor predictivo de respuestas a
los inhibidores de EGFR, de forma que en el adenocarcinoma de pulmén ya ha
sido aprobado el uso clinico de algunos inhibidores como erlotinib, afatinib y
gefitinib, en primera y segunda linea en pacientes con tumores que presentan

mutaciones en EGFR 6%,

Adenocarcinoma

BRAF/PIK3CA, 2%
HER2/MEK, 2% MET, 4% Translocacion ALK, 5%

ROS1, 2%\\ / /

RET, 1%—_ \“

Alteracion

desconocida,

Figura 2. Frecuencia de alteraciones mas relevantes descritas en adenocarcinoma de

pulmén. Adaptado de Chan y colaboradores *
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El principal problema de estas terapias lo representa la emergencia de
fendmenos de resistencia, que pueden ser intrinsecos al tumor previo al inicio
del tratamiento (resistencia primaria) o aparecer bajo la presién selectiva del
inhibidor (resistencia adquirida). La resistencia primaria ocurre en el 10-25% de
los pacientes que muestran condiciones tedricas predictivas de sensibilidad a

3931 Esta resistencia primaria se asocia en algunos casos a

terapia anti-EGFR
inserciones en el exdn 20 del gen, pero en otros muchos casos la razon de esta
resistencia es desconocida 2. Por otro lado, la causa mas frecuente de la
aparicion de resistencia adquirida a los tratamientos anti-EGFR de primera y
segunda generacién (tales como erlotinib, gefitinib o afatinib), detectada en el
50% de los casos, es la mutaciéon T790M situada en el exdn 20 del gen *. Para
tratar los tumores que presentan la mutacidn secundaria mencionada se han
desarrollado inhibidores de EGFR de tercera generacion activos contra esta
variante de EGFR. Muchos de éstos se encuentran actualmente en ensayos

3439 v recientemente se ha aprobado el uso clinico de uno de ellos,

clinicos
Osimertinib, para el tratamiento de tumores con la mutacion de resistencia.
Igualmente, se ha descrito que la causa de algunos casos de resistencia adquirida
a la inhibicion de EGFR es la activacion de otras vias oncogénicas, mediada por la
amplificacidon de otros receptores tirosina quinasa, como MET o HER2; por la
ocurrencia de mutaciones en otras proteinas que reactivan la sefializacién pro-
oncogénica, como PIK3CA, KRAS o BRAF; a través de la adquisicion de
translocaciones del gen ALK 4042 5 mediante la induccién de la expresion de
receptores tirosina quinasa o de sus factores de crecimiento afines, como es el
caso de FGFR1y de su ligando FGF2 ***°, Otro mecanismo de resistencia a estas
terapias viene mediado por la adquisicidon de un fenotipo mesenquimal a través
del fendmeno de transicidon epitelio mesénquima (TEM), que puede incluso
suponer un cambio de histologia, de cancer pulmonar no microcitico a

microcitico ***.

Otro de los ejemplos mas notables de tratamientos dirigidos en
adenocarcinoma pulmonar es el desarrollo de inhibidores frente a ALK (quinasa

de linfoma anaplastico). Este gen es susceptible de sufrir un reordenamiento
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génico con diferentes genes y en diferentes puntos del gen, generando asi
distintas variantes de esta proteina de fusidn. Estas proteinas aberrantes, en las
que la actividad tirosina quinasa de ALK se encuentra activada de forma
constitutiva, han demostrado ser conductoras del desarrollo tumoral de algunos
pacientes de adenocarcinoma, y ya existen farmacos dirigidos frente a estas
proteinas de fusion, tales como crizotinib, aprobados para su uso en CPNM

849 Al igual que en el caso de los

localmente avanzado y metastdsico
tratamientos dirigidos frente a EGFR, en los tumores tratados con terapias anti-
ALK también se generan resistencias tras varios meses de tratamiento ° Los
mecanismos de resistencia a crizotinib mdas frecuentes descritos son las
mutaciones que reducen la afinidad del receptor por el inhibidor y la
amplificacién del gen del receptor *. Para combatir estas resistencias, se han
desarrollado inhibidores de segunda generacién, como ceritinib y alectinib, cuyo
uso en clinica ha sido también recientemente aprobado.

En cuanto al carcinoma epidermoide, se han identificado también numerosas
alteraciones moleculares de relevancia (Figura 3). En este contexto, son
frecuentes las mutaciones en genes supresores tumorales como TP53, que
ocurren en hasta el 80% de los casos. Igualmente, se encuentran con alta
frecuencia mutaciones en genes relacionados con diferentes vias de sefializacién
oncogénicas, tales como CDKN2A o NOTCHI1, en el 15 y 8% de los casos,
respectivamente, o en el gen de PI3KCA, que se encuentra frecuentemente
amplificado o mutado, en el 30-35 y 10-15% de los casos, respectivamente. En
cuanto a las alteraciones genéticas cuya relevancia terapéutica potencial ha
generado mas interés, destaca la amplificacién del gen FGFR1, presente en hasta

el 20% de los casos °*°3

Otras alteraciones moleculares cuyo abordaje
terapéutico ha ganado interés recientemente en este tipo de tumores son las
mutaciones en DDR2, presentes en el 2% de los casos, asi como en PTEN, mutado
en el 10% de los casos. Sin embargo, los hallazgos moleculares en esta histologia
no han dado lugar a terapias dirigidas eficaces utilizables en la clinica oncolégica

estandar hasta el momento >*.
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Carcinoma escamoso

Mutacion en PIK3CA,
Mutacién en PTEN, 10% 10-15% Mutacién en CDKN2A, 15%

Mutacionen DDR2, 2% - Mutacion en NOTCH1, 8%

Amplificacién FGFR1,

Alteracion 20%

desconocida, 20% §

Amplificacion PIK3CA,
30-35%

Figura 3. Frecuencia de alteraciones mas relevantes descritas en carcinoma epidermoide de

pulmdn. Adaptado de Chan y colaboradores »

A pesar del éxito clinico obtenido en los pacientes susceptibles de ser
tratados con terapias dirigidas, el 50% de los CPNMs no presentan mutaciones
abordables terapéuticamente y en aquéllos que si las presentan la aparicion de
resistencia es universal. En los Ultimos afios ha cobrado fuerza una aproximacion
terapéutica alternativa en diferentes tipos de tumores, entre los que destaca el
cancer de pulmoén. Esta es la inmunoterapia, que trata de inhibir la capacidad de
algunos tumores de evadir al sistema inmune. En este campo, destacan dianas
como los receptores PD-1 y su ligando PD-L1, cuya sefial inhibe la respuesta
inmune que genera un tumor, evitando asi su destruccién citotéxica. Se ha
descrito que un amplio porcentaje de tumores de CPNM muestran una expresién

758 Estos

aumentada de PD-L1 >>°°, que se asocia con un mal prondstico
tumores representan el subgrupo que mayor beneficio obtiene de los
tratamientos anti-PD-1/PD-L1 **%°. De interés, este tipo de terapias presenta
asimismo una mayor eficacia en tumores con una carga mutacional alta >8 Sin
embargo, el beneficio de este tipo de terapia es limitado en aquellos tumores
con alguna alteracion molecular conductora definida, como en el caso de

aquéllos que presentan mutaciones en EGFR, asociadas a un bajo numero de

aberraciones genéticas acompafiantes ®. En la actualidad, se estan estudiando
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estrategias terapéuticas combinadas de inmunoterapia y farmacos dirigidos, que

se espera mejoren los resultados en subgrupos especificos de pacientes.

3. Receptores tirosina quinasa (RTKs)

En los organismos pluricelulares, la comunicacion intercelular se realiza a
través de la recepcion, integracién y respuesta a sefales provenientes del
exterior celular. Estas funciones se llevan a cabo mediante un sistema integrado
por proteinas que sirven de receptores de estas sefiales y por moléculas
efectoras que actian como mensajeros. Entre éstas, se encuentran los
receptores tirosina quinasa (RTKs), que han demostrado tener gran relevancia en
el desarrollo del cancer actuando como oncogenes en muchos contextos, y

sirviendo como potenciales dianas terapéuticas.

3.1. Estructura de los RTKs

En condiciones fisiologicas, la activacion de los receptores tirosina
quinasa depende de la unién a sus ligandos, los factores de crecimiento. Estos se
unen al dominio extracelular del receptor de forma reversible y estabilizan la
dimerizaciéon de dos moléculas de receptor, que se fosforilan reciprocamente,
transactivandose. Una vez activos, los receptores son capaces de fosforilar otras
moléculas de su cascada de sefializacion que serdn las efectoras de la respuesta a
la sefal inicial. Para realizar esta funcién, los receptores presentan una
estructura conservada, integrada por un dominio extracelular (N-terminal), un
dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico (C-terminal). De acuerdo a
sus caracteristicas estructurales, los RTKs se clasifican en diferentes familias,
cada una de las cuales contiene diferentes miembros (Tabla 1).

La unién a los ligandos se produce en el extremo N-terminal de la
proteina, donde residen regiones que los reconocen con mayor o menor
especificidad. Estas regiones se componen de estructuras similares a la de la

inmunoglobulina, de regiones ricas en residuos de lisina, leucina y cisteina, o de
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estructuras de fibronectina tipo Ill, entre otras, dependiendo de la clase de

receptor (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas de los RTKs humanos. Adaptada de Segaliny y colaboradores *

Clase Nombre de la Miembros Dominios caracteristicos
familia
| EGFR EGFR, ERBB2, Dos dominios ricos en cisteina
ERBB3, ERBB4
I Insulina R INSR, IGFR Dos cadenas alfa y beta, con un dominio rico
en cisteina 'y 2 dominios FNIII
1] PDGFR PDGFRa, PDGFRB, 5 dominios similares a inmunoglobulina
M-CSGR, KIT,
FLT3L
v VEGFR VEGFR1, VEGFR2, 7 dominios similares ainmunoglobulina
VEGFR3
\'} FGFR FGFR1, FGFR2, 3 dominios similares ainmunoglobulina
FGFR3, FGFR4
Vi CCK CCK4 7 dominios similares a inmunoglobulina
Vil NGFR TRKA, TRKB, TRKC 2 dominios similares a inmunoglobulina y
dominios ricos en leucina
Vil HGFR MET, RON Una cadena transmembrana a unida a una
cadena a extracelular
IX EPHR EPHA1-6, EPHB1- Un dominio similar a inmunoglobulina, un
6 dominio rico en cisteina y dos dominios
similares a FNIII
X AXL AXL, MER, TYRO3  Dos dominios similares a inmunoglobulina y
dos dominios similares a FNIII
Xl TIE TIE, TEK 2 dominios similares a inmunoglobulina, un
dominio EGF vy tres dominios similares a
FNIII
Xi RYK RYK Una cadena transmebrana B unida a una
cadena a extracelular
Xl DDR DDR1, DDR2 Un dominio similar a discoidina
Xiv RET RET Un dominio similar a cadherina
XV ROS ROS Seis dominios similares a FNIII
XVI LTK LTK, ALK Un dominio rico en cisteina
XVil ROR ROR1, ROR2 Un dominio de inmunoglobulina, un dominio
rico en cisteina y un dominio similar a
kringle
XV MUSK MUSK Cuatro dominios similares a
inmunoglobulina y un dominio rico en
cisteina
XIX LMR AATYK1, AATYK2, Un dominio extracelular corto
AATYK3
XX Indeterminado RTK106 Una cadena corta de receptor con un

dominio extracelular corto

EGFR: Receptor de factor de crecimiento epidérmico; InsR: Receptor de insulina; PDGFR: Receptor de factor
de crecimiento derivado de plaquetas; VEGFR: Receptor de factor de crecimiento endotelial vascular; FGFR:
Receptor de factor de crecimiento fibroblastico; CCK: Quinasa de carcinoma de colon; NGFR: Receptor de
factor de crecimiento de nervios; HGFR: Receptor de factor de crecimiento de hepatocitos; EphR: Receptor
de efrina; Axl: del griego “anex-elekto”, que significa “descontrolado”; Tyro3: Proteina tirosina quinasa; TIE:
Receptor tirosina quinasa en células endoteliales; RYK: Receptor relacionado con tirosinas quinasas; DDR:
Receptor con dominios de discoidina; Ret: Reorganizado durante la transfeccién; ROS: Receptor tirosina
quinasa expresado en algunas células epiteliales; LTK: Tirosina quinasa de leucocitos; ROR: Receptor
huérfano; MuSK: Quinasa especifica de musculo; LMR: Lemur; Ig: Inmunoglobulina; FN: Fibronectina
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Estas estructuras determinan la afinidad del receptor por uno u otro
ligando. Ademas, el extremo N-terminal se caracteriza por sufrir glicosilaciones
y presentar puentes disulfuro, que intervendran en la dimerizaciéon entre dos
receptores tras su union al ligando. El dominio transmembrana posibilita la
insercion del receptor en la membrana plasmatica gracias a su caracter
hidrofébico, y también participa en el proceso de dimerizacién, facilitando la pre-
dimerizacion de receptores en la membrana, que facilita la interaccién con el

2 e .« . . sy .
6283 por dltimo, el dominio citoplasmatico es donde

correspondiente ligando
reside la actividad catalitica del receptor y es el responsable de la transduccién
de la sefial. Este contiene un dominio especifico con actividad tirosina quinasa,
implicado en la fosforilacion dependiente de ATP de residuos aminoacidicos de la
otra molécula de receptor con la que dimeriza. Este dominio tirosina quinasa
incluye un bucle de activacion, cuya orientacion va a determinar si el dominio
estd en una conformacién activa o inactiva. La orientacién de este dominio
dependerd de la presencia de ATP, de forma que en presencia de esta molécula
la orientacion del dominio permitira la unién a su sustrato proteico y la

transferencia del grupo fosfato proveniente del ATP al residuo de tirosina

correspondiente, resultando asi en la transduccién de la sefial (Figura 4) ®.

Ligando
dimerizado

Dominios variables,

— DOMINIO
caracteristicos de cada familia

EXTRACELULAR

oo @ - =

Cadenas de
receptor
dimerizadas

Dominio transmembrana
a-hélice (20 aminoécidos)

DOMINIo yuXtamMemMbranal ——

DOMINIO
INTRACELULAR

Dimerizacion

\Activacién de los

dominio tirosina

Dominios tirosina quinasa quinasa

Dominio inserto quinasa

Transduccionde la
sefalizacion intracelular

Figura 4. Estructura y activacion de los RTKs. Adaptada de Segaliny y colaboradores *!
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4, RTKs y cancer: Receptores de factores de crecimiento

fibroblasticos (FGFRs)

Alrededor del 30% de los RTKs muestran alteraciones genéticas en
diferentes tipos de céncer . Estas alteraciones, que incluyen amplificaciones
génicas, sobreexpresion del propio receptor o de sus ligandos, translocaciones
génicas y mutaciones, conllevan con frecuencia la activaciéon del receptor y de
sus vias de senalizacién, que ejercen efectos pro-tumorogénicos. La naturaleza
estructural de los RTKs permite su abordaje terapéutico, y por ello la
identificacion de estas alteraciones ha permitido desarrollar terapias dirigidas
frente a determinados RTKs concretos que han demostrado eficacia en
pacientes. De la importancia clinica que han supuesto estos descubrimientos
deriva la necesidad de estudiar otros RTKs que puedan actuar como oncogenes,
como es el caso de los receptores de factores de crecimiento fibroblasticos
(FGFRs). Dentro de esta familia de receptores, FGFR1 ha demostrado tener
propiedades pro-oncogénicas en diferentes tipos de cancer, como el cancer de

668 De la misma forma, se han

mama, el de pulmon y el de cabeza y cuello
descrito mutaciones y translocaciones en FGFR2 y FGFR3 en diferentes tumores,
tales como el de mama, vejiga, pancreas, o pulmén con una frecuencia de
aproximadamente un 1% de los casos. Segun los estudios realizados, estas
alteraciones podrian ser predictivas de respuesta a terapia anti-FGFR 6970,
Igualmente, FGFR4 ha sido asociado a la tumorogénesis en diferentes tipos de

cancer, como el carcinoma hepatocelular, el colorrectal o el de pulmén 7+

4.1 Caracteristicas de los FGFRs y sus ligandos

Los FGFRs constituyen una familia de receptores tirosina quinasa cuya
sefializacion estd implicada en multiples funciones en diferentes tipos celulares y
se encuentra regulada por complejos patrones de expresion de sus isoformas y
de afinidad por sus diferentes ligandos, los factores de crecimiento fibroblastico
(FGFs) >7®. Algunos de los procesos mejor descritos en los que participa esta
familia de receptores son la regulacion de diferentes fases del desarrollo

embrionario ”’ y la formacién de diferentes érganos ’®. En el organismo adulto,
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participan en la homeostasis y reparacidn tisular, en la angiogénesis y en
procesos inflamatorios ">7%"°.

En condiciones fisioldgicas, la activacion de los FGFRs depende de la
unién a sus ligandos afines, los FGFs. En mamiferos, esta familia de factores de
crecimiento se compone de 22 proteinas que han demostrado ejercer funciones
relacionadas con la supervivencia celular, diferenciacién, migracién vy
angiogénesis a través de la activacion de sus receptores (Tabla 2) ¥. La mayoria
de los FGFs son glicoproteinas secretadas que funcionan de manera autocrina o
paracrina, con la excepcién de FGF19, 21 y 23 que son hormonas capaces de
distribuirse por el torrente sanguineo ®*®. Ademdas de a los FGFRs, los FGFs
pueden unirse también a receptores de baja afinidad que se encuentran en la
mayoria de tipos celulares, los proteoglicanos de sulfato de heparina (HSPGs). Al
unirse a los FGFs y a los FGFRs, los HSPGs integran un complejo ternario que
estabiliza la uniéon FGF-FGFR.

La familia de los FGFRs esta formada por cinco miembros (FGFR1-5), de
los cuales solamente FGFR5 no tiene actividad quinasa 2*. El resto de miembros
de la familia se caracteriza por tener dos o tres dominios proteicos similares a los
de las inmunoglobulinas en su porcidon extracelular. Se ha descrito que el primero
de estos dominios estd implicado en la autoinhibicidn del receptor, mientras que
los otros dos estan implicados en el reconocimiento del ligando 8 _En los FGFR1-
3 el tercer dominio proteico similar a inmunoglobulina sufre un proceso de
maduracidn alternativa que genera isoformas diferentes de los receptores (lllb o
llic). Debido a la funcién de reconocimiento de ligando de este dominio, esta
maduracidn alternativa determinard la preferencia de unidn a los diferentes FGFs
(Tabla 2) 3®’. Estas variantes obtenidas durante la maduracion parecen ser
relevantes en el mantenimiento de la homeostasis entre los tejidos epiteliales y
mesenquimales, ya que la expresidon de las diferentes isoformas de los FGFRs
presenta un patrén especifico, de tal forma que las isoformas llic se expresan en

tejidos mesenquimales y las IlIb en células epiteliales .
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Tabla 2. Asociacién de los ligandos especificos a cada isoforma de FGFR **%°%,

Isoforma de FGFR Ligandos especificos

FGFR1, lllb FGF-1, 2, 3, 10, and 22

FGFR1, llic FGF-1, 2,4,5, 6, 19, 20, and 21

FGFR2, lllb FGF-1, 3, 4, 6, 7, 10, and 22

FGFR2, llic FGF-1, 2,4,5,6, 8,9, 17, 18, 19, 21, and
23

FGFR3, lllb FGF-1and 9

FGFR3, llic FGF-1, 2,4,8,9,17,18 19, 21 and 23

FGFR4 FGF-1,2,4,6,8,9, 16,17, 18, and 19

4.2 Senalizacion de los FGFRs

En condiciones fisioldgicas, la activacion de los FGFRs ocurre como en

80101 (Figura 5).

cualquier receptor tirosina quinasa, tras la unidon a su ligando
Existen siete residuos de tirosina que pueden ser fosforilados tras la activacion
del receptor descritos para FGFR1, Y463 (en posicion yuxtamembranal),
Y583/Y585 (en el inserto quinasa), Y653/Y654 (en el bucle de activacion), Y730

102103 1) 5s dominios

(en el dominio quinasa) e Y766 (en el extremo C-terminal)
quinasa de FGFR1-4 se encuentran altamente conservados, con un 75-92% de
homologia (33). La mayoria de residuos de autofosforilacién se encuentran
conservados entre los diferentes FGFRs. Sin embargo, FGFR4 no presenta los
residuos Y463, Y583/Y585 *°*1%,

Los residuos de tirosina fosforilados constituyen sitios de unién para diversas
proteinas adaptadoras como FRS2 (sustrato 2 de FGFR), que es fosforilado por el
FGFR activo. Otras proteinas adaptadoras como GRB2 pueden unirse a través de
un dominio SH2 de unién a fosfotirosina al FRS2 ya fosforilado. A su vez, GRB2 se
une a SOS, que es un factor de intercambio de nucleétidos guanina. Al formarse
el complejo RTK-GRB2-SOS, SOS se activa y promueve la retirada de GDP
(Guanina di-fosfato) de la proteina RAS y su consecuente unién a GTP (Guanina
tri-fosfato), produciendo su activacién. Asi, RAS activa a las proteinas RAF
mediante su fosforilacidén, y éstas entonces fosforilan a MEK1 y MEK2, que
finalmente fosforilan a ERK (p42/p44), que sera translocada al nucleo para

activar factores de transcripcidn que regularan la expresién de genes implicados
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en proliferacion celular, muerte celular, diferenciacién, migraciéon y angiogénesis
105,106.

Por otro lado, la unién de las proteinas adaptadoras GRB2 y GAB1 al FGFR
permitird su unién a PI3K, que sera entonces activada por fosforilacién. PI3K es
una quinasa que una vez activa fosforila lipidos de membrana. Su activacidn
provoca la produccion de PIP3 (fosfatidil inositol trifosfato), que fosforila a AKT,
activandola. Posteriormente, AKT activa a otras proteinas que producen sefales
de supervivencia y proliferacién, tales como mTOR, e induce la expresidon de
proteinas anti-apoptdticas, como MCL-1. Igualmente, AKT favorece la
proliferacién celular inhibiendo varios represores del ciclo celular como FOXO, e
induce la transcripcion de genes pro-angiogénicos como HIFla y VEGF,

107

implicados en diferentes procesos tumorogénicos = '. Uno de los principales

reguladores de esta ruta es PTEN, que defosforila PIP3 a PIP2, disminuyendo asi
la activacion de AKT %,
Otra proteina adaptadora que también puede ser fosforilada y activada

101 &5 Ja PLCY (fosfolipasa C gamma), que se une al

directamente por el FGFR
FGFR en su residuo fosforilado de tirosina Y766 '°2. Una vez fosforilada, PLCY
provoca la liberacion de calcio intracelular que induce la funcidn de los miembros
dependientes de calcio de la familia proteina quinasa C (PKC), y la sefializacion de
MAPK a través de la fosforilacién de RAF '%.

Por otro lado, la activacion de los FGFRs promueve la induccion de otras
rutas de sefializacién oncogénicas, como la ruta de las STATs 73110 que es
mediada por la fosforilacién en el residuo de tirosina Y766 del FGFR, a la que
STAT3 se une, provocando su fosforilacion ™. La activacién de las STATs induce
su propia dimerizacién y translocacion al nucleo, donde promueven la induccién
de diferentes genes diana implicados en proliferacién, supervivencia, invasion e
inmunosupresion, tales como C-MYC, MCL-1 o PIM-1 12

La regulacién de la sefializacién inducida por los FGFRs se encuentra
regulada por diferentes proteinas como la fosfatasa 3 de MAPK (MKP3), las
proteinas SPROUTY (SPRY) ' y los miembros de la familia de expresién

similar a FGF (SEF) °. Esta modulacién de la sefial de FGFR puede ocurrir a

diferentes niveles de la cascada de sefializacidn. Por ejemplo, MKP3 desfosforila
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a ERK, atenuando la sefializacién MAPK, y las proteinas SPROUTY compiten con la
proteina adaptadora GRB2 de forma dominante negativa, evitando la activacion
de RAS por SOS ' Ademds, la sefializacion de FGFR se encuentra
negativamente regulada por la endocitosis de los FGFRs y su posterior
degradacién en lisosomas *°%, proceso que regula la proteina CBL, que se encarga

de ubiquitinar al FGFR, marcandolo asi para su posterior degradacion **.
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Figura 5. Esquema de la sefalizacion intracelular de los FGFRs. Adaptado de Wesche y
17

1 , , .z .
colaboradores “'. En azul, proteinas adaptadoras; en verde, proteinas de transduccién; en rojo,

proteinas reguladoras de la sefializacion; en amarillo, mensajeros intermediarios.

4.3. Papel de los FGFRs en cdncer

Debido a la implicacién de los FGFRs en procesos como la angiogénesis,
proliferacién, diferenciacion y superviencia celular, resulta entendible que se
hayan identificado numerosas alteraciones moleculares en estos genes que
contribuyen a la progresién de diversos tipos de tumores. Un ejemplo de éstas es
la sobreexpresion de los FGFRs, que puede ser debida a diferentes alteraciones
en los mecanismos de regulaciéon de la expresidon génica, o a amplificaciones

cromosémicas. Se han descrito altos niveles de expresion de varios FGFRs en
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diferentes tipos de tumores, tales como los de préstata, pulmén, o estédmago, en

52,118,119

comparacion con muestras de su correspondiente tejido sano . Ademds,

se han llevado a cabo numerosos estudios que demuestran el papel oncogénico

que ejerce esta sobreexpresion %

. En el caso concreto de FGFR1, sus altos
niveles de expresion proteica han sido asociados a un peor prondstico en
pacientes con cancer de mama luminal tipo B (Receptor de estrégenos (ER)
positivo y HER2 negativo) ***. También se ha asociado la amplificacién de FGFR1
con diferentes tipos de tumores digestivos ***?*, donde ademas correlaciona
con un comportamiento clinico mas agresivo ***. En cancer colorrectal, se ha
demostrado que la sobreexpresién de FGFR1 es un indicador de sensibilidad a la
inhibicion selectiva de FGFR en modelos in vitro e in vivo **°, e igualmente se han
obtenido resultados concordantes para mesotelioma pleural maligno **°. En
cuanto a FGFR4, se ha descrito que su sobreexpresiéon ejerce un papel pro-
tumorogénico en diferentes tipos de tumores, como el cancer de mama, donde
se correlaciona con un estadio tumoral mas avanzado y promueve la

127 También se

supervivencia celular a través de la activacion de la via PI3K/AKT
ha descrito que la expresion de FGFR4 es mayor en cancer colorrectal con
respecto al tejido sano, y se ha observado que su silenciamiento in vitro reduce
la viabilidad celular a través de una reduccion de la activacion de la ruta de las
STATs, y predice la sensibilidad a quimioterapia en este tipo de cancer 2 Otra de
las patologias donde FGFR4 ha demostrado tener gran relevancia es el carcinoma
hepatocelular, donde se ha comprobado la sobreexpresién de este gen con
respecto al tejido normal. Ademds, se ha descrito que FGFR4 podria tener
relacion con la hepatocarcinogénesis y que su inhibiciéon resulta eficaz en
modelos preclinicos "%,

Otro ejemplo importante de alteraciones tumorogénicas descritas en los
FGFRs son las mutaciones puntuales. Se ha descrito la presencia de numerosas
mutaciones activadoras en miembros de la familia de los FGFR en diferentes
tipos de cancer, incluyendo el de préstata, pulmén, vejiga, mama y estémago 2>
131 Estas mutaciones pueden aumentar la afinidad del receptor por su ligando,

favorecer su dimerizacién o su activacion, o dificultar su degradacién "®**2. Cabe

destacar una variante en el gen de FGFR4 (rs351855, o Gly388Arg) que ha
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mostrado tener relevancia prondstica en diferentes tipos de cancer, incluidos
pulmén, préstata, cabeza y cuello, y mama, y se han descrito diversos
mecanismos funcionales que podrian explicar este papel, como Ia
sobreactivacion de la via de STAT3, o la induccidon de la transicidon epitelio-

< - 74,133-137
mesénquima "1 137,

Por otro lado, se han descrito algunas translocaciones cromosdmicas que
involucran a los genes de los FGFRs y que generan proteinas de fusién. Estas
generalmente presentan el dominio tirosina quinasa del FGFR activado de forma
constitutiva. Este tipo de aberracién afecta sobre todo a FGFR2 y FGFR3, para los
qgue se han caracterizado diferentes proteinas de fusiéon en cédncer gastrico,

138,1 . ;.
70138139 "F| notencial oncogénico de estas

vesical, de mama, préstata, y pulmdn
proteinas de fusion ha sido caracterizado en diferentes modelos, y se refleja en

la efectividad de la inhibicion de FGFR en tumores con estas translocaciones

139,140

Ademads de las alteraciones que ocurren en los FGFRs causando su
activacion constitutiva, pueden darse otras mutaciones que impiden que los
diferentes bucles de inhibiciéon de la sefializacion tengan lugar, ya sea en el
mismo gen de FGFR o en genes que codifican para las proteinas responsables de
esta regulacién. Por ejemplo, se han descrito mutaciones en CBL, la proteina
responsable de ubiquitinar al FGFR para inducir su degradacién, que provocan la

acumulacién de RTKs en leucemia mieloide aguda '**

. Sin embargo, hasta el
momento no se ha descrito como pueden afectar las mutaciones de esta

proteina a la sefializacién de FGFR.

4.4. FGFR1y FGFR4 en cancer de pulmon

Existen diferentes estudios sobre FGFR1 en cancer de pulmén que
demuestran su relevancia en esta patologia, en especial en el carcinoma
epidermoide. En este subtipo histoldgico, el gen de FGFR1 se encuentra
amplificado hasta en el 20% de los casos mientras que en adenocarcinoma solo

se ha reportado en el 1-3% de los casos **>. También se ha demostrado que la
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inhibicion de FGFR1 es eficaz como aproximacién terapéutica en modelos

143-146

tumorales in vitro e in vivo con sobreexpresion de FGFR1 . A nivel clinico, se

ha asociado de forma retrospectiva la amplificacién de FGFR1 con un peor

prondstico de la enfermedad en varias cohortes asigticas /%8

. Sin embargo,
estos resultados no se han reproducido en otros estudios prospectivos °3, de
forma que el papel prondstico de la amplificacién de este receptor no estad del
todo claro. Recientemente, se han identificado variantes de fusién con FGFR1,
gue se han asociado al habito tabdquico y a una menor diferenciacién tumoral,
en algunos casos aislados de cancer de pulmdn no microcitico, concentrandose
éstos sobre todo en carcinomas epidermoides **.

En cuanto a FGFR4, recientemente se ha descrito en una cohorte asiatica
de pacientes de CPNM que la alta expresidon proteica de FGFR4 correlaciona con
un mayor tamafio tumoral y con una peor supervivencia. Otros investigadores
han descrito una variante polimodrfica del gen, rs351855, o FGFR4 Gly388Arg en
cancer de pulmdn, cuya presencia se ha asociado en algunos estudios a la
afectacidn ganglionar y a un peor prondstico en pacientes con adenocarcinoma o

carcinoma epidermoide de pulmén con afectacidn linfatica 136137150152,

4.5.  FGFRs como dianas terapéuticas

Dado el papel oncogénico que presentan los FGFRs en diferentes tipos de
cancer, se han hecho numerosos esfuerzos para desarrollar moléculas dirigidas a
bloquear la accion de estos receptores. Se han desarrollado anticuerpos
monoclonales, secuestradores de ligando, y pequefias moléculas inhibidoras,
siendo estas ultimas las que mas atencién han recabado en los uUltimos afios. De
hecho, existen ya varios inhibidores de tirosina quinasa (TKls) frente a los FGFRs
que se encuentran actualmente en ensayos clinicos *>*. Los TKls inhiben la
actividad quinasa del receptor interfiriendo en su unién a ATP o en su unién a
proteinas que seran sustrato de fosforilaciones. Estos inhibidores se clasifican
atendiendo a su selectividad por FGFR, distinguiendo entre TKls no selectivos y

TKls selectivos de FGFR.
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A dia de hoy, los TKIs mas avanzados en su desarrollo a nivel clinico son
los no selectivos, como lucitanib, ponatinib, nintendanib, y dovitinib. Estos
presentan actividad no solo frente a los FGFRs, sino también frente a otros
receptores tirosina quinasa, como los VEGFRs y PDGFRs, dada la similitud
estructural que existe entre todos estos tipos de receptores. A destacar, en un
ensayo clinico de fase I/Il con lucitanib, en pacientes de cancer de mama con
amplificaciéon de FGFR1 y/o de FGF3/4/19, se alcanzd una respuesta parcial en el
50% de los pacientes >*. Sin embargo, en otro ensayo con dovitinib en pacientes
de mama altamente pretratados no se consiguié mejorar la supervivencia global
de los pacientes seleccionados con amplificacién de FGFR1 *°°.

Se cree que la inhibicidn simultanea de varias rutas de sefalizacion en el
caso de los inhibidores no selectivos puede aumentar la eficacia del tratamiento
en algunos casos, por bloquear diferentes vias de sefializacion oncogénica. Sin
embargo, la inhibicién conjunta de multiples dianas diferentes aumenta la
toxicidad del tratamiento. Ademas, la actividad farmacolégica de los TKIs no
selectivos frente a los FGFRs es limitada debido a la relativamente baja afinidad
gue éstos presentan por los FGFRs. Por todo esto, se han desarrollado TKls
selectivos para FGFR, con una bioactividad mucho mayor frente a la activacion de
los mismos. Uno de éstos es JNJ-42756493, que mostrd beneficio clinico
preliminar en pacientes con carcinoma urotelial y glioblastoma que presentaban
la fusion FGFR3-TACC3, y que alcanzé la estabilizacién de la enfermedad en
algunos pacientes con cancer de pulmdn, condrosarcoma y cancer de mama que
presentaban amplificacién de FGFR1 *°. Otro inhibidor selectivo, AZD4547, ha
demostrado tener eficacia en pacientes con cancer gastrico con amplificacion de
FGFR2 ',

A pesar de las numerosas evidencias que apoyan el papel oncogénico de
los FGFRs, por el momento solo un pequefio subconjunto de pacientes ha
presentado una respuesta objetiva al tratamiento con inhibidores dirigidos
frente a estos receptores (Tabla 3). En cancer de pulmén, se han publicado
resultados de ensayos clinicos con inhibidores de FGFR en pacientes con
amplificacién de FGFR1, que ha sido hasta la fecha el criterio de inclusidn en mas

comunmente utilizado en estos estudios. A pesar de que hasta el momento la
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frecuencia descrita para esta amplificacién era de en torno al 20%, estos ensayos
reportan una frecuencia bastante menor, en el rango del 5-10%. Ademas, los
beneficios terapéuticos de estos inhibidores han sido modestos, obteniendo tan
solo respuestas parciales y tasas globales de respuesta de en torno al 5-10%,
razon por la que se cuestiona la validez de la amplificacién de FGFR1 como

biomarcador predictivo de respuesta a estas terapias >**¥*’

. Por estos motivos,
resulta imprescindible la identificacion de nuevos biomarcadores predictivos de
respuesta a estos tratamientos para optimizar los criterios de seleccion de
pacientes en los siguientes estudios clinicos que evaluaradn la eficacia de las

terapias anti-FGFR.
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Tabla 3. Resumen de los ensayos clinicos recientes con farmacos anti-FGFR

Farmaco Histologia Fase del Biomarcador Respuesta Toxicidad Identificador del
estudio ensayo clinico
Dovitinib Carcinoma urotelial 1] NR Estudio interrumpido Trombocitopenia (9%), fatiga NCT00790426
(Novartis) (9%) y astenia (9%) 158
Carcinoma urotelial Il (en curso, Expresion de 8% de respuestas completas,  Hipertension (15%), NCT01732107
inclusion de FGFR3 por IHQ 0% en pacientes con tincidn hipertrigliceridemia (15%),
pacientes o FGFR3 inmunohistoquimica y sin hepatotoxicidad (1%),
completada) mutado mutciones, y 33% en estomatitis, sarpullido
pacientes con tincion
inmunohistoquimica y
mutados.
Cancer gastrico Il (inclusiéon de  Numero de NR NR NCT0171949
pacientes en copias de FGFR3
curso) > 3 por RT-PCR
AZD4547 Tumores solidos avanzados | Amplificaciéon NR NR NCT00979134
(Astra (Completado)  de FGFR1 por
Zeneca) FISH
(FGFR1:CEP8>2)
Carcinomas escamosos b NR Respuesta parcial en 1/14, Retinopatia serosa central, 69
(Cohorte de expansidn) (Completado) estabilizacion de la deshidratacion, hiponatremia
enfermedad en 4/14
Céncer gastricoy b NR Respuesta parcial en 1/3, Vomitos (61.5%), falta de apetito 69
gastroesofagico (Completado) estabilizacion de la y diarrea (53.9%), fatiga 'y
enfermedad en 4/13 nauseas (46.2%), hiperfosfatemia
y sequedad ocular (30.7%),
estomatitis (38.5%), toxicidad
ocular (30.8%)
Estudio prueba de concepto |l Amplificacion Cancer Fatiga (71%), mucositis (41%), NCT01795768 *

de AZD4547 en pacientes
con amplificacion de FGFR1
o FGFR2

por FISH de
FGFR2 (cancer
gastrico y
astroesofagico)
o FGFR1 (cancer
de mama)

gdstrico/gastroesofagico: tasa
de respuesta de 33% (3/9) en
tumores con amplifcacion de
FGFR2. Cancer de mama: tasa
de respuesta de 12.5% (1/8)
en tumores con amplificacién
de FGFR1

nauseas (35%).
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Farmaco Histologia Fase del Biomarcador Respuesta Toxicidad Identificador del
estudio ensayo clinico
Lung-MAP: Terapia en 1/11 Amplificacién, NR NR NCT02154490
segunda linea dirigida por fusién o
biomarcadores en mutacion de
pacientes con carcinoma FGFR1/2/3
€scamoso recurrente en
estadio IV
BGJ398 Pacientes con tumores con Il (En curso, Alteraciones NR NR NCT02160041
(Novartis) alteraciones genéticas en reclutamiento  genéticas en
FGFR de pacientes FGFR
completado)
Estudio de escala de dosis I (Inclusiéon de  FISH/CISH NR NR NCT01004224
en pacientes adultos con pacientes en
tumores solidos avanzados  curso)
Cohorte de expansién de b Amplificaciéon Respuesta parcial en 2/17 Hiperfosfatemia, estomatitis, 69
carcinomas epidermoides de FGFR1 dentro de la fecha de corte,y  alopecia, falta de apetito y fatiga
2/17 adicionales tras esta
fecha. Estabilizacién de la
enfermedad en 3/17
Carcinoma urotelial b Mutaciones Tasa de respuesta del 36% Hiperfosfatemia (42%), 92,144
activadoras de (9/25), de las cuales una estrefiimiento (36%), fatiga
FGFR3 respuesta completa sin (36%), creatinina elevada (36%)
confirmar y 8 respuestas
parciales (4 confirmadas)
BGJ398 en carcinoma Estudio piloto  Mutaciones NR NR NCT02657486
urotelial de vejiga no (inclusion de activadoras o
invasivo pacientes en genes de fusion
curso) con FGFR3
Estudio de fase 2 de BGJ398 I (inclusion de  Amplificacion, NR NR NCT01975097

en pacientes con
glioblastoma recurrente

pacientes en
curso)

translocacion o
mutacion
activadora en
FGFR1/2/3/4
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Farmaco Histologia Fase del Biomarcador Respuesta Toxicidad Identificador del
estudio ensayo clinico
Estudio de la eficacia de I1a (inclusién Mutacion, NR NR NCT02706691
BGJ398 en monoterapiaen  de pacientes amplificacién o
carcinoma epidermoide de aun no translocacion
cabezay cuello con inicializada) de FGFR1/2/3
amplificacion o detectada en
translocacion de FGFR1-3 ADN o ARN
JNJ- Estudio para evaluarla | (activo, Translocaciéon 4/23 respuestas completas, Hiperfosfatemia (65%), astenia NCT01703481 **°
42756493 seguridad, farmacocinética inclusion de de FGFR2 o 1/23 respuestas parciales sin (55%), sequedad bucal (45%),
(janssen) y farmacodinamica de JNJ- pacientes FGFR3 confirmar en glioblastoma, estrelimiento (34%), falta de
42756493 en pacientes con  finalizada) carcinoma urotelial y apetito (32%) y disgeusia (31%),
tumores solidos o linfoma endometrial. 16/23 con
avanzados o refractarios estabilizacion de la
enfermedad.
Estudio de eficacia y Il (inclusién de  NR NR NR NCT02365597 &
seguridad de JNJ-42756493  pacientes en
en pacientes con cancer curso)
urotelial
Estudio para evaluarla I (inclusion de  NR NR NR NCT02421185

seguridad, farmacocinética
y farmacodindamica de JNJ-
42756493 en pacientes con
carcinoma hepatocelular
avanzado

pacientes en
curso)

NR: No referido
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Hipotesis

FGFR1 y FGFR4 podrian tener un papel relevante en la biologia y progresién de
los canceres pulmonares y, subsecuentemente, en el prondstico de los pacientes
afectados. La caracterizacion funcional de FGFR1 y FGFR4 y de su seializacién en
diferentes modelos de cancer de pulmén podria ayudar a comprender el papel de
estos genes en la enfermedad y a predecir en qué condiciones su inhibicidon podria

tener relevancia terapéutica.
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Objetivos

Determinacidn del papel de FGFR1 y FGFR4 en la tumorogénesis pulmonar
in vitro e in vivo en diferentes contextos histoldgicos y moleculares.
Elucidacién del mecanismo molecular del papel de FGFR1 y FGFR4 en
cancer de pulmdén no microcitico.

Analisis del papel prondstico de la expresidon de FGFR1 y FGFR4 en cohortes
de pacientes con cancer de pulmon.

Determinacion de la eficacia de la terapia anti-FGFR en cédncer de pulmén
no microcitico y validacién de factores predictivos de respuesta a dicha

terapia.
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Materiales y Métodos

1. Diseiio

A fin de caracterizar el efecto de FGFR1 y FGFR4 en diferentes contextos
histolégicos y moleculares del cancer de pulmdn, sobreexpresaremos o silenciaremos
la expresidon de estos genes en lineas celulares representativas de las histologias vy
alteraciones genéticas mas relevantes de esta patologia. Asi, caracterizaremos el
efecto de la expresion de ambos FGFRs en las caracteristicas tumorogénicas vy el
mecanismo molecular que las media.

Asimismo, utilizaremos xenoinjertos en ratones inmunodeprimidos de algunas
de estas lineas celulares y de tumores pulmonares derivados de pacientes (PDXs) para
comprobar el efecto de la expresion de FGFR1 y FGFR4 en el crecimiento de estos
tumores, y analizar la eficacia de la inhibicién de FGFR en estos modelos, con el fin de
buscar biomarcadores predictivos de respuesta y nuevas alternativas terapéuticas para
determinados subgrupos de pacientes.

Por ultimo, determinaremos la expresién tumoral de ARNm de FGFR1 y FGFR4
en cohortes de pacientes de cancer de pulmdén no microcitico para definir el papel
prondstico de éstos. Igualmente, realizaremos la validacion de los hallazgos realizados

en bases de datos publicas caracterizadas para la expresion de estos genes.

2. Reactivos biolégicos
2.1. Vectores plasmidicos
A continuacion se detallan los plasmidos utilizados en este proyecto con el fin de

sobreexpresar y silenciar los genes en estudio (Tabla 4).

2.2. Antibidticos para seleccion en bacterias

Para seleccionar las bacterias transformadas con los diferentes plasmidos usamos

los antibidticos ampicilina (Calbiochem) y kanamycin (Calbiochem).
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Tabla 4. Plasmidos usados a lo largo del trabajo de tesis

Método de

Nombre seleccién

plasmido Plasmido (mamiferos) Referencia Proveedor Uso

pCMV6 pCMV6 G418 PS100001  Origene Vector vacio control de la
sobreexpresion de FGFR1 y
FGFR4

pCMV6 FGFR1 pCMV6 G418 RC202080  Origene Sobreexpresion de FGFR1

pCMV6 FGFR4 pCMV6 G418 RG204230 Origene Sobreexpresion de FGFR4

pRS scramble pRS Puromicina TR20003 Origene Vector con shRNA

shRNA “scramble”, control del
silenciamiento de FGFR1 y
FGFR4

pRS shRNA PRS Puromicina TR320354  Origene Silenciamiento por shRNA

FGFR1 de FGFR1

pRS shRNA pRS Puromicina TR320356  Origene Silenciamiento por shRNA

FGFR4 de FGFR4

pBABE pBABE Puromicina #51070 Addgene Vector vacio control de la
sobreexpresién de EGFR
nativo y mutado

pBABE wtEGFR pBABE Puromicina #11011 Addgene Sobreexpresion de EGFR
nativo

pBABE EGFR pBABE Puromicina #32073 Addgene Sobreexpresion de EGFR

(L858R/T790M) con las mutaciones
L858R/T790M

PL-SIN-PGK-EGFP  PL-SIN- GFP #21316 Addgene Vector vacio control de la

PGK sobreexpresion de N-

cadherina

pCCL-c-MNDU3c- pCCL-c- GFP #38153 Addgene Sobreexpresion de N-

PGK-EGFP N- MNDU3c cadherina

cadherin -PG

pB-RS pB-RS Blasticidina TR30024 Origene Vector vacio control del
silenciamiento de N-
cadherinay E-cadherina

pB-RS shRNA N- pB-RS Blasticidina HC138304 Origene Silenciamiento de N-

cadherin cadherina

pB-RS shRNA E- pB-RS Blasticidina HC138277  Origene Silenciamiento de E-

cadherin cadherina

2.3. Cepas bacterianas utilizadas en la amplificacion de pldsmidos

Todos los plasmidos adquiridos fueron amplificados usando la cepa de E. coli “E.

coli strain Max Efficiency DH10B” (Invitrogen).

2.4.

Sondas de PCR a tiempo real

A continuacién se detallan las sondas empleadas en la preamplificacion y

determinacion de la expresién de ARNm (Tabla 5).



Tabla 5. Sondas usadas para la determinacion de la expresion de ARNm de genes de interés.

Materiales y Métodos

Gen diana Referencia Proveedor

FGFR1 Hs00917379_m1 Life technologies
FGFR4 Hs01106908_m1 Life technologies
EGFR Hs01076090_m1 Life technologies
N-cadherin Hs00983056_m1 Life technologies
E-cadherin Hs01023894_m1 Life technologies
B2M Hs99999907_m1 Life technologies
GAPDH Hs99999905_m1 Life technologies

2.5. Anticuerpos empleados

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

en su produccién y dilucion empleada se detallan en la Tabla 6.

2.6. Inhibidores quimicos

Se emplearon diferentes moléculas inhibidoras de pequefio tamafio en los
tratamientos de lineas celulares y xenoinjertos celulares y de tumores derivados de
pacientes (“Patient-derived xenografts”, PDXs). Se seleccionaron dos inhibidores
selectivos de FGFR: BGJ398 (#52183, Selleckchem) y AZD4547 (#52081, Selleckchem); vy
dos inhibidores de EGFR: erlotinib (Tarceva, Genetech) y osimertinib (#57297,

Selleckchem).

3. Técnicas de biologia molecular
3.1 Amplificacion plasmidica

3.1.1. Transformacién de células quimiocompetentes

Las bacterias E. coli quimiocompetentes (DH10B) se descongelaron a 4°C. Para
cada transformacion se utilizé una fraccién de 30-40 pL de bacterias a los que se
afiadieron 2 pL de ADN plasmidico a 100 ng/uL. A su vez, a una fraccion de células
competentes se le afiadid el mismo volumen de agua autoclavada libre de DNA como
control negativo de la transformacidn. Tras incubar estas mezclas en hielo durante 30
minutos, se les dio un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos, a fin de alterar la

estructura de la membrana y facilitar la entrada del plasmido al citoplasma, y se volvié
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Tabla 6. Anticuerpos usados para determinar la expresion proteica de las proteinas de interés.

Tipo Peso Referencia Proveedor Dilucién para Dilucién para
Proteina diana anticuerpo molecular western blot inmunofluorescencia
proteina
FGFR1 Monoclonal 150 kDa 9740 CST 1:1000 1:100
de conejo
FGFR4 Monoclonal 100 kDa 8562 CST 1:1000 1:100
de conejo
pFGFR1 (Tyr653/654) Policlonal 150 kDa 06-1433 Millipore 1:2000 -
de conejo
pFGFR4 (Tyr642) Policlonal 100 KDa MBS856043  MyBiosource  1:2000 -
de conejo
AKT Policlonal 60 KDa 9272 CST 1:1000 -
de conejo
pAKT (Serd73) Policlonal 60 KDa 9271 CST 1:1000 -
de conejo
p42/p44 (ERK1/2) Policlonal 42/44 kDa 9102 CST 1:1000 -
de conejo
p-p42/p44 (ERK1/2) Policlonal 42/44 kDa 9101 CST 1:1000 -
(Thr202/Tyr204) de conejo
STAT3 Monoclonal 80 kDa 9139 CST 1:1000 -
de ratén
pSTAT3 (Tyr705) Policlonal 80 kDa 9145 CST 1:1000 -
de conejo
EGFR Monoclonal 160 kDa 4267 CST 1:1000 -
de conejo
EGFR Monoclonal 160 kDa MA5-13269  ThermoFisher - 1:100
de ratén
pEGFR (Tyr1068) Policlonal 160 kDa 2234 CST 1:1000 -
de conejo
N-cadherina Monoclonal 135 kDa 13116 CST 1:1000 -
de conejo
N-cadherina 135 kDa ThermoFisher - 1:100
E-cadherina Monoclonal 125 kDa 3195 CST 1:1000 -
de conejo
a-Tubulina Monoclonal 55 kDa T9206 Sigma 1:5000 -
de ratén
Secundario anti-Rabbit  Policlonal 7074 CST 1:5000 -
(Peroxidasa acida de de cabra
rabano)
Secundario anti-Mouse  Policlonal 7076 CST 1:5000 -
(Peroxidasa acida de de caballo
rabano)
Secundario anti-Rabbit  Policlonal R37116 ThermoFisher - 1:250
(Alexa Fluor 488) de cabra
Secundario anti-Mouse  Policlonal A-31570 ThermoFisher - 1:250
(Alexa Fluor 555) de burro

CST: Cell Signaling Technology

a incubar la mezcla en hielo durante otros 2 minutos. Posteriormente, se afiadid 1 mL

de medio SOC (#15544034, Invitrogen) a temperatura ambiente a cada vial. A

continuacién, los viales se incubaron en agitacion durante una hora a 37°C y se

centrifugaron. Se descartd el sobrenadante, dejando solo un pequeno resto para

resuspender el pelet celular y sembrar las células transformadas en placas de LB-agar
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con el antibidtico de seleccidén apropiado, y dejarlas incubando a 37°C durante 16
horas. Transcurrido este tiempo, se selecciond una de las colonias generadas y se
cultivdo en medio LB con el antibiético de seleccion durante 16 horas, para realizar la

extraccién plasmidica.

3.1.2. Extraccion de ADN plasmidico

Se realizé usando el protocolo para MaxiPrep del kit de JETSTAR, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este protocolo se basa en realizar una lisis alcalina de las
bacterias transformadas con el plasmido de interés, seguida de la precipitacion y
purificacién del ADN plasmidico por medio de una columna de intercambio iénico. El
ADN se une a la columna en condiciones apropiadas de concentracion salinay de pH, y
las impurezas pueden ser retiradas por medio de lavados de la columna con una
solucién de carga idnica intermedia. Tras los pasos de limpieza, el ADN se eluyd
pasando por la columna un tampdn con alta concentracién salina, y se precipitdé por
medio de la adicion de isopropanol y centrifugacion para concentrar el ADN vy aislarlo
de las sales en el tampdn de elucién. Finalmente, el ADN plasmidico se lavd con etanol

al 75% y se eluy6 en agua miliQ.

3.2. Andlisis de la expresion génica a nivel de ARNm

3.2.1. Extraccion de ARN

Por un lado, se realizd la extracciéon de ARN de las lineas celulares incluidas en
el proyecto. Para ello se usé el reactivo Trizol (Life Technologies), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este reactivo lisa las células y conserva el ARN, y mediante
la adicién de cloroformo permite la separacidn de la muestra en tres fases diferentes,
lo que permite recuperar el ARN aislado de una de estas fases. Posteriormente, el ARN
se precipitd con isopropanol, se lavé con etanol al 75% y fue resuspendido en agua

DEPC (agua tratada con dietilpirocarbonato).
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Por otro lado, para realizar la extraccion de ARN total de tejido fijado con
formalina y conservado en parafina se desparafinaron las laminas de tejido tumoral
mediante el uso de Xilol. El ARN total se extrajo usando el kit de extraccion RecoverAll
(Life Technologies), segun las instrucciones del fabricante para la extraccion de ARN de
tejido bioldgico. Este kit permite aislar el ARN de la muestra a través de una separacién
en fases, y mediante el uso de columnas de afinidad a las que se une el ARN, permite

extraerlo con gran eficiencia y sin apenas restos de contaminantes.

Una vez extraido el ARN, su concentracidn se cuantificd por medio del equipo

NanoDrop (ThermoScientific) y se conservd a -80°C para su posterior uso.

3.2.2. Transcripcion reversa

Se retrotranscribieron las muestras de ARN usando el kit de retrotranscripcién
TagMan Reverse Transcription (Life Technologies), siguiendo las instrucciones del
fabricante. En cada reaccidén se utilizaron 1000 ng de ARN en 10 ul, con 10uL de mezcla
madre, en un volumen final de 20 ulL. Las reacciones fueron sometidas al siguiente

protocolo de retrotranscripcion de la tabla 7.

Tabla 7. Protocolo de termperaturas de la retrotranscripcion de ARN

Temperatura  Tiempo Funcién

25°C 10 minutos  Apareamiento de los cebadores
37°C 120 minutos Retrotranscripcion

85°C 5 minutos Inactivacion de la enzima

3.2.3.  Preamplificacion del ADNc

El ARN extraido del tejido parafinado se preamplificé usando el kit TagMan
Preamp Master Mix kit (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El volumen final de la reacciéon de amplificaciéon fue de 10 ul, y afadimos
100 ng de ADNCc total por reaccién. Empleamos el protocolo de preamplificaciéon de 14

ciclos descrito en las instrucciones del fabricante (Tabla 8).
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Tabla 8. Protocolo de temperaturas para la preamplificacion de ADNc

Temperatura  Tiempo Repeticiones  Funcién

95°C 10 minutos  1x Activacion de la enzima

95°C 15 14x Desnaturalizacion del ADN
segundos

60°C 4 minutos Apareamiento con los

cebadores y extension del
ADN

Tras la preamplificacién, las muestras se diluyeron 1:20 previamente a la

realizacion de la PCR cuantitativa.

3.2.4. PCR cuantitativa a tiempo real

Cada reaccion de PCR cuantitativa a tiempo real se realizd por triplicado

(réplicas técnicas), segun el protocolo indicado por el fabricante para las sondas

Tagman (ThermoFisher) y la master mix de TagMan para qPCR (ThermoFisher). El

volumen final de cada reaccion fue de 10 ul, que contenian 5 uL de la master mix, 2.5

uL de la sonda TagMan del gen en estudio, y 2.5 uL de muestra de ADNc. lLa

concentracion de las muestras de ADNc fue de 25 ng/ul en el caso de las muestras no

preamplificadas. En las muestras previamente preamplificadas, se usaron 2,5 uL de la

dilucién 1:20 de la reaccidon de preamplificacién. Ademads, para cada sonda se llevd un

control negativo (sin muestra de ADNc), para descartar contaminaciones en el agua, en

la mezcla madre o en la sonda. Se siguié un protocolo de termociclacién de 40 ciclos,

detallado en la Tabla 9.

Tabla 9. Protocolo de termociclacion de la reaccion de PCR cuantitativa a tiempo real

Temperatura  Tiempo Repeticiones  Funcion

95°C 10 minutos  1x Activacion de la enzima

95°C 15 40x Desnaturalizacion del ADN
segundos

60°C 1 minuto Apareamiento con los cebadores y

extension del ADN

La cuantificacidn relativa de la expresion de ARNm se determind a partir de los

valores Ct obtenidos en la reaccidn, definiendo Ct como el nimero del ciclo en el que
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se detecta sefial de amplificacion del gen diana por encima de un umbral
predeterminado, que permite discernir entre una sefial de amplificacion real y ruido.
Para cada muestra se calculd la media de tres replicados técnicos para cada gen, y este
valor medio de Ct se normalizé con el Ct del gen enddgeno (Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, GAPDH, para extractos de lineas celulares y Beta-2-microglubina,
B2M, para extractos de tumores), obteniéndose el valor ACt. Los niveles de expresién

-ACt 1 . - < -ACt
se representaron en la forma 2™, mas intuitiva debido a que valores mas altos de 2

. . .z 160,161
indican mayor expresién del gen "%,

En el caso de la determinacion de expresion de ARNm en extractos procedentes
, , . R / -ACt
de lineas celulares, se calculd la media y desviacion estandar de los valores de 2

procedentes de tres replicados biolégicos independientes.

3.3. Andlisis de la expresion a nivel proteico

3.3.1. Extraccion proteica de lineas celulares

Las células se lavaron con PBS dos veces y se afiadid sobre ellas un volumen
apropiado de tampdn de lisis. Los lisados celulares se recogieron mediante raspado, en
hielo, y se afadieron a un tubo. Los restos de debris celular se eliminaron por
centrifugaciéon a 15000 x g durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante (extracto
proteico) se guardo en alicuotas a -80°C. El tampdn de extraccion proteica usado fue
RIPA (Sigma), suplementado con un cdctel de inhibidores de proteasas (cOmplete Mini
EDTA-free, Roche) y un cdctel de inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP EASYpack,
Roche) a la concentracidn recomendada por el fabricante. La cuantificacidon de los
extractos proteicos se realizé usando el método Bradford modificado (BioRad), segun
las instrucciones del fabricante, utilizando como control concentraciones conocidas de

albumina sérica (BSA).
3.3.2. Extraccion proteica de tejido tumoral

También se obtuvieron lisados de proteina a partir de tumores procedentes de
xenoinjertos en ratdn conservados a -80°C. En estos casos se afiadié el tampon de lisis

sobre el fragmento de tejido previamente pulverizado en un mortero preenfriado con
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nitréogeno liquido para evitar la descongelacion del fragmento, se incubd en hielo
durante 2 horas, agitando cada 10 minutos, y se recogié el volumen en tubos de 2ml
gue se centrifugaron a 15000 x g durante 10 minutos a 4°C para eliminar los restos de
tejido sin disgregar, y el sobrenadante se guardd a -80°C. El tampdn de extraccion vy el
método de cuantificacion usados fueron los mismos que en el caso de la extraccion

proteica de lineas celulares.
3.3.3. Desnaturalizacion y conservacion de las muestras

Después de tomar la cantidad apropiada de proteina para realizar cada western
blot (30-100 pg), se anadié a las muestras tampodn de carga 5X (Tris-HCl 62.5 mM pH
6.8, glicerol 10%, SDS 1%, 2-mercaptoethanol 5%, azul de bromofenol 0.0025%
(Sigma)) y se desnaturalizaron durante 5 minutos a 95°C. Entonces se procedid a su
carga en el gel de electroforesis para realizar el western blot, o se almacenaron a -

20°C.

3.3.4. Western blot

La inmunodeteccion de proteinas se realizé de acuerdo a un protocolo estandar
sobre membranas de PDVF (GE Healthcare). En primer lugar, los extractos proteicos se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (con una
concentracién dependiente del tamafio de la proteina a detectar, de entre el 6y 15%),
utilizando el sistema Mini-Protean 3 (BioRad). Las proteinas se separaron en geles de
poliacrilamida-SDS utilizando un tampén de electroforesis 1X Tris HCI 0.13 M, glicina
0.95 M, SDS 0.5% y se transfirieron a membranas de PDVF utilizando un equipo Trans-
Blot Turbo (BioRad). La transferencia se realiz6 a 400 mA durante 3 horas en tampdn
de transferencia (TrisHCl 0.025 M, glicina 0.2 M, 20% metanol). Las membranas se
bloguearon durante 1 hora en agitacién con el tampdn de bloqueo que contenia TBS,
0.1% Tween20 y 1% de BSA. Posteriormente las membranas se incubaron con la
dilucion adecuada de anticuerpo primario durante 16 horas a 4°C. Tras esta
incubacion, las membranas se lavaron con tampdn de lavado (TBS 0,1% Tween-20) y se
incubaron con una dilucién 1:5000 del anticuerpo secundario apropiado conjugado con

peroxidasa, durante una hora a temperatura ambiente. La deteccidon se realizé
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mediante una reaccién quimioluminiscente (ECL Clarity, Biorad) y la visualizacién
mediante un equipo de deteccién de luminiscencia (ChemiDoc, BioRad).
3.3.5. Co-inmunoprecipitacion de proteinas de membrana

Se realizaron extractos proteicos como se indica anteriormente pero usando un
tampdn de extraccion con la siguiente composicion: 50 mM HEPES, 150 mM NaCl y al
1% de n-octilglucdsido (Sigma), suplementado ademas con un cdéctel de inhibidores de
proteasas (cOmplete Mini EDTA-free, Roche) y de fosfatasas (PhosSTOP EASYpack,
Roche). Se cuantificd la concentracién proteica de los extractos como se indica
previamente y se realizaron alicuotas de 2 mg de proteina total. En estas alicuotas, se
realizd un pre-aclaramiento proteico mediante su incubacion con 10 pL de la resina EZ
View Red Protein G Affinity Gel (Sigma), que se utiliz6 como sustrato de
inmunoprecipitacion, durante 2 horas a 4°C en agitaciéon suave. A continuacion, se
retird la resina mediante centrifugacion a 6000 g a 4°C durante 1 minuto. En paralelo al
pre-aclaramiento se realizd la conjugacion de la resina con el anticuerpo primario
contra la proteina a inmunoprecipitar, incubandose 10 pL de resina con 2 ug de
anticuerpo por cada mg de proteina en la muestra, en tampdn de lisis al 3% de
seroalbumina bovina (SAB), durante 2 horas en agitacion suave a 4°C. Como control
negativo de la inmunoprecipitacion, se incubd una alicuota de la muestra proteica con
particulas conjugadas a un anticuerpo inespecifico del mismo isotipo que el anticuerpo
contra la proteina de interés, a la misma concentracidon que éste. A continuacién, se
realizaron tres lavados de la resina conjugada con el anticuerpo con tampdn de lisis,
centrifugando entre lavados 1 minuto a 6000 g a 4°C para retirar el tampodn usado y
afiadir nuevo. Posteriormente, se incubd la resina con el anticuerpo con la muestra
durante 16 horas en agitacion suave a 4°C. A continuacién, se realizaron 5 lavados de
la resina con el inmunoprecipitado mediante la resuspension de ésta con tampdn de
lisis y posterior centrifugacion de 1 minuto a 6000 g a 4°C. Se descarté el sobrenadante
y se afiadieron 20-30 uL de tampdn de lisis y la cantidad apropiada de tampdn de carga
5x, como indicado anteriormente. Entonces, se hirvieron las muestras 5 minutos a
95°C, tras lo cual se centrifugaron a 12000 g durante 3 minutos, y se conservoé el
sobrenadante para realizar con él el protocolo de western blot, y comprobar la
detecciéon tanto de la proteina inmunoprecipitada, como de la proteina co-

inmunoprecipitada de interés.
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Como control de la inmunoprecipitacion, se conservaron dos alicuotas del

extracto proteico, una anterior y otra posterior a la inmunoprecipitacion.

3.3.6. Cuantificacion de la expresion proteica en el western blot

Para cuantificar las bandas detectadas en los ensayos de western blot, se utilizé
el software incluido en el equipo de deteccién de quimioluminiscencia (Imagelab,
BioRad). Se cuantificé el volumen de la banda de nuestra proteina de interés y éste fue
normalizado con el volumen de la banda correspondiente al gen de expresion

constitutiva (alfa tubulina).
3.4. Extraccion de ADN de lineas celulares

La extraccion de ADN de las lineas celulares se realizé6 mediante el kit Blood &
Cell Culture DNA Mini Kit (Qiagen), segun las instrucciones del fabricante. Este kit se
basa en la liberacién del ADN gendémico mediante lisis celular, y en su captura
mediante columnas de afinidad a las que éste se une para ser posteriormente
sometido a una serie de lavados que retiran las impurezas celulares. Finalmente, el

ADN es eluido de la columna.
3.5. Caracterizacion de las mutaciones de interés clinico en EGFR

La determinacidon de mutaciones en el gen de EGFR se realiz6 mediante el kit
Terascreen EGFR RGQ PCR Kit (Qiagen) y se confirmé mediante el test de mutaciones

el EGFR Cobas v2 (Roche), siguiendo en ambos casos las instrucciones del fabricante.

4. Técnicas de biologia celular

4.1. Lineas celulares

Se utilizé un panel de lineas celulares que contenia dos lineas celulares de pulmén
inmortalizadas, cuatro lineas de carcinoma epidermoide de pulmdn y doce lineas de
adenocarcinoma, cuyas caracteristicas moleculares se recogen en la siguiente tabla

(Tabla 10).

4.2, Cultivo de las lineas celulares
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Las lineas celulares se cultivaron siguiendo las indicaciones de la ATCC, suplementando
ademas todos los medios con 40u/mL de penicilina (Sigma), 40 pg/mL de
esteptomicina (Sigma), y 1 pg/mL de anfotericina B (Sigma), y con glutamina (Sigma)
en el caso de los medios que no incluian en su composicién glutamina estable. La Unica
excepcion fue A549, que se cultivé en medio DMEM suplementado con HEPES 0,01M
(Sigma), piruvato de sodio 1mM (Sigma) y aminoacidos no esenciales 1X (Sigma),
ademads de los suplementos anteriormente descritos. Las células se cultivaron en
placas de 10 cm y se subcultivaron 1:4 cada 2-3 dias mediante tratamiento con
tripsina. La manipulacion de las lineas celulares se realizd en una cabina de flujo
laminar de tipo Il-Bio-lI-A (nivel de bioseguridad 2) y su cultivo de realizd en
incubadores (ThermoScientific, Series 8000 Water-Jacketed CO, Incubators) al 95%

de humedad relativa y al 5% de CO,.

Tabla 10. Panel de lineas celulares de pulmén

Linea Tipo Mutacién conductora Referencia Medio de cultivo
celular histolégico descrita
A549 ADC KRAS p.G12S 1e2 DMEM suplementado con

piruvato de sodio, HEPES y
aminoacidos no esenciales

H460 ADC KRAS p.Q61H 162 RPMI 1640
H2009  ADC KRAS p.G12A COSMIC RPMI 1640
H358 ADC KRAS p.G12C 162 RPMI 1640
H1650  ADC EGFR E746-E750 del 163 RPMI 1640
H1975  ADC EGFR L858R/T790M COSMIC RPMI 1640
HCC827  ADC EGFR E746-E750 del 162 RPMI 1640
H3122  ADC Translocacién EML4- COSMIC RPMI 1640
ALK v1
H2228 ADC Translocacion EML4- COSMIC RPMI 1640
ALK v3
H1437  ADC ™ COSMIC RPMI 1640
H1781  ADC EGFR L858R Comprobadoen  RPMI 1640
el laboratorio
Calu-3  ADC ™ 162 DMEM
Calu-1 ESC KRAS p.G12C COSMIC McCoy's 52
HTB59  ESC KRAS p-G12V COSMIC McCoy’s 5a
H520 ESC ™ cosmic, *# RPMI 1640
H226 ESC ™ cosmic, *# RPMI 1640
NL20 I TN COSMIC F12 suplementado siguiendo las
indicaciones de la ATCC
Nuli-1 | ™ COSMIC LHC9

ADC = Adenocarcinoma, ESC = Carcinoma epidermoide, TN = Triple negativo (nomeclatura
referida a lineas celulares sin alteraciones en KRAS, EGFR o ALK), | = Inmortalizada


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/3423
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4.3. Conservacion de las lineas celulares

Las células se congelaron en criotubos de 2 mL en medio de cultivo rutinario
suplementado con 10% de dimetilsulféxido (DMSO) y se congelaron inicialmente en
contenedores con isopropanol en congeladores a -80°C. Las células se conservaron a
-80°C a medio plazo y en contenedores con nitrogeno liquido a largo plazo. Para
descongelar una linea celular criopreservada, el criotubo se sumergié en un bafio de
agua a 37°C durante aproximadamente 2 minutos. Una vez que la suspension celular
estaba descongelada, el contenido del criotubo se afiadié a 5 mL de medio de cultivo y
se centrifugd esta suspension celular. El sobrenadante con DMSO se descarté y se
anadié medio de cultivo fresco para resuspender el pelet obtenido, que se afiadio

finalmente a la placa de cultivo.
4.4, Transfeccion celular

Las lineas celulares se transfectaron con el reactivo de transfeccion TransIT-X2
(Mirus), siguiendo las instrucciones del fabricante. La transfeccidén con este reactivo se
basa en la utilizacién de liposomas cationicos que forman complejo con el ADN y
permiten su introduccién al nucleo celular. Veinticuatro horas antes de la transfeccion
se sembraron las células en placas de 6 pocillos, buscando aproximadamente un 40%
de confluencia en cada pocillo para el dia de la transfecciéon. Antes de la transfeccidn,
se cambio el medio a las células afiadiendo 2,5 mL de medio. A continuacion se
afiadieron las particulas de transfeccién con el ADN y las células se incubaron con éstas
durante 72 horas. Tras este tiempo, las células se pasaron a placas de 10 cm vy, una vez
adheridas a la placa (tras unas 24 horas), se afladié medio fresco con el antibiético de
seleccion a la concentraciéon adecuada (Tabla 11). Como control negativo de la
transfeccion se utilizé una placa con la linea celular sin transfectar también expuesta al
medio de seleccion. Durante el proceso de seleccién de las células transfectadas (3 6 4
semanas), el medio de cultivo con antibiético se fue renovando 3 veces por semana.
Tras este periodo, se comprobd que en el control negativo ninguna célula sobreviviera.

Las colonias generadas se tripsinizaron y se resembraron en una nueva placa,
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estableciendo un pool de los diferentes clones transfectados, con el que se constituyo
una linea celular transfectada estable. En la linea generada se confirmd la
sobreexpresién o silenciamiento realizado y se criopreservd. Durante el cultivo de las
lineas generadas se mantuvo el antibidtico de seleccién a la mitad de concentracion de
la utilizada previamente. En cada transfeccién se utilizé el antibiético apropiado a la
concentracion indicada, segun el plasmido transfectado y la linea celular: puromicina
(Calbiochem), blasticidina (Sigma) o G418 (Santa Cruz) (Tabla 11). En el caso de las
transfecciones con plasmidos con un gen reportero (GFP) se amplificaron las células y
posteriormente se separaron las transfectadas mediante un separador celular por

citometria de flujo usando el equipo BD LSRFortessa (BD).

Tabla 11 .Concentraciones de antibiéticos empleadas para la seleccion de células transfectantes en

este proyecto de tesis, para cada linea celular

Concentracion

Linea celular G418 Puromicina Blasticidina
A549 2 ug/mL

H460 2 mg/mL

H2009 1 mg/mL 3 ug/mL
H1650 1 mg/mL

H1975 1 mg/mL

HCC827 1 mg/mL

H3122 2 mg/mL 3 ug/mL
Calu-3 2 ug/mL

Calu-1 1 mg/mL

H520 2 ug/mL 2 ug/mL
H226 1 mg/mL

NL20 1 mg/mL 1 ug/mL 2 ug/mL

En el caso de las transfecciones de ARNs de interferencia (shRNAs), se
generaron dos lineas estables con silenciamiento de la expresién del gen de interés,
utilizando en cada una un ARN de interferencia diferente, a fin de asegurar que los
efectos observados posteriormente no derivaban del silenciamiento inespecifico de la

expresion de un gen diferente al de interés.

En el caso de realizar co-transfecciones de mas de un plasmido en una misma
linea celular, las transfecciones se realizaron de forma independiente y subsecuente.

Los antibidticos de seleccidn de los plasmidos transfectados se mantuvieron en el
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medio a la concentraciéon de mantenimiento para mantener una presidn selectiva,
combinando dos o tres antibidticos. El inico momento en que el/los antibidtico/s de
seleccion no estuvieron presentes fueron durante el periodo de incubacién de las
células con el reactivo de transfeccion (72 horas), ya que éstos podrian interferir con la

transfeccion, disminuyendo su eficiencia.

4.5, Ensayos subrogados de tumorogenicidad

En estos ensayos, cada experimento se repiti6 un minimo de tres veces
independientes a fin de confirmar los resultados. Ademas, dentro de cada repeticidon

del experimento, cada condicién se sembré por triplicado.
4.5.1. Ensayo de clonabilidad

Se sembré un numero de células de entre 1000 y 5000 células, segun la linea
celular, en placas de 10 cm. El medio se renové una vez a la semana durante 2 o 3
semanas dependiendo de la linea celular. Tras este tiempo, las células se fijaron con
una solucion de glutaraldehido en PBS al 0.5% durante 20-30 minutos vy se tifleron con
una solucion de cristal violeta al 1% en agua. Tras lavar y secar las placas, se cuantifico

el numero de colonias.
4.5.2. Curva de crecimiento

Se sembraron 3500 células por pocillo en placas de 12 pocillos. A las 24 horas
(dia 0) se fijaron las células del primer punto de la curva, y cada 24-48 horas se fijé un
nuevo punto de la curva y se cambid el medio al resto. En el caso de las curvas con baja
concentracion de SFB, el dia O se realizd el cambio de medio a medio al 0,5% de SFB
tras dos lavados con PBS para retirar los restos de suero. Las placas fijadas se
conservaron con las células en PBS a 4°C hasta que todos los puntos de la curva
estuvieron fijados. Entonces, se tifleron las placas con cristal violeta durante 20
minutos. Posteriormente, las placas se lavaron y se dejaron secar. Una vez secas, se
afiadio un volumen fijo por pocillo de acido acético al 20% para diluir el cristal violeta,

y se midié la absorbancia a 595nm en un equipo de lectura dptica VICTOR
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(PerkinElmer). Todas las absorbancias se normalizaron con respecto a la absorbancia
del dia 0 de cada condicién experimental. Por ultimo, se representd este valor

normalizado (crecimiento relativo al dia 0) con respecto al tiempo.

También se realizaron curvas de crecimiento en presencia de farmacos. En
éstas, se sembraron las células de la manera indicada anteriormente, y a las 24 horas
se les retird el medio y se les afadidé medio con farmaco. La duracién de estos
experimentos fue de 72 horas, fijando una placa cada 24 horas. El resto del

procedimiento se realizé como se ha descrito previamente.
4.5.3. Crecimiento libre de anclaje (Ensayo de agar blando)

Se resuspendieron 100.000 células/pocillo en medio con agarosa al 0.35%, que
se sembraron sobre una base de medio con agarosa al 0.7% previamente solidificado,
en placas de 6 pocillos. Tras 24 horas se afiadieron 3 mL de medio completo a cada
pocillo, que se renovd dos veces por semana. Tras uno o dos meses, dependiendo de la
linea en ensayo, se tomaron un minimo de 10 fotos por pocillo de las colonias por
medio de un microscopio (#IX2-SLP, Olympus) con camara integrada (#U-CMAD3,
Olympus). En estas fotos se cuantificd el nUmero de colonias y se determind su

tamano.

4.6. Estimulacion de lineas celulares con factores de crecimiento

Se sembraron las células, y al alcanzar un 60-70% de confluencia se incubaron
durante 5 horas con medio sin SFB, para obtener un estado basal de fosforilacion de
las proteinas implicadas en las rutas oncogénicas de interés. Entonces, por un lado se
obtuvieron extractos proteicos correspondientes al estado basal, y por otro lado se
procedio a la estimulacidén con diferentes factores de crecimiento afiadiendo medio sin
suero con FGF1 (50ng/mL, Immunostep), FGF19 (100ng/mL, Immunostep), EGF
(50ng/ml, Immunostep), o SFB al 10%. Las células se estimularon durante 15 minutos y

se procedid a la extraccién proteica (explicada en el apartado 2.3.1).

4.7. Co-inmunolocalizacion



Materiales y Métodos

Se sembraron y se fijaron las células en cubreobjetos estériles con una solucién
de paraformaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos. Tras dos lavados con PBS, las
células se impermeabilizaron con una solucién al 0,1% de Tritédn X-100 en PBS durante
5 minutos. Después se incubaron durante una hora en solucién de bloqueo (PBS, 0.1%
Tritdn X-100, 1% SAB) a temperatura ambiente. A continuacidn, se incubaron con la
dilucién apropiada en solucién de bloqueo de anticuerpo primario (Tabla 6), durante 3
horas a temperatura ambiente. Tras tres lavados con PBS 0.1% Triton X-100 de 5
minutos de duracién y en agitacién, se incubaron las células con el anticuerpo
secundario a la dilucién apropiada (Tabla 6), en solucién de bloqueo, durante 1 hora a
temperatura ambiente. En un microscopio confocal (SP5-WLL), se realizaron fotos de al
menos 20 células por condicién experimental en las distintas réplicas del experimento

para analizar la co-localizacién de las proteinas en estudio.

4.8. Determinacion de la inhibicion del crecimiento de lineas celulares

producida por farmacos en monoterapia

Para determinar la sensibilidad a diferentes farmacos se empled el ensayo de
citotoxicidad con determinacion de la inhibicion del crecimiento 1C50, que sirve para
calcular la concentracién de farmaco a la cual la proliferacion celular se reduce al 50%
con respecto al control no tratado. Para realizar este ensayo, se sembraron en placas
de 96 pocillos tres filas de 12 columnas con cada linea celular en ensayo, y se
afladieron concentraciones decrecientes de farmaco en las 11 primeras columnas,
dejando la ultima sin tratar. Este rango de concentraciones se decidié en primer lugar
buscando en la bibliografia los valores de IC50 de lineas celulares similares para el
farmaco en estudio, y se fue ajustando en funcién de la sensibilidad de la linea. Tras 96
horas de exposicion al farmaco, las células se fijaron y se tifieron con cristal violeta,
como se ha indicado anteriormente, y las placas se lavaron y se dejaron secar. A
continuacion, el cristal violeta adherido a las células se disuelvié en una soluciéon de
acido acético al 20% y la absorbancia (595 nM) se midié en un equipo detector VICTOR
(PerkinElmer). Posteriormente, se calculé la concentracién que inhibia el 50% del

crecimiento mediante el software de andlisis bioestadistico GraphPad Prism.
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4.9. Determinacion de la sensibilidad a farmacos en combinacion

Para determinar el efecto de la combinacidon de diferentes inhibidores se realizaron
igualmente ensayos con determinacion de la IC50. A partir de la IC50, se calculd para
cada inhibidor de FGFR la concentracién que inhibia el 20% del crecimiento (IC20) y se
selecciond el valor medio de concentracién correspondiente a la IC20, asi como el
doble de esta concentracidon. Estas concentraciones se combinaron con
concentraciones decrecientes del inhibidor EGFR en ensayo para calcular la IC50 del
inhibidor frente a EGFR combinado con el de FGFR. Para determinar el efecto de la
combinacién de dos farmacos, se utilizé la féormula del método de Chou-Talalay .
Esta formula calcula el indice de combinacién (Cl), comparando la sensibilidad a los dos
farmacos en combinacidn con respecto a las sensibilidad de los farmacos por separado,
e informa sobre si la combinacién de dos farmacos tiene un efecto antagoénico (CI>1),

aditivo (Cl=1), o sinérgico (Cl<1). La férmula empleada para su célculo es la siguiente:

cI IC50 Farmacol en combinacion  Concentraciéon del farmaco2 en combinaciéon

= +
IC50 Farmacol en monoterapia IC50 Farmaco2 en monoterapia

5. Técnicas de experimentacion animal

5.1. Xenoinjertos con lineas celulares en ratones inmunodeprimidos

Se contaron las células de la linea celular a xenoinjertar y en cada caso se
prepard a una concentracion final de 2 millones de células en 100 uL de PBS. A
continuacién, se anadiod solucién de Matrigel (BD, #356234) a la suspension celular en
PBS, a razén de 1:1. Se inyectaron subcutaneamente 200 uL de esta mezcla, en ambos
flancos de ratones desnudos inmunodeprimidos de 5-6 semanas de edad, bajo

anestesia por inhalacién de isuofuorano.
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5.2. Xenoinjertos de tumores derivados de pacientes (PDXs)

Para establecer los PDXs los tumores extraidos quirirgicamente de pacientes
con cancer de pulmdén no microcitico fueron troceados e implantados cubiertos de
Matrigel (BD) en el flanco de ratones desnudos inmunodeprimidos de 5-6 semanas de
edad, bajo anestesia por inhalacion de isofluorano y bajo analgesia por buprenorfina.
Para realizar el implante, se realizé un pequefio corte en el flanco del raton y se
introdujo un fragmento tumoral de unos 100-150 mm® de volumen. Una vez los
tumores alcanzaron un volumen de 1000 mm? se sacrificé al animal que los portaba, y
se trocearon. Algunos de los fragmentos tumorales fueron implantados en mas
ratones para expandir el modelo, y otros fueron criopreservados para implantar
después en un mayor numero de ratones y realizar los tratamientos que permitiran
realizar los experimentos de evaluacion terapéutica. Ademas, algunos fragmentos
fueron fijados con formaldehido y conservados en parafina, o congelados para su

posterior caracterizacion.

Cada uno de los modelos PDXs fue caracterizado para diferentes alteraciones
gendmicas de relevancia clinica mediante secuenciacion masiva (mutacion en KRAS,
en EGFR,...), asi como para la expresion de las proteinas de interés mediante western
blot, lo que permitid6 su seleccién para la realizacion de los tratamientos con

inhibidores tirosina quinasa.
5.3. Determinacion del crecimiento tumoral de los xenoinjertos

El tamafio de los tumores generados por los xenoinjertos se midid
semanalmente, o dos veces por semana en el caso de los tratamientos, mediante un
calibre de medicién. Se tomd medida de la longitud mas corta y de la mas larga de

cada tumor y el volumen tumoral se calculé con la férmula:
0,5 x (dimensién mas larga) x (dimensién mas corta)®

Se representd la media de los volUmenes tumorales normalizados con respecto

al tiempo. Esta se calculé normalizando el volumen tumoral de cada medida a la
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primera realizada (15 dias tras la implantacion). El error medio se calculé con la

formula: desviacién estandar/v/n, donde n es el nimero de tumores en cada grupo.

Una vez que los tumores alcanzaron los 1000 mm?® de volumen, los ratones
fueron sacrificados y los tumores extraidos. Se realizé la necropsia completa de estos
ratones en busca de tejidos que pudieran estar alterados, y se recogié una muestra de
éstos en caso de estarlo, que fue fijada en formalina y conservada en parafina para su
posterior andlisis. Las muestras tumorales fueron troceadas y un fragmento fue fijado
en formalina e incluido en parafina para su conservacién. El resto de la muestra
tumoral se troced y se congeld rapidamente en criotubos, para su conservacion a -80°C

y posterior extraccion de ADN, ARN o proteina.

Los procedimientos realizados con animales fueron aprobados por el Comité de
Proteccion Animal de la Comunidad auténoma de Madrid (PROEX 084/15 vy
PROEX134/16).

5.4, Tratamientos de xenoinjertos de lineas celulares y PDXs

Se realizaron tratamientos con algunos de los inhibidores de FGFR y EGFR
mencionados en el apartado 1.6 para comprobar su efecto en el crecimiento de los
tumores (los xenoinjertos de lineas celulares o PDXs). Para esto, se implanté el modelo
de interés en 4-6 ratones por grupo de tratamiento a realizar como se indica
anteriormente, y se siguio el crecimiento de los tumores generados. Al alcanzar éstos
un volumen de entre 100 y 150 mm?, los ratones se distribuyeron en los diferentes
grupos de tratamiento, con una media y desviacidon estdndar similar de tamafo
tumoral en cada grupo, y dejando un grupo control tratado con el vehiculo, como
referencia. Tras el establecimiento de los grupos, se comenzaron los tratamientos, de
entre 3 y 5 semanas de duracién, dependiendo de la velocidad de crecimiento de cada

modelo y del fdrmaco o farmacos utilizados.

Las concentraciones de farmacos utilizadas fueron de 7.5 mg/kg/dia
administrado de lunes a viernes, en el caso de AZD4547 en monoterapia. En los

tratamientos combinados de erlotinib y AZD4547, se administré AZD4547 a 5
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mg/kg/dia de lunes a viernes, en monoterapia o en combinaciéon con erlotinib. La
concentracién de erlotinib, tanto en el grupo en monoterapia como en el grupo en
combinacion con AZD4547, fue de 50 mg/kg/dia en el caso de los modelos que
presentaban algun indicador de resistencia a erlotinib (generalmente la mutacién
T790M en EGFR), o de 20 mg/kg/dia en el resto de modelos, tratdndose de lunes a
viernes en ambos casos. La via de administracion de todos los farmacos fue la oral. Al
final del tratamiento, los ratones fueron sacrificados y los tumores procesados vy

almacenados como se indicé anteriormente.

El crecimiento de los tumores se muestra mediante graficas de crecimiento
tumoral frente al tiempo, donde se relativiza cada medida del volumen tumoral a la
inicial tras comenzar el tratamiento, y se representa la media y el error medio para
cada grupo de tratamiento. La variacién de volumen tumoral se representa mediante
graficos de barras, que muestran el incremento (o decrecimiento), expresado en
porcentaje, del volumen de cada tumor con respecto al volumen inicial, en cada grupo

de tratamiento.

6. Cohortes clinicas

Se realizaron estudios de cohortes de caracter observacional y retrospectivo.
Para la realizacién de tales estudios se utilizaron series de pacientes con cancer de

pulmén no microcitico a fin de validar los resultados obtenidos.

6.1. Cohortes de estudio para la determinacion del papel prondstico de
FGFR1y FGFR4

6.1.1. Cohorte de descubrimiento

Se utilizé una cohorte de 109 pacientes diagnosticados de cancer de pulmén no
microcitico en estadio temprano (I-1llIA) tratados con cirugia radical, del Hospital
Universitario Virgen del Rocio (Sevilla) y del Hospital Universitario 12 de Octubre
(Madrid). El proyecto de investigacion fue valorado y aprobado por el comité ético del
Hospital Virgen del Rocio (2012PI/241). Los pacientes firmaron el preceptivo

consentimiento informado del biobanco del hospital. Las muestras de tejido fueron
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etiquetadas, manteniendo andénima la identidad e informacién personal de todos los
pacientes incluidos en el proyecto. El tratamiento de los datos de caracter personal se
atuvo a la normativa vigente, el RD233/2004 de 6 de Febrero y la Ley Organica
15/1999 de 13 de Diciembre sobre proteccion de datos de caracter personal. Las
caracteristicas clinico-patolégicas de interés fueron obtenidas de la historia del
paciente y registrados en una base de datos que incluyé los siguientes pardmetros:
edad, sexo, raza, subtipo histoldgico, diferenciacion tumoral, estadio TNM al momento
de la cirugia, habito tabdquico, principales tratamientos médicos y quirdrgicos
recibidos, y resultados terapéuticos de los mismos. Las caracteristicas de la cohorte se
encuentran resumidas en la tabla 12. Se analizaron las muestras de tejido tumoral
incluidas en parafina de todos los casos a estudio, tras realizarse el diagnodstico
anatomopatoldgico. Finalmente se integraron en una base de datos conjunta la
informacién molecular y clinica obtenida para establecer las correlaciones

correspondientes de interés.

Tabla 12. Caracteristicas de nuestra cohorte de cancer de pulmdén no microcitico

Numero de pacientes 109
Sexo
Masculino 100 (92%)
Femenino 9 (8%)
Mediana de edad (afos) 65.0 [54.0-78.0]

Habito tabaquico

Fumador 56 (51.3%)
Ex-fumador 48 (44.1%)
No fumador 5 (4.6%)
Carcinoma epidermoide 58 (53.2%)
Estadio I-II 43 (74.1%)
Estadio Ill 15 (25.9%)
Adenocarcinoma 36 (33%)
Estadio I-1I 30 (83.3%)
Estadio Ill 6 (16.6%)
Otras histologias 15 (13.7%)

Las variables categodricas estan representadas como nimero de pacientes (porcentaje del total) y las
cuantitativas como mediana [rango intercuartilico].
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A fin de validar los resultados obtenidos en nuestra cohorte de descubrimiento,

utilizamos la informacién clinica y de expresion de ARNm (ARNseq) de dos cohortes

disponibles publicamente, procedentes del The Cancer Genome Atlas (TCGA), una de

pacientes de adenocarcinoma (N=522) y otra de carcinoma epidermoide (N=504)

(http://cancergenome.nih.gov/). Las caracteristicas de estos pacientes se encuentran

resumidas en las tabla 13. Puede observarse que las caracteristicas de estas cohortes

son similares a las de nuestra cohorte.

Tabla 13.Caracteristicas de las cohortes de adenocarcinoma y carcinoma epidermoide del TCGA

Histologia
Numero de pacientes

Sexo
Masculino
Femenino
Desconocido

Mediana de edad (afios)

Habito tabaquico
Fumador
Ex-fumador
No fumador
Desconocido

Estadio
|
Il
1
v
Desconocido

Adenocarcinoma

522

219 (37.9%)
253 (43.8%)
106 (18.3%)

66.9 [59.6-73.4]

111 (19.2%)
276 (47.8%)
71 (12.3%)

120 (20.7%)

252 (43.6%)
115 (24.4%)
79 (13.7%)
25 (4.3%)
107 (18.5%)

Carcinoma epidermoide

504

314 (42.4%)
108 (21.2%)
83 (16.4%)

68.6 [62.3-73.8]

113 (22.2%)
284 (56.3%)
17 (3.4%)
91 (18.1%)

212 (41.4%)
124 (24.3%)
77 (15.2%)
6 (1.2%)

86 (17,1%)

Las variables categodricas estan representadas como nimero de pacientes (porcentaje del total) y las

cuantitativas como mediana [rango intercuartilico].
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6.2. Cohorte de pacientes tratados con inhibidores de EGFR

Se utilizd una cohorte de 47 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma de
pulmoén avanzado en el Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid), que no
habiendo recibido terapia inhibitoria de EGFR previamente, fueron tratados con los
inhibidores de EGFR erlotinib o gefitinib en primera, segunda o tercera linea. El
proyecto de investigacién fue valorado y aprobado por el comité ético del hospital. Los
pacientes firmaron el preceptivo consentimiento informado del biobanco del hospital.
Las caracteristicas clinico-patoldgicas de interés fueron obtenidas de la historia del
paciente y registrados en una base de datos que incluyd los siguientes parametros:
edad, sexo, estado general, estadio TNM, tratamiento recibido, y resultados
terapéuticos del mismo. Las caracteristicas de la cohorte se encuentran resumidas en
la tabla 14. El analisis y tratamiento de los datos de caracter personal se realizd como

se indica en el apartado 5.1.1.

Tabla 14.Caracteristicas de las cohortes de adenocarcinoma tratados con inhibidores de EGFR

Numero de pacientes 47
Sexo
Masculino 25 (53.2%)
Femenino 22 (46.8%)
ECOG
0 15 (31.9%)
1 17 (36.2%)
22 15 (31.9%)
Estadio
n 2 (4.2%)
v 45 (95.8%)
Mutacion en EGFR
Si 25 (53.2%)
No 19 (40.4%)
Desconocido 3 (6.4%)
Tratamiento
Erlotinib 32 (68.1%)
Gefitinib 15 (31.9%)
Linea de tratamiento
Primera 18 (38.3%)
Segunda 11 (23.4%)
2Tercera 18 (38.3%)

Las variables categodricas estan representadas como nimero de pacientes (porcentaje del total) y las
cuantitativas como mediana [rango intercuartilico].
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7. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete de software
estadistico SPSS (IBM) o GraphPad Prism, usando los test estadisticos que se detallan a
continuacién para obtener los p-valores. Se consideraron estadisticamente

significativos aquéllos por debajo de 0.05.

7.1. Andlisis de los experimentos in vitro e in vivo

Para analizar si las diferencias encontradas entre las diferentes condiciones
testadas en los experimentos in vitro eran estadisticamente significativas, se realizé
la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, en los valores correspondientes a
las réplicas bioldgicas independientes de los experimentos. Para analizar si las
diferencias de crecimiento de los tumores de las diferentes condiciones
experimentales en los ensayos in vivo alcanzaban la significancia estadistica, se
realizé el mismo test en los valores correspondientes a los valores normalizados de
los tamafos tumorales. Para determinar las diferencias entre valores de
supervivencia de los ratones en los experimentos de xenoinjertos de lineas
celulares, se realizaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier y se utilizo el
modelo de Log-Rank y el modelo de Cox de riesgos proporcionales para obtener los

p-valores.

7.2. Anadlisis de las cohortes clinicas

Respecto a los datos clinicos, se usé el método de Kaplan Meier para el analisis
de la supervivencia, usando el modelo de Log-Rank y el modelo de Cox de riesgos
proporcionales para ajustar a las variables explicativas y obtener los p-valores. La

supervivencia global se definid como el periodo de tiempo entre el diagndstico y la
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ultima revisién clinica o fallecimiento. La supervivencia libre de progresion se definié
como el periodo de tiempo entre el diagnéstico inicial y el diagndstico de recidiva en el
caso de las cohortes para la determinacion del papel prondstico de FGFR1 y FGFR4, y
como el periodo de tiempo entre el inicio del tratamiento y el diagndstico de recidiva

en la cohorte de pacientes tratados con inhibidores de EGFR.
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Resultados

1. Papel de FGFR1 y FGFR4 en cancer de pulmén in vitro e in vivo

Para estudiar el efecto de FGFR1 y FGFR4 en cancer de pulmén se utilizé un panel
de 16 lineas celulares de cancer pulmonar no microcitico representantes de las dos
histologias mas relevantes de esta patologia, adenocarcinoma y carcinoma
epidermoide. Se seleccionaron lineas celulares con las alteraciones moleculares de
mayor relevancia terapéutica en cancer de pulmén (mutacidon en KRAS, mutacién en
EGFR, translocacion EML4-ALK), o lineas sin ninguna de las alteraciones citadas, a las
gue denominaremos “triple negativas”, y dos lineas celulares de pulmén
inmortalizadas.

Se determind la expresién de FGFR1 y FGFR4 a nivel proteico (Figura 6A) y a nivel
de ARNm (Figura 6B). La expresion proteica de FGFR1 en las lineas celulares de
adenocarcinoma fue baja en comparacién con las lineas de carcinoma epidermoide. La
expresion proteica de FGFR4 era menos frecuente y no se asociaba a ninguno de los
tipos histologicos en estudio.

Igualmente, se identifico la expresion proteica de EGFR y el nivel de activacién
de este receptor midiendo su fosforilacion (pEGFR). Se observé que dos lineas,
descritas como triple negativas, mostraban activacion constitutiva de EGFR. La
caracterizacién del gen de EGFR en ADN de estas lineas mostré que la linea H1781
contenia la mutacion L858R, mientras que la linea Calu-3 no presentaba ninguna de las

alteraciones gendmicas en EGFR de relevancia en clinica.

1.1. Papel de FGFR1 y FGFR4 en carcinoma epidermoide de pulmdn
1.1.1. Efecto de la sobreexpresion de FGFR4 en lineas celulares de carcinoma
epidermoide

Para determinar el papel de FGFR4 en lineas celulares de carcinoma
epidermoide, se sobreexpresd este gen en dos lineas celulares, H226 y Calu-1, que no
mostraban expresion de FGFR4. No se realizd lo propio con FGFR1 porque todas las

lineas de carcinoma epidermoide de nuestro panel expresaban altos niveles proteicos
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EGFR mutada, ALK = Portadora de translocaciéon ALK-EML4, TN = Triple negativo (sin ninguna de las

alteraciones previamente citadas). Esta imagen de western blot, debido al numero de lineas celulares en

estudio, fue resultado de la unidén de imagenes diferentes de western blots realizados en paralelo y con

una muestra comun en ambas membranas. * La linea H1781 esta caracterizada en la literatura como

triple negativa. Sin embargo, detectamos la mutacién activadora de EGFR L858R en ella.
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basales de FGFR1 de forma constitutiva. Se observé que la sobreexpresién de FGFR4
en Calu-1 y H226 aumentaba el crecimiento celular, la clonabilidad y la capacidad de
generar colonias con independencia de anclaje, en comparacidon con las respectivas
lineas control (Figuras 7A-D). También se estudid la activacidn de rutas de sefializacion
pro-oncogénicas relacionadas con FGFR. Los western blot mostraron que la
sobreexpresién de FGFR4 en estas dos lineas inducia su propia sobreactivacién,

ademas de la de las rutas de STAT3, ERK (p42/p44) y AKT (Figura 7E).
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Figura 7. Efecto de la sobreexpresion de FGFR4 en lineas de carcinoma epidermoide. Curvas de
crecimiento al 10% (A) y 0,5% (B) de SFB, clonabilidad (C) y crecimiento libre de anclaje (D). Medida
de la activacion de rutas de sefializacién relacionadas con FGFR por western blot (E). Todos los
ensayos se realizaron por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento representativas. Para la
clonabilidad y el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y desviacion estandar
de las réplicas, tras haber sido normalizadas a la condicidn control, que toma el valor de 1. Para el
ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra ademds la media y desviacién estandar del
tamafio de las colonias. EV= vector vacio, FGFR4 = sobreexpresién de FGFR4, SFB = Suero fetal
bovino. Los p-valores se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001).
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1.1.2. Efecto del silenciamiento de FGFR1 o FGFR4 en una linea celular de carcinoma

epidermoide

Para comprobar el efecto pro-oncogénico de FGFR1 descrito en la literatura ***
y estudiar en mas profundidad el papel de FGFR4 en diferentes propiedades
tumorogénicas de las lineas celulares de carcinoma epidermoide, se silenciaron de
forma independiente ambos genes en la linea celular H520, que mostraba alta
expresion endogena de ambos genes. El silenciamiento de cualquiera de los dos genes
resulté en una reduccién de la proliferacién, clonabilidad y crecimiento libre de anclaje
(Figura 8A-D). En cuanto a la activacidén de las rutas de sefializacién oncogénicas en
estudio, se observé que el silenciamiento de cualquiera de los dos genes producia una
disminucién de la activacion del receptor FGFR silenciado, asi como de las rutas de
STAT3, AKT y ERK (p42/p44) (Figura 8E). Estos resultados, en combinacion con los del
apartado anterior, confirman el papel pro-oncogénico de FGFR1 en carcinoma

epidermoide de pulmon descrito en la literatura, y sugieren un papel similar para

FGFR4 en lineas celulares de esta histologia de cancer de pulmon.

1.2. Papel de FGFR1y FGFR4 en adenocarcinoma de pulmon

Se estudid el efecto de FGFR1 y FGFR4 en las propiedades tumorogénicas en
lineas celulares de adenocarcinoma con diferentes perfiles moleculares, con el fin de
comprobar si su efecto era dependiente del contexto molecular. Para ello,
seleccionamos una linea representativa de cada grupo de alteraciénes moleculares de
relevancia en adenocarcinoma, con baja expresion de ambos receptores, a fin de
sobreexpresarlos de forma independiente. Las lineas seleccionadas fueron H2009 (con
mutaciéon en KRAS), H3122 (portadora de la translocacién EML4-ALK), H1975 (con
mutacién de EGFR) y H1437 (triple negativa). Ademas, se seleccioné una linea celular
de adenocarcinoma con alta expresion endégena de ambos FGFRs (A549, con
mutacion en KRAS) para silenciar ambos FGFRs individualmente.

El efecto de ambos FGFRs en las caracteristicas tumorogénicas de estas lineas
resultd ser opuesto entre las lineas celulares no dependientes de EGFR y aquéllas con
activacion constitutiva de este receptor. Por ello, describiremos los resultados

obtenidos para ambos tipos de lineas por separado.
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de la activacion de rutas de sefalizacion relacionadas con FGFR (E). Se utilizaron dos ARNs de

interferencia diferentes para evitar resultados debidos a efectos inespecificos. Todos los ensayos se

realizaron al menos por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento representativas. Para la

clonabilidad y el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y desviacion estandar de

las colonias de las réplicas, tras haber sido normalizadas a la condicién control, que toma el valor de 1.

Para el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra ademas la media y desviacion estandar del

tamafio de las colonias. Control

= ARN de interferencia inespecifico, como control, shFGFR1 = ARN de

interferencia contra FGFR1, shFGFR4 = ARN de interferencia contra FGFR4, SFB = Suero fetal bovino. Los
p-valores se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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1.2.1. FGFR1 y FGFR4 en adenocarcinoma de pulmon no dependiente de EGFR
1.2.1.1. Efecto de la sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4 en lineas celulares de
adenocarcinoma no dependientes de EGFR

Las lineas celulares H2009 (con mutacion en KRAS), H3122 (translocacién EML4-
ALK) y H1437 (Triple negativa) fueron transfectadas con un plasmido para
sobreexpresar FGFR1, FGFR4, o con su correspondiente vector vacio, para generar
lineas celulares estables. Las lineas H2009 y H3122 con sobreexpresion de FGFR1
mostraron una reduccion de la proliferacion celular, del nimero y tamafio de colonias
en el ensayo de crecimiento libre de anclaje, y de su capacidad clonogénica, con
respecto a sus respectivas lineas control con el vector vacio (Figura 9A-D). En el caso
de H1437, los efectos de la sobreexpresiéon de los FGFRs fueron menos marcados. La
sobreexpresion de éstos en esta linea produjo una disminucion de la proliferacién solo
en condiciones de 0.5% SFB y en términos de la capacidad clonogénica. Sin embargo,
no se observaron diferencias en la curva de crecimiento al 10% de SFB ni en el ensayo
de crecimiento libre de anclaje.

A continuacién se midio la activacidn de varias rutas de sefializacion
relacionadas con FGFR en las lineas H2009 y H3122 y se observd una menor activacion
de STAT3 y AKT bajo las condiciones de sobreexpresion de FGFR1 (Figura 9E). Cabe
destacar que la sobreexpresiéon de FGFR1 en estas lineas no indujo la sobreactivacién
del receptor sobreexpresado, como en el caso de las lineas de epidermoide.

La sobreexpresion de FGFR4 en H2009 y H3122 produjo los mismos efectos que
la de FGFR1, con una reduccién del crecimiento y de las propiedades tumorogénicas
testadas (Figura 10A-D), asi como de la activacién de STAT3 y AKT (Figura 10E). En el
caso de H1437, la sobreexpresion de FGFR4 solo redujo la proliferacién al 0,5% de SFB.
Sin embargo, la sobreexpresion de FGFR4 en esta linea si produjo una disminucién en
el nimero y tamafio de las colonias generadas en el ensayo de agar blando, al
compararlo con la linea control, ademas de una reduccidn de su capacidad clonogénica

(Figura 10A-D).
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Figura 9. Efecto de la sobreexpresion de FGFR1 en lineas de ADC no dependientes de EGFR. Curvas de
crecimiento al 10% (A) y 0,5% (B) de SFB, clonabilidad (C) y crecimiento libre de anclaje (D). Estudio de la
activacion de rutas de sefializacion relacionadas con FGFR por western blot (E). Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento representativas. Para la clonabilidad y el

ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y desviacion estandar de las réplicas, tras

haber sido normalizadas a la condicién control, que toma el valor de 1. Para el ensayo de crecimiento
libre de anclaje, se muestra ademas la media y desviacién estandar del tamafo de las colonias. EV =
vector vacio, FGFR1 = sobreexpresion de FGFR1, SFB = Suero fetal bovino. Los p-valores se encuentran
representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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Figura 10. Efecto de la sobreexpresion de FGFR4 en lineas de ADC no dependientes de EGFR. Curvas de
crecimiento al 10% (A) y 0,5% (B) de FBS, clonabilidad (C) y crecimiento libre de anclaje (D). Medida de la
activacion de rutas de sefalizacion relacionadas con FGFR (E). Todos los ensayos se realizaron por

triplicado. Se muestran curvas de crecimiento representativas. Para la clonabilidad y el ensayo de

crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y desviacién estandar de las colonias de las réplicas,

tras haber sido normalizadas a la condicidon control, que toma el valor de 1. Para el ensayo de

crecimiento libre de anclaje, se muestra ademas la media y desviacidon estandar del tamaino de las

colonias. EV = vector vacio, FGFR4 = sobreexpresion de FGFR4, SFB = Suero fetal bovino. Los p-valores se
encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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1.2.1.2. Efecto del silenciamiento de FGFR1 y FGFR4 en una linea de adenocarcinoma
no dependiente de EGFR

Una de las lineas de adenocarcinoma de nuestro panel, A549, con mutacion en
KRAS, expresaba niveles basales relativamente altos de FGFR1 y FGFR4. Para
comprobar el efecto de ambos genes en las caracteristicas tumorogénicas de esta
linea, silenciamos ambos FGFRs de forma independiente usando ARN de interferencia
(shRNA). En concordancia con los resultados obtenidos anteriormente, el
silenciamiento de la expresion de cualquiera de los dos genes causé un aumento de la
proliferacién celular, asi como un aumento en la generacién de colonias en el ensayo
de crecimiento libre de anclaje y en el tamafio de estas colonias, con respecto a la linea
control. En los ensayos de clonabilidad, sin embargo, no se observaron diferencias en
el nimero de colonias generadas en ninguno de los casos (Figura 11A-D). Cuando se
midid la activacion de STAT3 y AKT, se observd una mayor activacion de estas rutas en
las lineas con silenciamiento de FGFR1 o FGFR4, con respecto a la linea control, y lo
mismo ocurria en el caso de ERK (p42/p44), si bien con un aumento de su activacion
menos marcado (Figura 11E).

Estos datos sugieren que FGFR1 y FGFR4 podrian ejercer un papel como

supresores tumorales en adenocarcinoma de pulmoén no dependiente de EGFR.

1.2.2. Papel de FGFR1 y FGFR4 en adenocarcinoma de pulmon dependiente de EGFR
1.2.2.1. Efecto de la sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4 en lineas celulares de
adenocarcinoma dependiente de EGFR

Al contrario que para las lineas de adenocarcinoma previamente estudiadas,
cuando se sobreexpresé FGFR1 o FGFR4 en la linea H1975 (con mutacién en EGFR), las
caracteristicas tumorogénicas testadas se vieron aumentadas con respecto a la linea
control. Para evaluar si estos efectos eran exclusivos de esta linea o si podian
extenderse a mas lineas con alteraciones en EGFR, se sobreexpresaron ambos FGFRs
en las otras dos lineas EGFR mutadas de nuestro panel, HCC827 y H1650.

Se observé que tanto la proliferacién como la clonabilidad se veian aumentadas
en las tres lineas con FGFR1 sobrexpresado. En nuestras manos, solo una de las tres

lineas celulares, HCC827, fue capaz de generar colonias en medio semisélido. El
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Figura 11. Efecto del silenciamiento de FGFR1 o FGFR4 en una linea de adenocarcinoma no
dependiente de EGFR. Curvas de crecimiento al 10% (A) y 0,5% (B) de FBS, clonabilidad (C) y crecimiento
libre de anclaje (D). Medida de la activacién de rutas de sefializacién relacionadas con FGFR (E). Se
utilizaron dos ARN de interferencia independientes para evitar resultados debidos a efectos
inespecificos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento
representativas. Para la clonabilidad y el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y
desviacion estandar de las réplicas, tras haber sido normalizadas a la condicién control, que toma el
valor de 1. Para el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra ademas la media y desviacidon
estandar del tamafio de las colonias. Control = ARN de interferencia inespecifico, shFGFR1 =
silenciamiento de FGFR1, shFGFR4 = silenciamiento de FGFR4, SFB = Suero fetal bovino. Los p-valores se

encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).

numero de colonias producidas y su tamafio fueron mayores en condiciones de
sobreexpresion de FGFR1, respecto a la linea control (Figura 12A-D).

A continuacién, se comprobé el efecto de la sobreexpresion de FGFR1 en Ia
activacion de rutas de sefalizacion relacionadas con este gen en dos de estas lineas,
H1975 y HCC827, en presencia o ausencia del ligando de EGFR (EGF) (Figura 12E). En

ausencia de estimulacion con EGF, la sobreexpresiéon de FGFR1 causdé una mayor
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activacion de EGFR y STAT3 en ambas lineas, y de AKT en HCC827. Tras la estimulacién
con EGF, la activaciéon de EGFR también era mayor en las lineas con sobreexpresiéon de
FGFR1, en comparacién con las lineas control. En estas lineas, al contrario que en las
lineas de adenocarcinoma sin sobreactivacién de EGFR, FGFR1 mostraba una gran
activacion tras su sobreexpresién, que fue incrementada tras la estimulacion con EGF,

lo que sugiere la existencia de una cooperacion entre ambas vias.
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Figura 12. Efecto de la sobreexpresion de FGFR1 en lineas de adenocarcinoma dependientes de EGFR.
Curvas de crecimiento al 10% (A) y 0,5% (B) de SFB, clonabilidad (C) y crecimiento libre de anclaje (D). (E)
Medida de la activacién de rutas de sefializacion relacionadas con FGFR. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento representativas. Para la clonabilidad y el ensayo de
crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y desviacién estandar de las réplicas, tras haber sido
normalizadas a la condicién control, que toma el valor de 1. Para el ensayo de crecimiento libre de
anclaje, se muestra ademas la media y desviacién estandar del tamafio de las colonias. EV = vector
vacio, FGFR1 = sobreexpresién de FGFR1, EGF = Factor de crecimiento epidérmico (50 ng/mL). Los p-
valores se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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La sobreexpresion de FGFR4 en las tres lineas con alteraciones en EGFR mostré los
mismos resultados que la de FGFR1 (Figura 13A-D), aumentando la proliferacién,

clonabilidad y crecimiento libre de anclaje.
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Figura 13. Efecto de la sobreexpresion de FGFR4 en lineas de adenocarcinoma dependientes de EGFR.
Curvas de crecimiento al 10% (A) y 0,5% (B) de SFB, clonabilidad (C) y crecimiento libre de anclaje (D). (E)
Medida de la activacién de rutas de sefializacion relacionadas con FGFR. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento representativas. Para la clonabilidad y el ensayo de
crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y desviacién estandar de las réplicas, tras haber sido
normalizadas a la condicién control, que toma el valor de 1. Para el ensayo de crecimiento libre de
anclaje, se muestra ademas la media y desviacién estandar del tamafio de las colonias. EV = vector
vacio, FGFR4 = sobreexpresion de FGFR4, EGF = Factor de crecimiento epidérmico (50 ng/mL). Los p-

valores se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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Igualmente, se determind el efecto de la sobreexpresién de FGFR4 en la
activacion de las rutas anteriormente mencionadas en H1975 y HCC827. Se observo
gue en ausencia de estimulacidon por EGF, la activacién de EGFR, STAT3 y AKT era
mayor en estas lineas cuando se sobreexpresaba FGFR4. Al estimular con EGF, se
observé una mayor activacion EGFR en ambas lineas, en condiciones de
sobreexpresién de FGFR4, con respecto al control. En el caso de H1975, con la
sobreexpresiéon de FGFR4 se indujo una mayor activacion de STAT3 también al
estimular con EGF. Sin embargo, en HCC827, la sobreexpresion de FGFR4 provocd una
mayor activaciéon de AKT y ERK (p42/p44) tras la estimulacién con EGF. Al igual que
ocurria con FGFR1, se detectaron altos niveles de FGFR4 activado tras la
sobreexpresién del receptor (Figura 13E).

También se observd que la sobreexpresion de cualquiera de los FGFRs induce
una sobreactivacion de EGFR en ambas lineas (Figuras 12E y 13E), lo que sugiere la
existencia de una relacién de cooperacion entre ambos tipos de receptores.

Con el objetivo de profundizar en el mecanismo de cooperacion entre ambos
FGFRs y EGFR, se estimularon las lineas H1975 y HCC827 con sobreexpresion de FGFR1
y FGFR4 con factores de crecimiento que se unen especificamente a estos FGFRs, para
ver si la activacion de los FGFRs producia también la activacion de EGFR. La
estimulacion de ambas lineas con sobreexpresion de FGFR1 con su factor de
crecimiento especifico (FGF1) incrementd la fosforilacion no sélo de FGFR1 como
cabria esperar, sino también de EGFR con respecto a su linea control. Y lo mismo
sucedio en condiciones de sobreexpresién de FGFR4 al estimular con FGF19, su factor

de crecimiento especifico (Figura 14).

1.2.2.2. Efecto del silenciamiento de FGFR4 en una linea de adenocarcinoma
dependiente de EGFR

Entre las lineas celulares en estudio, Calu-3 mostraba una activacion relevante
de la sefializacién de EGFR a pesar de no presentar mutaciones en el gen (Figura 6A) y
altos niveles de expresion proteica de FGFR4. Aprovechando estas caracteristicas, a fin
de estudiar en profundidad la cooperacién entre FGFR4 y EGFR, se silencié FGFR4 en

esta linea. Esto provocd una disminucién tanto en el crecimiento como en la
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Figura 14. Efecto de la estimulacion de lineas celulares dependientes de EGFR con sobreexpresion de
FGFR1 o FGFR4, con factores de crecimiento especificos de los FGFRs. EV = vector vacio, FGFR1 =
sobreexpresion de FGFR1, FGFR4 = sobreexpresidn de FGFR4, FGF1 = Factor de crecimiento fibroblastico
1 (50 ng/mL), FGF19 = Factor de crecimiento fibroblastico 19 (100 ng/mL). Todos los ensayos se
realizaron al por triplicado y se muestra un western blot representativo.

clonabilidad y en la formacién de colonias en el ensayo de crecimiento libre de anclaje,
en comparacion con la linea control (Figura 15A-C). En concordancia con estos efectos
observados, este silenciamiento provocé una disminucion de la activaciéon de EGFR,
FGFR4, STAT3, AKT y ERK (p42/p44) (Figura 15D). Todos estos datos sugerian que la
cooperacion observada entre FGFR4 y EGFR no era exclusivamente dependiente de la
presencia de mutaciones activadoras de EGFR, sino que también ocurria en otras

circunstancias, como la sobreactivacion de este receptor.

1.2.2.3. Efecto de la co-sobreexpresion de EGFR nativo o mutado con FGFR1 o FGFR4 en
una linea inmortalizada de pulmdn

A fin de confirmar la cooperacion entre EGFR y los FGFRs y si ésta es
independiente de la presencia de mutaciones activadoras de EGFR, se generd un
modelo in vitro para reproducir esta interaccidén. Partiendo de una linea celular de
pulmén inmortalizada, NL20, generamos varias lineas celulares con sobreexpresion
estable de FGFR1 o FGFR4, en co-sobreexpresion o no con EGFR. Ademas, con el
objetivo de analizar si esta cooperacion era exclusiva de EGFR mutado, se emplearon la

variante nativa de EGFR y una variante mutada, con las mutaciones L858R y T790M.
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Figura 15. Efecto del silenciamiento de FGFR4 en una linea de adenocarcinoma con activacion
constitutiva de EGFR (Calu-3). Curvas de crecimiento al 10% de SFB (A), clonabilidad (B) y crecimiento
libre de anclaje (C). Medida de la activacion de rutas de sefializacién con implicacion en cancer por
western blot (D). Se utilizaron dos ARN de interferencia diferentes para evitar resultados debidos a
efectos inespecificos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento
representativas. Para la clonabilidad y el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y
desviacion estandar de las réplicas, tras haber sido normalizadas a la condicién control, que toma el
valor de 1. Para el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra ademas la media y desviacidon
estandar del tamafio de las colonias. Control = ARN de interferencia inespecifico, shFGFR4 =
silenciamiento de FGFR4, SFB = Suero fetal bovino. Los p-valores se encuentran representados por
asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).

Seleccionamos una linea inmortalizada para estos experimentos dado que este tipo de
lineas generalmente presentan menos alteraciones gendmicas que las lineas
tumorales, las cuales podrian influir en los efectos observados.

Al realizar curvas de crecimiento con estas lineas en las condiciones normales
de cultivo (4% SFB), no se observaron diferencias en la proliferacién celular (datos no
mostrados). Sin embargo, en condiciones de baja concentracién de suero (0.5% SFB), si

se observaron diferencias en el crecimiento (Figura 16A). En estas condiciones, se
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Figura 16. Efecto de la co-sobreexpresion de EGFR nativo o mutado con FGFR1 o FGFR4 en la linea
inmortalizada de pulmén NL20. Crecimiento al 0.5% FBS de las lineas establecidas con co-sobreexpresion de
EGFR y FGFR1 o FGFR4 (A), clonabilidad (B) y crecimiento libre de anclaje (C) para estas lineas. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento representativas. Para la clonabilidad

y el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y desviacidon estandar de las réplicas, tras

haber sido normalizadas a la condicidn control, que toma el valor de 1. Para el ensayo de crecimiento libre de

anclaje, se muestra ademas la media y desviacién estandar del tamafo de las colonias. Para la clonabilidad se

muestran tablas con los p-valores de la comparacion entre las diferentes condiciones del experimento, dos a
dos. EV1 = vector vacio 1, EV2 = vector vacio 2, F1 = sobreexpresion de FGFR1, F4 = sobreexpresion de FGFR4,
EGFR = sobrexpresion de EGFR nativo, EGFRm = sobreexpresion de EGFR con las mutaciones L858R y T790M.
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observé que la sobreexpresion de cualquiera de los dos FGFRs o del EGFR nativo
ocasionaba un aumento del crecimiento similar para los tres casos, en comparacién
con la linea control transfectada con el doble plasmido vacio. Al co-sobreexpresar
cualquiera de los dos FGFRs junto con EGFR nativo, se producia un mayor incremento
en la proliferaciéon con respecto a las condiciones anteriores. La sobreexpresion de
EGFR mutado mostré una mayor proliferacién incluso que la co-sobreexpresion de
EGFR nativo con los FGFRs y, por ultimo, la co-sobreexpresién de cualquiera de los dos
FGFRs con EGFR mutado en esta linea ocasiond el mayor aumento en la capacidad de
proliferaciéon. Ademas, estos resultados obtenidos en las curvas de crecimiento
correlacionaban con los ensayos de clonabilidad y de crecimiento libre de anclaje
(Figuras 16B-C).

A continuacion se analizé la activacién de varias rutas de sefalizacidn en estas

lineas, realizando experimentos de estimulacién con SFB (Figura 17). Se observd de
nuevo una correlacion entre el aumento en la proliferacion y las propiedades
tumorogénicas con la activacion de estas rutas de senalizacion. Esta correlacion fue
bastante destacable para el caso de la activacion de EGFR, STAT3 y AKT. En el caso de
la activacion de ERK (p42/p44) observamos una tendencia similar pero no tan
evidente, lo que sugiere que quizas esta ruta podria no ser tan importante en cuanto a
los efectos tumorogénicos observados en estas lineas.
En general, se observd que la sobreexpresion de EGFR nativo o de cualquiera de los
dos FGFRs producia un aumento en la activacién de las rutas STAT3, AKT y ERK
(p42/p44) en comparacion con la linea control, similar en los tres casos. La co-
sobreexpresion de EGFR nativo con cualquiera de los FGFRs producia un mayor
aumento en la activacidn de estas rutas que en los casos anteriores. La sobreexpresion
de EGFR mutado (L858R/T790M) produjo un aumento aun mayor, y el mayor
incremento en la activacion de estas rutas en el experimento correspondié a la
condicion de co-sobreexpresién de cualquiera de los dos FGFRs con esta variante
mutante de EGFR.

Todos estos datos confirman la cooperacion entre EGFR y los FGFR1/4 y que
ésta no depende de la presencia de mutaciones activadoras en EGFR, ya que también

se da en el caso de la sobreexpresién de EGFR nativo.
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Figura 17. Efecto de la co-sobrexpresion de EGFR nativo o mutado con FGFR1 o FGFR4 en la activacion
de rutas de sefializacion relacionadas con FGFR, en la linea inmortalizada de pulmén NL20. Co-
sobreexpresion de EGFR nativo y mutado y FGFR1 (A) o FGFR4 (B). EV1 = vector vacio 1, EV2 = vector
vacio 2, F1 = sobreexpresion de FGFR1, F4 = sobreexpresién de FGFR4, EGFR = sobrexpresién de EGFR
nativo, EGFRm = sobreexpresién de EGFR con las mutaciones L858R y T790M, SFB = suero fetal bovino.

1.2.2.4. Estudio de la interaccion de EGFR con FGFR1 y FGFR4

Al objeto de profundizar en la cooperacién entre EGFR y FGFR1 o FGFR4, se
estudio si estos receptores interaccionaban fisicamente. En primer lugar, se realizaron
experimentos de co-inmunofluorescencia para comprobar si estos receptores co-
localizaban en la membrana. Se utilizé una linea (NL20) con sobreexpresidon exdgena
de FGFR1 y EGFR, o de FGFR4 y EGFR. En estos experimentos se observd que existia
una co-localizacién parcial de EGFR y FGFR1, asi como de EGFR y FGFR4, en algunas
regiones de la membrana celular (Figura 18A). Estos resultados sugerian que la
interaccion entre ambos receptores podria ser fisica, y para comprobar esta hipotesis
se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitacién. En este caso, se seleccionaron
lineas celulares con alta expresion endégena de EGFR y FGFR1 (H1975) o de FGFR4
(Calu-3) (Figura 6A). En ambas lineas, se realizé la inmunoprecipitacién de EGFR, y se
determiné la presencia de FGFR1 o FGFR4 en el inmunprecipitado. Se observd que

FGFR1 co-inmunoprecipitaba con EGFR en los extractos de la linea celular H1975, y lo
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mismo pasaba con FGFR4 en la linea Calu-3 (Figura 18B), lo que apoyaba la existencia

de una interaccion fisica entre ambos tipos de receptores.
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Figura 18. Estudio de la interaccion de EGFR con FGFR1 y FGFR4. (A) Ensayo de co-inmunolocalizacion
de EGFR y FGFR1 o FGFR4 en la linea celular NL20 con sobreexpresion exdgena de estos genes. (B) Co-
inmunoprecipitacion de EGFR con FGFR1 en la linea celular H1975, y de EGFR con FGFR4 en la linea Calu-
3. ENTRADA = Extracto proteico previo a la inmunoprecipitacion. SALIDA = Extracto proteico posterior a
la inmunoprecipitacion, IP EGFR = Inmunoprecipitado con anticuerpo anti-EGFR, Control de isotipo =
Inmunoprecipitado con anticuerpo inespecifico del mismo isotipo que el utilizado para el
inmunoprecipitado de EGFR.

1.2.2.5. Efecto de la cooperacion de EGFR con FGFR1 y FGFR4 in vivo

Para estudiar el efecto de la cooperaciéon observada de EGFR con FGFR1 y
FGFR4 en un contexto mas fisiolégico, se generaron xenoinjertos en ratones
inmunodeprimidos de diferentes lineas celulares donde esta cooperacién se habia
mostrado relevante in vitro. Se utilizaron las lineas con mutacién en EGFR H1975 y
HCC827, con sobreexpresién o no de FGFR1 o FGFR4, y la linea con activacidon
constitutiva de EGFR nativo Calu-3, en la que se silencid la alta expresion endégena de
FGFR4. Se observd que en los xenoinjertos producidos por la linea H1975, la
sobreexpresién de FGFR1 o FGFR4 produjo un aumento del crecimiento tumoral

correspondiente al doble o el cuadruple, respectivamente, en comparacion con la linea
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Crecimiento tumaral relativo

control. En el caso de los tumores producidos por HCC827, la sobreexpresion de
cualquiera de los dos FGFRs produjo una velocidad de crecimiento de los tumores que
doblaba a la linea control. En los xenoinjertos generados por Calu-3, se observaba una

velocidad menor de crecimiento tumoral en las lineas con el FGFR4 silenciado (Figura

19).
Xenoinjertos de lineas celulares
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Figura 19. Efecto de FGFR1 y FGFR4 en el crecimiento tumoral de xenoinjertos generados con lineas
celulares dependientes de EGFR. Efecto de la sobreexpresidon de FGFR1 o FGFR4 en xenoinjertos de las
lineas celulares EGFR mutadas H1975 y HCC827, y del silenciamiento de FGFR4 en la linea celular con
sobreactivacion de EGFR nativo Calu-3. Se utilizaron dos ARNs de interferencia diferentes para evitar
efectos inespecificos. EV= vector vacio, FGFR1 = sobreexpresién de FGFR1, FGFR4 = sobreexpresion de
FGFR4, control = shRNA inespecifico, shFGFR4 = silenciamiento de FGFR4.

1.3. Estudio de las causas del papel diferencial de FGFR1 y FGFR4 en adenocarcinoma
no dependiente de EGFR y carcinoma epidermoide

Hasta este punto, se han descrito para FGFR1 y FGFR4 papeles diferenciales en
la tumorogénesis de cancer de pulmoén no microcitico. Segun los resultados expuestos
anteriormente, ambos receptores parecen ejercer un papel pro-tumoral en carcinoma
epidermoide, y el papel contrario en adenocarcinoma, con la excepcién de aquellas
lineas celulares de adenocarcinoma dependientes de la sefializacion de EGFR (bien por
mutacion o por sobreactivaciéon), en las que se observa un papel pro-tumorogénico de
ambos FGFRs causado por la cooperacidn de éstos con EGFR. En este apartado
estudiaremos las causas del papel diferencial de FGFR1 y FGFR4 en carcinoma

epidermoide y en adenocarcinoma no dependiente de EGFR.
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El punto de partida fue el efecto diferencial en la tumorogénesis descrito
previamente para otro miembro de la familia FGFR, FGFR3, que presentaba un efecto
pro-tumoral en lineas celulares de carcinoma pancredtico con caracteristicas
mesenquimales, y el efecto contrario en lineas con caracteristicas epiteliales °. Asi,
decidimos comprobar si las caracteristicas mesenquimales o epiteliales de las lineas
celulares podrian determinar el papel de los FGFRs en cancer de pulmdn. Se sabe que
N-cadherina es un marcador mesenquimal, y que E-cadherina es un marcador epitelial
186 Ademas, se ha visto que N-cadherina coopera con FGFR, promoviendo la migracién
y la metastasis en varios tipos de tumores ‘®’. Por esta razén, analizamos la expresién
proteica de ambas cadherinas en nuestras lineas celulares para ver si éstas podian
estar implicadas en el papel diferencial de los FGFRs entre las diferentes histologias de
lineas celulares de nuestro panel. Se observd que ambas proteinas se expresaban
diferencialmente entre ambas histologias, de forma que E-cadherina se expresaba
practicamente en todas las lineas de adenocarcinoma, pero en ninguna de carcinoma
epidermoide, y lo contrario ocurria con N-cadherina (Figura 20). Ademds, es
importante sefialar que la linea celular inmortalizada NL20, donde la sobreexpresion
de FGFR1 y FGFR4 provocaba un aumento de la tumorogenicidad (Figura 16), como
ocurre en las lineas celulares de carcinoma epidermoide, mostraba también una alta
expresion de N-cadherina (Figura 20). Este dato sugeria que la N-cadherina podria

estar implicada

ADC SCC I
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Figura 20. Caracterizacion de la expresion de E-cadherina y N-cadherina en nuestro panel de lineas
celulares de pulmén. ADC = Adenocarcinoma, ESC = Epidermoide, | = Inmortalizada, KRAS = KRAS
mutada, EGFR = EGFR mutada, ALK = Portadora de translocacién de ALK, TN = Triple negativo (referido a
la ausencia de alteraciones en KRAS, EGFR o ALK). Debido al nimero de lineas celulares en estudio, esta
imagen fue resultado de la union de imagenes diferentes de western blot realizadas en paralelo y con
una muestra comuin en ambas membranas.
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en el incremento de las propiedades tumorogénicas causado por FGFR1 y FGFR4 en las
lineas celulares de carcinoma epidermoide, y que la E-cadherina podria estar implicada
en el papel supresor tumoral de ambos FGFRs visto en las lineas de adenocarcinoma

no dependientes de EGFR.

1.3.1. Papel de la E-cadherina en el efecto supresor tumoral de FGFR1/4

Con el objeto de comprobar si E-cadherina jugaba un papel determinante en el
efecto diferencial de los FGFRs, se silencid la expresidon de esta cadherina en una linea
celular de adenocarcinoma, H2009. A pesar de que la reduccién en la expresion de E-
cadherina conseguida fue solo de alrededor del 50% (Figura 21A), se observo un ligero
efecto de su silenciamiento en los ensayos subrogados realizados. Este silenciamiento
provocd un pequeiio aumento en el crecimiento celular, clonabilidad y formacién de
colonias libre de anclaje. Este efecto observado es consistente con el papel supresor
tumoral de E-cadherina descrito en la literatura '*®(Figuras 21B-E). Sin embargo, en
estos ensayos, la sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4 seguia presentando un efecto
supresor tumoral, independientemente del nivel de expresion de E-cadherina.

Para confirmar si el papel supresor tumoral de FGFR1 y FGFR4 en las lineas
celulares de adenocarcinoma no dependientes de EGFR era independiente de la
expresion de E-cadherina, decidimos sobreexpresar ambos FGFRs en una linea de
adenocarcinoma, H460, que no presentaba expresion proteica de E- ni N-cadherina. Se
observé que la sobreexpresion de cualquiera de los dos FGFRs causaba una reduccién
en la proliferacién, clonabilidad y crecimiento libre de anclaje, en comparacién con la
linea control (Figura 22A-D). En este caso, como en otras lineas de adenocarcinoma no
dependientes de EGFR, la sobreexpresiéon de los FGFRs no provocaba su propia
activacion, y a nivel de rutas de sefializacién oncogénicas relacionadas con FGFR, la
sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4 redujo la activacion de STAT3, AKT y ERK (p42/p44)
en comparacion con la linea control (Figura 22E). Todos estos datos sugerian que el
papel de FGFR1 y FGFR4 como supresores tumorales era independiente de la

expresion de E-cadherina.
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Figura 21. Efecto del silenciamiento de E-cadherina en el papel supresor tumoral de FGFR1 y FGFR4 en
una linea de adenocarcinoma (H2009). Andlisis por western blot de la efectividad del silenciamiento por
4 shRNAs de E-cadherina en la linea de ADC H2009. Se seleccioné el shRNA niumero 4 para los
experimentos. Curvas de crecimiento al 10% (B) y 0,5% (C) de SFB, clonabilidad (D) y crecimiento libre de

anclaje (D). Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento

representativas. Para la clonabilidad y el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra la media 'y

desviacion estandar de las réplicas, tras haber sido normalizadas a la condicion control, que toma el

valor de 1. Para el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra ademas la media y desviacién

estandar del tamafio de las colonias. EV1 = vector vacio 1, EV2 = vector vacio 2, shCDH1 = shRNA E-
cadherina (se seleccioné el sh4 de (A)), FGFR1 = Sobrexpresion de FGFR1, FGFR4 = Sobrexpresion de
FGFR4, SFB = Suero fetal bovino. Los p-valores se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05;

** n<0.01; ***, p<0.001).
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Figura 22. Efecto de la sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4 en una linea de adenocarcinoma sin
expresion endégena de E-cadherina ni N-cadherina (H460). Curvas de crecimiento al 10% (A) y 0,5%
(B) de SFB, clonabilidad (C) y crecimiento libre de anclaje (D). Medida de la activacién de rutas de
sefializacién relacionadas con FGFR (E). Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se muestran

curvas de crecimiento representativas. Para la clonabilidad y el ensayo de crecimiento libre de

anclaje, se muestra la media y desviacion estandar de las réplicas, tras haber sido normalizadas a la

condicidn control, que toma el valor de 1. Para el ensayo de crecimiento libre de anclaje se muestra
ademas la media y desviacidon estandar del tamafno de las colonias. EV = vector vacio, FGFR1 =
sobreexpresion de FGFR1, FGFR4 = sobreexpresion de FGFR4, SFB = Suero fetal bovino. Los p-valores
se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).

1.3.2. Papel de N-cadherina en el efecto pro-tumorogénico de FGFR1/4

A fin de comprobar si N-cadherina tiene algin papel determinante en los

efectos pro-tumorogénicos de FGFR1 y FGFR4, se sobreexpresé esta proteina en dos

lineas celulares de adenocarcinoma en las que la sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4

provocaba un efecto supresor tumoral (H2009 y H3122). En estas lineas, la co-

sobreexpresién de N-cadherina con los FGFRs no solo revertia su efecto supresor

tumoral, sino que producia el papel opuesto, induciendo un aumento en la

proliferacidn, clonabilidad y crecimiento libre de anclaje (Figura 23A-D).
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Figura 23. Efecto de la co-sobreexpresion de N-cadherina con FGFR1 o FGFR4 en las lineas de adenocarcinoma
H2009 y H3122. Curvas de crecimiento al 10% (A) y 0,5% (B) de SFB, clonabilidad (C) y crecimiento libre de
anclaje (D). Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se muestran curvas de crecimiento representativas.
Para la clonabilidad y el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra la media y desviacién estandar de las
réplicas, tras haber sido normalizadas a la condicién control, que toma el valor de 1. Para el ensayo de
crecimiento libre de anclaje, se muestra ademas la media y desviacién estandar del tamafio de las colonias. EV1=
vector vacio 1, EV2 = vector vacio 2, CDH2 = Sobreexpresion de N-cadherina, FGFR1 = Sobrexpresién de FGFR1,
FGFR4 = Sobrexpresion de FGFR4, SFB = Suero fetal bovino. Los p-valores se encuentran representados por
asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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Al estudiar la activacién de rutas de sefalizacidon oncogénicas relacionadas con
FGFR en estas lineas, observamos que correlacionando con los ensayos subrogadosy a
diferencia de lo que ocurre en ausencia de N-cadherina, la activaciéon de estas rutas
aumentaba con respecto a la linea control en condiciones de co-sobreexpresion del
FGFR con N-cadherina, condiciones en las cuales se producia un gran incremento de la
activacion del FGFR sobreexpresado (Figura 24). Estos datos sugieren que en presencia
de N-cadherina, ambos receptores se activan de un modo mas acusado y presentan un

efecto pro-tumorogénico independientemente del fondo histoldgico de la linea celular.

Figura 24. Efecto molecular de la co-sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4 con N-cadherina en lineas
celulares de adenocarcinoma (H2009 y H3122). EV1 = vector vacio 1, EV2 = vector vacio 2, CDH2 =
Sobreexpresion de N-cadherina, FGFR1 = Sobrexpresion de FGFR1, FGFR4 = Sobrexpresion de FGFR4,
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1.3.3. Estudio de la interaccion de N-cadherina con FGFR1 y FGFR4

Para estudiar la interaccion de N-cadherina con los FGFRs, se realizaron
experimentos de co-inmunofluorescencia para comprobar si ambas proteinas co-

localizaban en la membrana. Se utilizé una linea (NL20) con alta expresién enddgena
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de N-cadherina, y sobreexpresion exégena de FGFR1 o FGFR4 (Figura 20). En estos
experimentos se observd que existia una co-localizacién parcial de N-cadherina con
FGFR1 y FGFR4 en algunas regiones de la membrana celular (Figura 25A). Estos
resultados sugerian que la interaccién entre ambas proteinas podria ser fisica, y para
comprobar esta hipdtesis se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitacion. En
este caso, se selecciond una linea celular con alta expresion enddégena de ambas
proteinas (H520) (Figura 6A). Se realizé la inmunoprecipitacion de N-cadherina, y se
determiné la presencia de FGFR1 o FGFR4 en el inmunprecipitado. Se observd que
tanto FGFR1 como FGFR4 co-inmunoprecipitaban con N-cadherina en los extractos
proteicos (Figura 25B), lo que apoyaba la existencia de una interaccién fisica entre

ambos tipos de receptores.
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Figura 25. Interaccion de N-cadherina con FGFR1 y FGFR4. (A) Ensayo de co-inmunolocalizacion de N-
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cadherina y FGFR1 o FGFR4 en la linea celular NL20 con sobreexpresion exdgena de los receptores. (B)
Co-inmunoprecipitacion de N-cadherina con FGFR1 y FGFR4 en la linea celular H520. ENTRADA =
Extracto proteico previo a la inmunoprecipitacion, SALIDA = Extracto proteico posterior a la
inmunoprecipitacion. IP N-cadherina = Inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-N-cadherina, Control
de isotipo = Inmunoprecipitacion con un anticuerpo inespecifico del mismo isotipo que el anticuerpo
contra N-cadherina utilizado.
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1.3.4. EGFR y N-cadherina definen el papel pro-tumorogénico de FGFR1 y FGFR4 in vitro

Hasta ahora, los resultados obtenidos sugieren que en lineas celulares con alta
expresion de N-cadherina, FGFR1 y FGFR4 presentan un papel pro-tumorogénico. Sin
embargo, en ausencia de esta proteina, ambos FGFRs presentan un efecto supresor
tumoral, salvo en el caso de aquellas lineas celulares que presentan dependencia de
EGFR, donde ambos FGFRs parecen cooperar con EGFR, incrementando sus efectos
oncogénicos. Para estudiar conjuntamente ambos factores inductores de la
oncogenicidad de FGFR1 y FGFR4 generamos un modelo celular utilizando la linea
inmortalizada NL20. A partir de esta linea se generaron 12 lineas estables con
diferentes combinaciones de expresién o ausencia de FGFR1 o FGFR4 con EGFR y N-
cadherina.

A partir de estas lineas se realizaron ensayos de crecimiento al 0.5% de SFB, de
clonabilidad y de crecimiento libre de anclaje, y los resultados observados fueron
consistentes entre los tres ensayos. De esta forma, la sobreexpresidén en solitario de
cualquiera de los FGFRs en presencia de la N-cadherina endégena causd un aumento
en la proliferacion y en las caracteristicas tumorogénicas con respecto a la linea celular
control con los tres plasmidos vacios. Sin embargo, tras el silenciamiento mediante
ARN de interferencia de N-cadherina, ambos FGFRs mostraron un efecto supresor
tumoral, con una menor proliferacién y menor tumorogenicidad, en comparacién con
la linea control. La sobreexpresion individual de EGFR provocd un efecto similar al de la
sobreexpresion de los FGFRs en presencia de N-cadherina, pero en este ultimo caso, el
efecto era independiente de la expresidén de la cadherina. La co-sobreexpresiéon de
EGFR junto a cualquiera de los FGFRs mostré mayor proliferaciéon y tumorogenicidad,
también independientemente de la expresién de N-cadherina (Figuras 26A-D).

Determinamos la activacion de rutas de sefializacidn relacionadas con FGFR en
estas lineas, y de nuevo la activacion de estas rutas correlacionaba con los efectos
observados en los ensayos subrogados. La sobreexpresién de FGFR1 o FGFR4, en
presencia de N-cadherina, ocasionaba una mayor activacién de STAT3, AKT y ERK
(p42/p44), respecto a la linea control con el triple vector vacio. La sobreexpresion de
EGFR provocaba un efecto similar en estas rutas, y este efecto era independiente de la

presencia o ausencia de N-cadherina. En estos experimentos, la mayor activacion de
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Figura 26. Efecto del silenciamiento de N-cadherina combinado con la sobreexpresion de EGFRy FGFR1 o FGFR4 en
la linea inmortalizada de pulmén NL20. (A) Nomenclatura de las 12 lineas generadas a partir de la linea NL20, con
diferentes combinaciones de expresion de FGFR1, FGFR4, EGFR y N-cadherina. Curvas de crecimiento al 0.5% de SFB
(B), clonabilidad (C) y crecimiento libre de anclaje (D). Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Se
muestran curvas de crecimiento representativas. Para la clonabilidad y el ensayo de crecimiento libre de anclaje, se
muestra la media y desviacion estandar de las réplicas, tras haber sido normalizadas a la condicidn control. Para el
ensayo de crecimiento libre de anclaje, se muestra ademas la media y desviacién estandar del tamafio de las colonias.
Los p-valores de las comparaciones de las condiciones dos a dos para cada experimento se encuentran reflejados en
las tablas mostradas. F1 = Sobreexpresién de FGFR1, F4 = Sobreexpresion de FGFR4, E = Sobreexpresion de EGFR, shN
= silenciamiento por ARN de interferencia de N-cadherina.
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estas rutas correspondia a las lineas con co-sobreexpresion de cualquiera de los FGFRs
junto con EGFR, de nuevo independientemente de la presencia de N-cadherina. Sin
embargo, en ausencia de N-cadherina, la sobreexpresion de cualquiera de los
FGFRs resultaba en una disminucién de la activacidon de estas rutas de senalizacion en

comparacion con la condicién control (Figura 27).
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Figura 27. Efecto molecular del silenciamiento de N-cadherina combinado con la sobreexpresion de
EGFR y FGFR1 o FGFR4 en la linea inmortalizada de pulmén NL20. Determinacién de la activacién de
rutas de seializacion relacionadas con FGFR en estas lineas. La leyenda para la nomenclatura de las
lineas celulares se encuentra en la Figura 26A. F1 = Sobreexpresién de FGFR1, F4 = Sobreexpresion de
FGFR4, E = Sobreexpresion de EGFR, shN = silenciamiento por ARN de interferencia de N-cadherina.

1.3.5. EGFR y N-cadherina definen el papel pro-tumorogénico de FGFR1 y FGFR4 in vivo

Para estudiar la interaccién FGFR/EGFR/N-cadherina en un contexto mas
fisiolégico, se xenoinjertaron las doce lineas celulares del modelo in vitro de
interaccion en ratones desnudos inmunodeprimidos y se determiné el crecimiento de
los tumores generados. Todas las lineas celulares generaron tumores a pesar de que
NL20 estd catalogada como una linea celular no transformada y por tanto no se
esperaria que en condiciones basales esta linea generara tumores in vivo. El
crecimiento de los tumores generados por las diferentes lineas correlacionaba con los
resultados obtenidos in vitro. Los tumores de mas rapido crecimiento fueron aquéllos
generados por las lineas con co-sobreexpresién de EGFR con cualquiera de los FGFRs,
tanto en presencia como en ausencia de N-cadherina. Las lineas celulares con

sobreexpresién de EGFR mostraron un menor crecimiento tumoral con respecto a las
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condiciones anteriores, y la expresion de N-cadherina no parecid tener influencia en
los resultados en estos casos. La sobreexpresion de cualquiera de los dos FGFRs en
presencia de N-cadherina mostré un crecimiento tumoral similar al de la
sobreexpresién de EGFR, por encima de la linea control. Sin embargo, en ausencia de
N-cadherina, la sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4 produjo una ralentizaciéon del
crecimiento tumoral, en comparacion con el crecimiento de la linea control (Figura
28A-B).

Todos estos resultados refuerzan los obtenidos anteriormente y nuestra
hipétesis de que FGFR1 y FGFR4 tienen un papel diferencial en la tumorogénesis,
dependiente de la expresion de N-cadherina y de la sobreactivacién de EGFR. En
ausencia de expresion de N-cadherina y de la activacién constitutiva de EGFR, FGFR1 y
FGFR4 ejercen un papel como supresor de tumor. Sin embargo, en presencia de N-
cadherina o en cooperacion con EGFR sobreactivado, ambos FGFRs actian como
oncogenes. Ademas, estos resultados indican que la expresion de N-cadherina no

interviene en la cooperacion entre EGFR y los FGFRs.



I Resitados

A Xenoinjertos NL20 in vivo
N % *k **
= 2000 -|'
E shiN-E-F1 shi
= 1500 - E-F1 Control
=]
E shi-F1
= 1000 -
[4F]
E
=
S 500
=

Tiempo (dias)

p-valores para la comparacion de
{5 = Control condiciones dos a dos de la supervivencia

con respecto a la condicion control
F1
r_}u —_— | Control
= 100- — E-FA1 Contrel
= | Fi| 0.0007
*E shiM E|_0,0009
b= — = sh-F1 E-F1| 0,0007
g—j 50+ — shM-E shM| 05723
shi-F1| 0,061
= shN-E-F1 z
p:[}[}[}[]-z shN-E_0,0005
o . . . shN-E-F1,  0,0005
o 20 40 &0
Time (days)
B Xenoinjertos NL20 in vivo
2000 - *E *%k &
& shiM-E-F4
E shM
E 1s00 E-F4
= Caontrol
2
S 1000 shiN-F4
&
E
= 500
=
o 4 .
T 4 z 28 5 4z 43 56
Tiempo (dias)
p-valores para la comparacion de
150 Control condiciones dos a dos de la supervivencia
= con respecto a la condicion control
t_Eu — E Control
= 100- | Control
E I — EM F4 00004
; shM E 0.0007
= — shM-F4 E-F4 0,0005
E 50 - — shM-E shM| 00,5723
o shi-F4  0,0461
— shM-E-F4 :
P<=0.0001 shi-E;_0.0060
o T T 1 shN-E-F4 00008
o 20 40 &0

Time (weeks)

Figura 28. Crecimiento tumoral de xenoinjertos en ratones inmunodeprimidos del panel de lineas estables
generadas a partir de la linea de pulmén inmortalizada NL20 con diferentes combinaciones de expresion de N-
cadherina, EGFR y FGFR1 (A) o FGFR4 (B). Se muestran el crecimiento de los tumores con respecto al tiempo, asi
como la supervivencia de los ratones portadores de los tumores, que fueron sacrifiados al alcanzar los tumores
un volumen de 1000 mm?>. La leyenda para la nomenclatura de las lineas celulares se encuentra en la Figura 26A.
F1 = Sobreexpresion de FGFR1, F4 = Sobreexpresion de FGFR4, E = Sobreexpresion de EGFR, shN = silenciamiento
por ARN den interferencia de N-cadherina. Los p-valores se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05;
** p<0.01; ***, p<0.001).
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2. Abordajes terapéuticos para los tumores con alta expresion de FGFR1 y/o FGFR4

La descripcion de los contextos moleculares en los que FGFR1 y FGFR4
presentan un comportamiento oncogénico realizada previamente sugiere que el uso
de inhibidores dirigidos frente a FGFR podria ser una alternativa terapéutica a tener en
cuenta en los pacientes de algunos subgrupos moleculares de tumores de pulmodn.
Para estudiar esta posibilidad, se comprobd la eficacia de estos inhibidores en

diferentes modelos in vitro e in vivo.

2.1. La alta expresién de N-cadherina como factor predictivo de la terapia anti-FGFR
Los datos obtenidos apoyan que la expresién de N-cadherina es decisiva en
cuanto a los efectos oncogénicos ejercidos por FGFR1 y FGFR4. De esta manera, la alta
expresion de FGFR1 y/o FGFR4 por si misma no determinaria la eficacia de su
inhibicidn, sino que serian necesarios niveles altos de expresion de N-cadherina, ya
gue esta molécula de adhesion parece ser la responsable de la activacion pro-

oncogénica de los FGFRs en ausencia de activacién de EGFR.

2.1.1. N-cadherina como factor predictivo de respuesta a la terapia anti-FGFR in vitro
Para comprobar esta hipdtesis, se probd la eficacia, en términos de inhibicion
del crecimiento, de dos inhibidores selectivos de FGFR (BGJ398 y AZD4547) en varias
lineas celulares. Se seleccionaron las lineas celulares H2009 y H3122 con
sobreexpresion inducida de FGFR1 o FGFR4, en combinacién o no con sobreexpresion
inducida de N-cadherina. Ademas, se seleccionaron varias lineas celulares con alta
expresion endogena de FGFR1 y/o FGFR4, y con baja expresion de N-cadherina (A549 y
H460), o con alta expresion de N-cadherina (H520 y H226, Figura 6A). Se observé que
ambos inhibidores reducian el crecimiento en aquéllas lineas con alta expresién de N-
cadherina, enddgena o exdgena, pero no ejercian un efecto significativo en aquellas
lineas con baja o nula expresidon de N-cadherina a las concentraciones testadas (Figura
29). Estos resultados apoyaban el papel predictivo de la N-cadherina en relacién a la

eficacia de las terapias inhibitorias de FGFR.
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Figura 29. Efecto sobre la proliferacion celular del tratamiento in vitro con inhibidores selectivos de
FGFR en lineas con alta expresion de FGFR1 y/o FGFR4 y niveles diferenciales de N-cadherina. (A)
Efecto del tratamiento con dos inhibidores selectivos de FGFR (BGJ398 y AZD4547) en el crecimiento de
lineas de adenocarcinoma con sobreexpresion exdgena de FGFR1 o FGFR4, en combinaciéon o no con
sobreexpresion exdgena de N-cadherina. (B) Efecto del tratamiento en el crecimiento en lineas celulares
con alta expresion enddgena de FGFR1 y/o FGFR4, y niveles variables de N-cadherina enddgenos.

2.1.2. N-cadherina como factor predictivo de respuesta a la terapia anti-FGFR in vivo

A continuacién, para comprobar si este papel predictivo tenia igualmente
relevancia in vivo, probamos la eficacia del inhibidor que mostré mejor respuesta en
nuestros experimentos in vitro, AZD4547, en diferentes tumores pulmonares derivados

de pacientes xenoinjertados subcutaneamente en ratones inmunodeprimidos (PDXs).
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Seleccionamos modelos de tumores de diferentes histologias, todos con alta expresidon
de FGFR1. Entre nuestros modelos PDXs no contdabamos con ninguno con alta
expresion de FGFR4 sin alta expresién de FGFR1, por lo que no pudimos comprobar la
eficacia frente a FGFR4 de este inhibidor.

Se seleccionaron dos modelos de adenocarcinoma con expresién similar de
FGFR1, uno con alta expresién de N-cadherina (TP91) y otro con baja expresidn de esta
proteina (TP60). También seleccionamos dos modelos de carcinoma epidermoide con
expresiéon comparable de FGFR1, con alta y baja expresidon de N-cadherina (TP114 y
TP13, respectivamente). Ademas, seleccionamos un modelo con muy alta expresion de
FGFR1, FGFR4 y N-cadherina (TP96) (Figura 30A).

El tratamiento con AZD4547 no produjo efecto alguno en el crecimiento
tumoral de los modelos con baja expresiéon de N-cadherina (TP60 y TP13),
independientemente de su histologia (Figura 30B). Sin embargo, en los modelos
tumorales con alta expresion de N-cadherina (TP91, TP114 y TP96), el tratamiento con
este inhibidor selectivo de FGFR causé una considerable reduccion del crecimiento
(con unos valores de T/C de 20, 17.8 y 2.3%, respectivamente).

Cabe destacar que el tratamiento con AZD4547 causd una regresion tumoral
completa en 1/5, 2/5y 2/5 de los tumores tratados, respectivamente en cada modelo
(Figura 30C-E). Al analizar el efecto del inhibidor en las rutas de sefalizacién
relacionadas con FGFR en dos de los modelos tratados (TP60 y TP91), observamos que
el tratamiento no alterd la activaciéon de las rutas estudiadas en el modelo con baja
expresion de N-cadherina (TP60), mientras que en el modelo con alta expresién de N-
cadherina, TP91, AZD4547 causd una disminucién en los niveles de pSTAT3, pAKT y una
modesta reduccion de la activacidon p-ERK (p42/p44) (Figura 30F).

Todos estos resultados apoyan el papel predictivo de la N-cadherina en la

respuesta a la terapia dirigida frente a FGFR, independientemente de la histologia.
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Figura 30. Valor predictivo de la expresion de N-cadherina sobre el efecto de inhibicion FGFR en PDXs de
pulmén con alta expresion de FGFR1 y FGFR4. (A) Western blot de la expresién de FGFR1, FGFR4 y N-cadherina
en los PDXs en estudio. Efecto del tratamiento con AZD4547 en dos PDXs con baja expresion de N-cadherina (B) y
en tres modelos con alta expresion de este gen (C). (D) Valores de comparacién entre el crecimiento de los
tumores tratados en relacion a los controles (T/C), expresado en porcentajes; y de las regresiones tumorales
completas para cada modelo. (E) Grafica representando la variacién de volumen de los tumores respecto al inicio
del tratamiento, expresado en porcentajes. (F) Determinacion por western blot del efecto del tratamiento en
rutas de sefializacion relacionadas con FGFR. Los tratamientos tuvieron una duracién de 5 semanas, a no ser que
el rapido crecimiento de los tumores obligara a su detencién anterior. Se usaron dosis de 7.5 mg/kg/dia 5 dias a la
semana por via oral. ADC = Adenocarcinoma, ESC = Carcinoma epidermoide, N = NUmero de ratones por grupo de
tratamiento. Los p-valores se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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2.2. Inhibicién conjunta de EGFR y FGFR dirigida a pacientes con adenocarcinoma con
sobreactivacién de EGFR

El segundo contexto molecular en el que FGFR1 y FGFR4 mostraban efectos
oncogénicos es bajo la sobreactivacién de EGFR. Los datos anteriormente presentados
muestran que FGFR1 y FGFR4 interaccionan con EGFR, lo que produce su activacion
reciproca, incrementando la activacion de diferentes rutas de sefalizacion pro-
oncogénicas dependientes de ambos receptores. De esta forma, la inhibicidn conjunta
de estos FGFRs y de EGFR en tumores con dependencia de sefializacién de EGFR podria
ser una aproximacion terapéutica eficaz para el subgrupo de pacientes cuyos tumores

presentan esta condicidn.

2.2.1. Inhibicion combinada de EGFR y FGFR in vitro

Para comprobar esta hipdtesis, se estudié el efecto in vitro de los dos
inhibidores selectivos de FGFR BGJ398 y AZD4547, y de dos inhibidores de EGFR,
erlotinib y osimertinib, en diferentes lineas celulares. Se seleccionaron como control
tres lineas sin activacion de EGFR (H2009, H3122 y H1437), y dos lineas con
mutaciones activadoras de EGFR (H1975 y HCC827). Al comprobar la sensibilidad a
estos inhibidores en estas lineas, en condiciones de sobreexpresiéon de FGFR1 o FGFR4,
se observd que la expresion de estos FGFRs no alteraba significativamente Ia
sensibilidad a ninguno de estos inhibidores en las lineas sin activacién de EGFR, en
relacion a la respectiva linea control con el vector de sobreexpresién vacio (Figura 31).

Sin embargo, en las dos lineas con activacién de EGFR, la sobreexpresiéon de
cualquiera de los FGFRs produjo un aumento de la sensibilidad a los inhibidores de
FGFR y un aumento de la resistencia frente a los inhibidores de EGFR, en comparacion
con la respectiva linea control (Figura 32A). A continuacién, se testd la sensibilidad de
las dos lineas con activacién de EGFR a las 4 diferentes combinaciones posibles de los
inhibidores en estudio, y determinamos el efecto de cada una de ellas por medio del
calculo del indice de combinacién. Se observé que en las lineas control con el plasmido
vacio el efecto de cualquiera de las combinaciones era aditivo (indice de combinacién
préximo a 1). Sin embargo, en condiciones de sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4, las

combinaciones adquirian un efecto sinérgico (indice de combinacién menor quel,
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Figura 31. Determinacion de la sensibilidad al tratamiento con inhibidores frente a EGFR y FGFR en
lineas celulares de adenocarcinoma no dependientes de la seiializacion EGFR con sobreexpresion de
FGFR1 o FGFRA4. Se realizaron ensayos para calcular la concentracidn inhibitoria del 50% del crecimiento
(1C50) con dos inhibidores selectivos de FGFR (BGJ398 y AZD4547) y con dos inhibidores de EGFR de uso
en clinica (erlotinib y osimertinib). EV = Linea celular control con vector vacio, FGFR1 = Sobreexpresion
de FGFR1, FGFR4 = Sobreexpresion de FGFR4.

Figura 32B). Se seleccioné la combinacién que mostraba el efecto sinérgico mas
potente con erlotinib (AZD4547 vy erlotinib) y se comprobd el efecto de esta terapia
combinada en la activacién de rutas de sefializacion oncogénicas relacionadas con
FGFR. En ambas lineas celulares, el tratamiento con erlotinio en monoterapia
alcanzaba la inhibicién parcial de la activacidon de EGFR, pero solo la terapia combinada
conseguia la inhibicién completa de EGFR en las lineas con sobreexpresién de FGFR1 o
FGFR4. Ademas, se obtuvieron resultados similares en cuanto a la senalizacién de la
ruta ERK (p42/p44). En cuanto a la ruta de AKT, en la linea celular HCC827 con
sobreexpresién de cualquiera de los FGFRs, la combinacidn alcanzé mayores niveles de
inhibicidn que erlotinib en monoterapia, al contrario que en la linea H1975, donde la
combinacién no consiguié una mayor inhibiciéon de esta ruta que el tratamiento con

erlotinib.
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Figura 32. Efecto de la combinacion de la inhibicion de FGFR y EGFR in vitro en lineas celulares de
adenocarcinoma con dependencia de la sefializacion de EGFR y con sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4. (A)
Sensibilidad a los inhibidores selectivos de FGFR BGJ398 y AZD4547 y a los inhibidores de EGFR erlotinib y
osimertinib en monoterapia, determinada mediante el ensayo de citotoxicidad 1C50. (B) Efecto de la
combinacién de estos inhibidores mediante la determinacién de la IC50 de los inhibidores de EGFR en
combinacién con dos dosis fijas del inhibidor de FGFR, analizado mediante el calculo del indice de combinacién.
(C) Efecto del tratamiento con AZD4547 y erlotinib en monoterapia y en combinacidon en las rutas de
sefializacién oncogénicas relacionadas con FGFR, determinado por western blot.
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Respecto a la sefializacién de STAT3, en la linea H1975 la combinacién de
ambos inhibidores alcanzd mayores niveles de inhibicién de la activacion de esta ruta
gue el tratamiento con erlotinib en monoterapia. En la linea HCC827 se observé que el
tratamiento con erlotinib no solo no disminuia la activacion de STAT3, sino que la
inducia. Sin embargo, la adicion de AZD4547 al tratamiento con erlotinib redujo la

activacion de esta ruta (Figura 32C).

2.2.2. Inhibicion conjunta de EGFR y FGFR in vivo

A continuacion, se comprobd la eficacia de la combinacion de erlotinib y
AZDA4547 in vivo, en xenoinjertos de lineas celulares en ratones inmunodeprimidos. Se
xenoinjertaron las lineas con mutaciones activadoras de EGFR H1975 y HCC827 con
sobreexpresidon exdgena de FGFR1 o FGFR4. Cabe destacar que la linea H1975 también
presentaba la mutacion T790M, conocida por conferir resistencia a los TKls de primera
generacion frente a EGFR, como erlotinib. En ambas lineas celulares, la sobreexpresiéon
de FGFR1 o FGFR4 provocd una mayor sensibilidad de los tumores generados a la
inhibicion de FGFR, de modo que podia observarse que la administracion de AZD4547
en monoterapia producia una reduccidn del crecimiento tumoral con respecto al
control (porcentajes T/C de 99.6, 61.6 y 45.3% en el caso de los xenoinjertos de H1975,
y de 84.2, 50.8 y 37.1% en el caso de los xenoinjertos de HCC827 control, con
sobreexpresion de FGFR1 y con sobreexpresion de FGFR4, respectivamente). Ademas,
este efecto parecia ser especifico de la inhibicion de FGFR, ya que la administracion de
AZD4547 no tuvo gran efecto en los tumores generados por las lineas celulares control,
sin sobreexpresion de los FGFRs. Los tumores generados por H1975 fueron
intrinsecamente resistentes al tratamiento con erlotinib, como cabria esperar al portar
la mutacién de resistencia T790M (T/C de 92.1%). En estos tumores, la combinacién de
erlotinib con AZD4547 demostré mayor eficacia que la administracién de erlotinib en
monoterapia, en especial en los modelos con sobreexpresién de FGFR1 o FGFR4,
donde el efecto fue mds acusado, alcanzdndose incluso la estabilizacion del
crecimiento tumoral en el caso de la sobreexpresion de FGFR4 (porcentajes T/C de
67.3, 38.4 y 10.7, para los xenoinjertos de H1975 control, con sobreexpresion de

FGFR1y con sobreexpresion de FGFR4, respectivamente).
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En los tumores generados por la linea HCC827, la sobreexpresion de FGFR1 o
FGFR4 confiriéd una mayor resistencia a la inhibicién de EGFR (valores de T/C de 29.1%,
48.2% y 50.2% para los modelos control y con sobreexpresion de FGFR1 y FGFR4,
respectivamente), que fue revertida por el tratamiento combinado (T/C de 20.7%,

7.2% vy 2.7%, respectivamente) (Figura 33).
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Figura 33. Efecto de la combinacion de erlotinib y AZD4547 en xenoinjertos de lineas celulares con diferentes
mutaciones activadoras de EGFR: H1975 (L858R y T790M) y HCC827 (Delecion exén 19). (A) Efecto de la
administracion de erlotinib y AZD4547 en monoterapia y en combinacién en el crecimiento de los tumores
generados por estas lineas celulares. (B) Tabla de valores de comparacion entre el crecimiento de los tumores
tratados en relacidn a los controles (T/C), expresado como porcentajes. Los tratamientos tuvieron una duracion
de 5 semanas, a no ser que el rapido crecimiento de los tumores exigiera detenerlo antes. Se utilizaron grupos
de 5 ratones por brazo de tratamiento. Se administré AZD4547 a 5 mg/kg/dia de lunes a viernes, en
monoterapia o en combinacion con erlotinib, por via oral. La concentracion de erlotinib, tanto en el grupo en
monoterapia como en el grupo en combinacién con AZD4547, fue de 50 mg/kg/dia en el caso de los
xenoinjertos de H1975, o de 20 mg/kg/dia en el caso de los xenoinjertos de HCC827, tratdndose de lunes a
viernes en ambos casos. Los p-valores se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001).

Ademas, se probo el efecto de esta terapia combinada en varios modelos PDX
de adenocarcinoma con alta expresién de FGFR1: uno con la mutacién activadora de

EGFR L858R y la de resistencia a erlotinib T790M en EGFR (TP103), y dos con EGFR
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nativo pero altamente activado y con mutaciones en KRAS (TP57 y TP126). En estos
modelos, los tratamientos con erlotinib o con AZD4547 en monoterapia consiguieron
reducir el tamano de los tumores, en comparacidn con los tumores sin tratar, pero la
combinacion de ambos fdrmacos consiguié una reduccién mucho mads acusada,

demostrando la superioridad del tratamiento combinado (Figuras 34A-B).
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Figura 34. Efecto de la combinacion de erlotinib y AZD4547 en modelos PDX de adenocarcinoma de
pulmén con alta activacion de EGFR (nativo o mutado) y con alta expresion de FGFR1. (A) Efecto de la
administracion de erlotinib y AZD4547 en monoterapia y en combinacion en el crecimiento de los PDXs.
(B) Tabla de valores de comparacion entre el crecimiento de los tumores tratados en relacién a los
controles (T/C), expresado como porcentajes. (C) Efecto de estos tratamientos en la sefializacidén
oncogénica relacionada con EGFR y FGFR. Los tratamientos tuvieron una duracién de 5 semanas, a no
ser que el radpido crecimiento de los exigiera detenerlo antes. Se utilizaron grupos de 5 ratones por
brazo de tratamiento. Se administré6 AZD4547 a 5 mg/kg/dia de lunes a viernes, en monoterapia o en
combinacidn con erlotinib, por via oral. La concentracion de erlotinib, tanto en el grupo en monoterapia
como en el grupo en combinacion con AZD4547, fue de 50 mg/kg/dia en el caso del modelo TP103, con
la mutacion de resistencia a erlotinib en EGFR T790M, o de 20 mg/kg/dia en el caso de los modelos con
EGFR nativo, TP57 y TP126, tratandose de lunes a viernes en ambos casos. Los p-valores se encuentran
representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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Al estudiar los efectos de los tratamientos en las rutas de sefalizacidn
oncogénicas en estudio, se observd que tanto el AZD4547 como el erlotinib redujeron
la activacion de las rutas de ERK (p42/p44) y AKT a un nivel similar, y que la
combinacion producia una mayor inhibicion de estas rutas. Cabe destacar que
respecto a la seiializacion de STAT3, en el modelo TP103 el tratamiento con erlotinib
produjo un aumento de la activacidon de esta ruta, que pudo ser reducido por la

combinacion de ambos farmacos (Figura 34C).

3. FGFR1 y FGFR4 como biomarcadores pronodsticos y predictivos de respuesta a

terapia anti-FGFR en cancer de pulmén no microcitico

3.1. FGFR1 y FGFR4 como biomarcadores prondsticos en cancer de pulmoén no

microcitico

Se determind la expresion de FGFR1, FGFR4 y N-cadherina a nivel de ARNm en
muestras parafinadas de tumores de 109 pacientes de CPNM, y se correlaciond con la
informacidn clinica de los mismos. La cohorte estaba compuesta principalmente por
pacientes de adenocarcinoma y carcinoma epidermoide de pulmén de los hospitales
Virgen del Rocio (Sevilla) y 12 de Octubre (Madrid), que presentaban tumores en

estadio temprano (I-111A) tratados con cirugia radical.

3.1.1. FGFR1 y FGFR4 como biomarcadores prondsticos en adenocarcinoma y
carcinoma epidermoide

Para comprobar si ambos FGFRs presentaban un papel prondstico concordante
con su papel oncogénico en carcinoma epidermoide y su papel supresor tumoral en
adenocarcinoma, descritos segln los datos previamente presentados, de entre la
cohorte de casos de CPNM se establecieron dos subgrupos en funcion de la histologia
de los tumores: uno con los pacientes de adenocarcinoma (n=36) y otro con los de
carcinoma epidermoide (n=58). En cada subgrupo se correlacioné la expresion de

FGFR1 y FGFR4 con la supervivencia, definiendo dos grupos de pacientes segun la
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Supendvencia libre de progresian

expresion a nivel de ARNm de los FGFRs, con valores inferiores, o superiores o iguales

a la mediana (Figura 35).
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Figura 35. Asociacion de la expresion de ARNm de FGFR1 y FGFR4 con la supervivencia, separando por
histologias, en una cohorte de pacientes de CPNM (N=109). El criterio para discernir entre baja y alta
expresion fue el valor de la mediana de expresion para cada gen.

En los pacientes con adenocarcinoma, la alta expresion de FGFR1
correlacionaba con una mayor supervivencia libre de progresion (cociente de riesgo
0.76 [0.42-1.22]) y global (cociente de riesgo 0.55 [0.34-1.41]). Sin embargo, en los
pacientes de carcinoma epidermoide, ocurria lo contrario (cocientes de riesgo de 1.12
[0.83-1.33] y 1.55 [0.77-1.89] para la supervivencia libre de progresidon y global,
respectivamente). Sin embargo, estas asociaciones no alcanzaron la significancia
estadistica. De forma similar, la alta expresion de FGFR4 correlacionaba con una mayor
supervivencia global (cociente de riesgo de 0.63 [0.38-1.23]) y libre de progresiéon
(cociente de riesgo de 0.56 [0.23-1.45] en adenocarcinoma, pero de nuevo sin
significancia estadistica. En los pacientes de carcinoma epidermoide, sin embargo, la
expresion de FGFR4 correlacionaba claramente con una peor supervivencia global y

libre de progresion, alcanzando en estos casos la significancia estadistica (cociente de
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riesgo 1.89 [1.12-2.99], p=0,013 y cociente de riesgo 2.13 [1.33-3.25], p=0,035;

respectivamente) (Figura 35).

3.1.2. Efecto de la expresion de N-cadherina en el papel prondstico de FGFR1 y FGFR4
en pacientes con CPNM

A pesar de que el papel diferencial de ambos FGFRs inicialmente parecia
dependiente de histologia, nuestros datos indican que el responsable biolégico
subyacente es la expresion de N-cadherina y no la histologia tumoral, si bien es cierto
gue es en las lineas de carcinoma epidermoide donde se observan mayores niveles de
expresion de N-cadherina, lo que explicaria el efecto pro-oncogénico de ambos FGFRs

en éstas (Figura 20).

En concordancia con nuestros datos in vitro, se observd que los tumores
epidermoides presentaban una mayor expresion de N-cadherina que los
adenocarcinomas, a nivel de ARNm tanto en nuestra cohorte propia como en la

cohortes publicas (TCGA) (Figura 36).
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Figura 36. Relacion de la expresion de ARNm de N-cadherina con la histologia en nuestra cohorte de
pacientes de CPNM (N=104) y en la cohorte de cancer de pulmén no microcitico (N=1219) . Los p-
valores se encuentran representados por asteriscos (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001). ESC =
Carcinoma epidermoide y ADC = Adenocarcinoma.
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Esta observacién es consistente con el papel de la N-cadherina como potencial
modulador del papel oncogénico de FGFR1 y FGFR4 que proponemos. De esta manera,
para estudiar el papel de la N-cadherina en el efecto prondstico de FGFR1 y FGFR4 en
nuestra cohorte de pacientes de CPNM, dividimos en cuatro grupos la cohorte
completa de pacientes (N=109), incluyendo adenocarcinomas, carcinomas
epidermoides y otras histologias de CPNM, vy los relacionamos con los datos de
supervivencia. Los cuatro grupos fueron los siguientes: (i) Alta expresién de FGFR1 y
baja expresion de N-cadherina (N=20, 18.3%), (ii) alta expresién de FGFR1 y alta
expresion de N-cadherina (N=40, 36.7%), (iii) baja expresién de FGFR1 y baja expresion
de N-cadherina (N=22, 20.2%) vy (iv) baja expresiéon de FGFR1 y alta expresion de N-
cadherina (N=27, 24.8%); definiendo alta o baja expresion como aquellos valores por
encima y por debajo de la mediana. El grupo con alta expresiéon de ambos genes
mostro los peores datos de supervivencia libre de progresion y global, mientras que el
grupo con alta expresiéon de FGFR1 y baja expresion de N-cadherina mostré los
mejores datos para ambos tipos de supervivencia. Los otros dos grupos presentaron
datos de supervivencia intermedios. Estas diferencias encontradas entre los cuatro
grupos de pacientes no alcanzaron la significancia estadistica para la supervivencia
libre de progresion. Sin embargo, es destacable que en el grupo de baja expresion de
N-cadherina y alta de FGFR1, mas de un 70% de los pacientes continuaban libres de
progresion al final del tiempo de observacidn, contrastando con el 30-40% en los otros
grupos. En el caso de la supervivencia global si se hallaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,01), y destaca que al final del tiempo de observacidn, en el grupo de
alta expresién de FGFR1 y baja de N-cadherina de nuevo mas del 70% de los pacientes
continuaban con vida, en contraste con el 0-40% de los otros grupos (Figura 37). Al
realizar la misma divisién en grupos, pero teniendo en cuenta los niveles de expresion
de ARNm de FGFR4 en lugar de los de FGFR1 (alta expresién de FGFR4 y baja expresion
de N-cadherina (N=22, 20.1%), alta expresion de FGFR4 y alta expresién de N-
cadherina (N=37, 33.9%), baja expresion de FGFR4 y baja expresidon de N-cadherina
(N=20, 18.3%) y baja expresion de FGFR4 y alta expresion de N-cadherina (N=30,
27.5%)), observamos resultados muy similares a los obtenidos para FGFR1. De nuevo,
las diferencias observadas entre los cuatro grupos no fueron estadisticamente

significativas para la supervivencia libre de progresion, aunque de la misma manera
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gue para FGFR1, mas del 70% de los pacientes con alta expresion de FGFR4 y baja de
N-cadherina permanecian libres de progresién al final del tiempo de observacion. En el
caso de la supervivencia global, los resultados obtenidos si mostraron diferencias
significativas (p=0,025) (Figura 37).

Ademads, se realizd otro analisis complementario seleccionando los pacientes
con alta expresion de FGFR1, FGFR4 o de los dos y dividendo este subconjunto en dos
grupos, segun la expresiéon de N-cadherina (N=89). Como se esperaba, los pacientes
con alta expresién de uno o de los dos FGFRs y con baja expresién de N-cadherina
mostraban una mejor supervivencia libre de progresion y global que el subconjunto

con alta expresion de ambos genes (cociente de riesgo 2.06 [1.01-4.23], p=0,045y
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Figura 37. Asociacion de la expresion de ARNm de N-cadherina y de FGFR1 o FGFR4 con la
supervivencia en toda la cohorte de pacientes de CPNM (N=109). El criterio utilizado para calificar
como baja y alta expresién fue el valor de la mediana de expresion para cada gen. CPNM = Cancer de
pulmon no microcitico.
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cociente de riesgo 1.89 [1.02-3.49] p=0,039; respectivamente) (Figura 38). Estas curvas
de supervivencia muestran claramente el efecto de la N-cadherina como modulador

del papel de FGFR1 y FGFR4 en la oncogénesis del cdncer de pulmdn.
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Figura 38. Asociacion de la expresion de ARNm de N-cadherina con la supervivencia en el subconjunto
de pacientes de nuestra cohorte de CPNM (N=89) con alta expresion de FGFR1, FGFR4 o de ambos). El
criterio utilizado para calificar como baja y alta expresion fue el valor de la mediana de expresidon para
cada gen CPNM = Cancer de pulmdén no microcitico.

3.1.3. Validacion del papel prondstico de N-cadherina y FGFR1 o FGFR4 en bases de
datos publicas

Se realizaron los mismos andlisis realizados en nuestra cohorte de pacientes, en
dos bases de datos clinicas disponibles publicamente del TCGA; una de pacientes de
adenocarcinoma (n=522) y otra de carcinoma epidermoide (n=504). En estas cohortes,
se dividid a los pacientes en funcion de la expresion de ARNm de FGFR1 y N-cadherina,
o de FGFR4 y N-cadherina y analizamos la supervivencia. En la cohorte de
adenocarcinoma, el punto de corte entre alta y baja expresién se definié como la
mediana de expresion para N-cadherina y FGFR1, y como el primer cuartil para FGFR4.
En el caso de la cohorte de carcinoma epidermoide, se establecié como punto de corte
la mediana para los 3 genes. Seleccionado los pacientes con alta expresidon de FGFR1
en la cohorte de adenocarcinoma (N=245), de nuevo, la alta expresién de FGFR1 y baja
de N-cadherina correlacionaban con un mejor prondstico, mientras que la alta
expresidon de ambos correlacionaba con unos peores valores de supervivencia
(Cociente de riesgo de 2.38 [1.15-4.94], p=0.016 para la supervivencia libre de
progresion, y de 1.63 [0.90-2.95], p=0.101 para la supervivencia global). Realizando lo

mismo con FGFR4 (N=366), se obtuvieron resultados similares (cociente de riesgo de
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1.61 [1.01-2.59], p=0.046 para la supervivencia libre de progresién, y de 1.79 [1-06-
2.51], p=0.024 para la supervivencia global) (Figura 39A). Ademas, se selecciond en
cada cohorte a los pacientes con alta expresidon de uno o de ambos FGFRs y se dividié
este subconjunto de pacientes en funcién del nivel de expresién de N-cadherina
(N=478). Se observod una clara tendencia a que en este subconjunto de pacientes, los
altos niveles de expresion de N-cadherina se asociaban a una peor supervivencia
(Cociente de riesgo de 1.46 [0.98-2.17], p=0.059 para la supervivencia libre de
progresion, y de 1.63 [1.11-2.38], p=0.011 para la supervivencia global, Figura 39B),

reproduciendo asi los resultados obtenidos en nuestra cohorte de pacientes.

N=245 AD C_TC GA N=366

c
2 109 _M Alto FGFR1, bajaMN-cadherina 1.0 _r Alto FGFR4, bajaN-cadherina
[ \ I Alto FGFR1, alta N-cadherina \ _r Alto FGFR4, alta M-cadherina
g’ 0.8 Ny o8] N
(=1 L .|I
@ b '
O 0 0.6 \'1
2 [y
=] L
w 04 " L 0.4 L
S 1
c
g L L ' —|
= 0,24
g 0.
[= 8 — —
5 ., p=0,013 ..l p=0,046
0 ) ) 80 8 100 o % 100 150 200 250
N=245 N=366
109 w 1 Alto FGFR1, bajaN-cadherina | 07 % 7 Alto FGFR4, baja N-cadherina
By 1 Alto FGFRA, alta W-cadherina ! ) 1 Alto FGFR4, alta M-cadherina
T 08 IR
= ,
k=] ]
=] 11
w 06 A 0.6 LA
]
j 1 L
2 04 0 [
2 0 1 ) o L =
E L
€@«
(=8
0:3, 02 0.2
o0l p=0,101 ! .o P=0,024 |
o S H 50 100 150 200 250
Tiempo (meses)

ADC-TCGA .

Alto FGFR1 yfo FGFR4, baja M-cadherina |

| Alto FGFR1 yio FGFR4, baja N-cadherina |
| I AtioFGFR1 ylo FGFR4, ata N-cadherina |

10 \ { 11 Atto FGFR1 yio FGFR4, alta N-cadherina

o

o
@

e

w

o

e

Supervivencia global
o

Supervivencia libre de progresion
2
-
&

o
o

p=0,011 001 P=0,059
6 !;0 ‘}0 ‘;30 ?’ﬂﬂ ?‘-’-0I ';) :.:U ll()(l ‘:‘)U ?6(2 ?;*{l.

Figura 39. Asociacion de la expresion de ARNm de FGFR1, FGFR4 y N-cadherina con la supervivencia
en una cohortes publicas de pacientes de adenocarcinoma de TCGA (N=522). El criterio utilizado para
clasificar como baja y alta expresion fue el valor de la mediana de expresion para cada gen, salvo para
FGFR4, donde se utilizd el primer cuartil. ADC = adenocarcinoma.
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En la cohorte de carcinoma epidermoide, los datos fueron muy similares para
FGFR1, observdandose que en los pacientes con alta expresion de FGFR1 (N=251),
aquéllos con alta expresion de N-cadherina presentaban peor prondstico (cociente de
riesgo de 1.88 [1.25-2.79], p=0.017 para la supervivencia libre de progresion, y de 1.34
0.89-1.99], p=0.087 para la supervivencia global). Sin embargo, en el caso de FGFR4
(N=250) no parecian observarse diferencias en cuanto a prondstico en esta cohorte
(Figura 40A) y al tener en cuenta los tumores con alta expresién de alguno o de ambos
receptores (N=373), se perdia la significancia estadistica obtenida al considerar solo la

expresion de FGFR1 (Figura 40B).
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Figura 40. Asociacion de la expresion de ARNm de FGFR1, FGFR4 y N-cadherina con la supervivencia
en una cohorte publica de pacientes de carcinoma epidermoide de TCGA (N=504). El criterio utilizado
para clasificar como baja y alta expresién fue el valor de la mediana de expresién para cada gen. ESC =
Carcinoma epidermoide.
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3.2. FGFR1 y FGFR4 como biomarcadores predictivos de respuesta a la terapia anti-
EGFR en adenocarcinoma de pulmén

A la vista de la cooperacidon demostrada entre EGFR y los FGFRs in vitro e in vivo
en los modelos de adenocarcinoma estudiados, se decidié estudiar si la expresién de
FGFR1 y/o FGFR4 podria predecir la respuesta a terapia frente a EGFR en pacientes de
adenocarcinoma de pulmén. Se analizé una cohorte de pacientes de adenocarcinoma
avanzado tratados por primera vez con erlotinib o gefitinib en primera, segunda o
tercera linea. Como segun nuestros datos obtenidos la cooperaciéon EGFR-FGFR1/4
ocurria tanto en pacientes con EGFR mutado como nativo, se incluyeron no solo
pacientes con EGFR mutado (53,2%), sino también pacientes con la variante nativa del
gen (40,4%). Determinamos la expresiéon de FGFR1 y FGFR4 en estos tumores y la
relacionamos con la supervivencia libre de progresion en estos pacientes tratados,
clasificando los casos segun la expresion baja o alta (por debajo o por encima del valor
de la mediana en la cohorte) de cada gen. Observamos que tanto la alta expresion de
FGFR1 como la de FGFR4 por separado correlacionaban con peores valores de
supervivencia libre de progresion (cocientes de riesgo de 3.44 [2.09-5.69], p<0,001 y
de 3.62 [2.18-6.11], p<0,001; respectivamente). Al tener en cuenta los datos de
expresion de ambos genes, se producia una separacién mas clara en los valores de

supervivencia libre de progresién para ambos grupos (p<0,001) (Figura 41).
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Figura 41. Efecto de la expresion de FGFR1 y FGFR4 en la respuesta a terapia anti-EGFR en una cohorte
de adenocarcinoma (N=47). Correlacion de la supervivencia libre de progresién de pacientes tratados
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con erlotinib o gefitinib con la expresién de ARNm de FGFR1 o FGFR4 (A), o de ambos (B). El criterio
utilizado para clasificar como baja y alta expresion fue el valor de la mediana de expresién para cada
gen. ADC = Adenocarcinoma

Estos resultados sugieren que la expresidn de FGFR1 y FGFR4 es predictiva de la
eficacia de terapias frente a EGFR, de forma que los pacientes con alta expresién de
alguno o de ambos genes progresan mas rapidamente al tratamiento con erlotinib o
gefitinib. Ademas, estos datos también podrian indicar la existencia de un subconjunto
de pacientes de adenocarcinoma que podrian beneficiarse potencialmente de la

terapia combinada frente a EGFR y a FGFR.
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A lo largo de este trabajo se describe el papel diferencial de FGFR1 y FGFR4 en
la tumorogénesis pulmonar. Estos receptores parecen ejercer efectos pro- o anti-
oncogénicos dependiendo del contexto molecular, que definiria el papel prondstico de
su expresién en los pacientes con cancer de pulmodn, y determinaria la eficacia de la
inhibicidn terapéutica de FGFR en estos tumores.

En presencia de altos niveles de expresion de N-cadherina, frecuentes en
carcinoma epidermoide, ambos FGFRs aumentan la sefalizacion y propiedades
tumorogénicas. En ausencia de N-cadherina, situacion mas asociada al
adenocarcinoma, ambos FGFRs ejercen por lo general un efecto supresor tumoral,
mediado por una disminucién de la activacién de determinadas rutas oncogénicas. En
concordancia con este papel de la N-cadherina como cooperador en el efecto pro-
tumorogénico de ambos FGFRs, la determinacién de la expresion de esta molécula de
adhesioén junto con la de FGFR1 y FGFR4 representa un biomarcador prondstico en
pacientes con CPNM, y predictivo de la eficacia de la inhibicién de FGFR.

Por otro lado, en adenocarcinomas dependientes de la activacién de EGFR,
FGFR1 y FGFR4 cooperan con EGFR, independientemente de la expresion de N-
cadherina. La co-expresion produce la activacion reciproca de ambos tipos de
receptores, que induce un incremento de la sefializacion subsidiaria y efectos
oncogénicos. Ademas, la alta expresién de ambos FGFRs confiere resistencia a la
inhibicién de EGFR, lo que a nivel clinico se refleja en una peor respuesta al
tratamiento con inhibidores de EGFR en los pacientes que presentan tumores con alta
expresion de FGFR1, FGFR4 o ambos receptores. La inhibicién conjunta de EGFR y FGFR
produce efectos sinérgicos y presenta una alta eficacia en modelos de xenoinjertos
derivados de pacientes con sobreactivacién de ambos receptores.

Respecto a la cooperaciéon entre EGFR y FGFR1/4, la sobreexpresion de
cualquiera de estos FGFRs aumentaba la activacion de EGFR e incrementaba las
propiedades pro-tumorogénicas en modelos celulares y animales que presentaban alta
activacion de EGFR, independientemente de si ésta era derivada de mutaciones
activadoras en el propio gen del receptor o de otro mecanismo. A nivel molecular, se
observé que ambos FGFRs co-localizaban en la membrana celular con EGFR, y que
ambos tipos de receptores co-inmunoprecipitaban, lo que sugeria una interaccién

fisica entre ellos, integrando un complejo FGFR1/4-EGFR. En estos modelos la
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estimulacién con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) aumentaba la activacién
del FGFR sobreexpresado. Y de modo similar, la estimulacién con factores especificos
del FGFR sobreexpresado provocaba una mayor activacion de EGFR. La sobreactivacién
de ambos receptores en estas circunstancias, sin embargo, producia efectos
heterogéneos a nivel de sefializacién oncogénica, observandose en todos los casos un
aumento de la activacidon de STAT3, y una activacién de AKT o ERK (p42/p44) desigual
segun la linea celular en estudio. Estos datos sugieren que la respuesta de esta
cooperacion FGFR1/4-EGFR a nivel de sefializacién oncogénica podria depender del
contexto molecular.

Para estudiar la relevancia clinica de esta cooperacién molecular, se estudié
una cohorte de pacientes de adenocarcinoma tratados por primera vez con terapia
anti-EGFR (erlotinib o gefitinib). En estos pacientes, la sobreexpresién de FGFR1 y/o
FGFR4 correlacionaba con un menor tiempo a la progresidén, sugiriendo que esta
cooperacion podria tener relevancia en la respuesta a la terapia dirigida frente a EGFR.
En linea con estos resultados, la sobreexpresiéon de cualquiera de los dos FGFRs en
lineas celulares de adenocarcinoma con EGFR mutado concedia una mayor resistencia
a inhibidores de EGFR y sensibilizaba al tratamiento con inhibidores selectivos de FGFR
in vitro. Ademas, en condiciones de sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4, la inhibiciéon
combinada de EGFR y FGFR producia efectos sinérgicos en estos modelos. En
concordancia con estas observaciones, los ensayos in vivo mostraron que la
sobreexpresion de cualquiera de estos FGFRs conferia una mayor resistencia al
tratamiento con erlotinib en un modelo de xenoinjerto con una linea celular de
adenocarcinoma inicialmente sensible a este farmaco. Ademas, la inhibicidn
combinada de EGFR y FGFR mostré gran eficacia en modelos de xenoinjertos de lineas
celulares de adenocarcinoma y en los tumores de adenocarcinoma derivados de
pacientes (PDXs) con sobreactivaciéon de EGFR (mutado o nativo) y con sobreexpresién
de FGFR1 o FGFRA4. Esta eficacia se reflejaba tanto a nivel de crecimiento tumoral,
consiguiéndose incluso regresiones completas en algunos de los ratones tratados,
como a nivel molecular, observandose que esta terapia combinada conseguia inhibir
diferentes rutas de sefalizacién oncogénicas de manera mucho mas eficiente que la
administracion de los farmacos en monoterapia. lgualmente, cabe destacar que un

modelo de xenoinjerto de linea celular y en otro de PDX, el tratamiento con erlotinib
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en monoterapia producia un aumento de la activacién de STAT3. Este fendmeno se ha
relacionado con la aparicion de resistencia a terapias dirigidas en modelos con
alteraciones en EGFR, HER2, ALK, MET, o KRAS, con frecuencia ocasionadas por la
induccién de la expresion de otro receptor tirosina quinasa, del que pasa a depender el

1
tumor 69

. Por ejemplo, la inhibicién de MEK en modelos de tumores pulmonares se ha
asociado a una mayor activacion de STAT3 y a la induccidn de la expresion de FGFR1.
En estos modelos, la inhibicién combinada de MEK y FGFR ha demostrado revertir la

169,17 . ..
69170 'En nuestros modelos donde el tratamiento con erlotinib

resistencia generada
producia un aumento de la activacién de STAT3, la administracion conjunta de
erlotinib junto al inhibidor de FGFR producia una disminucién de los niveles de pSTAT3,
lo que podria indicar que esta terapia combinada podria dificultar la aparicion de
resistencias a través de este mecanismo. Ciertamente, la induccion de la expresion de
FGFR1 o FGFR2, o la aparicion de mutaciones en FGFR3, han sido caracterizadas como
mecanismos de resistencia adquirida a terapia frente a EGFR en tumores con

. . -45,171,172
mutaciones activadoras de EGFR #1717

. Esto sugiere que la inhibicion combinada
de EGFR y FGFR podria ser ademas una alterativa terapéutica para aquellos casos de
resistencia adquirida a través del desarrollo de estas alteraciones. Nuestros datos, sin
embargo, muestran que existen tumores con alta activacion de EGFR,
independientemente de su estado mutacional, y que presentan una alta expresion de
FGFR1 y/o FGFR4 previamente a la terapia con inhibidores de EGFR, los cuales
presentarian una resistencia intrinseca a estos tratamientos. Por tanto, en estos
tumores la terapia combinada propuesta podria ser una alternativa terapéutica eficaz,
gue ademas podria retrasar la aparicion de resistencias adquiridas.

Analogamente a esta interaccién pro-oncogénica de FGFR1 y FGFR4 con EGFR,
existen en la literatura diversos ejemplos de fenédmenos de heterodimerizacidon entre
receptores tirosina quinasa de diferentes familias, conllevando un aumento en la
sefalizacién oncogénica. Se ha publicado que IGF1R heterodimeriza con el receptor de
insulina en lineas celulares de carcinoma hepatocelular y gastrico, y que el empleo de
un anticuerpo que impide esta interaccion produce una disminucién de la activacion
de STAT3 y AKT *”2. En cancer de vejiga, se ha descrito que EGFR puede interaccionar

fisicamente con PDGF-B produciendo un aumento de la activacién de ERK, asi como de

la proliferacién y la invasién en modelos in vitro. Ademds, de manera similar a los
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resultados presentados en este trabajo, esta interaccién provocaba una mayor

resistencia a farmacos frente a EGFR *"*

. En el contexto del cancer de pulmén, se ha
identificado incluso la heterodimerizacion de EGFR con IGF1R como mecanismo de
resistencia a erlotinib, que podia ser revertida mediante tratamiento con inhibidores
de IGF1R *”>. Ademads, en concordancia con nuestros resultados, se ha descrito que la
sefializacion del EGFR confiere resistencia a los inhibidores de FGFR en lineas celulares
de carcinoma de cabeza y cuello *7°.

Hasta ahora, la gran mayoria de abordajes terapéuticos dirigidos en cancer de
pulmon se han centrado en modelos con alteraciones genéticas concretas que inducen
adiccién oncogénica. Sin embargo, los trabajos arriba mencionados y los datos de esta
tesis destacan la importancia de la realizacion de una caracterizacion molecular
exhaustiva de este tipo de tumores, que no presentan una Unica sino numerosas
aberraciones gendmicas. El estudio de la co-activacion de vias de sefializacion podria
tener gran relevancia clinica, permitiendo predecir resistencias primarias a terapias
dirigidas y proponer terapias combinadas efectivas.

A pesar de la consistencia entre nuestros datos in vitro, in vivo y clinicos, que
apoyan la potencial eficacia de la inhibicién conjunta de EGFR y FGFR en tumores con
alta activacion de EGFR vy alta expresién de FGFR1 y/o FGFR4, el estudio aqui expuesto
presenta ciertas limitaciones. En un primer lugar, seria necesario confirmar estos
hallazgos en una cohorte mayor de modelos PDXs como primer paso hacia la aplicacién
clinica potencial de esta aproximacién terapéutica. En la actualidad, en nuestro
laboratorio se estd ampliando la cohorte de modelos PDXs tratados. Por otra parte, en
los andlisis de muestras clinicas aqui presentados, la mediciéon de la expresion de
FGFR1 y FGFR4 se ha realizado a nivel de ARNm. En la clinica, la implementacién de
esta tecnologia no es siempre factible, bien por motivos de disponibilidad de muestra
tumoral, o por limitaciones técnicas de los laboratorios de anatomia patoldgica en los
hospitales. Por este motivo, nuestro grupo de investigacion, en colaboracién con otros
laboratorios, esta trabajando en la determinacién y cuantificacion de la expresién de
ambos receptores por medio de técnicas de inmunohistoquimica, que requieren una
menor cantidad de muestra, y son accesibles de forma rutinaria en la clinica. Asi, se
realizara la determinacién inmunohistoquimica de la expresién de ambos FGFRs en las

muestras de la cohorte de pacientes tratados con erlotinib o gefitinib. Esto permitira
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definir los niveles de expresidn proteicos de estos receptores que correlacionarian con
una peor respuesta a estos farmacos y que podrian beneficiarse de la inhibicidon
conjunta de EGFR y FGFR, para validar su papel como biomarcador predictivo a nivel
técnico. Asi, se tratara de establecer un criterio de utilidad clinica para seleccionar
pacientes de adenocarcinoma de pulmén a incluir en un ensayo clinico de fase I/l
planteado por nuestro grupo de investigacion, a realizarse en el Hospital Universitario
12 de Octubre para probar la seguridad y eficacia del tratamiento combinado de un
inhibidor de EGFR y otro de FGFR, asi como el papel predictivo de la determinacion de
la activacion de EGFR y de la expresion de FGFR1 y FGFR4 sobre la eficacia con esta
aproximacion terapéutica. Por ultimo, hay que destacar que a pesar del potencial que
parece tener la terapia propuesta en este trabajo de tesis, la aplicacion clinica de
cOcteles de inhibidores puede resultar problematica, presentando en muchos casos un
exceso de efectos adversos, que impiden la implementacidon de la terapia testada,
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incluso si ésta demuestra eficacia La toxicidad suele incrementarse

especialmente cuando se combinan inhibidores no selectivos que inhiben diferentes

180181 En este sentido, un

dianas moleculares (efecto inespecifico, u “off-target”)
ensayo reciente de fase | con erlotinib y dovitinib (inhibidor no selectivo de FGFR) en
pacientes con CPNM avanzado tuvo que ser detenido debido a niveles inaceptables de
toxicidad (NCT01515969) *®2. Por esto, es de vital importancia evaluar la seguridad y
eficacia de la aproximacién terapéutica propuesta, si bien, debido a que Ia
combinacion terapéutica sugerida en este trabajo incluye un inhibidor selectivo de
FGFR, cabria esperar que la toxicidad fuera menos acusada.

Por otro lado, para estudiar el papel diferencial de ambos FGFRs en la
tumorogénesis en adenocarcinoma no dependiente de EGFR y en carcinoma
epidermoide, se generaron diferentes modelos in vitro con niveles de expresion
variables de FGFR1 y FGFR4. En estudios previos se habia descrito que la mera
sobreexpresion de los FGFRs era suficiente para su activacion **2, razén por la cual
decidimos usar esta aproximacion experimental para estudiar los efectos de estos
genes en la tumorogénesis. Y aunque en las lineas de carcinoma epidermoide se
observé que efectivamente al sobreexpresar los FGFRs se inducia su activacién como

era de esperar, en las lineas de adenocarcinoma sin dependencia de EGFR no se

detectd un aumento de la activacion del receptor sobreexpresado. Esto sugeria que el
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papel oncogénico ejercido por ambos FGFRs en las lineas de carcinoma epidermoide
podria ser efecto de su activacidn, mientras que el papel supresor tumoral observado
en las lineas de adenocarcinoma podria deberse a un mecanismo independiente de la
activacion de la via candnica de sefializacion.

En concordancia con nuestros datos, se ha descrito un papel diferencial en la
tumorogénesis dependiente de contexto para otro miembro de la familia FGFR, en

concreto FGFR3 1.

Lafitte y colaboradores sobreexpresaron FGFR3 en diferentes
lineas celulares de cdncer de pancreas y observaron que esta sobreexpresion tenia un
efecto pro-oncogénico en las lineas que presentaban un fenotipo mesenquimal, y el

1
5 Estos

efecto contrario en aquellas lineas celulares con un fenotipo epitelial
resultados sugerian que el papel de FGFR1/4 podria también estar influenciado por el
estado de diferenciacién epitelial o mensequimal, y en consecuencia decidimos
estudiar en nuestros modelos la expresién de diferentes genes relacionados con la
transicion epitelio-mesénquima. Entre estos genes se seleccionaron E-cadherina, cuya
expresion esta asociada a un fenotipo epitelial, y N-cadherina, asociada a fenotipos
mesenquimales. Estos genes, ademas de ser claves en el fendmeno de la transicion
epitelio-mesénquima, relacionado con la progresién tumoral ***, pueden interaccionar

18187 De hecho, existen numerosos datos en la

con receptores tirosina quinasa
literatura que describen la existencia de una cooperacién entre N-cadherina y los
FGFRs, que es relevante en diferentes procesos fisiolégicos como el crecimiento
axonal, a través de la prolongacion en el tiempo de la activacion del FGFR y del

188,189

aumento de la activacién de la ruta de ERK . Ademas, se ha descrito en diferentes

contextos tumorales la interacciéon entre N-cadherina y FGFR, que se ha asociado con
un aumento en la migracién y en la metastasis en varios tipos de cancer 1°7187199191 p|
comprobar el nivel de expresion proteico de ambas cadherinas en las diferentes lineas
celulares de pulmén de nuestro panel, se observé un patrén diferencial de expresién
en funcion de la histologia, definido por una alta expresion proteica de E-cadherina en
las lineas de adenocarcinoma, y baja o indetectable expresién de esta cadherina en
carcinoma epidermoide. En el caso de la N-cadherina, se observd el patrdon contrario.
Estos resultados eran compatibles con que, o bien la E-cadherina podria estar

implicada en el papel supresor tumoral de ambos FGFRs en las lineas celulares de

adenocarcinoma no dependientes de EGFR, o bien que la N-cadherina podria estar
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implicada en su papel pro-tumorogénico observado en las lineas de carcinoma
epidermoide.

Para comprobar el posible papel de la E-cadherina en la funcién de ambos
FGFRs, se silencid su expresion en una linea de adenocarcinoma que mostraba alta
expresion enddgena de esta cadherina, y en la que previamente se habia observado
gue la expresién de los FGFRs ejercia un papel supresor tumoral. A pesar de que la
reduccién de la expresion no fue completa, se observd un pequefio efecto pro-
tumorogénico derivado de este silenciamiento, lo que estd en concordancia con el
papel supresor tumoral de esta cadherina descrito en la literatura *°2. Sin embargo, la
funcion supresora tumoral ejercida por la sobreexpresion de FGFR1 o FGFR4 no se vio
alterada por la reduccién de la expresion de E-cadherina. Por otro lado, se
sobreexpresaron ambos FGFRs en una linea celular de adenocarcinoma sin expresion
de E-cadherina ni N-cadherina, y se observd que ambos FGFRs reducian las
caracteristicas tumorogénicas de la linea. Estos resultados sugerian que E-cadherina no
era determinante en el papel diferencial de FGFR1/4 en la tumorogénesis pulmonar.

Con el fin de estudiar el papel que la N-cadherina podria ejercer en los efectos
pro-tumorogénicos inducidos por FGFR1/4, en primer lugar se co-sobreexpresaron N-
cadherina y FGFR1 o FGFR4 en dos lineas celulares de adenocarcinoma donde la
sobreexpresion de cualquiera de los dos FGFRs tenia un efecto supresor tumoral. Se
observd que la sobreexpresion conjunta de N-cadherina con FGFR1 o FGFR4 en estas
lineas no solo revertia su efecto supresor tumoral, sino que pasaba a ejercer el efecto
opuesto. Ademads, se sobreexpresé FGFR1 o FGFR4 en una linea epitelial de pulmén
inmortalizada (NL20), que expresaba altos niveles endégenos de N-cadherina, y se
observaron efectos pro-tumorogénicos tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, al
silenciar la expresion de N-cadherina en esta linea, ambos FGFRs adquirieron una
funcién anti-tumoral. A pesar de que esta linea celular estd descrita como no
tumorogénica, fue capaz de generar tumores en los experimentos realizados in vivo.
Esta linea celular se inmortalizd originalmente mediante la sobreexpresién del SV40,
que puede provocar inestabilidad celular y transformar a las células en cultivo *****, lo
gue podria explicar los resultados obtenidos. Sin embargo, ya que las conclusiones
obtenidas a raiz de estos experimentos no estan relacionadas con la iniciacién tumoral,

y teniendo en cuenta que estos datos se correlacionaban con el resto de resultados
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obtenidos en los experimentos in vitro e in vivo, no pensamos que el citado
comportamiento inesperado de la linea NL20 tenga mayor relevancia en las
conclusiones presentadas.

De acuerdo con los resultados funcionales obtenidos en las lineas celulares, se
observé que en presencia de altos niveles de N-cadherina se producia la activacién del
FGFR sobreexpresado, mientras que en su ausencia no se activaba el receptor. Por otro
lado, la activacién del FGFR en presencia de N-cadherina producia un aumento
generalizado de la activacion de las rutas de STAT3 y AKT, y en menor medida de ERK, y
solo en algunos de los modelos estudiados. Sin embargo, la sobreexpresion del FGFR
en ausencia de N-cadherina producia el efecto opuesto.

En la literatura se encuentran datos que sefialan que N-cadherina interacciona
fisicamente con FGFR1 y FGFR4 en un contexto tumoral. En lineas celulares de cancer
de mama, se ha descrito la interaccion entre FGFR1 y N-cadherina, que induce una

. . s , 1
mavyor activacién de la via de ERK **°

. En el caso de FGFR4, se ha descrito la formacidn
de un complejo macromolecular entre N-cadherina, FGFR4 y otras moléculas de
adhesion tales como N-CAM, que induce la sefializacion pro-oncogénica del receptor

en modelos in vitro de tumores pancreaticos 191

. Los resultados de co-localizacién y co-
inmunoprecipitaciéon de ambas proteinas en nuestros modelos in vitro sugerian que
esta interaccidn entre N-cadherina y FGFR1/4 también podria ocurrir en el contexto de
los tumores pulmonares, y podria ser responsable de la activacion de los FGFRs. En la
actualidad, en nuestro laboratorio se estd profundizando en el estudio de la
cooperacion FGFR-N-cadherina en términos de andlisis por inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia (localizacion de FGFR en presencia/ausencia de N-cadherina),
estudio del marco temporal de la activaciéon y tiempo de degradacién de FGFR en
presencia/ausencia de N-cadherina, etc. En conjunto, todos estos datos indican que la
presencia de altos niveles de N-cadherina favorece la interaccion de ésta con los FGFRs

en la membrana, activando la cascada de sefializacién oncogénica dependiente del

receptor y aumentando la tumorogenicidad.

A continuacidn se analizé la supervivencia libre de progresién y la supervivencia
global en una cohorte de pacientes con CPNM en estadios tempranos, en funcion de la

expresion de N-cadherina y de FGFR1 y/o FGFR4. Los pacientes con tumores que
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presentaban altos niveles de expresion de cualquiera de estos FGFRs en combinacidn
con altos niveles de N-cadherina presentaban supervivencias acortadas. Sin embargo,
aquellos pacientes con alta expresion de FGFR1 o FGFR4 y baja expresién de N-
cadherina presentaban el mejor prondstico de entre los subgrupos analizados.
Ademds, estos resultados fueron validados “in silico” en una cohorte de
adenocarcinomas y en otra de carcinomas epidermoides del TCGA. Dichos andlisis
corroboraron la influencia de la expresion de N-cadherina en el papel pro-tumoral de
FGFR1 y FGFR4 observado en nuestros ensayos in vitro e in vivo. Ciertamente, al
comprobar la expresion de ARNm de N-cadherina en nuestra cohorte de pacientes de
CPNM y en una cohorte publica independiente de CPNM, se observd que la expresion
de este gen era mayor en los tumores epidermoides que en los adenocarcinomas, lo
que justificaria el papel diferencial de FGFR1/4 en estas histologias.

Es importante destacar que en las muestras de nuestra cohorte de pacientes no
se realizo la caracterizacion del estado mutacional de EGFR, debido a que ésta no se
realiza de manera rutinaria en tumores de estadios precoces. De esta manera, es
probable que algunas de las muestras de adenocarcinoma incluidas en estos analisis de
supervivencia presentaran activacién de EGFR, lo que afectaria al papel de FGFR1/4.
Sin embargo, debido a la baja frecuencia de estas mutaciones, de entre un 3 y 5% en
clinica, es poco probable que la influencia de esta limitacién a los resultados sea
relevante.

En resumen, estos resultados sugieren que el papel diferencial de FGFR1 y
FGFR4 observado en adenocarcinoma no dependiente de EGFR y en carcinoma
epidermoide es en realidad dependiente de contexto molecular, definido por la
expresion de N-cadherina, y no de la histologia.

Por otro lado, en diferentes andlisis de caracter retrospectivo se ha analizado
el impacto de la amplificacion de FGFR1 en CPNM. Aunque en algunos de estos
estudios la amplificacién de este gen se ha asociado a un peor prondstico, en otros se

>3147.148 | 5 variabilidad obtenida en estos

han obtenidos resultados contradictorios
estudios podria deberse a que la amplificacién de FGFR1 no se asocia en todos los

., , . 146
casos a una sobreexpresién del gen, responsable de los efectos pro-oncogénicos ~*.
Recientemente se ha publicado un estudio retrospectivo en pacientes con CPNM,

donde se ha asociado la expresién proteica de FGFR1, determinada por
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inmunohistoquimica, a un peor prondstico **°. Si bien en este estudio no se analizaba
la expresion de N-cadherina y su impacto en el papel prondstico de FGFR1, la mayoria
de pacientes incluidos presentaba estadios avanzados de la enfermedad y fueron
diagnosticados de carcinoma epidermoide. Estas condiciones serian propicias para la
expresion elevada de N-cadherina, segin nuestros datos, y estarian en concordancia
con el papel prondstico de la expresion proteica de FGFR1 descrito en este estudio.
Igualmente, se ha asociado la expresion proteica de FGFR4 con un peor prondstico en
pacientes con CPNM . Aunque de nuevo, en este estudio no se analizé la expresién
de N-cadherina, aproximadamente la mitad de los pacientes fueron diagnosticados con
carcinoma epidermoide, y la mayoria de los tumores incluidos en el andlisis
presentaban una baja diferenciacidn, caracteristica que ha sido ampliamente asociada
con la expresion de N-cadherina en diferentes tipos tumorales %%’

Por otro lado, la expresion misma de N-cadherina ha sido asociada a un peor

prondstico en pacientes de CPNM *9%1%°

. Sin embargo, en nuestros andlisis, la alta
expresion de FGFR1 y FGFR4 parecia ejercer un efecto prondstico negativo mas
acusado, dentro del subgrupo de pacientes con tumores que presentaban alta
expresion de N-cadherina, lo que en principio no sugiere que el efecto observado
dependa solo de la expresion de esta cadherina.

Los datos experimentales aqui presentados apoyan el papel de la N-cadherina
como responsable del papel pro-tumoral de FGFR1 y FGFR4. Respecto al papel
supresor tumoral de FGFR1/4 observado en adenocarcinoma, éste podria estar
mediado por un mecanismo independiente a la activacién del receptor. Sin embargo,
en vista de los resultados de este trabajo no puede concluirse si este efecto es ejercido
por los FGFRs per se o a través de su interaccién con otros genes expresados en
ausencia de N-cadherina. Se ha descrito que algunos FGFRs pueden ejercer diferentes
funciones a través de su translocacion al nucleo, que ocurre de forma independiente a
su activacion. En el nucleo, éstos pueden interactuar con proteinas nucleares que

regulan la transcripcion génica 2%

. Sin embargo, no se han realizado estudios sobre
la funcién de su sefializacion nuclear en tumores pulmonares, donde podrian ejercer
un efecto anti-oncogénico en algunos contextos. A fin de estudiar si FGFR1 y FGFR4
ejercen alguna funcién en el ndcleo, y de si ésta podria estar relacionada con el papel

supresor tumoral descrito en ausencia de expresién de N-cadherina, en nuestro
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laboratorio se esta determinando si estos FGFRs se localizan en el nucleo mediante
tincion inmunohistoquimica en tejido tumoral y por inmunofluorescencia en lineas
celulares.

Habiendo definido la expresién de N-cadherina como determinante para la
ejecucién del papel oncogénico por parte de FGFR1 y FGFR4, se decidié explorar el
papel de la N-cadherina como biomarcador predictivo de eficacia de la inhibicién de
FGFR. Se observé que en las lineas celulares de CPNM con alta expresién de FGFR1 y/o
FGFR4, solamente respondian a la inhibicién selectiva de FGFR aquéllas que
presentaban alta expresion de N-cadherina, independientemente de su procedencia
histoldgica. Igualmente, en modelos PDX de CPNM con alta expresion de FGFR1 y/o
FGFR4, se observé que solo aquellos modelos con alta expresion de N-cadherina
mostraban una reduccién del crecimiento al ser tratados con un inhibidor selectivo de
FGFR. Estos modelos, independientemente de su histologia, mostraban una gran
sensibilidad al tratamiento, consiguiéndose incluso algunas regresiones tumorales
totales. Estos datos apoyan el papel de la N-cadherina como biomarcador predictivo
de la eficacia de la inhibiciéon de FGFR en tumores con alta expresion de FGFR1 y/o
FGFR4, y muestran que esta aproximacion terapéutica podria ser relevante para
pacientes seleccionados con alta expresién tumoral de esta cadherina. Cabe destacar
gue un modelo con alta expresion de N-cadherina que presentaba gran sensibilidad a
la inhibicion de FGFR en monoterapia, presentaba mutacion en KRAS. Este tipo de
tumores no cuentan hasta la fecha con una alternativa terapéutica dirigida eficaz en la
clinica, de modo que estos tratamientos podrian representar una aproximacion
terapéutica interesante para algunos pacientes con tumores con mutaciones en KRAS.
En relacién a este resultado, Manchado y colaboradores han descrito recientemente
gue el tratamiento de diferentes modelos de tumores pulmonares con mutaciones en
KRAS con el inhibidor trametinib induce la expresién de FGFR1, provocando la
resistencia al inhibidor de MEK, que puede revertirse haciendo uso combinado de

trametinib y de inhibidores de FGFR '7°

. En este trabajo, y en otros tantos de la
literatura, se ha observado que el tratamiento con trametinib induce la activacién de
STAT3 162170202203 ‘ga h3 descrito en modelos de carcinoma hepatocelular que STAT3,
una vez activo, puede unirse al promotor de Twist, un gen clave en el desarrollo de la

transicion epitelio-mesénquima, promoviendo asi la expresién de N-cadherina.
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Igualmente, se ha asociado la activacién de este transductor de sefiales con la
induccion del fenotipo mesenquimal y de la expresién de N-cadherina en diversos

20429 Estos hallazgos estarian en concordancia con los resultados

contextos tumorales
presentados en este trabajo de tesis, ya que la activacion de STAT3 tras el tratamiento
por trametinib podria estar induciendo la expresién de N-cadherina, razén por la cual
la inhibicion de FGFR presentaria eficacia en estos modelos.

Diversos ensayos clinicos en fase temprana han evaluado el papel de los

54,159,169,207

inhibidores de FGFR en neoplasias sélidas . Los resultados de estos estudios

clinicos han sido modestos, observandose respuestas parciales en solo un 5-10% de los

4,157 ’ . . /
4137 En la gran mayoria de estos ensayos, el biomarcador de seleccién mas

pacientes
extendido ha sido la amplificacion de FGFR1, cuyo potencial predictivo esta siendo
puesto en duda debido a los limitados resultados obtenidos en estos estudios.
Ademas, se han publicado trabajos que demuestran que el nimero de copias de FGFR1
es menos predictivo de la eficacia de la inhibicion de FGFR in vitro que otros
pardmetros como son la expresion proteica o de ARNm de este receptor *°. Ademas,
se ha comprobado en estos ensayos que la prevalencia de la amplificacion de FGFR es
de un 5-10% en los carcinomas epidermoides, inferior al 20% descrito en las cohortes
iniciales 3. Los andlisis de cohortes de pacientes realizados en este trabajo indican que
entre un 30 y un 40% de los pacientes, incluyendo adenocarcinomas y carcinomas
epidermoides, presentan niveles altos de expresion de ARNm de FGFR1 y/o FGFR4 y de
N-cadherina. Este relevante subgrupo de pacientes, que paraddjicamente son aquéllos
qgue presentan el peor prondstico, podrian ser los que bioldgicamente presentarian
mayor predisposicion a beneficiarse de la inhibicién de FGFR.

Sin embargo, son escasos los datos acerca del valor predictivo de la expresion
proteica de FGFR como marcador de beneficio al tratamiento con inhibidores de FGFR
y, como hemos comentado anteriormente, la determinacién de ARNm de muestras
tumorales puede ser complicada en la clinica. Por estas razones, nuestro laboratorio
esta trabajando actualmente en la evaluacion de la expresion proteica de FGFR1/4 y N-
cadherina mediante técnicas de inmunohistoquimica, mas facilmente aplicables en Ia
practica clinica. Para ello, estamos analizando la reproducibilidad y concordancia entre
datos de expresion por RT-PCR, western blot e inmunohistoquimica de estos tres

genes en una cohorte de 25 modelos PDXs de CPNM, que posteriormente
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comprobaremos también en una cohorte de pacientes de CPNM. El fin de este trabajo
es la puesta a punto de la determinacién inmunohistoquimica de la expresidn de estas
proteinas para relacionar sus niveles con el efecto de la inhibicién de FGFR en un
ensayo clinico de fase I/l con pacientes de CPNM avanzado. Mediante la evaluacién de
la respuesta al inhibidor en los pacientes incluidos en el ensayo y el andlisis de la
expresion de FGFR1, FGFR4 y N-cadherina por inmunohistoquimica, estableceremos
los niveles de expresion que predicirian la eficacia del tratamiento, a fin de instaurar
un criterio de seleccién de pacientes efectivo para futuros ensayos clinicos con este
tipo de inhibidores.

En conclusidn, a la luz de los resultados obtenidos se propone un modelo de
oncogénesis dependiente de contexto molecular para FGFR1 y FGFR4 en la
tumorogénesis pulmonar, basado en la expresién de N-cadherina, y en la dependencia
de la sefializacién de EGFR (Figura 42). Los datos obtenidos in vitro e in vivo muestran
gue tanto la sobreexpresién de N-cadherina como la activacion de EGFR determinan el
efecto pro-tumorogénico de FGFR1 y FGFR4. Ademas, la evidencia obtenida a nivel
clinico apoya este modelo, y sugiere un papel prondstico para FGFR1 y FGFR4
dependiente de la expresion de N-cadherina, un papel predictivo para ambos FGFRs en
la respuesta a terapia anti-EGFR, y un papel predictivo para N-cadherina en la
respuesta a terapia anti-FGFR. Igualmente, nuestros datos apoyan la potencial eficacia
de dos nuevas estrategias terapéuticas para los pacientes con CPNM: La terapia anti-
FGFR para los pacientes con alta expresion de N-cadherina y de FGFR1 y/o FGFR4, y la
terapia combinada anti-EGFR y anti-FGFR para los pacientes con tumores con alta

activacion de EGFRy alta expresion de FGFR1 y/o FGFRA4.
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Figura 42. Modelo del papel dependiente de contexto molecular de FGFR1 y FGFR4 en la
tumorogénesis pulmonar

Por ello, la determinacién de los niveles de expresién o amplificacion de FGFR1
o FGFR4 Unicamente no seria un indicador fiable de la efectividad de terapias dirigidas
frente a la sefalizacién FGFR, ya que estos farmacos no podrian ser efectivos en
tumores sin expresion de N-cadherina, ni en tumores no dependientes de EGFR. Este
mecanismo podria dar explicacién a los modestos resultados obtenidos por los
inhibidores anti-FGFR en ensayos clinicos, donde no se han tenido en cuenta estos
criterios >*. De esta manera, proponemos que la determinacién de la expresién de N-
cadherina y de la activaciéon de EGFR en paralelo a la expresién de FGFR1 y FGFR4
podria optimizar los criterios de elegibilidad de pacientes para recibir fadrmacos anti-
FGFR. En conjunto, nuestros datos aportan una visidn mas amplia del papel de FGFR1y
FGFR4 en la biologia del cancer de pulmén. Estos hallazgos podrian mejorar los

criterios de seleccién de pacientes candidatos a recibir terapia anti-FGFR.
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La expresion de FGFR1 y FGFR4 en lineas celulares de adenocarcinoma de
pulmén dependientes de EGFR tiene un efecto pro-oncogénico, debido a la
cooperacion entre EGFR y FGFR1 o FGFR4, que resulta en una mayor activacién
de ambos receptores, y consecuentemente en una mayor activacion de STAT3 y
AKT, y de ERK en algunos casos.

Los pacientes afectos de tumores con alta expresién de FGFR1 y/o FGFR4 y
sobreactivacién de EGFR presentan resistencia a la inhibicion de EGFR y podrian
beneficiarse de la terapia combinada anti-EGFR y anti-FGFR, anticipandose asi a
la aparicion de uno de los mecanismos de resistencia potenciales en este
contexto.

La expresion de FGFR1 y FGFR4 en lineas celulares de adenocarcinoma de
pulmon no dependientes de EGFR y con baja o nula expresion de N-cadherina
tiene un efecto supresor tumoral. Este efecto podria estar mediado por la
disminucién de la activacion de las rutas de sefializacion de STAT3 y AKT, y de
ERK en algunos casos.

La expresion de FGFR1 y FGFR4 en lineas celulares con alta expresiéon de N-
cadherina tiene efectos pro-tumorogénicos in vitro e in vivo. Estos efectos
podrian ser consecuencia de la activacion del FGFR, dependiente de N-
cadherina, que induce la sefializacion de las rutas de STAT3, AKT, y de ERK en
algunos casos.

La determinacién de la expresiéon de N-cadherina en pacientes con alta
expresion de FGFR1 y/o FGFR4 tiene implicaciones prondsticas en cancer de
pulmén no microcitico.

La expresidon de N-cadherina es predictiva de la eficacia de la inhibicion de FGFR
en pacientes con CPNM con alta expresién de FGFR1 y/o FGFR4. Los pacientes
con tumores con alta expresidon de ambos genes (30-40% de casos de cancer de
pulmén no microcitico) podrian beneficiarse de la terapia de inhibicién de

FGFR.
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